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1.0ZET

CDNF VE MANF NOROTROFIK FAKTORLERININ ISKEMi SONRASI
BEYIN PLASTISIiTESI VE ONARIMI UZERINE OLAN ETKIiLERI

Kigiik protein yapiart ile norotrofik faktorler, noronlarm gelisimi srasmdaki
rollerinin  yam sra beyinde ndronlarm hayatta kalmi, norogenez ve sinaptik
baglantilarm korunmasmda da mutlak rol oynamaktadwlar. No6rotrofik faktorlerin
ifadelerindeki azalma wveya bu faktorlerin yoklugu birgok noérodejeneratif hastahgmn
patobiyolojismde rol oynamaktadirlar. Yapisal olarak birbirlerine benzerlikleri ile
bilinen ki norotrofik faktér olan Serebral Dopamin Norotrofik Faktor (CDNF) wve
Mezensefalik Astrosit-Kokenli Norotrofik Faktor (MANF) literatirde daha Onceden
tammlanmig  olan norotrofik faktorlerden farkl, benzersiz bir protein yapisma
sahiptirler. Bu farkiigm, MANF ve CDNF’nin diger norotrofik faktorlerden farkh
sinyal yolaklar1 kullanmalarma ve bu nedenle daha oOnceden bilinen ndrotrofik
faktorlerden farkh etkilere sahip olmalarma yol acabilecegi diistiniilmektedir. Bu
nedenle, yeni mekanizmalarm bulunmasi, basta beyin felei olmak iizere
norodejeneratif hastaliklarm tedavisinde yeni yaklagimlar sunabilecek potansiyele
sahiptir. Bu tezde MANF ve CDNF norotrofik faktorlerinin hasar sonrasi in Vvivo
sartlarda noronal hayatta kalm, aracilkk eden smyal iletim yolaklar, doku
modellemesi, norogenez, gliogenez ve piramidal trakt plastisitesi lizerine olan
restoratif etkilerinin arastmiimast ve aym zamanda fonksiyonel iyilesme iizerine olan
etkileri ile karsilastrimast amaglanmistr. Bu mekanizmalarm cahsiimasi amaciyla,
insanlarda inme vakalarmmn yaklasik % 80’inden sorumlu olan iskemik beyin felci
modeli olarak farede orta serebral arter tlkanmasi teknigi kullaninustr. Iskemi sonras
hem CDNF hem de MANF tedavisinin apoptotik hiicre sayisim azalttifl, yeni ndron
olusumunu arttwrdigl, glial yara alanm disiirdiigli, motor koordinasyon ve el
cekme/kavrama giiciinii arttrarak fonksiyonel geri kazanmu sagladi@ ve Ozellikle
kontralateral striatumda gen ve protem seviyesinde yaptigi degisiklikler sayesinde
aksonal uzamayi arttrarak plastisiteyi sagladi@i goriimiistir. Elde edilen bulgularm
beyin felci gbi norodejeneratif hastalklarm tedavisme yonelk yeni hedef

molekiillerin bulunmasma katki saglamasi1 beklenmektedir.



Anahtar Sézciikler: Serebral Iskemi, CDNF, MANF, Fonksiyonel Geri Kazanm,
Aksonal Projeksiyon

Bu tez TUBITAK 1145402 nolu proje kapsaminda yapilmistir.



2. ABSTRACT

EFFECTS OF NEUROTROPHIC FACTORS CDNF AND MANF ON BRAIN
PLASTICITY AND REPAIR AFTER BRAIN ISCHEMIA

Neurotrophic factors are small proteins that play essential roles in development of neurons and
the maintenance of neuronal synaptic function. Decrease of absence of neurotrophic factor
levels play important roles in pathobiology of several neurodegenerative disorder. Recently
identified CDNF (Cerebral Dopamine Neurotrophic Factor) and MANF (Mesencephalic
Astrocyte-Derived Neurotrophic Factor) have unique protein structures which are different
than the other known neurotrophic factor families. This difference is considered to be the
reason for MANF and CDNF to use distinct signaling pathways than other neurotrophic
factors. To this end, elucidating the new mechanisms has the potential to offer new approaches
in the treatment of neurodegenerative disorders including brain ischemia. In this project,
restorative effects of MANF and CDNF on in vivo neuronal survival following an insult,
mediating signaling pathways, tissue modelling, neurogenesis, gliogenesis and pyramidal tract
plasticity were investigated and also compared with their effects on functional recovery. In
order to study these mechanisms, Middle Cerebral Artery Occlusion, which is responsible for
approximately 80 % of all stroke cases in humans was used. Both CDNF and MANF treatment
decreased the number of apoptotic cells and glial scar, increased neurogenesis, motor
coordination and grip strength, ameliorates functional recovery and regulates several protein
and gen expression in the contralateral hemisphere finally axonal growth and plasticity after
cerebral ischemia. With the use of this method and due to its similarity of this method with
clinical stroke cases, it is expected this thesis to contribute to the identification of novel target

molecules in several neurodegenerative disorders including stroke.

Keywords: Cerebral Ischemia, CDNF, MANF, Functional Recovery, Axonal

Projection

This thesis is funded by TUBITAK 114S402 project.



3. GIRIS VE AMAC

Beyin felei, Diinya Saghk Orgiitii raporlarma gdre gelismis iikelerde o6liim
nedenleri arasmda ikinci sradadr. Bununla birlikte, motor ve psikolojik fonksiyon
bozukluklarma neden olarak, hastalarm uzun siire bakmma ihtiyag duymasma yol
agmaktadr (1). Hasta bakimmmn ekonomik maliyeti direkt ve dolayll masraflart goz
Oniinde bulunduruldugunda, yalnizca Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) yillk 50
milyar dolar1 bulmaktadr (2). Buna karsm klinikte kullamlan tek tedavi yontemi doku
plazminojen aktivatorii uygulamasidr. Bu uygulama ile tkanan damarm doku
plazminojen aktivatorii yardmmyla aciimasi hedeflenmektedir. Ancak ilk 4,5 saat
icerisinde uygulanmas1 gereken bu tedaviden akut beymn felci hastalarmmn yalnizca
beste biri yararlanabimektedir (3). Bunun yam swra doku plazminojen aktivatorii
tedavisi alabilen hastalarm 6nemli bir kismi, hasarm ciddiyetine bagh olarak hayatlari
boyunca fonksiyonel ve psikolojik bozukluklar yasamaktadwr. Bu baglamda, su anki
tedaviye alternatif, daha esnek ve genis uygulama araligma sahip klink olarak
uygulanabilir tedavilerin bulunmasina yonelik ihtiyag 6nemini korumaktadir.

Bu tezde MANF ve CDNF norotrofik faktorlerinin hasar sonrasi in vivo
sartlarda i) ndronal hayatta kalm, i) apoptotikk hiicre Oliimi, i) 6lime ve hayatta
kalma aracllk eden sinyal iletim yolaklari, iv) doku modellemesi, norogenez,
gliogenez, v) piramidal trakt ve vi) fonksiyonel iyilesme ftizerine olan restoratif
(onaric)) etkilerinin  kargilastiriimas1  amaglanmistr.  Bu  mekanizmalart  incelemek
amaciyla, insanlarda beyin felci vakalarmmn yaklasik % 80’inden sorumlu olan iskemik
beyin felci modeli olarak farede orta serebral arter tikanmasi teknigi kullambmustir.
Farede kullanilan orta serebral arter tkkanmasi yontemi klink inme vakalarma in vivo
olarak benzerlik gosterdigi i¢in, bu ¢alisma sonucunda elde edilen bulgularm beyin
felci gbi norodejeneratif hastalklarm tedavisine yonelk yeni hedef molekiillerin

bulunmasina katki saglamasi beklenmektedir.



4. GENEL BILGILER

Diinya Kalp Federasyonu bilglerine gore diinya ¢apmda her yil 15 milyon
msan serebral iskemi gecirmekte, bunun sonucunda 6 milyon mnsan Olmekte, hayatta
kalanlardan da 5 milyonu kalci olarak engelli kalmaktadr (4). Tirkiye Istatistik
Kurumuw’nun 2016 yilnda 24572 sayr numarasiyla yaymladigi verilere gére 2016
yilinda Tiirkiye’de Oliim sebepleri arasmda yaklaskk % 40’la  dolasim sistemi
hastaliklar1 en bagta yer almaktadwr. Dolasm sistemi hastalklarinn yaklask % 23’iinii
serebro-vaskiiler hastalklar olusturmaktadr. Iskeminin siddetine ve iskemi siiresinin
uzunluguna bagh olarak hiicre Olim hizi artmaktadr. Bu sebeple iskemi tamsi
konulduktan sonra hizh bir sekilde kan akmmnmn tekrar saglanmasi iskemi tedavisinde
temel amagtr. Bu temel amag, kardiyak arestten kaynakli global iskemide kan
dolagmmmn saglanmasiyken, fokal iskemide pihti veya emboli sonucu damar
tikanikhgma bagh beynin bolgesel kan akimmm azalmasi veya durmasma neden olan
sebebi ortadan kaldrmak; yani trombolizdir (5). Damari¢i verilen doku plazminojen
aktivatorii (t-PA) ile saglanan tromboliz ve damarin cerrahi olarak agiimasi, bu
tedavilerin ~ tim  hastalara  uygulanamamasi  yiizinden  istenilen  basariy1
saglayamamistr. Zamaninda uygulanan t-PA ile pihtmm trombolizinde Gnemli asama
kaydedilse de uygulama i¢in sadece iskemi baglangicindan itibaren 3 ila 4,5 saatlik bir
zaman kisitlamasi bulunmasi bu tedavi yonteminin iskemi hastalarmm yalnizca % 3,0-
8,5’luk kismma uygulanabilir oldugunu gostermektedir (6).

4.1. Iskemik beyin felcinin patofizyolojisi

Beyin felci, beyni besleyen damarlarm tkanmasi veya ymtimasi sonucu
beynin kanlanmasmm bozulmasi sonucu olusmaktadwr. Kanlanmann bozulmasi
nadiren damarlarm yrtimasi kaynakh kanama (yaklask % 15) sebebiyle olabildigi
gibi, bityikk oranda damar tkankbgyla (yaklask % 85) olusmaktadrr. Iskemik beyin
hasar1 ise bu siirecte olusan patofizyolojik olaylar biitliniidiir. Bu olaylar biitiinii kisaca
sOyle Ozetlenebilmektedir: Enerji eksikligine bagh olarak noronlar depolarize olurlar
ve bu depolarizasyon sonrast glutamat reseptdrlerinin aktive olmasiyla birlikte
noronlarm icerisinde biriken Ca*?, Na* ve CI iyonlarmm seviyeleri hizla artar. Bu
iyonlar artarken hiicre disma yiiksek miktarda K* iyonu c¢ikisi olur. Glutamat ile



birlikte K* iyonunun fazla miktarda hiicre disma ¢ikmasiyla birlkte belirli bir bolgede
baglayan noron depolarizasyonu bir dalga gibi yayilr. Hiicre i¢inde Na* ve CF
iyonlarmm birikmesini takiben olusan ozmotik fark suyu hiicre igine ¢eker ve hiicre
icine giren su hiicrelerin sismesine neden olur. Ikincil mesajc1 olan Ca*2 iyonunun
hiicre icme girmesiyle birlikte hiicre ykmmmnda rol alan proteazlar, lipazlar,
endoniikleazlar ve kaspazlar gibi bir cok enzim aktive olur. Son olarak da c¢ogunlugu
mitokondri stabilitesinin bozulmasndan kaynaklanan serbest radikallerin olusmasiyla
birlikte, hiicre membrannda ve DNA’da bozukluklar meydana gelir. Serbest radikallar
sadece bu yapilara zarar vermekle kalmaz aym zamanda mikroglial aktivasyonu ve

enflamasyonu uyarir (7).

Fokal iskemide, kan akmmmn azalmasma bagh olarak etkilenen bdlgenin
merkezine iskemik c¢ekirdek (core) bolgesi denmekte, ¢ekirdek bolgesinin etrafindaki
dokuya ise gegis bolgesi anlamma da gelen penumbra denmektedir. Penumbra bolgesi
fiziki olarak tarif edilebilecek bir bolgeden ¢ok, iskemi siiresi ve siddetine bagh olarak
merkez bolgesinin etrafim saran, hacmi iskemiye bagh olarak degiskenlik gosterebilen
bir bolgedir. Bu iki bolgenin oksijenlenme durumlart farkh oldugundan bu bolgelerde
gerceklesen hiicre Oliim mekanizmalan farkhiik gostermektedir (8). Deneysel iskemi
olusturmak icin global iskemi ve fokal iskemi olmak iizere 1iki temel model
kullanmaktadrr. Global iskemi tiim beyni besleyen iki veya dort damarm da gegici
olarak tikanmasiyla indiiklenirken, fokal iskemi ¢ogu zaman sadece orta serebral
arterin gegici olarak tikanmastyla indiiklenmektedir. Gegici olarak olusturulan iskemi
modellerinde, damar belirli bir sire boyunca tikah tutulup daha sonra reperfiizyona
izin verilmektedir. Kalict iskemi modellerinde ise tikanan damarda reperflizyona izin
verilmemekte ve kalict tikanma sonucunda ¢ok daha agr bir hasar olusturulmaktadir
(8, 9). Beyin hasart ve hiicre Olimii, iskemik c¢ekirdek bolgesinin merkezinden
baglayarak penumbraya dogru yayimaktadr. Serebral kan akmm g¢ekirdek bolgesinde
iskemi Oncesine gore yaklask % 15’¢ kadar diiserken, merkezdeki adenozin trifosfat
(ATP) miktar1 % 25’e kadar diiser. Penumbra bdlgesinde ise kan akmmu % 15 ila % 40
arasmda dismekte, ATP miktart ise % 50 ila % 70 arasimda digsmektedir. Bu sebeple,
penumbradaki hasardan etkilenen hiicrelerin kurtariima ihtimali ¢ekirdek bdolgesine
gore daha fazladir (8, 9).



4.1.1. Enerji eksikligi ve ekzitotoksisite

Agrrlik olarak viicudun yaklasik % 2’sini olugtursa da toplam oksjjenin % 20’si
beyin tarafindan tiiketimektedir. Hiicrelern temel enerji ihtiyact icin kullandiklart
kimyasal enerjiyi baglarmda tasiyan adenozin trifosfatm (ATP) mitokondride yeterli
miktarda tretilmesi ve elektron tasma zincirinde kullaniimasi hem enerji ihtiyaciu
karsilamakta hem de iyon dengesini kurmaya yardimci Olmaktadir. Hiicresel seviyede,
oksijen eksikligine bagh olarak ATP iretilememesi durumunda hiicre igerisindeki
ATP sadece 2 dakikalk ihtiyact karsilamaktadr (10). Iskemi sonrasi beynin iskemiden
etkilenen bolgesine oksijlen ve besin gidemeyecedi icin noronlar enerji eksikligi
¢cekmektedir ve hiicre ici homeostazislerini dakikalar igerisinde kaybetmektedirler
(11). Hiicre i¢inde iiretilen enerjinin yaklasik % 30’unu kullanan Na*-K* ATPaz
pompasy, bu enerji eksikliginden ik etkilenen mekanizmalardandr. Bu pompanin
diizgiin ¢ahsamamasi sonucunda ndronlarm membran potansiyeli bozulur ve ndronlar
depolarizasyona ugrarlar. K* iyonu hiicre disma ¢ikarken, Na* iyonu hiicre igine girer.
Ca*? pompasmmn cahsmamasi sonucunda hiicre iginde Ca*? iyonu birikir, bunun
sonucunda da hiicreyi oliime gotiirebilecek bir ¢ok mekanizma aktive olur. Uyarict bir
aminoasit olan glutamat; N-metil-D-aspartat (NMDA), alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-
4-izoksazolpropiyonik asit (AMPA) ve kainat reseptorleri iizerinden bir¢ok hiicre igi
mekanizmayr  diizenlemektedir. Iskemi nedeniyle hiicre dismda yiksek miktarda
glutamat birikmesi NMDA ve AMPA reseptorleri lizerinden hiicre igine ¢ok miktarda
Ca*? iyonunun girmesine neden olmakta ve bunun sonucunda néronal hasar meydana
gelmektedir (12-15). Hiicrenin iyon dengesini saglamak icin kullandi@ her iki yonlii
de cahsabilen Na-Ca degistiricisi (NCX), normal sartlar altmda, 1 adet Ca*? iyonunu
hiicre digma atarken hiicre igine 3 adet Na* iyonu almaktadr. Ancak, iskemi gibi
durumlarda bu degistirici iskemi sonrasi biriken Na* ifyonunu atmak i¢in hiicre igine
Ca*? iyonu alr. Bu yolla giren Ca*? iyonu ise hiicre icerisinde diger yollarla giren Ca*?
lyonu gibi hasari kotiilestirir (16).



4.1.2. Oksidatif stres

Hiicrelerin icerisinde antioksidan gorevi goren endojen enzimler vardrr.
Normal sartlar altmda, bu enzimler, olusan serbest radikalleri temizlemekte yeterli
olmaktadrlar. Ancak, endojen enzimler iskemi sonrasi olusan fazla miktarda reaktif
oksijen tlirevlerini (ROT) ve reaktif azot tiirevlerini (RAT) temizlemede yetersiz kahr
(17). Iskemi sonrasmda serbest radikal miktarmn arttin daha Onceki cahsmalarda
gosterilmistir ve serbest radikallerdeki artism hasar1 arttrdigi distiniimektedir (18,
19). Ekzitotoksisite ile birlikte oksidatif stres hasarm erken fazinda ortaya ¢ikmaktadir.
Iskemi srasmda enzimatik olarak olusan serbest radikaller, reperfiizyon asamasmda
oksijenlenmeyle birlikte, oldukca fazla iretilir. Bunun sebebi oksijenin serbest
radikallerin 6nemli bir kaynagi olmasidr. Kaynaklar1 beyindeki farkh hiicreler olsa da
Ozellikle siiperoksit anyonlari (O27), hidrojen peroksit (H20:2), hidroksil radikalleri
(HO), peroksinitrit (ONOO™) ve nitrojen dioksitin (NO2) iskemik beyinde bulundugu
gosterilmistir (20). Uc farkh tip nitrik oksit (NO) sentaz (ndronal NOS, nNOS;
uyartlabilir NOS, iINOS; ve endotelyal NOS, eNOS) tarafindan {iretlen NO’nun
vazodilatasyonu saglama, kan basmcmmn diizenlenmesi ve ndrotransmitter olarak
kullanlma gibi 6nemli fizyolojik gorevleri vardr. Ancak, hiicre icerisinde NO’nun
artmasi sonucu lipid peroksidasyonu, enerjinin azalmasi ve en kotiisii de O2~ serbest
radikali ile reaksiyona girmesi sonucu daha da tehlikeli bir norotoksik oksitleyici olan
ONOO™ olusur (21). Olusan ONOO™, lipid peroksidasyonuna ve apoptoza yol agacak
DNA kirklarmn olusmasma ve mitokondri stabilitesinin - bozulmasma, bununla
birlikte antioksidan Ozellikteki enzimlern tiiketimesine ve kan beyin bariyerinin
bozulmasina neden olur (22).

4.1.3. Enflamasyon

Enflamasyon, bir diger adiyla yang, dokunun hasar, patojen, doku kalntist
gibi tehlike sinyallerine karsi vermis oldugu yanttr. Iskemi sonrasy, hasara paralel
olarak artan lokal enflamasyon yanitlart sonucunda homeostazis bozulur ve bununla
birlikte enflamasyon iskemik dokuyu ve onun gevresini etkileyen kronik bir hal
alabilir. Iskemik dokunun merkezinde enflamasyona bagh hasar olusumu ve bu

hasarm onarm stiireci es zamanh olarak gerceklesir.



Tim serebrovaskiiler hastalklarm patofizyolojinde oldugu gbi iskemide de
hasarm olusmasmda ve Onlenmesinde enflamasyonun &nemli rolii vardr. Iskemiyi
takiben, ROT’larm olusmasiy, nekrotik hiicre Olimi ve enflamasyon ile ilgili
sinyallerin artmasina Ve enflamasyonda gorev alan immiin hiicrelerin aktive olmasma
sebep olmaktadr. Bu sebeple, beyinde enflamasyonun Onlenmesinin 6nemli bir klinik
tedavi olabilecegi distiniilmektedir (23). Aktive olan immiin hiicrelerin sadece doku
ykmmnda gorev almadig, aym zamanda dokunun onariimasmda ve yeniden
modellenmesinde de gorev alabilecegi disiinilmektedir (24). Son yillarda
enflamasyonun beyin hasar1 iizerindeki roliinii anlamak icin yapilan c¢ahsmalarda,
astroglia, mikroglia, néronlar ve endotelyal hiicrelerin birlikte g¢algarak enflamasyon
lle ilgii yanmtlarm olusumunu baglattiit ve KBB’nin biitiinligiinin - bozulmasmdan
sonra periferal immiin hiicrelerin de hiicre Olimiine etki ederek bu patofizyolojiye

katkida bulundugu gosterilmistir (25, 26).
4.1.4. Yayilan depresyon

Iskemi ya da bagka bir sebebe bagh olarak perfiize olmus beyindeki ndronlarm
ve baz astrositlerin biiyik ¢apta depolarize olmasi durumuna “kortikal yayilan
depresyon” denir. Genellikle kortekste dakikada 2-5 mm hizla yaylan bu
depolarizasyon dalgasmi serebral kanlanmann artmasi, dokunun oksijenlenmesi ve
metabolizma hizmn artmasi izler. Fizyolojik olmayan, yaylan depresyona bagh bu
degisiklikler gecici bir durumdur (27, 28). Literatirde rapor edilen son g¢algmalarda
bu durumun beynin orta serebral arter tikankhgy iki-damar tikanklg (two-vessel
occlusion) veya oksijen glikoz achg gibi durumlara direnebilmesi igin gelistirdigi bir
kosullanma oldugu o6ne siirlilmistiir (29-31).

4.1.5. Hiicre oliim c¢esitleri; apoptoz, nekroz ve otofaji

Onceleri farelerde ve insanlarda serebral iskemiyi takiben gerceklesen iki
morfolojik hiicre Olimii tipi oldugu disiintimiistir. Bunlar apoptoz ve nekrozdur.
Sonrasmda yapilan ¢alismalarda ise apoptoz ve nekroz tipi hiicre Oliimiine otofaji de
eklenmistir (32-34).



4.1.5.1. Apoptoz

Programh hiicre Olimii olarak tanmlanabilen apoptoz, iskemi gibi birgok
norolojik patofizyolojide Oneml rol oynamaktadwr. Bu programh hiicre Olimiiniin iki
tirlii uyartyla bagladig diisiiniimektedir; biri igsel veya intrinsik, digeri ise digsal veya
ekstrinsik uyaridr (35-37). Intrinsik uyar1 mitokondrinin stabilitesinin bozulmas1 ve
mitokondriyle ilgili sinyaller ile aktive olurken, ekstrinsik uyari hiicre membrannda
bulunan oliimle ilgli Timér Nekroz Faktorii (TNF), Fas/CD95, TNF-bagmh apoptoz
indikleyen ligand (TRAIL) gbi reseptorlerin uyarilmasi sonucu aktive olur (38).

Iskemi srasmda ekztotoksisite ile birllkte NMDA reseptdrlerinin - asm1
uyariimas1 sonucu iceri giren Ca*? iyonunun hiicre igerisinde bir ¢ok mekanizmayi
tetikledigi  bilinmektedir. Mitokondri membrannda bulman Bcl-2 ailesine  ait
proteinlerden bazlar1 (Bcl-2, Bcl-XL, Bclw)  membran yapismin korunmasma
yardime1 olarak hasari onlemede gorev alrken, bazlar (Bax, Bak, Bad, Bim, Bid) ise
membranin par¢alanmasma yardim ederek hasari arttwrr (39). Hiicre igerisine giren
Ca*? iyonu anti-apoptotik protein Bcl-2’nin pargalanmasm ve pro-apoptotik protein
Bid’in aktive olmasm saglar (40). Aktive olan Bid, Bad-Box proteinleri ile birlikte
mitokondri membrannda delikler olusturur ve bunun sonucunda mitokondriyel
sitokrom ¢ ve apoptoz indikleyici faktér (AIF) mitokondri membranndan sitozole
cikar. Sitozole ¢ikan sitokrom c proteini apoptotik proteaz aktifleyen faktdr 1 proteini
ve pro-kaspaz 9’a baglanarak apoptozom kompleksini olusturur. Sitokrom c’nin
ortamda bulunmasi ve apoptozom kompleksinin olugmasi sonucunda kaspaz-3 proteaz
enzimi aktive olur ve bu enzimin aktivasyonu sonucunda hiicrede DNA hasari ve
apoptotikk hiicre Olimii meydana gelr. Bu enzimin aktive olmasmn diginda
kaspazlardan bagmsiz bir sekide AIF’nin nikkleusa girmesi DNA’da kiriklarin
meydana gelmesine sebep olur ve sonrasnda apoptotik hiicre oliimii meydana gelebilir
(41). Iskemk dokuda kaspaz enzimlerinin aktive oldugu ve bu enzimlerin inhibe
edilmesinin iskemik hasari azaltig1 literatiirde gosterilmistir (42).

Ekstrinsk uyarida ise, TNF ailesinden herhangi bir ligandm hiicre
membrannda bulunan reseptorlere baglarak reseptorii aktive etmesi gerekir. Bu uyari

sonrasmda sitokrom c’nin mitokondriden salmmasmdan bagmsiz olarak kaspazlar
aktive olup hasari baglatabilir (43, 44). Aktive olan reseptorler kaspaz kaskadmm
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baglatrr, srasiyla kaspaz 8 ve kaspaz 10 enzimleri aktive olur ve son olarak kaspaz 3
enzimini aktive ederler. Intrinsik yolda da olduu gbi kaspaz 3’iin aktive olmasl,
mitokondri membrann bozulmasma, DNA kwriklarmn olugsmasma ve hiicre Olimiine
neden olur (45).

4.1.5.2. Nekroz

Apoptozdan farkh olarak nekrotik hiicre oliimiinde sitoplazma vakiillii bir hale
gelir, hiicre membramt pargalanir. Pargalanan hiicre membranindan hiicre ici
organellerin ve enflamasyonla ilgili molekiillerin digart salmmasi ile birlkte Glen
hiicrenin etrafinda enflamasyon baslar (46). Morfolojik degisikliklerin yani swra, hiicre
igerisinde enerji yetmezligi, ROT’larm iiretimi, Ca*? homeostaznn bozulmasi ve
apoptotik olmayan proteazlarm aktivasyonu goriilii. Apoptozla kiyaslandiginda,
nekrozun kontrolsiiz hiicre Olimii oldugu diisiiniilse de nekrozda da baz sinyal
yolaklarmm aktive oldugu ve hiicre ici molekiiler ve biyokimyasal olaylar arasmdaki
iliskiyle kontrol edildigi literatirde yapilan bir calismada Onerimistir (47). Kaspaz
mhibitérlerinin - bulundugu durumlarda bile, Oliimle ilgli baz reseptorlerin  (6rn.,
TNFR1, Fas/CD95, TRAIL-R, TRL3 ve TRIA4) nekrozda aktive oldugu
diisiiniilmektedir. Nekrotik hiicre Oliimiinde asil gorev alan kinazlarm reseptorle
etkilesen protein kinazlar (receptor interacting protein, RIP, kinases) oldugu
diigtiniilmek tedir (48).

4.1.5.3. Otofaji

Otofaji kisaca hiicre membranmmn organelleri ve sitoplazmadaki makro
molekiilleri i¢ine alacak sekilde igeri dogru Kkatlanarak, otofagozom olusturmasi ve
icindeki materyallerin pargalanmasi i¢in lizozoma tagmmasi olarak agiklanabilir (49).
Noronal otofajinin ise iki onemli Ozelligi bulunmaktadwr. Birincisi, 48 saate kadar
siren achkta bile fare beyninde ndronal otofaji gdriimemistir (50). Ikincisi,
otofagozom ve lizozomun konumuyla ilgilidir: Her ne kadar otofagozom sitoplazma
icerisinde yer alsa da lizozomlar hiicre govdesinin jukstaniikleer sitoplazmasinda yer
almaktadr (51).
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Noronlarda otolizin olusmasi i¢in, dendritik veya sinaptik sonlarda olusan
otofagozomlarm once hiicre govdesinde yerlesmis bulunan lizozoma tagmmasi
gerekir. Ancak, hasar dendritik veya aksonal uctaysa ve hasar ylizinden olusan
otofagozomlar hiicre gOvdesine tasmamiyorsa, otofagozom igerisinde bulunan

materyal lizozoma ulasamayacagi i¢in otofaji goriiimez (51).
4.2. Beyin felcinde muhtemel klinik tedaviler ve tedavide karsilasilan zorluklar
4.2.1. Doku plazminojen aktivatorii (t-PA)

Akut serebral iskemi i¢in, rekombinant doku plazminojen aktivatorii Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan kabul edilmis ve 1996’°dan beri kullanimakta
olan tek tedavi yontemidir. Iskemi geciren hastalara bu tedavinin yapilabilmesi icin
iskemi baglangicmmn  bilinmesi  gerekmektedir ve daha da Onemlisi iskemi
baslangicindan 3-4,5 saat sonra ilacm etkinligi buluinmamaktadr. Bu siire asidiginda,
llacm kan beyin bariyerine etki ettifi ve faydasmdan daha c¢ok yan etkilerinin oldugu
gosterilmistir  (52). Ozellikle teshis ile ilgli skmtlar oldugunda bu ilacm siire
smrlamast nedeniyle kullamimas1 halinde toksik etki olusturabileceginden iskemi
geciren hastalarda kullanm oram ¢ok azdw. Bu sikmtilarm {stesinden gelebilmek i¢in
olusan pihttyt ¢ozebilecek pihtt ¢ozicii maddeler ile cerrahi olarak pihtryr almayr
saglayabilecek cihazlarm gelistiriimesi ve bunlarm deneysel olarak test edilmesi
devam etmektedir (52, 53).

4.2.2. Oksijen tedavisi

Serebral iskeminin klinikte uygulanan tek tedavisinin t-PA olmasi ve bu
tedavinin de kullanmuyla ilgili en biyik kisitlayicr faktérin  zaman olmasi
aragtrmacilart yeni tedaviler bulmaya yoneltmistir. ik basta hayvanlarda denenen ve
noroprotektif oldugu disiliniilen ilaglarm klinikte denenmesi Tlizerine alnan koti
sonuglar farkh yollarm disiiniimesini saglamustr.  Yeni tedavilerin  sahip oldugu
onemli stratejilerden biri de oksijen azh@ ¢eken beyin hiicrelerine bir an 6nce oksijeni
gotlirebilmektir. Bunun i¢cin deniz seviyesinde 1 atm basmgta % 100 (normobarik)
oksijen tedavisi veya deniz seviyesinde 1 atmosfer basmgtan daha yikksek basingta

(hiperbarik) oksijen tedavisi ve bu tedavilerin farkh kimyasallarda kombinasyonunu
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iceren birgok ¢alisma bulunmaktadr (54, 55). Klinikte kullanidabilirliginin yani sira,
ambiilanslarda da uygulanabilir olmasi ve daha az teknik ekipmana ihtiyag duyulmasi
sebebiyle normobarik oksijen tedavisi, hiperbarik oksijen tedavisine gére daha kolay
ulasilabilir ve tercih edilebilir bir tedavi potansiyeli tasimaktadr (56).

4.2.2.1. Normobarik oksijen tedavisi

Iskemi baglangicmdan sonra  uygulanan normobarik  oksijen tedavisinin
iskemili dokunun oksijenlenmesini arttrp, apoptotik hiicre Olimiinii azalttigi hayvan
cahsmalaryla gosterimistir (57, 58). Henniger ve ark. tarafindan yapilan bir
caligmada, iskemi baslangicmdan 30 dakika sonra 3 saat boyunca uygulanan
normobarik oksijen tedavisi sonrasi enfarktiis hacminin yaklask % 10, tedavi
stiresinin 3 saatten 6 saate ¢ikarimasiyla ise enfarktiis hacminin yaklasik % 44 azaldigi
gosterilmistir (56). Iskemi sonrast normobarik oksijen tedavisinin dokunun oksijence
zenginlesmesine yol actig, oksijenlenen dokunun enfarktiis hacminin  distigi,
norolojik fonksiyonlarla ilgli iyilesmenin oldugu, ROT’larm azaldigi ve kaspaz-8
inhibisyonunun gerceklestigi bilinmektedir (59, 60).

4.2.2.2. Hiperbarik oksijen tedavisi

Normobarik oksijen tedavisine benzer sekilde hiperbarik oksijen tedavisi de
mvazif olmayan bir tedavi olup, iskemi tedavisinde kullaniabilecegi diisiiniimektedir
(61). Beyin hiicrelerinin oksijenli solunum yaptig, oksijen yokluguna uzun siire
dayanamadi@i ve yiiksek enerjiye ihtiyag duyduklart bilinmektedir (62). Hiperbarik
oksijen tedavisi ile birgok fizyolojik, biyokimyasal ve metabolikk mekanizmann bir
arada serebral kanlanmann artmasmda rol oynadigi deneysel hayvan c¢alismalarmda
gosterilmistir (63, 64). Iskemi sonrasi uygulanan hiperbarik oksijen tedavisiyle
birlikte, glutamat, piriivat ve laktat gibi hiicre dis1 eksitotoksik metabolitlerin azaldigy,
boylece ekstraselliler ortamda homeostazisin saglandi@i bilinmektedir (63, 65).
Bilinen tiim iyi yonli etkilerine ragmen hem normobarik hem de hiperbarik oksijen
tedavisinin birtakim yan etkileri de bulunmaktadwr. Uygulanan oksijenin damarlarda
kasimaya yol agarak dokudaki oksienlenmeyi azaltti, bunun yam sra NO il
etkilesime  girerek  zararh  siliperoksit radikallarinin = olusumunu  hizlandrdigt
disiiniimektedir (54, 66). Dahasi, hiperbarik oksijen tedavisinin 3 atmosfer basmngta
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uygulandiginda serebral kan akmm % 26-39, 4 atmosfer basmgta uyhulandiginda ise
% 37-43 oranlarmda diisiirdiigii de gosteriimistir (54, 67). Ozet olarak, hem
normobarik oksijen tedavisi hem de hiperbarik oksijen tedavisi iskemi sonrasi 6nemlb
tedavici Ozelliklerinin yannda hasari arttrabilecek bazi yan etkiler de tasgmmaktadi
(68-70).

4.2.3. Hipotermi

Viicut sicakhgmm distiriilmesinin - her ne kadar elektrolit dengesi, glikoz
intolerans1 ve immiin sistemin baskilanmasi gibi birgok yan etkisi oldugu bilinse de,
literatirde  hayvanlarda iskemiye bagmh oksidatif stresi azalttigii  gdsteren
calsmalar da vardr (71-73). Deneysel hayvan modelleri ile literatirde yapilan bir
cahsmada hipoterminin ROT’lar1 anlamh derecede azalttigi gosterimistic (74). Bu
cahgmanin klinige uyarlanmasi sonucunda ise wviicut sicaklklari 33°C’ye dusiiriilen
hastalarm ROT degerlerinin  hipotermi  6ncesine gore anlamh Olgiide azaldig
gorilmiistir  (75). Deney hayvanlartyla yapilan ¢alismalarm sonuglarma — goére
hipotermi tedavismin sadece iskemi sonrasi degl, aym zamanda iskemi cerrahisi
srasnda  kullandmaya ~ baslanmasiyla ~ birlkte  iskemik — hasart  azaltacag
diistiniilmektedir (76). Bunu test etmek igin yapilan bir ¢ahsmada deneysel iskemi
sonrast hipoterminin mikrovaskiiler bazal lamina antijeni kaybmi engelledigi
gosterilmigtir. Hipotermi tedavisiyle; (77) iskemi sonrasi t-PA kaynakl hemorajinin
azaldigmi, (78) iskemi sonrasi t-PA verilen hayvanlarda enfarktiis hacminin azaldigm
ve kan beyin bariyeri stabilitesinin arttigmi, (79) oksidatif DNA hasarmin azaldigm
ve Olimle 1ilgii smyallerin azaldigm gostermislerdir. Aym zamanda hipoterminin
astrogliosis aktivasyonunu inhibe ettigi de gosterilmistir (80). Sistemik sogutmanmn
birtakim yan etkileri olabileceginden bu ¢ahsmalara ek olarak yalmizca beynin bdlgesel

olarak sogutulmasmin da iskemi sonrasi hasar gelisimini azaltacag disiiniilmektedir
(81).

4.2.4. Serebral kollateral kanlanma

Iskemide arteryel tkanma sonucunda kollateral kanlanmanmn saglanmasmmn
onemli bir sonug olabilecegi diisiiniilmektedir. Iskemi tedavisi ¢ahsmalarmm deneysel
modellemeden Oteye gecip, klinife uyarlanabilir bir hal almasmda kollateral
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kanlanmay1 saglayacak yontemlerin = gelistirilmesinin - 6nemli  roli oldugu hipotezi
literatiirde yer almaktadr (82). Bunu basarabilmek i¢in kollateral kanlanma ile ilgili
mekanizmalarm iyi anlagimasi gerekmektedir. Asil iskemik dokunun ve iskeminin
cevresindeki gecis hattmm kanlanmasi ve bu kanlanmanmn goriintilenmesi ile ilgili bir
¢ok cahsma vardr (83-85). Kollateral kanlanma gibi koruyucu mekanizmalardaki
bozulmalar iskemi kaynakh oldugu gbi yiiksek tansiyon ve seker hastahig sonucu da
goriilebilir. Ozellikle gecis bolgesindeki kanlanmanmn azalmasiyla birlikte —iskemik
hasar genisleyecek ve iskemiden etkilenen doku hacmi artacaktr (86). Kollateral
kanlanmanmn 1yi bir sekilde saglanmasi sonucunda klinikte iskemiye bagh hasarm
azalacagi gosterilmistir (87).

4.2.5. Zamanlama

Deney hayvanlar ile yapilan cahsmalarda arastwrmacilar ilaglarm uygulanacag
zamana Ve iskemi-reperflizyon siiresine kendileri karar verir, klinikte ise iskeminin
tam olarak baslangic zamam ve siiresi bazi hastalarda bilinemez. Bu sebeplerle
deneysel olarak basarih olmus tedavi yoOntemleri klinikk uygulamalarda zaman
yizinden basarisizikla sonuglanr. Gelisen teknoloji ile birlikte her ne kadar
gorlintiileme teknikleri gelisse de, hastalarm hastaneye varig siireleri ve iskemi
baslangicmdan teshis konulan siire arasmdaki farkm bilinememesi deneysel tedavi
modellerinin klinige uyarlanabilirligini azaltmustr. Iskemi tedavisinde iskemiye neden
olan tkanklgn agilmasi ya da kanamann ortadan kaldwiimasmmn yam sra, iskemi
sonras1 ortaya ¢ikan enflamasyonla alakali ve apoptotik siireglerin tedavisinde de
basarih sonu¢ elde edebiimek i¢in iskemi baslangic zamanmm tam olarak bilinmesi
Onemlidir (88).

4.2.6. Yas ve diger hastahklar

Deneysel cahsmalar dogasi geregi geng ve saglkh hayvanlar ile kurgulanrken,
¢ogu zaman iskemi hastasi1 kisiler 45 yas lizeri olup diyabet, yiiksek tansiyon ve kalp
hastaliklar1 gibi bircok baska hastaha da sahiptirler. Yash ve ¢ok sayida hastaliga
sahip bir mnsandaki bircok mekanizmayr aym anda taklit edebilecek yeni bir deney

hayvanit modeli olusturulmasi bu sorunun ¢ozimii i¢in gereklidir (7).
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4.2.7. insan ve deney hayvanlan arasindaki morfolojik ve fonksiyonel farkliiklar

Insanlardaki patofizyolojik mekanizmalar1 anlamak icin deney hayvanlari
kullanisa da arada &nemli fizyolojik farkhhklar vardr. Ornegin; en c¢ok kullanian
deney hayvanlarindan biri olan ratlarda glikoz ve oksijen metabolizmas: ile kan akmu
insana gore iic kat daha fazladr. Insan ve laboratuvar hayvanlar1 arasmda sadece
fizyolojik parametrelerde degl aym zamanda beyindeki hiicre yogunlugunda da
farkhhklar bulunmaktadr. Insan beyninde kivrmlar bulunurken, ne ratlarda ne de
farelerde bu kwvrmlar bulunmaktadr. Bunun yam swra, beynin kanlanmasmda da
anotomik olarak farklar bulunmaktadr. Biitiin bunlarm sonucunda kullanilan deneysel
hayvanda olusturulan hasar modeli ile klinikte karsiasilan hasar arasmda fark ortaya
cikmaktadr. Zamana bagh olarak da degisim gosterebilecek hasarm deneysel bir
tedavisinin bulunmasmm klinige uyarlanabilirligindeki zorluk buradan baslamaktadir
(89).

4.2.8. Tlaglann yan etkileri

Deney hayvanlarmda ekzitotoksisiteyi engelleyen bircok kimyasaln psikoz ve
kardiyovaskiiler yan etkileri bulunmaktadr. Hayvanlarda etkili olan kimyasaln
msanlarda tolere edilebilen limitte kalmasi ve yine etkili olabilmesi icin ¢ok yiiksek
bir etkin doza sahip olmas1 gerekmektir. Bu da ¢ok daha giivenli ve yan etkisi olmayan
ilaglarin dizayn edilmesi gerekliligini zorunlu kimaktadwr (90).

4.3. Fonksiyonel geri kazamm

Her ne kadar hasar, iskemmnin siiresine ve etkiledifi beyin bdolgelerine bagh
olsa da iskemi hastalarmda ¢ogu zaman tam bir iyilesme goriilmez. Buna ragmen ¢ogu
hastada kismi bir norolojik iyillesmenin goriildiigii de literatiirde belirtilmistir (91, 92).
Fonksiyonel iyilesmeye Ornek olarak i) hastann en azndan ginlik yasamdaki islerini
kendi basma yapabilecek seviyede olmasi, i) hasara kontralateral kol veya bacak
kaslarm kullanabilmesi, ii) hasara ipsilateral kol veya bacak kaslarmm kontrolini
saglamas1 Verilebilir. Fonksiyonel iyilesmede gorev alan fizyolojik mekanizmalar tam
olarak bilinmese de hasarm neden oldugu slirecm Onemli roli  oldugu
distiniimektedir. Norolojik fonksiyon kaybmm sebebi, bu fonksiyonel goreve ait olan
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beyin bolgesinin hasar gormesi olabilecegi gibi, fonksiyonel géreve ait olan beyin
bolgesindeki hiicre aksonlarmm hasar goren bdlgeden gecmesi de olabilir. Ancak ¢ogu
zaman hasar direkt olarak bir gorevden sorumlu olan bolgede oldugu i¢in o isle ilgili
norolojik fonksiyonlarda kayip olur. Bu kaybi1 ortadan kaldwrmak, oOncelikle hasarl
bolgedeki Olen ndronlardan kaynaklanan fonksiyon kaybmm Oniine gecilmesini
gerektirmektedir. Bunun icin de hasarh bolgede hayatta kalan ndron sayisim ya da yeni
olusan ndron sayismm arttrabimek Onemlidir. Bununla birlikte hasarsiz bolge ile
hasarh bolge arasmda yeni noronal baglantilarm kurulmasmm, boylelikle de fonksiyon
kaybmmn  islevini  dolduracak  yeni  smapslar  olusmasmmn  Snemli  oldugu

diisiiniilmektedir (93).

Plastisiteyi kisaca disaridan gelen uyarilara karsi beynin kendi i¢ ndronal
baglantilarm degistirmesi olarak tammlayabiliriz (94). Benzer sekilde hasar sonrasi
yetiskin beynin, hasardan etkilenmeyen bdolgedeki néronlarm baglantilarmi diizenleme
Ozelligine sahip oldugu bilinmektedir. Deney hayvanlart ile yapilan c¢ahsmalarda bu
yapisal organizasyonun hasardan uzakta kalan beyin kokiinde ve hasara kontralateral
hemisferde oldugu gbsterimistir (95-98).Genel olarak yapilan bu tir ¢alismalarda
spontan bir iyllesmeden ¢ok farmakolojik bir kimyasaln etkisi denense de sonug
olarak gorev alan mekanizmalarm ve siireglerin benzer olabilecedi diistiniiimektedir.
Iskemi hastalarmda yapilan beyin goriintileme c¢alsmalarmda hasarh elin hareketi
srasmda hasara kontralateral serebral hemisferin de aktif oldugu goriilmistir (99,
100). Deney hayvanlartyla yapilan iskemi modellemelerinde yalnizca hasara
kontralateral hemisferde degil, aym zamanda ipsilateral hemisferin hasara komsu olan
noronlarmda da yapisal degisiklikler oldugu gosterimistir (101-103). Tikanan
damarm besledigi, direkt olarak iskemik hasardan, dolayh olarak ekzitotoksik ve
enflamasyon durumundan etkilenen noronlarm da yeni akson uzatma ve yeni
baglantilar yapma kapasitesine sahip oldugu distiniilmektedir (102, 104, 105). Deney
hayvanlar1 ile yapilan c¢ahgmalarda iskemik hasardan sadece nOronlarm degil aym
zamanda oligodentrosit gibi yardimci hiicrelerin de etkilendigi gOsterimistir  (106-
108). Ratlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, hasar sonrasi etkilenen striatumda miyelin
kiif yapma gorevi olan oligodentrosit sayisi ile  yeniden miyelinlenmenin arttig
gosterilmistir (109). Yine aym cahsmada, sadece hiicre miktarmda artis olmadigy,

bunun yam swra artan hiicre sayismm Ve miyelinlenmenin de motor fonksiyonu
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arttrdi@ gosterilmistir. Ratlarda yapilan baska bir ¢aligmada ise korpus kallozumdaki
hiicre yogunlugunun, atrofi varh®g: ya da yoklugunun ve oligodentrosit sayismm
fonksiyonel iyilesme ile paralellik gosterdigi belirtilmistir (110).

4.4. Plastisite

Hem olgunlasmamis hem de yetiskin beyninde hasar sonrasi c¢evresel
zenginlestirme  denilen, (environmental enrichment, EE), poztif bir ¢evrede
bulunmann  hasarm  zararh  sonuclarmn  azaltii  bilinmektedir. Cevresel
zenginlestirmenin beyinde iskemi gibi bircok benzer hastaliga bagh hasari norogenezi,
dendritik morfolojinin arttrilmasmi ve yeni akson uzamasmi saglayarak azalttig
gosterimistir  (111-115). Cevresel zengnlestirme ile ilgli birgok molekiiler ve
hiicresel faktér bulunmus olsa da iskemik beyin hasari sonrasi fonksiyonel iyilesme ve
sinaptik plastisitenin artan norotrofikk faktor iiretimne bagh oldugu disiintilmektedir
(115-117). Deney hayvanlar1 ile yapilan g¢ahsmalar sonucunda iyilestirme etkisi en
yiiksek norotrofik faktér olan beyin tirevli norotrofik faktorim (BDNF), merkezi sinir
sisteminde smaptik plastisiteyi arttirdig, norogenez ve hiicrelerin hayatta kalmma
pozitif yonde etki ettigi gosterimistir (118). Bu iyilesme siirecinde sadece norotrofik
faktorlerin degil aym zamanda yeni sinaps olusumunu destekleyen bir protein olan
smaptlkk  vezikiil-bagimh protein  (sinaptofizm) gibi proteinlerin  de  Onemi
vurgulanmigtir (119).

Literatirde yapilan cahsmalarda beyin-tiirevli norotrofik faktor ve sinaptofizin
gibi proteinlerin sadece morfolojik degisikliklere sebep olmadigi aymt zamanda iskemi
sonrast kognitif parametrelerde de iyilesme sagladi@i gosterimistir (120-123). Buna
ragmen literatirde ¢evresel zengnlestirme Ve plastisitede rol alan mekanizmalarla

ilgili yeterli cahyma bulunmamaktadir.
4.4.1. Efrin reseptorleri, efrin A5 ve efrin B1

Tirozin Kinaz ailesinin iiyesi olan efiinlerin ve efiin reseptorlerinin merkezi
sinir  sisteminin ~ gelisimsel  stirecinde  biiyime ile ilgli baskilayici roli  oldugu
disiiniilmektedir.  Eriskin beyninde ise Ozellkle hasar sonrasi efrinlerin hiicre

hareketinin kontroliinde, akson uzamasmnda ve hiicre gociinde kilavuz gorevi gorerek
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plastisitede rol aldigi belirtiimistir (124). Efrin AS5’in aksonal uzamay1 diizenledigi ve
Efrin A5’in gen seviyesinde ortadan kaldridmasmmn kortkal somatk alanda yanls
projeksiyonlara sebep oldugu gosterimistir (124, 125). Bir diger tirozin kinaz
reseptorii olan Efrin B’nin ise ndronlarm birbirleriyle yaptigi baglantilarda ve yeni
sinaps olusumunda Onemli gorevieri oldugu bilinmektedir (126). Ozellikle hiicreler
arast etkilesinde rol alarak sadece gelisim siirecinde degil, aym zamanda hasar
sonrasinda da akson uzamasma kilavuzluk ettigi, boylelikle ndrogenezde rol aldig
diigtiniilmek tedir (127, 128).

4.4.2. Netrin-1

Merkezi sinir sisteminin gelisimsel evresinde Netrin-1’in hiicresel goc¢li pozitif
yonde veya negatif yonde etkileyebildigi bilinmektedir. Bunun sebebinin hedef
hiicredeki reseptdriin varhigma bagh oldugu ve sadece hiicresel gogte degl aym
zamanda hiicresel hayatta kahmda da rol aldg diisiiniimektedir (129). Ozellikle
ventrikill alti bolgede yiikksek miktarda eksprese edilen Netrin-1’in hiicresel gogii ve
bolgesel damarlagsmay arttrdigi gosterilmigtir (130).

4.4.3. Biiyiime ile Tlgili Protein 43 (GAP43)

Beyinde iskemi sonrasi ortaya c¢ikan biiylime ile ilgili proteinlerin, akson
uzamasi Ve sinaps olusumunda onemli rolleri oldugu ve bunun sonucunda plastisiteyi
etkiledigi diigiiniilmektedir. Bu proteinler arasmdan biiylime ile ilgili protein 43
(GAP43)’in plastisitedeki rolinii anlamak i¢cin 1990’larm basmdan bu yana bircok
arastrma yapilnustr (131-134). Noronal gelisimsel evrede bu proteinin akson uzamasi
esnasmda ve sinaps olusumunda yiiksek miktarda eksprese edildigi gosterilmistir (131,
133, 134). GAP43 ckspresyonunun sadece gelisimsel evrede degll aym zamanda
yetiskin beyin ve omurilik hiicrelerinde de oldugu bilinmektedir (135, 136).

Noronal biiylime faktorii gibi trofik faktorlerin bu proteinin ekspresyonunu
etkiledigi ve biyokimyasal aktivitesinde rol aldig gosterimistir (137, 138). GAP43
delesyonu olan farelerde yapilan calsmalarda aksonal yon bulmann ve uzamanmn

basarisiz oldugu, aym proteini fazla miktarda eksprese eden farelerde ise yeni akson
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olusumunun arttigi bilinmektedir (139, 140). Biitiin bunlara bakidignda iskemik fare
beyninde GAP43’{in plastisite lizerinde 6nemli roli oldugu disiiniilmektedir (141).

4.5. Norotrofik faktorler

Norotrofik  faktorler; hiicresel hayatta kalmda, biliyiimede ve hiicresel
farkllagsmada rol alan mekanizmalar1 diizenleyen polipeptitlerdir. Kortkal yayilan
depresyonla birlikte iskemi sonrasi glal hiicrelerin aktive olmasi ve norotrofik faktor
tiretiminin artmas1 sayesinde sadece akut donemde degil kronik donemde de iyilesme
saglandig1 gosterilmistir (142).

4.5.1. Beyin-Tiirevli Norotrofik Faktor (BKNF, BDNF),

Etkisi en c¢ok calgilan biiyime faktorii olan BTNF’nin kortikal yayian
depresyon sonrasi miktarmmn arttigi ve bu artisa bagh olarak hasarda azalma oldugu
gosterilmistir (142, 143). Literatirde yapilan bir ¢alismada BTNF’de gbzlenen bu

artism hasardan 1 gin sonra bagladigt ve 7 giine kadar devam ettigi gosterilmistir
(144).

2.5.2. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEBF, VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktori’niin (VEBF), endotel hiicreye 6zgii olarak
hiicre boliinmesini tetikleyen bir role sahip olmasmmn yam swa dimerik bir protein
olarak birgok yolla damarlasmayr arttirdigi bilinmektedir (145-147). Damarlasmay1
arttirarak, gelisimsel siirecte, rejenerasyon siirecinde, dokunun restorasyonunda ve
timor formasyonunda etkili oldugu distiniilmektedir (145-147). Farelerde vyapilan
birgok hipoksi ve iskemi c¢ahsmasmnda noronal iyilesme i¢cin dokuda yeni damarlar
olusmas1t gerektiZi ve noronlarm olusan bu damarlar aracihg ile beslendigi
gosterimistr (148, 149). VEBF ve bu faktorin reseptori ile ilgili sinyal
mekanizmalarmm aktivasyonunun sadece damarlasmayr arttrmadifi, aym zamanda
fonksiyonel geri kazanmu da arttrarak beyin hasari sonrasi noronal iyillesmeyi pozitif

yonde etkiledigi gosterilmistir (150, 151).
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4.5.3. Siliyer Norotrofik Faktor (SNF, CNTF)

Farelerde yapilan gen silme veya antikor ile bloklama cahsmalart sonucunda
siliyer norotrofik faktorin (SNF) endojen nérogenezi diizenledigi gosterilmistir (152).
Iskemi sonrasi hasarh kortekste miktarmm 20 kat arttign ve ventrikiil alti bolgede
endojen norogenezi etkiledigi ile ilgii cahsmalar olsa da iskemi sonrasi ndrogenezi

etkileme mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (152, 153).
4.5.4. Mezensefalik Astrosit-tiirevli Norotrofik Faktor (MANF)

Ventral mezensefalik hiicre hattndan (VMCL1) hazrlanan  sartlandirilmg
hiicre kiiltiiri ortanu ile yapilan ¢ahsmanmn sonucunda hiicre kiiltiirii sivi ortammnda rat
dopaminerjik noronlarmm hayatta kalmma etki eden bir faktorin  bulundugu
distiniimiistir (154). Daha sonra yapilan bir c¢alhsmada bu faktorin 20 kDa
biiyiikliiglinde bir protein oldugu gosterilmis ve bu protein mezensefalik astrosit-
tirevli norotrofik faktor (MANF) olarak adlandmimustr (155). Bu norotrofik faktdriin
serotonerjik veya GABAerjik ndronlara bir etkisinin olmadigi ancak dopaminerjik
ndronlar i¢cin koruyucu etkiye sahip oldugu disiiniiimektedir. Ancak MANF’m
memeli merkezi sinir  sistemi  gelisimindeki  rolii  ile ilgli  yeterl  bilgi
bulunmamaktadr. Buna ragmen MANF’1 genetik olarak eksprese edemeyen fare
hatlarmda yapilan ¢alismalarda bu norotrofik faktoriin endoplazmik retikulumda (ER)
diizgiin katlanamamig protein birikimi ile baglantih oldugu diisiiniilmektedir (156).
MANF eksikliginde farelerde yetersiz msiilin liretimi ve diyabet benzeri hastaliklar
goriilmiistiir. Insiilin eksikligine bagh olarak karacierde bulunan beta hiicrelerinin
proliferasyonunda diisme ve hiicre Olimiinde artiy gozlemlenmistir. Hiicrede goriilen
katlanmamis protein cevabmda (KPC) da benzer sekilde beta hiicrelerindeki kayiplar
sonuicunda MANF ile KPC arasmdaki iliski arastiriimaya baslanmustr (156). KPC
olusturmak igin ER stresi indiikleyen toksik kimyasallar uygulandigmda hiicre
kiiltirinde MANF ekspresyonunda artis oldugu rapor edimistir (157). Hiicre
kiiltirinde kardiyak miyositler lizerinde yapilan bir ¢ahsmada ise iskemi reperflizyon
hasartyla birlikte endojen MANF miktarmm arttig, RNA nterferans yOntemi
kullanlarak MANF artismm gen diizeyinde engellenmesi ile  kardiyomiyositlerde
Olimiin artti@ gosterimistir (158). Farelerde yapilan ¢ahsmada rekombinant MANF
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proteinin  verilmesinin  fotoreseptdr transplantaSyonun entegrasyonunu  arttrdigi  ve

retinal dejenerasyonu azalttigi bilinmektedir (155).

Sonu¢ olarak merkezi smir sisteminde MANF’m ekspresyonunun olduguna
dair bircok c¢ahsma bulunsa da iskemi sonrasi roli ile ilgili yeterli cahsma
bulunmamaktadr. Yapilan bir ¢alismada MANF’m tunikamisin ve thapsigargin gibi
endoplazmik stres indiikleyen kimyasallar verildikten sonra primer hiicrelerde hayatta
kalm ftizerine etkisi arastrilmustr (159). Bir baska ¢alismada hangi dokuda
ekspresyonu oldugu tam olarak bilinmeyen MANF’m doku Ozelinde gen ve protein
seviyesinde ekspresyon analizi yapimustr (160). Fare kalbinde in vivo olarak yapilan
cahsmayla. MANF’m miktarmmn endoplazmik strese cevap olarak arttigi gosterilmistir
(158). Ratlar iizerinde yapilan ¢ahsmada akut donemde MANF tedavisinin enfarktiis
hacimini ve apoptotik hiicre aktivitesini azalttig, kronk donemde ise 14 giinlik
stirecte davramis deneyleriyle fonksiyonel geri kazanmu iyilestirdigi  gOsterimistir
(161). Ancak bu c¢alsmada daha uzun donemdeki etki, fonksiyonel geri kazanmm
etkileyen gen wve protein seviyesindeki degisiklikler ve aksonal projeksiyonlar
cahsiimamustir. Ratlar tiizerinden yapilan bir baska c¢ahsmada MANF’m serebral
iskemi sonras1 koruyucu etkisi ve doku spesifik ekspresyon profili ¢ahsimistr. Alnan
sonuclarda MANF’m endoplazmik stres kaynakh ortaya cikan hiicre Olimiinii azalttig
belirtilmigtir.  Primer  kortikal hiicre  kiiltlirinde ~ yapilan  apoptotik  hiicrenin
degerlendirildigi kisimda ise, in vitro ortamda MANF’m hiicre olimiinii azalttig
gosterimistir (162). Ratlarda yapilan cahsmada adenoviriis yardmiyla MANF’m
yilksek miktarda ekspres edimesinin iskemideki rolii arastwilmustr. Bu cahsmayla
MANTF tedavisinin enfarktiis hacimini azalttii ve kronk donemde ise 14 giinkik
stirecte davranis deneyleriyle fonksiyonel geri kazanmu iyilestirdigi  gdsteriimistir.
Ancak bu cahsmada daha uzun donemdeki etki, fonksiyonel geri kazanmu etkileyen
gen ve protein seviyesindeki degisimler ve aksonal projeksiyonlar c¢ahsiimanmistr
(163). MANF’m astrositlerdeki ekspresyon profili hem in vivo hem de in vitro ortamda
calgimistr. Yapilan ¢ift mmmiinofloresan boyamalartyla iskemi sonrasi MANF’m
astrositlerde yiiksek miktarda eksprese edildigi gosterimistir (164). Ratlarda yapilan
caligmada ise MANF’m iskemi sonrasi noroprotektif rolii oldugu gosterilmistir.
Iskemi sonrasi MANF tedavisinin enfarktiis hacmini diisiirdiigii ve fonksiyonel geri
kazanmu saglarken, kaspaz-3’ti inhibe ettigi ancak endoplazmik retikulum kaynakh
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stresle ilgili protein ekspresyonlarma bir etkisi olmadig gOsterimistir  (165).
MANF’'m sekans motiflerinin  hiicreici  hayatta kalm ile ilgli proteinlerin
ekspresyonuna  etkisi ¢algimustr  (166). Beyinici enjeksiyonla verilen MANF
proteininin iskemi sonrasi hayatta kalma ve ndronal hasara olan etkileri arastmimustir.
Ratlarda yapilan bu cahsmada, MANF’m katlanmamis protein cevabmi etkileyerek,
14 gilinlik sirede mortaliteyi azaltti,7 giin sonunda enfarktiis hacimini azaltti,
noronal hayatta kalmu sagladigi ve kaspaz-3’i hibe ettigi gosterimistir (167).
Farelerde yapilan ¢alismada MANF’m kalp iskemisindeki rolii arastwimistr (168).
Primer astrositlerde yapilan ¢alsmada MANF’m oksijen glikoz aghg kaynakh hiicre
Oliminii ve endoplazmk  retkkulum stres kaynaklh enflamasyonu azalttig
gosterilmistir (169). Literatirdeki tim bu ¢alsmalara ragmen, MANF’m farede iskemi
sonrast rolii, herhangi bir reseptér iizerinden cahsp cabsmadig ve hedef

mekanizmalari tam olarak aydmlatilamamistir.
4.5.5. Serebral Dopamin Norotrofik Faktor (SDNF, CDNF)

Serebral dopamin norotrofik faktorin (SDNF), biyoinformatik calismalarla ve
DNA sekanslama yontemleri sonucu omurgallara spesifik olarak MANF’a paralog
oldugu tanmlanmstr (170). Yeni bulunmus olmasi sebebiyle hem CDNF hem de
MANF genini tastyan organizmalarda CDNF’nin fonksiyonu ile 1ilgii yeterince
cahyma yoktur. Ancak, hiicre Kkiiltiiriinde yapilan ¢aligmalarda MANF’a benzer
sekilde, rekombinant CDNF’nin katlanmamus protein cevabmi azalttifi gosterimistir
(171). Bu sebeple Parkinson hastahg, Alzheimer hastaligi, omurilk hasari ve periferal
sinir hasar1 gibi modellerde rekombinant CDNF’nin rolii arastwrimustr (170, 172). 6-
hidroksidopamin ile indiiklenen rat Parkinson modelinde rekombinant CDNF nin
koruyucu etkiye sahip oldugu gosterimistir. Bu cahsmada toksin enjeksiyonundan 4
hafta sonra tek doz olarak uygulandignda bile rekombinant CDNF’nin hiicre 6limiinii
anlamh Olglide azalttig gosterimistir (170). Transgenik fareler {izerinde olusturulan
Alzheimer modelinde ise hipokamplise enjekte edilen rekombinant CDNF’nin uzaysal
hafizayr iyilestirse de Ogrenme, kisa siireli hafiza ve amiloid plak patolojisini
etkilemedigi goriimiistir (172). Siyatk sinir kesisi ve omurilik hasari gibi travmatik
hasar modellerinde, kok hiicre tedavisi CDNF ile kombine edilmis; CDNF transplante
edilen kok hiicreler hayatta kalmig, aksonal uzamayr ve fonksiyonel geri kazanmm
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arttrmustr (173, 174). Ancak, bunun CDNF tedavisinin direkt bir etkisi mi yoksa kok

hiicreler tizerinden sagladigi bir etki mi olduguna dair kesin sonu¢ bulunmamaktadir.

CDNF’nin serebral iskemik hasardaki roli ile ilgii c¢ok ¢ok az yaym
bulunmaktadr. Literatirde bulunan bir ¢ahsmada CDNF’nin ve astrositlerin
endoplazmik retikulum stresine karst verdigi cevap tunicamisin ile astrositlerde
enflamatuvar bir hasar yaratlip CDNF’Nin bunun iizerinde etkisi arastrilmustr (175).
Astrositlerm kan beyin bariyeri iizerindeki roline atif yaparak iskemik hasar gibi kan
beyin bariyerinin bozuldugu ve enflaimasyonun arttigi bir siirecte de etkin bir rolii
oldugu oOnerilse de bu konuda herhangi bir ¢ahsma yapimamstr (175). Bir baska
cahsmada primer hiicre kiiltiiriinde mikroglialart lipopolisakkaritlerle nkiibe ederek
CDNF’nin miktarmmn arttifi ~ gOsterimistir.  Ayrica  lipopolisakkaritlerle  uyarilan
mikroglia enflamasyonunda CDNF’nin rolii arastwilmustr. Bu g¢alismada merkezi sinir
sisteminde mikroglia hiicrelerinin sebep oldugu enflamasyonun onlenmesinin ndronal
hayatta kalmu arttracagi Onerilse de bu etkiyi in Vivo olarak test etmemislerdir (169).
Ratlarda yapilan c¢alymada adenoviris yardmiyla CDNF’nin yiiksek miktarda
eksprese edilmesinin bolgesel olarak hedeflenmesi ve bunun kortikal iskemi sonrasi

hasara etkisi arastrilmistir (176).
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Deney dizaym ve deneysel gruplar

Hayvanlara yapilan biitin miidahaleler ve deneyler, Istanbul Medipol
Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etk Kurulu onayr (16/2014) ahlnarak
yapimustr. Deneyler 6ncesinde ve sonrasmda fareler 12 saat aydmlk 12 saat karanhk
olacak sekilde kendilerine ayrimis odalarda tutulmustur. Bu c¢ahsmada kullamlan 8-
12 haftalik erkek C57BL6j susu fareler rastgele olarak 1 pg/giin CDNF veya 1 pg/giin
MANF veya tastyict kontrol (PBS) grubuna ayrimistr. Davrams seti i¢cin grup bast 8,
diger setler icin grup basi 6 hayvan kullanilmuistir.

& CDNF ve M/i\NF Tedavisi
[ 1

Zaman [ 1 0 3 14 28 12 55 (Gun) |

(Beyin Felci Sonrasi Giin)
Beyin Felci Baslangici Tract tracer enjeksiyonu ‘
BEVENE , X n=8/
Setl T A A A T 7\ N=o/grup
Davranis| Davranis Davranis Davranis Davranlé

U¢ gunde bir BrdU enjeksiyonu

> n=6/grup
Gen Seti X n=6/grup
X n=6/grup
. X n=6/grup
Protein 4 _
Seti n=6/grup
et > n=6/grup
n=6/grup
IF Seti y
= n=6/grup

. n=6/grup

Sekil 5.1.1. Deney dizaym. Davrams seti i¢in grup bast 8 hayvan kullanilmis olup,
diger setlerde grup bast 6 hayvan kullandmustr. Otuz dakika iskemi sonrasi 72 saat
beklenmis, 72. saatin sonunda 1 pg/giin dozunda olacak sekilde CDNF, MANF veya
tastyict kontrol (PBS) tedavileri 28 gin boyunca ozmotk pompa yardmmiyla

verilmistir.
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5.2. Orta Serebral Arter Okliizyonu (OSAQO) ve ozmotik pompa yerlestirme

C57BL6j susu fareler orta serebral arter okliizyonu ve reperflizyon siiresi
boyunca % 1’lik izofluran gaz anestezisi altmda ve viicut sicakliklar1 36,5-37,0 °C
arasnda tutulmustur. Benzer sekilde okliizyon ve reperflizyon siiresi boyunca beyin
kan akmndaki degisimleri anlk olarak oOlgebilmek i¢in Laser Doppler flowmetre
(Perimed, Isve¢) cihaz kullanmustr. Cihazn fiberoptik probu, Bregma’nm -2 mm
posterior ve 6 mm laterali olacak sekilde hasarh hemisferde direkt kafatasi kemigi
lizerine dental yapistirict ile sabitlenmigtir. Orta serebral arter oklizyonu modeli
olusturmak i¢cin monofilament teknigi kullanmustr. Bu teknikte, boyun bdlgesine
yapilan kesi sonrasi, karotid arterler izole edimis ve 6-0 ipek (S1165, Dogsan,
Tiirkiye) iple ligasyon yapimustr. Gegici olarak damar tkamak icin mikrovaskiiler
klips internal karotid iizerine yerlestirilmis, kommon karotid artere damar makasi ile
kesik atimis ve 7-0 kalnhgmdaki monofilament (701934PK5Re, Doccol, ABD)
kesikten mnternal karotid artere dogru yaklasikk 9 mm igeriye itimistir. Orta serebral
arterin dogru olarak tkandigi Laser Doppler flowmetre (Perimed, Stockholm,
Sweden) cithazi yardmu ile beyin kan akmindaki diisiisten kontrol edilmigtir.
Okliizyondan 30 dakika sonra ip geri ¢ekimis, reperflizyonun takip edilmesi amaciyla
kan akmmu 20 dakika daha takip edilmistir. Iskemi bitisinden 3 giin sonra fareler tekrar
gaz anesteziye almmus ve icerisinde PBS, CDNF veya MANF (PBS i¢inde 1 pg/giin)
bulunan ozmotkk pompalara (Alzet 2004; Alzet) bagh kaniiller (Brain infusion kit 3,
Alzet, ABD) farelerin sol lateral ventrikiiline yerlestirimistir. Fareler, ozmotik
pompanmn c¢ikarlacagl iskemi sonras1 28. giine kadar giinlik olarak gozlemlenmis ve
herhangi bir serebral kanama veya enfeksiyon gorilmemistir. Fareler, iskemiden 42
giin sonra tekrar gaz anesteziye alnmus, aksonal projeksiyon ile ilgili traserlerin
uygulanmast amactyla ozmotik pompalar cikarimis ve farelerin motor kortekslerine
enjeksiyon yapimistir (177).

5.3. Deneyin sonlandinlmasi ve beyinden 6rmek alinmasi

Konvensiyonel immunuhistokimya metodu i¢in her gruptan 6 fareye iskemiden
14, 28 ve 55 giin sonra % 0,9 NaCl ile transkardiyak perflizyon uygulannustrr. Beyinler
kuru buz iizerinde hizla dondurulmus ve Bregma seviyesinden 18 um’lik koronal
kryostat kesitleri almmistir (177).
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5.4. Immiino histokimya

Her bir boyama i¢in tim gruplardaki her bir hayvandan alman kesitler klasik
immiinohistokimya yontemi ile boyanmustr. Bunun i¢in -80 °C’den ¢ikardan kesitler
30 dakika oda sicakhgmnda kurutulmustur. Daha sonra % 4’lik paraformaldehit (PFA,
1040051000, Merck, ABD) soliisyonunda 7 dakika bekletilen kesitler fosfat tamponlu
salin (PBS) c¢ozeltisinde yikandiktan sonra uygun serumlarla 1 saat oda sicakhginda
bloklanmustr. Kesitler 1 saatin sonunda uygun primer antikorlarla gece boyunca +4
°C’de inkiibe edilmiglerdir. Ertesi giin sabah, kesitler PBS ¢ozeltisinde tekrar
yikandiktan sonra uygun sekonder antikorlar ilave edimis ve 2 saat inkiibasyona
brakimistr. Benzer sekilde yikanan kesitlere daha sonra hiicre ¢ekirdeginin
goriintiilenebilmesi  i¢in  4',6-diamidine-2'-fenilindol  dihidroklorit  (DAPI, D9542,
Sigma Aldrich, ABD) boyamasi yapimustr. Boyamalarm ardindan kesitlerin tizeri,
uygun kapatma swvist ve lamelle kapatimigs ve kesitler konfokal mikroskobu
kullanillarak ~ gorintiillenmistir.  Gortlintillenen  kesitlerin =~ analiz  icin  fotograflart
cekimisti. Boyama ile ilgili analizlerin yapilabilmesi igin, ¢ekilen fotograflarda
striatum bdlgesinden 6 alan, hem ipsilateral hem de kontralateral bolgede benzer yerler
olacak sekilde belirlenmis ve boyama pozitif hiicreler saylarak her grup i¢in ortalama
degerler hesaplanmstir (177).

5.4.1. In-sitii Hiicre Oliim Kiti (TUNEL) ile DNA kimklanmn belirlenmesi

Immiinohistokimya cahsmalar1 icin alman kesitlrden DNA kirklarmmn in  siti
olarak tanmmasi ve zamana bagh hiicre Olimiiniin belirflemesi icin  TUNEL kiti
(11684795910, Roche, ABD) kullanilarak apoptotik hiicre tayini yapimustr. Kisaca,
-80 °C’den cikarllan kesitler, 30 dakika oda sicakhgmda kurumaya birakilmis,
sonrasinda % 4’lik PFA soliisyonu igerisinde once oda sicakhgmnda 10 dakika daha
sonra da +4 °C’de 10 dakika daha olmak iizere bekletilmistir. Fiksasyon bitiminde
kesitler PBS ¢ozeltisinde ykannustr. Membran gegirgenligini  saglayabilmek i¢in
kesitler 2 dakika buz iizerinde Triton-X-100 (X100, Sigma Aldrich, ABD) deterjam
ve tri-sodyumsitrat di-hidrat (1.064.481.000, Merck, ABD) igeren soliisyonda daha
sonra da 1 dakika boyunca 750 Watt mikrodalga icerisinde tri-sodyumsitrat di-hidrat
pH 6,0 solisyonda inkiibe edilmistir. Kesitler PBS c¢ozeltisinde yikanmustr. Uygun
bloklama soliisyonunda oda sicakligmda 30 dakika inkiibe edilen Kesitler, sonrasmda
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enzim ve substrat iceren TUNEL karismu igerisinde 70 dakika 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Son olarak hiicre ¢ekirdegnin goriintiilenebilmesi i¢cin DAPI boyamasi
yapimustr. Boyama ile ilgii analizlerin yapilabilmesi i¢in iskemik striatumda 6 alan
belirlenmis, fotograflanmis ve TUNEL (+) hiicreler sayilarak her grup i¢in ortalama
degerler hesaplanmustir (178).

5.4.2. Post-iskemik atrofinin belirlenmesi

Uzun donemde striatum ve korpus kallozumdaki post-iskemik atrofinin
belirlenmesi i¢in 55 giin setindeki tiim gruplardan her bir hayvandan alman kesitlere
Cresyl violet boyamasi yapimustrr. Kisaca -80 °C’den ¢ikarilan kesitler 30 dakika oda
sicakhginda bekletilmis, daha sonra % 4’liik PFA soliisyonunda 15 dakika inkiibe
edilmistir. PBS ¢ozeltisinde ykandiktan sonra 2 dakika masa tiizerinde, sonrasindaki
13 dakika boyunca calkalayic1 tizerinde Cresyl violet boyasi ile muamele edilmistir.
Kesitler boyamadan hemen sonra her birinde beser saniye inkiibe edilecek sekilde
srastyla % 70, % 90, % 95 ve % 100’lik etanol serisinden gecirimistir. Alkol
serisinden sonra boyanm fikse olmasi i¢cin ksilen soliisyonuna alnan kesitlerin iizeri,
uygun kapatma sivist ve lamelle kapatimugtr. Goriintileme, 15k  mikroskobu
(Axiozoom V16, Zeiss, Almanya) kullamlarak yapimustr. Alnan goriintilerde
kontralateral striatum, ipsilateral striatum ve korpus kallozum alanlart ImageJ
(Amerikan  Ulusal Saghk  Enstitiisi, NIH, ABD) programu ile  Olgiilmiis,
kontralateralden ipsilateralin ¢ikariimasi ile birlkte hasar sonrasi olusan atrofi
hesaplanmistr (177).

5.4.3. Hiicre farkhlasmasimn BrdU ile belirlenmesi

Iskemi sonrasi yeni olusan ve farkllasan hiicreleri takip edebilmek icin deney
hayvanlarma, beyin felci hasarmm olusturulmasmdan ii¢ giin sonra baglamak iizere,
ticer giin aralklarla intraperitoneal yolla 100 mg/kg dozunda 5-bromo-2’-
deoksitiridine (BrdU, B5002, Sigma Aldrich, ABD) verimisti. Eli bes giiniin
sonunda farelere yilkksek doz anestezi altnda serum fizyolojik ile perfiizyon ve % 4’lik
PFA ile fiksasyon yapimustr. Farelerin beyinleri cikarims, ¢ikarilan beyinler +4
°C’de 3 saat daha % 4’lik PFA c¢ozeltisinde inkiibe edilmis, son olarak da % 30’luk
siikroz ¢ozeltisinde +4 °C’de ¢okene kadar bekletimisti. Coken beyinler kuru buz
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tizerinde dondurulmus ve cryostat cihazi kullanlarak bregma seviyesinden 18 um
kalnhgmda kesitler alnmustr. Tim gruplardaki her bir hayvan igin kesitler
immiinohistokimya ~ boliimiinde ~ (5.4.  Immiinohistokimya)  belirtilen  sekilde
boyanmustr.  BrdU’nun DNA’nn  yapsma  katimasi  sebebiyle  boyamann
gerceklestirilebilmesi i¢in  klasik immiinohistokimya metodundan farkh olarak 2 N
HCI kullanlmis ve DNA’nin pargalanmasi saglanmistr. GFAP/BrdU ve NeuN/BrdU
boyamalarmm yapilabilmesi icin % 4’lik PFA i fiksasyon asamasmdan sonra
kesitler 15 dakika kaynayan sodyum sitrat ¢Ozeltisi igerisinde kaynatimis, daha sonra
da 15 dakika boyunca oda sicakhigmdaki ¢oOzelti igerisinde sogumaya brakimustr.
Sitrat asamasmdan sonra kesitler PBS ¢ozeltisinde yikanmis, daha sonra GFAP veya
NeuN antikorlar1 ile boyamalar1 ayr1 ayr1 yapimistr. Son olarak da BrdU boyamasi
asamasma gegcilmisti. GFAP (3656, Cell Signaling Technologies, CST, ABD) wveya
NeuN (MAB377C3, Merck, ABD) primer antikorlarmm inkiibasyonu bittikten sonra
kesitler PBS ¢ozeltisinde yikanmis, 37 °C’de 1 saat boyunca 2 N HCI soliisyonunda
inkiibe edimistr. Bolim 5.4’te aciklandigi gibi, 1 saat oda sicakhginda bloklama, 1
saat oda sicakhginda BrdU primer antikor (ab6326, Abcam, ABD) ile inkiibbasyon ve
uygun sekonder antikorla inkiibasyon asamalarindan sonra hiicre ¢ekirdegini
goriintiileyebilmek igin - DAPI  boyamasi yapimistr. Boyama ile ilgili analizlerin
yapilabilmesi icin iskemik hemisferde 24 alan belirlenmis, fotograflannug ve
GFAP/BrdU ve NeuN/BrdU immiinoboyama pozitif hiicreler saylarak her bir grup
icin ortalama degerler hesaplanmistir (179).

5.4.4. Boyanan kesitlerin goriintillenmesi ve degerlendirilmesi

Boyanan kesitlerin goriintillenmesi ve analizi igin aksi belirtiimeyen tiim
kesitlerde konfokal (LSM 780; Zeiss, Almanya) mikroskop kullamimistr. Program
tarafindan kontrol edilen motorize tabla sayesinde x-y-z diizlemlerinde otomatik
hareket saglanmis, goriintileme asamasnda kesitte bulunan herhangi bir hiicre
cekirdegni fokus farki yiiziinden ka¢rmamak i¢in z diizleminde farkh fokuslardan
gorlintiiler alnmig ve alman goriintilerin  hepsi Zen Black programi kullanilarak
maximum intensity projection (maksimum yogunluk projeksiyonu) modunda

birlestirilmistir. Programm tile (goriintileri yanyana birlestirme) ve z-stack (farkh
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fokuslardan goriintii  alabilme) fonksiyonlarmi  kullanarak ipsilateral hemisferden
goriintiiler almmustir (177).

5.4.5. Glial yaranin degerlendirilmesi

Glial yarann degerlendirilebilmesi i¢in daha once GFAP/BrdU boyanan
kesitlerin tlim hasarli hemisferleri konfokal mikroskopta goriintilenmistir. Daha sonra
Zen Blue (version 2012; Carl Zeiss, Almanya) programu kullanilarak iskemik
hemisferdeki glial yara alam Olglimiistir. Her grup icin ortalama degerler
hesaplanmistr (177).

5.5. Hiicre i¢i sinyal yolaklan ile ilgili proteinlerin seviyelerinin Western Blot

yontemiyle belirlenmesi

Protein ekspresyon ¢aligmalari i¢in iskemiden 14, 28 ve 55 giin sonra sakrifiye
edilen farelerin iskemk ve iskemik olmayan striatumlar1 izole edilmistir. Dokular

protein izolasyonuna kadar -80°C’de saklanmistir.

5.5.1. Protein izolasyonu

-80 °C’den c¢ikartilan dokulara lizis solisyonu (1 M Tris-HCIl, 5 M NaCl,
Triton-X-100, 0,5 M EDTA, protease inhibitor coctail; 20-201, Millipore, ABD) ilave
edilmis ve dokular homojenizator (Silent Crusher S,; Heidolph, Almanya) yardmmiyla
homojenize edilmistir. Ornekler 20 dakika buz {izerinde inkiibasyonun ardindan 14000
rpm’de +4 °C’de 15 dakika santriflj edilmis ve slipernatantlar (iist faz) pelletlerden
ayrilarak alikotlanmistir (177, 178).

5.5.2. Protein konsantrasyonlarmin ol¢iilmesi

Protein konsantrasyonlari Qubit® Protein cahgma kiti (Q33211; Invitrogen,
ABD) kullamlarak Qubit Fluorometer 2.0 (Q32866; Invitrogen, ABD) cihazi ile
dleiimiistiir. Ornekler, konsantrasyon olciimlerine gdre esitlenip 20 pg/10 pl olacak
sekilde hesaplannug, 2X Laemmli buffer (161-0737; Bio-Rad, ABD) ile karistrilip 70
°C’de 10 dakika bekletiimis, daha sonra hemen +4 °C’deki kwik buzun iizerine
almmustir.
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5.5.3. Western Blot

Ornekler Any kD™ Mini-PROTEAN jelin (456-9036, Bio-Rad, ABD) her bir
kuyucuguna 20 pg/10 pl olacak sekilde yiklenerek 50 V’da 5 dakika, daha sonra 100
V’da bir saat ve en son 150 V’da bir saat daha yiiriitiilmiistir. Ardindan Bio-Rad
Transblot Turbo sistemi ve RTA Mini PVDF Transfer Kiti kullandarak (170-4272;
Bio-Rad, ABD) jeller poliviniliden diflorit (PVDF) membranlara transfer edilmistir.
Membranlar, tris tamponlu salin-Triton-X-100 (TBS-T) ile hazrlanmig % 5°lk yagsiz
slit tozu ¢ozeltisinde (sc-2325; ChemCruz, ABD) 1 saat bloklamann ardindan +4
°C’de gece boyu bloklama soliisyonunda seyreltilen primer antikor (p-AKT,4060,
CST; p-p44/42, 9101, CST; p-p38, 9211, CST; p21, 92675, Abcam; Versican,
MABT161, Merck; eNOS, ab66127, Abcam veya INOS, abl15323, Abcam) ile
inkiibasyona brakimistr. Ertesi giin TBS-T ile 3 kere beser dakika boyunca ykanan
membranlara bloklama soliisyonunda hazrlanan sekonder antikor ilave ediimis ve
membranlar oda sicakhginda 1 saat inkiibe edimistir. Bantlarm goriintilenmesi igin
deteksiyon soliisyonu (Clarity™ Western ECL Substrate, 1705060, Bio-Rad, ABD)
eklenmis ve membranlar, ChemiDoc MP (Biorad) goriintileme sistemi kullanilarak

gorlintiilenmistir.
5.5.4. Stripleme

Membranlar strip soliisyonu ile muamele edilerek 50 °C sicaklktaki Su
banyosunda 20 dakika boyunca inkiibasyona bmrakimustr. Ardindan TBS-T ile 3 kere
beser dakika boyunca yikanarak, bloklama asamasmdan itbaren izlenen protokol
farkli bir antikor (t-p44/-42, 9102, CST; t-p38, 9212, CST veya Beta-aktin, 4970, CST)
kullanilarak tekrar edilmistir. Ornegin; Fosfo-Akt antikoru ile muamele edildikten
sonra stripleme yapilip aym antikorun totaline (total-Akt) bakimistur.

5.5.5. Degerlendirme ve istatistik

Tim sonuglar Image] programinda analiz edilmistir. Her bir proteinin optik
yogunluk degerinden arka plan (background) c¢ikartidiktan sonra, degerler endojen
kontrol olarak kullanlan beta-aktin proteinine gdre optimize edimistir. Kontrol,
CDNF veya MANF tedavi gruplari arasmdaki zamana bagh degisimler tek-yonlii
varyans analizi (One-Way ANOVA) ve akabinde Fisher LSD post-hoc testi kullanilarak
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SPSS programmnda belirlenmigtir. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamh kabul

edilmistir.
5.6. gPCR yontemi ile gen miktarindaki degisiklerin belirlenmesi

Gen ekspresyon calgmalar i¢in, fareler iskemiden 14, 28 ve 55 giin sonra
sakrifiye edilmistir. Beyinlerden kuru buz iizerinde bregmadan 2 mm kaudal ve 2 mm
rostral bloklar halinde kesitler almmustwr. Bu bloklardan ipsilateral striatum ve
kontralateral ~ stiatumlardan  Orneklerden aym grupta olanlar  birlestirimistir.
Birlestirilen dokular RNA izolasyonuna kadar -80 °C de saklanmistr. RNA izolasyonu
icin alman ve -80 °C de saklanan beyin dokularmdan RNA izolasyonu, cDNA sentezi
ve QPCR gen ekspresyon caligmalart yapimustr. Anti-enflamatuvar etkili genler
(IL1B, TNFa, TGFp), damarlasma ile ilgili genler (VEGF-B, VEGF-A, MMP-9),
plastisiteyi uyaran ve hiicre yagamm etkileyen genler (GAP43, CNTF, BDNF, CDNF,
MANF) ve plastisiteyi etkileyen genler (Ncaml, Ephrin A5, Ephrin B1, Versican,
Ncan, Ntnl) olmak {izere toplam 17 gendeki degisiklikler incelenmistir.

5.6.1. RNA izolasyonu

14, 28 ve 55. giin sonunda sakrifiye edilen farelerden alman beyin dokularmdan
RNA izolasyonu Qiagen AllPrep RNA/DNA/Protein Izolasyon kiti kullamlarak
(80004; Qiagen, ABD) yapimustir. Dokular, kit i¢inden ¢ikan protokole uygun olarak,
600 uL RLT lizis tamponu i¢inde cam homojenizatér ile ezlerek ve ardindan 21G ughu
sirmgadan gegirilerek homojenize edilmistir. 18.000 g’de 3 dakika santriflj edilerek
Ustte kalan faz almmuis ve kitten ¢ikan DNA spin kolonuna yiklenmistir. Kolondan
akan smv1 faza aym hacimde % 70’lk etil alkol ilave edilmistir. Siispansiyon, kit
icinden ¢ikan RNeasy spin kolonuna yiklenerek 10.000 g’de 30 saniye santrifiy
edilmistir. Kolon, kit ile hazr gelen RW1 ykama ¢ozeltisi ile 1 defa, ardmdan RPE
yikama c¢ozeltisi ile 2 defa ykanmustr. Kurumasi i¢in temiz bir mikrosantriflyj tiipiine
alman kolon, bos olarak 18.000 g’de 1 dakika santriflij edilmis, kolonun altma yeni bir
temiz mikrosantriftj tiip yerlestirimis ve kolona 50 pl RNase icermeyen su ilave
edilerek 10.000 g’de 1 dakika santriftij edimistir. Elde edilen RNA’lar -80 °C’de
saklanmigtir (96, 179).
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5.6.2. cDNA sentezi

Izole edilen RNA &rneklerinin konsantrasyonu Implen P330 NanoPhotometer
cihazs kullanlarak, OD260 Olglimii lizerinden hesaplanmis ve tim Orneklerin safhg
(OD260/OD2g0 Ve OD260/OD230) tayin edilmistir. Hesaplanan degerlere gore,
komplementer DNA (cDNA) sentezi i¢in her bir 6rnekten 1 pug RNA alnarak ve Roche
Transcriptor First Strand ¢cDNA Synthesis Kit kullanlarak (04896866001; Roche,
ABD) cDNA sentezi yapilmustir.

Tablo 5.6.2.1 cDNA sentezinde kullanilan Soliisyon Oranlart

1 Reaksiyon i¢cin (pl) 25 Reaksiyon (u)
Rev. Trans. Buffer (5X) 6 150
dNTP mix (25X) 3 75
Rev.Trans. Enzim 0,75 18,75
RNase Inhibitor 0,75 18,75

Kullanilan kit i¢in onerilen protokole uygun olarak, 0,2 pL’lik PCR tiiplerinde
1 pg RNA’ya karsiik gelen hacim, random primerler ve oligo(dT) primerler ile
karistirimug ve bir termal dongii cihaznda (T100 Thermal Cycler, Bio-Rad, ABD) 65
°C’de 10 dakika inkiibe edilerek buz tizerine almmustr. Ardindan, yukaridaki tabloda
belirtildigi gibi 24 reaksiyon icin ana karigim hazirlanmis ve reaksiyon basma 10,5 pl
olacak sekilde tiiplere dagtimustr. Boylece reaksiyon basma her bir tiipte total hacim
30 ul olmustur. Reaksiyon, termal dongii cihazma tekrar alnnug, 50 °C’de 1 saat
mkiibasyonun ardmdan enzimin maktivasyonu icn 80 °C’de 5 dakika inkiibe
edilmigtir. Reaksiyon sonucunda elde edien ¢cDNA Ornekleri QPCR c¢alismasinda
kullanmimak tizere 1:10 orannda RNA ve DNA icermeyen su ile seyreltimistir. Stok
cozeltiler -80 °C’de saklanmugtir.

5.6.3. Ger¢ek zamanh PCR (gPCR) ve kullamlan primerler

Gen ekspresyon ¢alismalar i¢in, Bio-Rad SsoAdvanced Universal SYBR Green
Supermix (1725270, Bio-Rad, ABD) karismu ile yine Bio-Rad markah CFX Connect
Real Time System cihazt kullanilmistir.
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Tablo 5.6.3.1. Gen ¢alismalarinda kullanilan primerler ve DNA dizileri

Gen ach DNA dizisi
GAPDH F:5 —AGGTCGGTGTGAACGGATTTG -3’

R:5 - TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA -3’
B-aktin F:5 —-GGCTGTATTCCCCTCCATCG -3’

R:5 — CCAGTTGGTAACAATGCCATG -3’
IL-1B F:5 — GCAACTGTTCCTGAACTCAACT —3°

R:5 — ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT - 3’
TNEa F:5 — CCCTCACACTCAGATCATCTTCT -3’

R:5’ - GCTACGACGTGGGCTACAG -3’
TGFB1 F:5 —CTCCCGTGGCTTCTAGTGC -3’

R: 5~ GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG - 3’
VEGE-B F: 5 — GCCAGACAGGGTTGCCATAC -3’

R:5 - GGAGTGGGATGGATGATGTCAG — 3’
VEGE-A F:5 — ACCATGAACTTTCIGCTCICITG -3

R: 5~ GAACTTGATCACTTCATGGGACT -3’
MMP9 F:5 — CTGGACAGCCAGACACTAAAG -3’

R:5 - CTCGCGGCAAGTCTTCAGAG -3’
GAP43 F:5 - TGGTGTCAAGCCGGAAGATAA —3°

R:5 - GCTGGTGCATCACCCTTCT -3’
CNTE F.5 _TCTGTAGCCGCTCTATCIGG -3

R:5 — GGTACACCATCCACTGAGTCAA -3’
BDNF F.:5 _TCATACTTCGGTTGCATGAAGG —3°

R:5 — AGACCTCTCGAACCTGCCC - 3’
CDNE F.5 —CTTTIGCGCCGGGTITIGTIAT -3

R: 5~ AGGGAGTTGTAGAATCGGTCTAA-3’
MANF F:5 —TCTGGGACGATTTTACCAGGA —3°

R: 5~ TCTTGCTTCACGGCAAAACTTTA -3’
Ncaml F: 5 — ACCACCGTCACCACTAACTCT —3°

R:5 - TGGGGCAATACTGGAGGTCA -3’
Efrin Ab F. 5 — ACACCGTACATGAGTCAGCC -3’

R:5 — ACGGGAGGAGACTGTGCTAT -3’
Efrin B1 F:5 _TGTGGCTATGGTCGTGCTG -3

R:5’ -~ CCAAGCCCTTCCCACTTAGG - 3
Versican F:5 —TTTTACCCGAGTTACCAGACTCA -3’

R:5 - GGAGTAGTTGTTACATCCGTTGC - 3’
Norocan F:5 - TGCAACCACGGCTAAGCTC -3

R:5 — GGGGATAAGCAGGCAATGAC - 3°
Netrin-1 F:5 _TGTGTCAGCGGACTTCCTTC -3’

R

15—~ AGGAACACTGGCCCAAACAA -3
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Tablo 5.6.2.1°de belirtilen oranda her bir cDNA 6rnegi ve gen i¢in ana karigim,
cDNA olmaksizn hazirlanarak 96’lik real time PCR plakasma (Hard Shell PCR Plate,
HSP9601, Bio-Rad, ABD) 9’ar ul olarak dagtimustr. Daha sonra uygun cDNA
ornekleri kuyucuklara eklenmisti. Ornekler 3 tekrarh olacak sekilde plakalara
yiikklenmistir. PCR reaksiyonu, uygun termal profilde (98 °C’de 30 sn, [95 °C’de 15
sn, 60 °C’de 30 sn] X 40 dongii; ardindan melt analysis i¢in 55 °C’den 95 °C’ye 0,5
sn) gerceklestirimistir. Kullamlan genler ve primer ¢iftlermin DNA dizileri asagidaki

tabloda verilmistir.

5.6.4. gPCR Analizi

Real time PCR analiz gahsmalari icin Bio-Rad CFX Connect Real Time
System cihazmn CFX Manager programu kullanimustwr. Cihazdan ham veriler (Ct
degerleri) almarak kontrol (sadece ara¢ uygulanan grup), MANF ve CDNF uygulanan
gruplar icin 3 farklh zaman noktasmda 17 genin verileri hem ipsilateral hem de
kontralateral bolgeler i¢cin olmak tizere ayri ayr1 diizenlenmistir. Cycle threshold (Ct)
degerleri, 2 endojen (GAPDH ve [B-aktin) kontrole gore normalize edilerek [ACT=CT
(hedef gen)—CT ((GAPDH + [-aktin)/2)] ACt degeri hesaplanmistr. Her bir zaman
noktasmda,  kontrolin ~ ACT  degeri  kalibrator  olarak  kullamlmis  ve
[AACT=ACT(6rnek)—-ACT(kalibrator)] formiiline goére AACT degeri hesaplannustir.
Gruplarm kontrollerne gore kat degisimleri, relatif kantifikasyon (RQ) formiili
uygulanarak [2-2ACt] hesaplanmistr. MANF veya CDNF uygulanan gruplar, her bir
zaman noktasmda ve ipsilateral ve kontralateral hemisferler icin kendi kontrol grubu
lle karsilagtminustr. Kontrol, CDNF veya MANF tedavi gruplart arasmdaki zamana
bagh degisimler tek-yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) ve akabinde Fisher
LSD post-hoc testi kullanilarak SPSS programinda belirlenmistir. p<0,05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul ediimistir.

5.7. Fonksiyonel geri kazamm ile ilgili testler

Fonksiyonel norolojik iyilesme operasyondan sonra 3., 14., 28. ve 42. giinlerde
yaplan davranis testleri ile degerlendirilmistir. ik davranis testleri beyin felcinden
Once taban ¢izgi (baseline) olusturmak amaciyla yapimistir.
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5.7.1. El ¢ekme/kavrama giiciiniin degerlendirilmesi

Bu test srrasinda sol pengeler tibbi bant (3M transpore tibbi flaster, 1527, 3M,
ABD) ile fikse edilerek her iki 6n pengenin kavrama giicii veya sag on tek pengenin
kavrama giici Olgiilmiistiir. Bu test i¢in ucuna tiggen c¢elik tel tutturulan yayh bir
Newton metre (Medio-Line Spring Scale, metric, 300 g, Pesola AG, Switzerland)
kullanilmistir.  Fareler yaklastridiklarmda {icgen teli iggiidiisel olarak tutmakta ve
kuyruklarmdan geriye cekildiklerinde kavrama gigleri oranmda brakmamaya
calsmaktadrrlar. Kontrol, CDNF veya MANF uygulanan farelere bu test uygulannmug
ve brakmak zorunda kaldiklar1 gii¢ kaydedimistir. Farelerin saglam olan sol eli bantla
baglanarak felcli sag elin kavrama gilicii Newton cinsinden hesaplanmustr. Her test 5
kez tekrarlanmis ve ortalama deger almmustr. Bu degerler operasyon oOncesi Ve
operasyon sonrast 3., 14., 28. ve 42. ginlerde gruplar arasmda ve zamana gore
karsilastirilmistr (177).

5.7.2. RotaRot ile motor koordinasyonun degerlendirilmesi

Beyin felci  sonrasmdaki  motor  koordinasyonlarmdaki  degisimlerin
belirlenmesi amaciyla fareler kendi ¢evresinde hizi giderek artan (4’den 40 rpm’e 245
saniyede) bir silindir {izerine yerlestirilmis ve farelerm bu silindir {izerinde
kalabildikleri siire degerlendirimistir. Her test 5 kez tekrarlanmis ve ortalama deger
almmistr. Bu degerler operasyon Oncesi ve operasyon sonrasi 3., 14., 28. ve 42.

giinlerde gruplar arasmda ve zamana gore karsilastirilmistr (177).
5.7.3. Yiikseltilmis O-labirenti ile anksiyetenin degerlendirilmesi

Spontan motor davranisi, endise ve korkuyu olgmek i¢in kullanilan bu test 5,5
cm genislkte ve yerden 40 cm yiikseklikte, dis ¢apt 46 cm olan yuvarlak bir PVC
daireden olusmaktadwr. 90°’lk karsiikh iki bolge PVC den yapihmis 16 cm
yikkseklikte i¢ ve dig duvarlarla korunmaktadr (Kapal bokim). Kalan 90°’lik ki bolge
acikk bolgedir. Hayvanlar kapali bolgelerden birine bmrakimus ve 10 dakika
gozlenmistir. Hayvanlar 4 ayag ile bilikte tamamen bir bolgeye girdiginde
hayvanlarm o bolgeye gectigi kabul edimis ve o bolgede bulundugu siire
baslatimistir. Hayvanlarm korunmasiz bdlgelerde gecirdigi slire davranig, endise ve
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korku belirtisi olarak degerlendiriimektedir. Bu degerler operasyon Oncesi Ve
operasyon sonrast 3., 14., 28. ve 42. ginlerde gruplar arasmda ve zamana goére

karsilastirilmistr (177).
5.7.4. Acik alan testi ile motor aktivitelerin degerlendirilmesi

Farelerin spontan motor aktivitelerinin  ve alandaki arastrma benzeri
davranslarmm degerlendirildigi bir metottur. 150 cm ¢apmda ve 35 cm yiiksekliginde
bir ucu kapah silindirden olusan bir alanda fareler 10 dakika boyunca gdzlemlenmistir.
Kameraya bagh bir bilgisayar ile Anymaze programu kullamilarak silindir sanal olarak
3 bolgeye ayriimis ve farelerin hem bu bolgelere giris ¢ikis siireleri hem de bu
bolgelerde gecirdikleri stireler hesaplanmustir. Hesaplanan bu degerler operasyon
Oncesi ve operasyon sonrasi 3., 14., 28. ve 42. giinlerde gruplar arasmda ve zamana

gore karsilagtirilmistir (177).
5.8. Fasiyel niikleus seviyesindeki aksonal uzamanin belirlenmesi

Uzun donemde aksonal projeksiyonun belirlenmesi i¢in, 55 giin setindeki tiim
gruplardan her bir hayvana 42. giin davranis deneyleri bittikten sonra anterograd trakt
traseri olan Biyotinlenmis Dekstran Amin (BDA) enjeksiyonu yapimstr. BDA
enjekte edilen farelere enjeksiyondan 10 giin sonra daha oOnce belirtilen sekilde %
0,9’luk NaCl ile transkardiyal perflizyon uygulanmstr. Daha sonra farelerin beyinleri
cikarimig, ¢ikarlan beymler +4 °C’de 3 saat daha % 4’lik PFA ¢ozeltisinde inkiibe
edimis, son olarak da % 30’luk siikroz ¢ozeltisnde +4 °C’de c¢okene kadar
bekletimistir. Coken beyinler kuru buz iizerinde dondurulmus ve Kryostat cihazi
kullanilarak fasiyel niikleus seviyesinden (Bregma -5.8 ile - 6.3 mm aras)) 18 um
kalnhginda kesitler almmustr. Alman kesitler boyama yapilana kadar -80 °C’de
saklanmistr. -80 °C’dan ¢ikarilan kesitler, 30 dakika oda sicakhgmnda kurutulmustur.
Daha sonra kesitler fosfat tamponlu salin ¢ozeltisinde yikandiktan sonra normal kegi
serumla 1 saat oda sicakhgmnda bloklanmustr. Bloklama sonrasi kesitler 90 dakika
boyunca oda sicakhignda strepavidin baglanmis AlexaFluor 555 (S21381, Invitrogen,
ABD) ile konjuge edilmis sekonder antikorla mkiibe ediimistr. Boyamalarm ardmdan
kesitlerin iizeri, uygun kapatma sivist ve lamelle kapatimig ve goriintileme islemi
Axiozoom (Zeiss, Almanya) floresan mikroskobu kullanlarak yapimustr. ki
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hemisfer arasmndaki orta hattan cizilen 1000 um’lik sanal cizgiyi (Sekil 6.21. kirnuz
lle gosterilen c¢izgl) gecen aksonlar sayilmis ve her grup i¢in ortalama degerler
hesaplanmigtr (177).

5.9. istatistik

Gruplar arasmdaki farkhlklarm belirlenmesi amaciyla SPSS  program
kullanilarak istatistiksel testler yapimustr. Gruplar arasmdaki farklar tek yonli (one-
way) varyans analizi (Analysis of variation, ANOVA) kullanilarak, en diisiik anlamh
farklihk testiyle analiz ediimistir (least significant difference, LSD test). Davrans
deneylerinde sonuglarm zamana bagh olarak degerlendirilmesi i¢in tekrarh OSlgiimler
varyans analizi (repeated measurements, ANOVA) vyapimstr. Biitiin degerler
ortalama + standart sapma olarak verilmis, *p<0,05 ve **p<0,01 istatistiksel anlamh
olarak kabul edilmistir (177).
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6. BULGULAR

6.1. Serebral kan akimmn o6l¢iilmesi

Serebral Kanlanma

A LDF (14 giin seti) B LDF (28 gilin seti)
140 140
120 120
100 100
S w E 80
E 60 E 60
= 40 -o-Kontrol = 40 ——Kontrol
-o-COHF 20 —=CDNF
20 —aMAHF -=-MAHF
L ﬂ
0 [ 30° 50¢(ck) [ 30° 50¢(ck
C LDF (55 giin seti) D LDF { Davranig seti)
140 140
120 120
100 100
Ew S
S g o0
= a0 kontrol = 40 Kool
-=CDNF
20 Al 20 —=-MANF
0 ]
o 30 50°(ck.) o 3 5 (ckc)

Sekil 6.1.1. Orta serebral arter bolgesinden alnan Laser Doppler akim (LDF) kaydu.
14 giin seti (A) 28 giin seti (B), 55 giin seti (C) ve davranig setleri icin (D).

Deneysel iskemi modelinin olusturulmasi, hasar siiresinin  kontroli ve
reperflizyondaki kanlanmann degerlendirilebilmesi i¢gin  hayvanlarm serebral kan
akmlar1 Laser Doeppler flowmetre cihazz kullandarak — Olgiilmiistiir.  Olgiimler
iskemiden 15 dakika Once baslamis, 30 dakika iskemi ve 20 dakika reperfiizyon
stiresince devam etmistir. Sonuglar incelendiginde herhangi bir zaman noktasmda (14
glin, 28 giin, 55 giin ve davrams deney setleri i¢in) serebral kan akimmda gruplar
arasmda istatistiksel bir fark goriilmemistir (Sekil 6.1.1.).
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6.2. Apoptotik hiicre sayisimn degerlendirilmesi

DNA Kinklarinin Analizi

TUNEL (+)

A DAPI hicreler B 14 gun
10
[
]
m &
T
B ‘
b I 1
L
Tdmdi x
4
.|
% %
o 2
) - i
1}
Vehicle CDONF MANF
c 28 giin D 55 giin
2.0 2,0
[ [
[} [}
™ 16 ~ 16
@ @
=§ 1,2 =§ 1,2
L L
+ 0,8 * + 0.8
.| .|
w * w ]
2 04 5 04
|— I_l_I |—
0 0
Yehicle CDNF MANF Vehicle CDONF MANF

Sekil 6.2.1. Zamana bagh olarak apoptoz degerlendiriimesi Temsii TUNEL
boyamasi (A) ve giinlere bagh degerler, 14 giin (B), 28 giin (C) ve 55 giin (D).

Yaplan CDNF wveya MANF tedavileri sonrasti DNA  kirklarmmn
degerlendiriimesi i¢cin alnan kesitler in-situ hiicre 6liimii tespit kiti (in-situ Cell Death
Detection kit) kullamlarak boyanmstr. Daha sonra boyanan kesitler konfokal
mikroskopta (LSM760, Zeiss, Almanya) goriintilenmis, striatumda belirlenen
alanlardaki hiicreler sayilarak gruplarm ortalamasi almmustr. Hem 14 giin hem de 28
giin sonra sonlandmilan deney setinde kontrol grubu ile kiyaslandigmda CDNF
tedavisi apoptotik hiicre Olimiinii anlamh derecede azaltmustr (14. gin p=0,042,
28.giin CDNF p=0,13, MANF p=0,19). 55 giinlik deney setinde ise gruplar arasmda
herhangi bir fark gorilmemistir (Sekil 6.2.1). Bar 100 um’dir.
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6.3. iskemi sonras1 uzun donemde atrofinin belirlenmesi

A Korpus kallozum atrofisi B Striatum atrofisi
(s e (7 g A
b ) S
0,40 1,50
0,32 l 1,20
x
E 024 0,90 %
£ I £
0,16 0,60
0,08 0,30
0 0
Kontrol CDNF MANF Kontrol CDNF MANF

Sekil 6.3.1. Korpus kallozumdaki (A) ve striatumdaki (B) post-iskemik atrofinin

cresyl violet boyamasi yapilarak degerlendirilmesi.

Atrofinin belirlenmesi icin 55 giinlik deney setinin kesitlerine cresyl violet
boyamasi yapimustr. Boyama sonrasi kesitler fotograflanmus, hasarh ve hasarsiz
korpus kollozumlar1 ve striatumlar1 Image J programu kullanilarak —Olgtilmiistiir.
Hasarsiz Olgiilen alandan hasarh alann ¢ikariimasi ile atrofi alanlar1 hesaplanmig ve
gruplarm ortalamasi almmustr. Kontrol grubu ile kiyaslandignda CDNF tedavisi hem
korpus kolloz7um hem striatumdaki atrofiyi anlamh olarak azaltmistr (Sekil 6.3.1.,
korpus kallozum p=0,049, striatum p=0,013). Bar 500 pm’dir.
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6.4. Norogenez belirlenmesi

A Norogenez
NeuN DAPI

BrdU Tumu

B

30
% 24 A
3]
’E 18 I
x

12
: |
o 6
R

0

Kontrol CDNF MANF

Sekil 6.4.1 Norogenezin degerlendiriimesi. Temsili BrdU/NeuN boyamasi (A) ve
degerler (B).

Norogenez  belirlenmesi  igcin =~ 55  giinliik deney setinin  kesitlerine
NeuN+/BrdU+ ikili immimnofloresan boyamasi yapimistr. Daha sonra boyanan
kesitler konfokal mikroskobu (LSM760, Zeiss, Almanya) ile goriintilenmistir.
Norogenez icin iskemik hemisferde belirlenen alanlardaki NeuN ve BrdU
boyamalarmmn st Uste geldigi hiicreler saylarak gruplarm ortalamasi alnmustir.
Kontrol grubu ile kiyaslandigmda CDNF tedavisi uzun dénemde ndrogenez
istatistiksel olarak anlamh derecede artrmustr (Sekil 6.4.1., p=0,047). Bar 150 pm’dir.
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6.5. Gliogenezin belirlenmesi

A Gliogenez
GFAP DAPI

BrdU Tumu

24

18

12 [

% BrdU (+) hticreler

Kontrol CDNF MANF

Sekil 6.5.1. Gliogenezin degerlendirmesi. Temsili BrdU/GFAP boyamasi (A) ve
degerler (B).

Gliogenezin  belirlenmesi  icin 55  giinlik deney setmin  kesitlerine
GFAP+/BrdU+ immiinofloresan boyamasi yapimistr. Daha sonra boyanan kesitler
konfokal mikroskobu (LSM760, Zeiss, Almanya) ile goriintilenmistir. Gliogenez i¢in
iskemk hemisferde GFAP ve BrdU boyamalarmmn st liste gelmis oldugu hiicreler
sayllarak gruplarm ortalamast almmustr. Kontrol grubuyla kiyaslandignda hem
CDNF, hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh olmasa da gliogenezi
artrmustir (Sekil 6.5.1). Bar 150 um’dir.
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6.6. Glial yaramn belirlenmesi

A Glial yara
Kontrol CDNF MANF
B
0,30
0,24 I
%
o~ 08
£
£
0,12
0,06
0
Kontrol CDNF MANF

Sekil 6.6.1 Temsili glial yara icin GFAP boyamasi (A) ve glial yara degerlendiriimesi
(B).

Glial yarann belirlenmesi icin  GFAP boyanan kesitlerin  hasarh hemisferi
konfokal mikroskobu ile gOriintilenmistir. Glial yara alam Zen Blue program
kullanilarak ~ Olclilmiis  ve  gruplarm  ortalamast  almmustr.  Kontrol grubu ile
kiyaslandigm CDNF tedavisi glial yaray: istatistiksel olarak anlamh Olgiide azaltmugtr
(Sekil 6.6.1., p=0,003). Bar 100 pm’dir.
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6.7. iskemi sonrasi protein seviyesindeki degisiklikler
6.7.1. Iskemi sonras1 CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak fosfo-Akt

anlatimma etkisi
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| eow | | e | | e om |

Sekil 6.7.1.1 Iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagl olarak fosfo-
Akt anlatimma etkisi
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Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda fosfo-Akt seviyesini
14. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh olgiide
azaltnug, 28. ginde MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh Olgiide arttrnus, 55.
giinde ise MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli olmasa da arttrmistur.

Kendi kontroliiyle  kiyaslandignda  kontralateral ~ striatumda  fosfo-Akt
seviyesini 14. giinde MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh olmasa da arttrmus,
28. giinde MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh olmasa da azaltmig, 55. giinde
ise CDNF tedavisi istatistiksel olarak anlamh Ol¢iide arttrken, MANF tedavisi
istatistiksel olarak anlamli olgiide azaltmistr (Sekil 6.7.1.1., **p<0,01,%p<0,01).
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6.7.2. Iskemi sonras1 CDNF ve MANTF tedavisinin zamana bagh olarak fosfo-p44/-
42 anlatimma etkisi
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Sekil 6.7.2.1. Iskemi sonrasst CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak fosfo-
p44/-42 anlatimina etKisi
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Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda  ipsilateral ~ striatumda  fosfo-p44/-42
seviyesini 14. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamlt
Olctide arttrnug, 28. giinde CDNF tedavisi istatistiksel olarak anlamh 6lgiide arttrmus,
55. giinde ise MANTF tedavisi istatistiksel olarak anlamh Olciide azaltmigtir.

Kendi kontroliiyle kiyaslandignda kontralateral —striatumda fosfo-p44/-42
seviyesini 14. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlaml
derecede arttrnug, 28. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak
anlamh derecede azaltmug, 55. giinde ise CDNF tedavisi istatistiksel olarak anlamh
Olctide arttrrken, MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh olmasa da arttrnustr
(Sekil 6.7.2.1., *p<0,05, **p<0,01, #p<0,05, ##p<0,01).
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6.7.3. iskemi sonras1 CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak fosfo-p38

anlatimmna etkisi

Fosfo-p38
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Sekil 6.7.3.1. Iskemi sonras1t CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak fosfo-
p38 anlatimina etkisi
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Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda fosfo-p38 seviyesini
14. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi, 28. giinde sadece MANF tedavisi, 55.
giinde ise hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh olglide

azaltmistir.

Kendi kontroliiyle  kiyaslandigmda  kontralateral  striatumda  fosfo-p38
seviyesini 14. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi, 28. giinde sadece MANF
tedavisi istatistiksel olarak anlamh 6lgiide arttrmus, 55. giinde ise hem CDNF hem de
MANTF tedavisi istatistiksel olarak anlamh Olgtide azaltmustr (Sekil 6.7.3.1., *p<0,05,
**p<0,01, #p<0,01).
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6.7.4. Iskemi sonras1i CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak p21

anlatimmna etkisi

p21
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Sekil 6.7.4.1. iskemi sonrast CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak p21
anlatimmna etkisi

Kendi kontroliiyle kiyaslandigmda ipsilateral striatumda p21 seviyesini 14.
giinde, 28. giinde ve 55. ginlerde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel
olarak anlamh Olglide azaltmistr.Kendi kontroliiyle kiyaslandignda kontralateral
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striatumda p21 seviyesini 14. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel
olarak anlamh 6lciide azaltmus, 28. giinde ve 55. glinlerde hem CDNF hem de MANF
tedavisi istatistiksel olarak anlamh oOlgiide arttrmustr (Sekil 6.7.4.1., *p<0,05,
**p<0,01, #p<0,01).
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6.7.5. Iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak eNOS

anlatimmna etkisi
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Sekil 6.7.5.1. Iskemi sonras1 CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak eNOS
anlatimina  etkisi
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Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda eNOS seviyesini 14.
giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh Slglide azaltnus,
28. ginde CDNF tedavisi istatistiksel olarak anlamh oOl¢iide arttwrmus, 55. giinde
MANTF tedavisi istatistiksel olarak anlamli olmasa da arttrmustir.

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda eNOS seviyesini
14. ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh OGlgiide
arttrnug, 28. giinde ve 55. glnlerde ise MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamlt
olgiide azaltmistir (Sekil 6.7.5.1., *p<0,05, **p<0,01, #p<0,01).
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6.7.6. Iskemi sonras1t CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak iNOS
anlattimma etkKisi
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Sekil 6.7.6.1 Iskemi sonrast CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak iNOS
anlatimina  etkisi

55



Kendi kontrolilyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda INOS seviyesini 14.
giinde CDNF tedavisi istatistiksel olarak anlamh olmasa da azaltnuis, MANF tedavisi
istatistiksel olarak anlamh olmasa da arttrnug, 28. giinde hem CDNF hem de MANF
tedavisi istatistiksel olarak anlamh Olglide arttwmug, 55. giinde hem CDNF hem de
MANTF tedavisi istatistiksel olarak anlamli Olglide azaltmistir.

Kendi kontrolilyle kiyaslandignda kontralateral striatumda iNOS seviyesini
14. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh olgiide
arttrmg, 28. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh
olmasa da azaltnus, 55. ginde MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh Olgiide
azaltmigtir (Sekil 6.7.6.1., *p<0,05, **p<0,01, #p<0,05, #*p<0,01).
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6.7.7. iskemi sonras1 CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak Versican

anlatimmna etkisi
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Sekil 6.7.7.1. Iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak
Versican anlatimina etkisi
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Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda versican seviyesini
14. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh olgiide
azaltnug, 28. ginde MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh Olglide arttwmus, 55.
giinde MANTF tedavisi istatistiksel olarak anlamli olmasa da arttwrmustir.

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda wversican seviyesini
14. ginde MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh olmasa da arttrnug, 28. giinde
MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh olmasa da azaltnug, 55. ginde CDNF
tedavisi istatistiksel olarak anlamh Ol¢lide arttrnus, MANF tedavisi ise istatistiksel
olarak anlamh olgiide azaltnustr  (Sekil 6.7.7.1., *p<0,05, **p<0,01, #p<0,05,
#p<0,01).

6.8 Iskemi sonras1 gen ekspresyon degisiklikleri

Gen ckspresyon cahsmalar1 icin, fareler iskemiden 14, 28 ve 55 giin sonra
sakrifiye edilmistir. Sakrifiye edilen hayvanlarm beyinlerinden bregmadan 2 mm
kaudal ve 2 mm rostral bloklar halinde kesitler kurubuz iizerinde alnnustr. Bu
bloklardan hasara ipsilateral ve kontralateral olacak sekilde striatum ve motor korteks
olmak iizere 4 bolgeden Ornekler toplanmug ve gen ekspresyonundaki degisiklikler

mcelenmistir.

Anti-inflammatuvar etkili genler (IL1B, TNFa, TGFp), damarlasma ile ilgi
genler (VEGF-B, VEGF-A, MMP-9), plastisiteyi uyaran ve hiicre yasamm etkileyen
genler (GAP43, CNTF, BDNF, CDNF, MANF) ve plastisiteyi engelleyen genler
(Ncaml, Ephrin AS, Ephrin B1, Versican, Ncan, Ntnl) olmak tizere toplam 17 gen ile
ilgili degisiklikler incelenmistir.
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6.8.1. interlokin-1 Beta (IL-1f)

Tablo 6.8.1.1 Ipsilateral striatum ve kortekste IL-1Beta’nin gen seviyesindeki analizi

Interlokin-1 Beta (Kat degisimi)
Ipsilateral 14. giin 28. glin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,34+0,16
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF

Tablo 6.8.1.2 Kontralateral striatum ve kortekste IL-1Beta’nn gen seviyesindeki

analizi
Interlokin-1 Beta (Kat degisimi)
Kontralateral 14. giin 28. gin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,41+0,08* | 1,1120,22 | 1,00+0,43
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,33+0,39 1,40+0,75

Kendi kontrolilyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda hem 14. giinde hem
de 55. ginlerde CDNF veya MANF tedavileri interlokin-1beta seviyesini gen
diizeyinde istatistiksel olarak anlamh oOlgiide swrasiyla 14. giinde 0,10+0,03 kat ve
0,05+0,00 kat, 55. giinde 0,13+0,02 kat ve 0,32+0,03 kat azaltmustr. (p<0,05) Kendi
kontrolilyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste hem 14. giinde hem de 55. giinlerde
CDNF veya MANF tedavileri interlokin-1beta seviyesini gen diizeyinde istatistiksel
olarak anlamh Olgiide srasiyla 14. ginde 0,09+0,00 kat ve 0,06+0,01 kat, 55. giinde
0,14+0,02 kat ve 036+0,08 Kkat (p<0,05) Kendi
kiyaslandignda kontralateral striatumda 14. giinde sadece CDNF tedavisi interlokin-

azaltnugtr. kontroliiyle
Ibeta seviyesini istatistiksel olarak anlamh olarak 1,41+0,08 kat arttwrrken, 55. giinde
CDNF veya MANF tedavileri interlokin- 1beta seviyesini gen diizeyinde istatistiksel
olarak anlaml Olgiide swrasiyla 0,15+0,05 kat ve 0,40+0,15 kat azaltnustr. (p<0,05)
Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda kontralateral kortekste 55. giinlerde CDNF veya
MANTF tedavileri interlokin-1beta seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh
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olmasa da smasiyla 0,15+0,06 kat ve 0,52+0,04 kat azaltmustr (Tablo 6.8.1.1. ve
6.8.1.2.).

6.8.2. Tiimor Nekroz Faktorii Alfa (TNFa)

Tablo 6.8.2.1 Ipsilateral striatum ve kortekste TNF-Alfa’nn gen seviyesindeki analizi

TNF-a (Kat degisimi)
Ipsilateral 14. giin 28. glin 55. giin

Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,43+0,76 1,17+0,65

Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,91+0,21* 1,93+0,97

Tablo 6.8.2.2 Kontralateral striatum ve kortekste TNF-Alfa’'nn gen seviyesindeki

analizi
TNF-a (Kat degisimi)
Kontralateral 14. giin 28. giin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF

Kendi kontrolilyle kiyaslandigmda ipsilateral striatumda 14. giinde CDNF veya
MANF tedavileri 55. ginde ise sadece CDNF tedavisi TNF-Alfa seviyesini gen
diizeyinde istatistiksel olarak anlamh Olgiide srasiyla 14. ginde 0,30+0,13 kat ve
0,48+0,03 kat, 55. ginde 0,14+0,02 kat azaltnustr. (p<0,05) Kendi kontroliiyle
kiyaslandigmda ipsilateral kortekste 14. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi 55.
giinde sadece CDNF tedavisi TNF-Alfa seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak
anlamh Olglide srastyla 14. ginde 0,244+0,04 kat ve 0,33+0,10 kat, 55. giinde
0,14+0,05 kat azaltmus, 28. ginde ise sadece CDNF tedavisi TNF-alfa seviyesini
istatistksek olarak anlamh Olglide 1,914+0,21 kat arttrmistr.  (p<0,05) Kendi
kontroliiyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 28. ginde CDNF tedavisi, 55.
ginde ise MANF tedavisi TNF-Alfa seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak
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anlamh Olgiide swasiyla 0,18+0,06 kat ve 0,42+0,12 kat azaltmstrr. (p<0,05) Kendi
kontroliiyle kiyaslandigmda kontralateral kortekste 14. ginde MANF tedavisi, TNF-

Alfa seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh oOlgiide 0,19+0,04 Kat
azaltmistir. (Tablo 6.8.2.1. ve 6.8.2.2., p<0,05)

6.8.3. Doniistiiriicii Biiyiime Faktorii Beta (TGFJf)

Tablo 6.8.3.1 Ipsilateral striatum ve kortekste TGF-Betal’in gen seviyesindeki analizi

TGF-B1 (Kat degigimi)
Ipsilateral 14. giin 28. glin 55. giin

Striatum CDNF MANF CDNF MANF
1,74+0,12*

1,46+0,46 1,38+0,51 1,18+0,09
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,04+0,08 1,20+0,12 1,39+0,11

Tablo 6.8.3.2 Kontralateral striatum ve kortekste TGF-Betal’in gen seviyesindeki

analizi
TGF-p1 (Kat degisimi)
Kontralateral 14. gin 28. giin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,20£0,10 | 1,34+0,27
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,31+0,08 | 1,05+0,08 1,01+0,13

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 28. ginde MANF
tedavisi TGF-Betal’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh Olglide
1,74+0,12 kat arttrrken, 55. giinde CDNF tedavisi istatistiksel olarak anlamh Olglide
0,38+0,03 kat azaltmustr. (p<0,05) Kendi kontroliiyle kiyaslandigmda ipsilateral
kortekste 28. giinde MANF tedavisi 55. giinde ise CDNF tedavisi TGF-Betal’in
seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olgiide srasiyla 0,67+0,05 kat ve
0,35+0,01 kat azaltnustr. (p<0,05) Kendi kontroliiyle kiyaslandignda ipsilateral
striatumda 55. ginde CDNF tedavisi TGF-Betal’nn seviyesini gen diizeyinde
istatistiksel olarak anlamh Olgiide 0,44+0,05 kat azaltmustr. (p<0,05) Kendi
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kontrolityle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 55. giinde hem CDNF hem de MANF
tedavisi TGF-Beta’nn seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da
srastyla 0,58+0,18 kat ve 0,76+0,26 kat azaltmustir (Tablo 6.8.3.1. ve 6.8.3.2.).

6.8.4. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF-A)

Tablo 6.8.4.1 Ipsilateral striatum ve kortekste VEGF-A’nin gen seviyesindeki analizi

VEGF-A (Kat degisimi)

Ipsilateral 14. giin 28. giin 55. giin

Striatum CDNF MANF CDNF MANF CONF | MANF
1,14+0,14 1,19+0,04 1,67+0,01* 1,14+0,09 | 1,10+0,08

Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,15+0,21 1,06+0,08 1,04+0,10 1,284+0,05 1,18+0,02 | 1,11+0,06

Tablo 6.8.4.2 Kontralateral striatum ve Kkortekste VEGF-A’nn gen seviyesindeki

analizi
VEGF-A (Kat degisimi)
Kontralateral 14. giin 28. glin 5. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF

1,36+0,71 1,64+0,33 1,00+0,10 1,01+0,03 | 1,05+0,09

Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF | MANF
140£0,08 | 1,30:0,02 132£0,03 | 1,01x0,06 H

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 28. ginde MANF

tedavisi VEGF-A’nin seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh Olgiide
1,67+0,01 kat arttrmustr. (p<0,05) Kendi kontroliiyle kiyaslandignda ipsilateral
kortekste 55. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi VEGF-A’nin seviyesini gen
diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da swasiyla 1,18+0,02 kat ve 1,11+0,06
kat arttwrnugtr. Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 55. giinde
hem CDNF hem de MANF tedavisi VEGF-A’nin seviyesini gen diizeyinde
istatistiksel olarak anlaml olmasa da swasiyla 1,01+0,03 kat ve 1,05+0,09 Kkat
arttrmistr.  Kendi  kontroliiyle  kiyaslandiginda kontralateral kortekste 55. giinde
CDNF tedavisi VEGF-A’nin seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlaml
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olmadan 1,01+0,06 kat arttrsa da MANF tedavisi 0,97+0,03 kat azaltmustr (Tablo
6.8.4.1. ve 6.8.4.2.).

6.8.5. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF-B)

Tablo 6.8.5.1 ipsilateral striatum ve kortekste VEGF-B’nin gen seviyesindeki analizi

VEGF-B (Kat degisimi)

Ipsilateral 14. giin 28. giin 55. giin

Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,06£0,07 1,17£0,12 | 2,09£0,13* | 1,18+0,09 | 1,11+0,10

Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,150,05 | 1,23+0,09 H 127+0,08 | 1,16£0,14 | 1,09+0,06

Tablo 6.8.5.2 Kontralateral striatum ve kortekste VEGF-B’nin gen seviyesindeki

analizi
VEGF-B (Kat degisimi)
Kontralateral 14. giin 28. giin 5. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF

1,26+0,04 | 1,48+0,08* 1,02+0,07 1,13+0,18 | 1,00+0,02

Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,29+0,03 1,35+0,07 1,26+0,07 121+0,14 | 1,05+0,14

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 28. ginde MANF

tedavisi VEGF-B’nin seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh Olglide
2,09+0,13 kat arttrnustr. (p<0,05) Kendi kontroliiyle kiyaslandigmda ipsilateral
kortekste 55. ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi VEGF-B’nin seviyesini gen
diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da swastyla 1,16+0,14 kat ve 1,09+0,06
kat arttrmustr. Kendi kontrolilyle kiyaslandignda kontralateral striatumda 14. giinde
MANF tedavisi VEGF-B’nin seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh
Olgiide 1,48+0,08 kat arttrmustr. (p<0,05) Kendi Kkontroliiyle kiyaslandignda
kontralateral kortekste 55. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi VEGF-B’nin
seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da swrasiyla 1,21+0,14 kat
ve 1,05+0,14 kat arttrmustir (Tablo 6.8.5.1. ve 6.8.5.2.).

63



6.8.6. Matriks Metallopeptidaz 9 (MMP-9)

Tablo 6.8.6.1 Ipsilateral striatum ve kortekste MMP9’un gen seviyesindeki analizi

MMP-9 (Kat degisimi)

Ipsilateral 14. giin 28. glin 55. giin

Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,14+0,06 | 1,87+0,31* 1,19+0,28 1,44+0,04*

Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF

1,20+0,01 1,16+0,18 1,23+0,24 1,11+0,23

Tablo 6.8.6.2 Kontralateral striatum ve kortekste MMP9’un gen seviyesindeki analizi

MMP-9 (Kat degisimi)

Kontralateral 14. giin 28. gilin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,20+0,34 1,02+0,29 1,25+0,48 1,12+0,50 1,82+0,98
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,25+0,36 2,80+1,20 1,23+0,42 1,97+0,39*

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda hem 28. giinde hem
de 55. ginde MANF tedavisi MMP9’un seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak
anlamh Olgiide srasiyla 1,87+0,31 kat ve 1,44+0,04 kat arttrmustr. (p<0,05) Kendi
kontrolilyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 55. ginde CDNF tedavisi MMP9’un
seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da 0,90+0,25 Kkat
azaltrken MANF tedavisi ise 1,11+0,23 kat arttmmistir. Kendi kontroliyle
kiyaslandigmda kontralateral striatumda 55. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi
MMP9’un seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da swasiyla
1,1240,50 kat ve 1,82+0,98 kat arttrmustr. Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda
kontralateral kortekste 55. giinde MANF tedavisi MMP9’un seviyesini gen diizeyinde
istatistiksel olarak anlaml Ol¢iide 1,97+0,39 kat arttrmustr (Tablo 6.8.6.1. ve 6.8.6.2.,
p<0,05)
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6.8.7. Biiyiime ile lgili Protein 43 (GAP43)

Tablo 6.8.7.1 ipsilateral striatum ve kortekste GAP43’iin gen seviyesindeki analizi

GAPA43 (Kat degisimi)
Ipsilateral 14. giin 28. glin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,07+0,18 131+0,18 | 2,27+0,26* 1,50+0,40 1,18+0,36
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,02+0,20 1,11+0,03 | 1,64+0,05* 1,43+0,12 1,22+0,09

Tablo 6.8.7.2 Kontralateral striatum ve kortekste GAP43’iin gen seviyesindeki analizi

GAP43 (Kat degisimi)
Kontralateral 14. gin 28. giin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,48+0,23 1,49+0,03* 1,33+0,04
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,12+0,02 1,49+0,02* | 1,11£0,07

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 28. ginde MANF

tedavisi GAP43’lin seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak
2,27+0,26 kat arttrmustir.

anlamh  Slgiide
(p<0,05) Kendi kontroliiyle kiyaslandignda ipsilateral

kortekste 28. ginde MANF tedavisi GAP43’iin seviyesini gen diizeyinde istatistiksel
olarak (p<0,05) Kendi kontroliiyle
glinde CDNF GAP43’in
seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh Olclide 1,49+0,03 kat arttwrmustir.
(p<0,05) Kendi kontroliiyle kiyaslandignda kontralateral kortekste 55. ginde CDNF
anlamh Glciide

anlamh olciide 1,64+0,05 kat arttrnustir.

kiyaslandigmda kontralateral striatumda 55. tedavisi

tedavisi GAP43’lin seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak
1,49+0,02 kat arttrmustir (Tablo 6.8.7.1. ve 6.8.7.2., p<0,05)
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6.8.8. Siliyer Norotrofik Faktor (SNF, CNTF)

Tablo 6.8.8.1 Ipsilateral striatum ve kortekste CNTF nin gen seviyesindeki analizi

CNTF (Kat degisimi)
Ipsilateral 14. giin 28. glin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,05+0,11 1,22+0,10 1,20+0,29 1,10+0,15
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,04+0,03 1,38+0,18 1,09+0,13

Tablo 6.8.8.2 Kontralateral striatum ve kortekste CNTF’nin gen seviyesindeki analizi

CNTF (Kat degisimi)
Kontralateral 14. gin 28. giin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,41+0,27 1,14+0,19 1,81+0,06 2,00£0,37*
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,18+0,11 1,04+0,10 1,92+0,15* 1,81+0,57

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 55. giinde hem CDNF
hem de MANF tedavisi CNTF’nin seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak
anlamh olmasa da srasiyla 0,38+0,01 kat ve 0,77+0,07 kat azaltnmustr. Kendi
kontrolilyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 55. giinde CDNF tedavisi CNTF nin
seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olgiide 0,39+0,02 kat azaltmustr.
(p<0,05) Kendi kontroliiyle kiyaslandigmda kontralateral striatumda 28. giinde MANF
tedavisi CNTF’nin seviyesii gen diizeynde istatistiksel olarak anlamh Olglide
2,00+£0,37 kat arttrnustr. (p<0,05) Kendi kontroliiyle kiyaslandignda kontralateral
kortekste 28. giinde CDNF tedavisi CNTF’nin seviyesini gen diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli 6lgiide 1,92+0,15 kat arttrmustir (Tablo 6.8.8.1. ve 6.8.8.2., p<0,05)
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6.8.9. Beyin Kokenli Norotrofik Faktor (BKNF, BDNF)

Tablo 6.8.9.1 ipsilateral striatum ve kortekste BDNF’nin gen seviyesindeki analizi

BDNF (Kat degisimi)
Ipsilateral 14. giin 28. giin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,29+0,25 1,87+0,37 1,15+0,01 | 1,09+0,05
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,23+0,08 | 2,04+0,19* 1,04+0,25 | 1,19+0,34

Tablo 6.8.9.2 Kontralateral striatum ve kortekste BDNF’nin gen seviyesindeki analizi

BDNF (Kat de gisimi)
Kontralateral 14. gin 28. giin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
3,14+0,17* | 4,38+0,52* 2,54+0,31* 2,51£0,34* | 1,01£0,11
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
2,62+0,27* | 4,41£0,57* 2,44+0,22* 2,38+0,23* | 1,13+£0,26

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 55. giinde hem CDNF
hem de MANF tedavisi BDNF’nin seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak
anlamh olmasa da smasiyla 1,15+0,01 kat ve 1,09+0,05 kat arttrmustr. Kendi
kontrolityle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 55. giinde hem CDNF hem de MANF
tedavisi BDNF’nin seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da
1,04+0,25 kat ve 1,19+0,34 kat arttrmustir. Kendi kontroliiyle kiyaslandignda
kontralateral striatumda 14. giinde ve 28. ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi
BDNF’nin seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olgiide swrasiyla 14.
ginde 3,14+0,17 kat ve 4,38+0,52 kat, 28. ginde 2,54+0,31 kat ve 2,51+0,34 Kat
arttrmustir.  (p<0,05) Kendi kontroliiyle kiyaslandignda kontralateral kortekste 14.
giinde ve 28. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi BDNF’nin seviyesini gen
diizeyinde istatistiksel olarak anlamh Olgiide swasiyla 14. ginde 2,62+0,27 kat ve
4,41+0,57 kat, 28. giinde 2,44+0,22 kat ve 2,38+0,23 kat arttrmustr (Tablo 6.8.9.1. ve
6.8.9.2., p<0,05)
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6.8.10. Serebral Dopamin Norotrofik Faktor (SDNF, CDNF)

Tablo 6.8.10.1 ipsilateral striatum ve kortekste CDNF nin gen seviyesindeki analizi

CDNF (Kat degisimi)
Ipsilateral 14. giin 28. giin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,92+1,61 1,81+1,91 1,44+0,52 1,46+0,33 1,10+0,34
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,06+0,15 1,21+0,45 1,07+0,12

Tablo 6.8.10.2 Kontralateral striatum ve kortekste CDNF’nin gen seviyesindeki

analizi
CDNF (Kat degisimi)
Kontralateral 14. giin 28. giin 5. giin
Striatum CDNF MANF
1,13+0,33 1,40+0,25 1,03+0,83
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
| 081+0,17 | 122+0,13 | 0,73+0,16 | 096+0,38 | 0,87+0,26 | 0,81+0,23 |

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 55. ginde CDNF
tedavisi CDNF’nin seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlaml olmasa da
1,10+0,34 kat arttrtken, MANF tedavisi ise 0,94+0,26 kat azaltmustr. Kendi
kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 55. ginde CDNF tedavisi CDNF nin
seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da 1,07+0,12 kat arttirken,
MANF tedavisi ise 0,77+0,09 kat azaltnustr. Kendi kontroliyle kiyaslandignda
kontralateral striatumda 55. ginde CDNF tedavisi CDNF’nin seviyesini gen
diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da 1,03+0,83 kat arttrtken, MANF
tedavisi ise 0,81+0,46 kat azaltmistr. Kendi kontroliiyle kiyaslandigmda kontralateral
kortekste 55. giinde hem CDNF tedavisi hem de MANF tedavisi CDNF nin seviyesini
gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da 0,87+0,26 kat ve 0,81+0,23 kat
azaltmistir (Tablo 6.8.10.1. ve 6.8.10.2.).
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6.8.11. Mezensefalik Astrosit-tiirevli Norotrofik Faktor (M ANF)

Tablo 6.8.11.1 ipsilateral striatum ve kortekste MANF m gen seviyesindeki analizi

MANF (Kat degisimi)
Ipsilateral 14. giin 28. giin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,10+0,01 1,07+0,01 1,01+0,17
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF

Tablo 6.8.11.2 Kontralateral striatum ve kortekste MANF’m gen seviyesindeki analizi

MANF (Kat degisimi)
Kontralateral 14. gin 28. giin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,93+0,26* | 1,61+0,15 1,17+0,10
Korteks CDNF MANF CDNF MANF
1,70+0,44 1,51+0,18 1,03+0,06

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 55. giinde hem CDNF
hem de MANF tedavisi MANF’m seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh
olmasa da srasiyla 0,67+0,03 kat ve 0,69+0,11 kat arttwrmustr. Kendi kontroliiyle
kiyaslandigmda ipsilateral kortekste 55. ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi
MANF’m seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da swrasiyla
0,69+0,04 kat ve 0,76+0,07 kat arttrnmustr. Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda
kontralateral striatumda 14. giinde CDNF tedavisi MANF’m seviyesini gen diizeyinde
istatistiksel olarak anlamh 6lgiide 1,93+0,26 kat arttirrken, 55. giinde hem CDNF hem
de MANF tedavisi MANF’m seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh
olmasa da srasiyla 0,85+0,10 kat ve 0,84+0,09 kat arttwrmustr. (p<0,05) Kendi
kontroliyle kiyaslandigmda kontralateral kortekste 55. ginde hem CDNF hem de
MANTF tedavisi MANF’m seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa
da srrasiyla 0,99+0,11 kat ve 0,82+0,05 kat arttrmustir (Tablo 6.8.11.1. ve 6.8.11.2.).
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6.8.12. Noronal Hiicresel Adhezyon Molekiilii 1 (Ncaml)

Tablo 6.8.12.1 ipsilateral striatum ve kortekste Ncaml’in gen seviyesindeki analizi

Ncaml (Kat degisimi)
Ipsilateral 14. giin 28. glin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,13+0,06 1,32+0,11 | 2,10+0,35* 1,31+0,01 1,39+0,06
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,16+0,15 1,20+0,14 | 2,67+0,08* 1,30+0,07 1,43+0,07

Tablo 6.8.12.2 Kontralateral striatum ve kortekste Ncaml’in gen seviyesindeki analizi

Ncaml (Kat degisimi)

Kontralateral 14. giin 28. glin 55. giin

Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,04+0,02 1,58+0,23 1,38+0,29

Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,16+0,09 | 1,61+0,07* 1,32+0,05

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 28. ginde MANF
tedavisi Ncaml’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh Olgiide
2,10+0,35 kat arttrmustr. (p<0,05) Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral
kortekste 28. ginde MANF tedavisi Ncaml’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel
olarak anlamh Olgiide 2,67+0,08 kat arttwrmustr. (p<0,05) Kendi Kkontroliiyle
kiyaslandiginda kontralateral striatumda 55. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi
Ncaml’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da swrasiyla
1,58+0,23 kat ve 1,38+0,29 kat arttrmust. Kendi kontroliiyle kiyaslandignda
kontralateral kortekste 55. giinde CDNF tedavisi Ncaml’in seviyesini gen diizeyinde
istatistiksel olarak anlamh oOlgiide 1,61+£0,07 kat arttrmustr (Tablo 6.8.12.1. ve
6.8.12.2., p<0,05).
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6.8.13. Efrin A5

Tablo 6.8.13.1 ipsilateral striatum ve kortekste Efiin AS5’in gen seviyesindeki analizi

Efrin A5 (Kat degisimi)
Ipsilateral 14. giin 28. glin 55. giin

Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,62+0,20 1,42+0,14 1,12+0,09 1,13+0,04 1,16+0,07 | 1,08+0,12

Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF

178:0,24* | 1,31+0,08 H 121£007 | 1,17+011 | 1,15+0,15

Tablo 6.8.13.2 Kontralateral striatum ve Kkortekste Effin AS5’in gen seviyesindeki

analizi
Efrin A5 (Kat degisimi)
Kontralateral 14. gin 28. giin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF

1,53+0,11 1,45+0,16 1,37+0,04 1,54+0,13

Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,36+0,08 1,16+0,06 1,30+0,09 1,74+0,06*

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 55. giinde hem CDNF

hem de MANF tedavisi Efrin AS5’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak
anlamh olmasa da swasiyla 1,16+0,07 kat ve 1,08+0,12 kat arttrmustr. Kendi
kontroliiyle kiyaslandignda ipsilateral kortekste 14. giinde CDNF tedavisi Efrin AS’in
seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh Olgiide 1,78+0,24 arttrmustir.
(p<0,05) Kendi kontroliiyle kiyaslandigmda kontralateral striatumda 55. giinde hem
CDNF hem de MANF tedavisi Efiin AS5’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel
olarak anlamh olmasa da srasiyla 0,71+0,08 kat ve 0,85+0,09 kat azaltmistir. Kendi
kontroliiyle kiyaslandigmda kontralateral kortekste 28. ginde MANF tedavisi Efrin
AS5’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olgiide 1,744+0,06 Kkat
arttrmustr (Tablo 6.8.13.1. ve 6.8.13.2., p<0,05).
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6.8.14. Efrin B1

Tablo 6.8.14.1 ipsilateral striatum ve kortekste Efiin B1’in gen seviyesindeki analizi

Efrin B1 (Kat degisimi)

Ipsilateral 14. giin 28. giin 55. giin

Striatum CDNF MANF CDNF MANF CONF | MANF
128£0,19 | 113011 | 107:019 | 1112010 | 107+0.26

Korteks CDNF MANF CDNF MANF CONF | MANF
127+017 | 1,29+0,10 H 1,12+008 | 1224017 | 1,01+023

Tablo 6.8.14.2 Kontralateral striatum ve Kkortekste Effin Bl’in gen seviyesindeki

analizi
Efrin B1 (Kat degisimi)
Kontralateral 14. gin 28. giin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,64+0,20 1,32+0,02 1,18+0,22 | 1,01+0,28
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,38+0,15 1,15+0,11 1,14+0,16

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 55. ginde CDNF
tedavisi Efiin B1’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da
1,07+0,26 kat arttrwrken, MANF tedavisi ise 0,90+0,25 kat azaltmustr. Kendi
kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 55. giinde hem CDNF hem de MANF
tedavisi Effin B1’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamhl olmasa da
srastyla  1,22+0,17 kat wve 1,01£0,23 kat arttrmustr. Kendi kontroliiyle
kiyaslandiginda kontralateral striatumda 55. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi
Efrin B1’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlaml olmasa da swrasiyla
1,18+0,22 kat ve 1,01+0,28 kat arttrmust. Kendi kontroliiyle kiyaslandignda
kontralateral kortekste 55. ginde CDNF tedavisi Efrin B1’in seviyesini gen diizeyinde
istatistiksel olarak anlamh olmasa da 1,14+0,16 kat arttrrken, MANF tedavisi ise
0,83+0,18 kat azaltmistir (Tablo 6.8.14.1. ve 6.8.14.2.).
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6.8.15. Versican

Tablo 6.8.15.1 Ipsilateral striatum ve kortekste Versican’in gen seviyesindeki analizi

Versican (Kat degisimi)

Ipsilateral 14. giin 28. glin 55. giin

Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,44+0,27 1,63+0,34 1,13+0,15 1,82+0,47* | 1,02+0,05 | 1,05+0,11

Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,25+0,19 1,31+0,37 1,03+0,08 1,17+0,12 1,06+0,19 | 1,24+0,16

Tablo 6.8.15.2 Kontralateral striatum ve Kkortekste Versican’m gen seviyesindeki

analizi
Versican (Kat degisimi)
Kontralateral 14. gin 28. giin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,68+0,11 | 1,30+0,30
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,62+0,08* | 1,18+0,15

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 28. ginde MANF
tedavisi Versican’m seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh Glgiide
1,82+0,17 kat arttrmustr. (p<0,05) Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral
kortekste 55. ginde hem CDNF tedavisi hem de MANF tedavisi Versican’m
seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da 1,06+0,19 kat ve
1,2440,16 kat arttrnustr. Kendi kontroliiyle kiyaslandigmda Kkontralateral striatumda
55. giinde hem CDNF tedavisi hem de MANF tedavisi Versican’m seviyesini gen
diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da 0,75+0,13 kat ve 0,67+0,13 Kkat
azaltmistr. Kendi kontroliiyle kiyaslandignda kontralateral kortekste 14. giinde
CDNF tedavisi Versican’m seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh
Olciide 1,62+0,08 kat arttirmrken, 28. giinde CDNF tedavisi 0,56+0,02 kat azaltmistir
(Tablo 6.8.15.1. ve 6.8.15.2., p<0,05)
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6.8.16. Norocan

Tablo 6.8.16.1 Ipsilateral striatum ve kortekste Norocan’in gen seviyesindeki analizi

Norocan (Kat degisimi)

Ipsilateral 14. giin 28. glin 55. giin

Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,72+0,19* 1,62+0,25 1,41+0,61 1,21+0,48 138+0,29 | 1,51+0,28

Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,15+0,42 1,21+0,55 1,08+0,04 1,02+0,09 1,20+0,10 | 1,12+0,13

Tablo 6.8.16.2 Kontralateral striatum ve kortekste Norocan’in gen seviyesindeki
analizi

Norocan (Kat degisimi)

Kontralateral 14. gin 28. giin 55. giin

Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,94+0,47 1,92+0,48 1,00+0,15 1,12+0,03

Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,81£0,09* [ 1,51+0,09 1,32+0,07

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 55. giinde hem CDNF
hem de MANF tedavisi Norocan’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak
anlamh olmasa da swasiyla 1,38+0,29 kat ve 1,51+0,28 kat arttrmustr. Kendi
kontroliiyle kiyaslandigmda ipsilateral kortekste 55. giinde hem CDNF hem de MANF
tedavisi Norocan’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da
srastyla  1,20+0,10 kat wve 1,12+0,13 kat arttrmustr. Kendi kontroliiyle
kiyaslandignda kontralateral striatumda 55. ginde CDNF tedavisi Norocan’m
seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da 1,12+0,03 Kat
arttrrken, MANF  tedavisi  0,96+0,22 kat azaltnustr. Kendi  kontroliyle
kiyaslandignda  kontralateral kortekste 14. ginde CDNF tedavisi Norocan’m
seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh Olgtiide 1,81+0,09 kat arttrnustr
(Tablo 6.8.16.1. ve 6.8.16.2., p<0,05).
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6.8.17. Netrin-1

Tablo 6.8.17.1 Ipsilateral striatum ve kortekste Netrin-1’in gen seviyesindeki analizi

Netrin-1 (Kat degisimi)

Ipsilateral 14. giin 28. giin 55. giin

Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,12+0,02 1,51+0,06

Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF

1,34+0,15 1,04+0,08

Tablo 6.8.17.2 Kontralateral striatum ve kortekste Netrin-1’in gen seviyesindeki

analizi
Netrin-1 (Kat degisimi)
Kontralateral 14. giin 28. gin 55. giin
Striatum CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
2,41+0,25* 1,48+0,13
Korteks CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
2,07+0,12* | 1,69+0,08*

Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 55. giinde hem CDNF
hem de MANF tedavisi Norocan’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak
anlamh olmasa da swasiyla 0,89+0,16 kat ve 0,95+0,14 kat azaltnustr. Kendi
kontroliiyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 55. ginde CDNF tedavisi Norocan’m
seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlaml olmasa da 0,934+0,09 kat
azaltrken, MANF tedavisi 1,04+0,08 Kkat arttrmustr. Kendi  kontroliyle
kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 55. giinde CDNF tedavisi Ntnl’in seviyesini gen
diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olgiide 2,41+0,25 kat, MANF tedavisi ise
istatistiksel olarak anlamh olmasa da 1,48+0,13 kat arttrnustr. Kendi kontroliyle
kiyaslandigmda ipsilateral kortekste 55. ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi
Ntnl’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamh Olgiide swrastyla
2,07+£0,12 kat ve 1,69+0,08 kat arttrmustr (Tablo 6.8.17.1. ve 6.8.17.2.). Kontrol
grubuyla kiyaslandignda krmizi renk azalsi, yesil renk artisi, sar1 renk ise degisimin
olmadigini ifade etmektedir.
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6.9. Fonksiyonel geri kazamim ile ilgili davrams testleri
6.9.1. iskemi sonras1 davrams testlerinin degerlendirilmesi

Fonksiyonel nérolojik iyillesme operasyondan sonra 3., 14., 28. ve 42. giinlerde
yapilan davranis testleri ile degerlendirilmistir. Ik davrans testleri beyin felcinden
once taban ¢izgi (baseline) olusturmak amaciyla yapimustir.

6.9.2. El ¢ekme/kavrama giiciiniin degerlendirilmesi

El CekmelKavrama Glic(

{Grip Strength Testi)
100 - == Kontrol
—B— CDNF *

Fi=a - MANF
E
o 50
L)

20 4

D 1 Ll 1 L L}
Iskemi 3. gin 14. giin 28. giin 42 giin

dncesi
Sekil 6.9.2.1. Iskemi sonrasi1 el cekme/kavrama giiciiniin degerlendirilmesi

Farelerin beyin felci sonrasmdaki c¢ekme/kavrama giiclindeki degisimlerin
belirlenmesi amaciyla el ¢ekme giicti testi yapimustr. 3., 14., 28. ve 42. giinlerde
yapilan testlerin sonucu operasyon Oncesiyle kiyaslandiginda, 42. giinde kontrol
grubuna gére CDNF tedavisi el ¢ekme giiclinii istatistiksel olarak anlamli derecede
artrmustir (Sekil 6.9.2.1., F(2.15)=20,756 p<0,01, 42. ginde p=0,14).
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6.9.3. RotaRot ile motor koordinasyonun degerlendirilmesi

Motor Koordinasyon

(Rota-Rod Testi)
00 4
== Kontrol *
o . B CDNF
- MANF
)
E 160
K I
75 4
I:I L) L] ] n ]
Iskemi 3. giln 14. giln 28. gin 42, gin

dncesi
Sekil 6.9.3.1. Iskemi sonras1 motor koordinasyonun degerlendirilmesi

Farelerin beyin felci sonrasmdaki motor koordinasyonlarmdaki degisimlerin
belirlenmesi amaciyla rotarod testi yapimustr. 3., 14., 30. ve 42. giinlerde yapilan
testlerin sonucu operasyon Oncesiyle kiyaslandignda, 42. giinde kontrole grubuna
gore CDNF tedavisi motor koordinasyonu istatistiksel olarak anlamh 6lgiide artrnustir
(Sekil 6.9.3.1., F(2.14)=1,111 p=0,357, 42. giinde p=0,012).
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6.9.4. Yiikseltilmis O-labirenti ile anksiyetenin degerlendirilmesi

Acik Alanda Gegirilen Siire
(Ylksektilmig O-Labirenti Testi)

x5k
400 - == Kontrol #
- CDNF
300 J
° —i—- MANF
=,
= onp
[
W
100 4
D T L] L] L] L]
Iskemi 3. giin 14. giin 28. gin 42, yin

dncesi
Sekil 6.9.4.1. Iskemi sonras1 anksiyetenin degerlendirilmesi

Iskemi sonrasi1 motor davramisi ve anksiyeteyi Olgmek icin yiikseltimis o-
labirenti testi yapinmustr. Bu testte farelerin  acik alanda gecirdikleri siire
hesaplanmustr. 3., 14., 30. ve 42. ginlerde yapilan testlerin sonucu operasyon
oncesiyle kiyaslandiginda, 42. giinde kontrol grubuna gére hem CDNF tedavisi hem
de MANF tedavisi endise ve korkuyu istatistiksel olarak anlamh derecede azaltmustir
(Sekil 6.9.4.1.).
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6.9.5. Acik alan testi ile motor aktivitelerin degerlendirilmesi

Hareketlilik Siresi
{Acik Alan Testi)

~{ 1 Kontrol
BO0 < - CDNF
= MANF
4500 -
3 g
c 300 -
m
W
140 <
I:I L) L) T 1
Izkemi 3. gin 14. giin 28. gin 42 giin

dncesi

Sekil 6.9.5.1. iskemi sonras1 hareketlilik siiresinin degerlendirilmesi

Iskemi sonras1 lokomotor aktiviteyi ve anksiyeteyi dlgmek icin ack alan testi

kullanilmistir. Bu testte farelerin hareketli kaldiklart siireler hesaplanmistr. 3., 14., 30.

ve 42. gilinlerde yapilan testlerin sonucu operasyon Oncesiyle kiyaslandiginda, 42.
giinde kontrol grubuna gore MANF tedavisinde hayvanlarm hareketli kaldiklari siire

istatistiksel olarak anlamli olmasa da artmistir (Sekil 6.9.5.1.).
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Kenar Bélgesinde Gegirilen Sdre
{Acik Alan Testi)

=1+ Kontrol
800 - —— CDNF
—I MANF
BO0 <
4
2400 -
]
w
200 4
I:I LI L L LI 1
Iskemi 3. gin 14. giin 28. giin 42 giin

ancesi

Sekil 6.9.5.2. Iskemi sonrasi bolgelerde gegirilen zamanm degerlendirimesi; kenar

bolgesi

Iskemi sonras1 lokomotor aktiviteyi ve anksiyeteyi 6lgmek igin acik alan testi

kullanmistr.  Bu  testte farelerin  farkh (kenar, gecis, merkez) alanlarda kaldiklart

stireler hesaplanmistir. 3., 14., 30. ve 42. giinlerde yapilan testlerin sonucu operasyon
oncesiyle kiyaslandiginda, 42. giinde kontrol grubuna gore hem CDNF hem de MANF

tedavisi hayvanlarm kenar bolgesinde kaldiklart siireyi istatistiksel olarak anlamh
olmasa da azaltmistir (Sekil 6.9.5.2.).
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Gecig Bélgesinde Gegirilen Siire
{Acik Alan Testi)

=/~ Kontrol
200 - —i— CDNF
——- MANF
150 4
=
2 400 -
[
w
o0 -
I:I L] T T L] 1
Iskemi 3. gin 14. giin 28, giin 42 giln

Ancesi

Sekil 6.9.5.3. Iskemi Sonrasi bdlgelerde gegirilen zamanm degerlendirilmesi; gecis
bolgesi

Iskemi sonras1 lokomotor aktiviteyi ve anksiyeteyi dlgmek icin ack alan testi
kullanmistr.  Bu  testte farelerin farkh (kenar, gecis, merkez) alanlarda kaldiklart
stireler hesaplanmustir. 3., 14., 30. ve 42. giinlerde yapilan testlerin sonucu operasyon
oncesiyle kiyaslandiginda, 42. giinde kontrol grubuna gére hem CDNF hem de MANF
tedavisi hayvanlarm gecis bolgesinde kaldiklart siireyi istatistiksel olarak anlamh
olmasa da arttrmustir (Sekil 6.9.5.3.).
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Merkez Bélgesinde Gegirilen Siire

{Acik Alan Testi)
B0 - —~ 1~ HKontrol
—il—- CDNF

A50 - =B MANF
T
=
C 300 -
m
w

150 -

I:I . L] L] I LI L
Iskemi 3. gidn 14. gin 28. gin 42 gin

fincesi

Sekil 6.9.5.4. Iskemi sonras1 bdlgelerde gecirilen zamanmn degerlendirimesi; merkez

bolge

Iskemi sonras1 lokomotor aktiviteyi ve anksiyeteyi dlgmek icin ack alan testi
kullanmistr.  Bu  testte farelerin  farkh (kenar, gecis, merkez) alanlarda kaldiklart
stireler hesaplanmustr. 3., 14., 30. ve 42. giinlerde yapilan testlerin sonucu operasyon
oncesiyle kiyaslandiginda, 42. giinde kontrol grubuna gére hem CDNF hem de MANF
tedavisi hayvanlarm merkez bolgesinde kaldiklar1 siireyi istatistiksel olarak anlamh
Olmasa da arttrmustir (Sekil 6.9.5.4.).
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6.10. Aksonal uzamamn degerlendirilmesi

A Aksonal Uzama

B Kontrol

30 1

20 1

Orta hatti gegen akson sayisi

—

Kontrol CDNF MANF

Sekil 6.10.1. Fasiyel niikleus seviyesindeki aksonal uzamanmn degerlendirilmesi

Iskemi sonrasi kortikobulbar  projeksiyonlarm  degerlendirilmesi  fasiyel
nikkleus seviyesinden yapimustr (Bregma -5,8 ile —6,3 mm aras)). Iki hemisfer
arasindaki orta hatta cizilen 1000 pm’lk sanal ¢izgiyi (Sekil 6.10.1. krmz ile
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gosterilen ¢izgi) gecen aksonlarm sayilmasi sonucu, aksonal uzamayr hem CDNF hem
de MANF tedavisinin istatistiksel olarak anlamh Olgtiide arttrdigi goriilmistir (Sekil
6.10.1., CDNF p=0,021, MANF p=0,001).

Tim sonuglar ortalama + standart sapma olarak veriimistir. Kontrol, CDNF
veya MANF tedavi gruplart arasmdaki zamana bagh degisimler tek-yonli varyans
analizi (One-Way ANOVA) ve akabinde Fisher LSD post-hoc testi kullanilarak SPSS
programmda belirlenmistir. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamh kabul edilmistir.

DNA kirklarmn belirflenmesi, atrofinin  analizi ndrogenez, glal yarann
degerlendiriimesi, gen seviyesindeki ~ analizler ve aksonal uzamanin
degerlendiriimesinde “*” kontrol grubuyla, protein seviyesindeki analizler ve davranig
testlerinde “*” kontrol, “*” ise CDNF grubuyla anlamhhig ifade etmektedir (*p<0,05,
**p<(0,01, #p<0,05, #p<0,01).
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7. TARTISMA

Bu tezde MANF ve CDNF norotrofik faktorlermin restoratif (onarici)
etkilerinin hasar sonrasi in vivo sartlarda i) ndronal hayatta kalm, i) apoptotk hiicre
Olimii, i) Olime ve hayatta kahma aracihkk eden sinyal iletim yolaklar, iv) doku
modellemesi, norogenez, gliogenez v) piramidal trakt ve vi) fonksiyonel iyilesme
lizerine olan etkilerinin karsilastriimas: amaclannustr. Bu mekanizmalar1  ¢alismak
amactyla insanlarda % 80 orannda inme vakalarmdan sorumlu olan OSA tikanmasi
fare modeli kullanilmistur.

Kullanlan 30 dakika OSA tkanmast modeli hayvanlarm striatumlarma
yayllan bir hasar olusturmaktadir ve bu hasar kortekse ulasamamaktadr. Hasar
olusumu sonrasmda MANF veya CDNF tedavilerinin hasara olan onarici etkisini
gormek amaciyla apoptotik hiicre hasarmmn tamamlandiZi 72. saat beklenmis ve
maddeler hasarm tamamlandi® 72. saatte mini-ozmotik pompa  kullamilarak
verimistir. Hasarm zamana bagh degisimini gen ve protein seviyesinde gorebilmek
icin 14. giin, 28. giin ve 55. giin gbi farkh zaman noktalarmda deneyler sonlandirilmug
ve beyinlerden 6rnekler almmustr. Hasar lizerine olan etkisiyle birlikte fonksiyonel bir
geri  kazanim iligkisi olup olmadigmi gérmek i¢in, hasardan Once, hasarm
tamamlandig 3. giinde ve iyillesme beklenen 14. giin, 28. giin ve 42. ginde davranis
deneyleri yapimistr. Son olarak yapilan tedavilerin plastisite lizerine etkisine
bakabilmek icin davrams deneylerinin bittigi 42. giinde hiicre gdvdesinden aksona
dogru tasman tracer enjeksiyonu ile kontralateral korteksten ipsilateral fasiyel

nikkleusa olan projeksiyonlar degerlendirilmistir.

Operasyonlarm  tekrar  edilebilirligini  ve  iskeminin 30  dakika ile
smirlandriimasmmn  kontroli i¢in  hayvanlarm beyin kan akmmlari LDF ile kontrol
edimigtr. Her ne kadar LDF ile kesin ve mutlak bir bolgesel kanlanma Olglimii
yapllamasa da bu metotta non-invazif ve stirekli olarak beyindeki kiiciik bir bdlgenin
kan akmmmdaki anlk degisimler takip edilebilmektedir (177, 179). Yapilan tim
setlerde (14 giin, 28 giin, 55 giin ve davranig setleri) serebral kanlanma operasyon
oncesine gore yaklagik % 80’lik bir diisiis gostermistir (Sekil 6.1.1.). 30 dakika iskemi
sonrasinda ise tlim gruplarda operasyon Oncesi degere gore reperflizyon asamasmda

kan akmmu tekrar yaklasik % 100 seviyelerine ¢ikmustir (Sekil 6.1.1.). Reperflizyon
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asamasindaki kanlanma degerlendirildiginde gruplar arasmda herhangi bir istatistiksel
fark goriilmemisti. Bu sonucu degerlendiritken tedavilerin 3. giinde basladi,
reperflizyon asamasmnda gruplar arasmda herhangi bir farkhhik bulunmadiy g6z Oniine
alnmahdr. Kanlanmada herhangi bir degisiklk beklenmemekle birlkte tedavi
asamasma geldignde (3. giinde) hayvanlarda hasarm olusturulma sekli ile ilgih
deneysel bir fark bulunmadig distinilmektedir. Boylece farkh gilinlerde yapilan
hasarla ilgili yapian analizlerde bulunan sonuclarm tedavi kaynakh oldugu
diigiiniilmek ted ir.

OSA tkanmasma bagh olarak striatumda yavas ilerleyen sekonder hasar
olusmakta ve bunun sonucunda apoptotik hiicre Oliimii goriilmektedir (177, 178).
Apoptotik  hiicre  Oliimiinii  degerlendirebilmek igin  in siti  hiicre Olim  Kkiti
kullamlmistr.  Apoptotikk hiicre  Olimiiniin  son asamast olan DNA  kiriklarnn
olusmasmi Glgen kit sayesinde apoptotik hiicre sayisindaki zamana bagh ve gruplar
arasinda degisiklikler incelenebimistir. Apoptotik hiicre Olimiinin  en yiiksek
gortildiigli 3. giinde tedaviye baslanmuis olmasi sebebiyle 3. giinde apoptotik hiicre
Olimiine dair herhangi bir degerlendirme yapilmamugtr. Zamana ve hasarm etkisine
bagh olarak beklenen sekilde apoptotikk hiicre sayisi herhangi bir tedavinin olmadig
kontrol grubunda da diismiistiir (Sekil 6.2.1.). Ozellikle 14. giinde CDNF tedavisi ve
28. giinde ise hem CDNF hem de MANF tedavisi apoptotik hiicre sayismi istatistiksel
olarak anlamh olglide dusiirmiistir. 55. glinde ise gruplar arasmda herhangi fark
goriilmemistir.  14. giinde yapilan degerlendirme sonucunda tedavilerin apoptotik
hiicre Olimiinii azaltmastyla birlkte bundan sorumlu hiicreigci sinyal mekanizmasm

anlamak i¢cin gen ve protein seviyesinde analizler yapimistir.

Ratlarda yapilan bir ¢cahlsmada OSA tikanmasi sonrasi, yaklasik 30 giin sonra
ipsilateral striatum ve korteks bolgelerinde atrofi goriilmiistir (180). Benzer sekilde
farelerde 30 dakikalk OSA tkanmasi sonucunda uzun donemde striatumda atrofi
goriilmiistiir (181, 182). Uzun donemde olusan atrofinin degerlendirilebiimesi i¢in 55.
giin kesitlerine cresyl violet boyamasi yapimistr (96, 177). Bu boyama ile sadece
ndronlar boyanabildigi i¢cin kesit iizerindeki hemisfer, korteks, striatum ve korpus
kallozum alanlarmn Olgiilebimesine imkan vermektedir. Korpus kallozum ve
striatumdaki atrofiyi degerlendirebilmek igin hasarsiz hemisferdeki korpus kallozum
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ve striatum alanlan Olgiimiis ve bu degerlerden, hasarl hemisferdeki korpus kallozum
ve striatum alanlarn ¢ikarlmustr. Elde edilen bu fark atrofi alam olarak
degerlendirimistir. Kontrol grubuyla kiyaslandignda MANF tedavisi istatistiksel
olarak anlamh olmasa da CDNF tedavisi ise istatistiksek olarak anlamh Olciide atrofi
alanmi hem korpus kalloz7umda hem de striatumda diistirmiistiir. Bu sonucla apoptotik
hiicre Olimii birlikte degerlendirildiginde Olen hiicre sayismin azalmasiyla birlikte
dokudaki hiicre kaybmin ve dolayisiyla atrofinin azaldig1 diisiiniilmektedir.

BrdU immiinoboyamasi ile birlikte astrositler icin GFAP, mikrogla i¢in Iba-1,
yeni olusan noronlar icin DCX ve olgun noronlar i¢cin NeuN ¢ift immiinoboyamasi da
yapilabilecegi i¢cin iskemi sonrasi hiicresel proliferasyon profilinin gosterilmesi i¢cin bu
BrdU enjeksiyonu ve sonrast BrdU’nun mmmiinofloresan olarak boyanmasi literatiirde
kullamlmaktadr (179, 183). Hasarla ilgili mekanizmalarla ilgili olarak CDNF veya
MANTF tedavilernin ndérogenez ve gliogenez iizerme olan etkilerini Olgcebimek icin,
hasarmmn olusturulmasindan ii¢ giin sonra baglamak {tizere, licer giin aralklarla 100
mg/kg dozunda -DNA’nn yapisma katlan ve bolimen hiicre isaretgisi olarak
kullanilan- BrdU mtraperitoneal olarak verilmistir. 55 giiniin sonunda farelere yiksek
doz anestezi altmda serum fizyolojik ile perflizyon ve % 4’lik PFA il fiksasyon
yapimustr. Daha Sonra yeni olusan ndronlart gosterebilmek i¢in Brduw/NeuN ¢ift
boyamasi, yeni olusan glialar1 gosterebilmek i¢cin BrdU/GFAP ¢ift boyamasi yapilmis
ve her iki immiinoboyamada da poztif veren hiicre sayisi degerlendirilmistir. Gruplar
arasi degerlendirme yapidigmda uzun donemde kontrol grubuyla kiyaslandiginda
CDNF tedavisi yeni olusan néron sayisimi istatistiksel olarak arttrmistr (Sekil 6.4.1.).
Tedaviyle birlikte herhangi bir kok hiicre tedavisi yapimadigindan ve noronlarm
bolinmedigi  diisiildiiginden, CDNF tedavisini endojen olarak oOzellikle ventrikiil
altmdaki  bolgede  bulunan  kok  hiicrelerin ~ farkhlagsmasma  sebep  oldugu
diigiiniilmek ted ir.

Iskemiden 6 giin sonra glial yaranm olusmaya basladig, GFAP+ hiicrelerin
iskemi sonrasi ik 6 giinde morfolojilerini degistirerek iskemik hat boyunca hasarm
smrma go¢ ederek yogun bir sekide toplandiklart ve hasart smirlandrmaya
cabstiklart bilinmektedir (183). Uzun donemde yapilan degerlendirme sonucunda

reaktif astroglia oldugu diistiniilen hiicre sayisi her iki tedavi sonucunda da artnustir.
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(Sekil 6.5.1.) Glialarm hasar tizerindeki rolleri arasmda hem hasari onarmadaki
gorevleri hem de aksonal uzamayr engelleyici gorevleri bilinmektedir. Bu artism glial
yara olusumu ile birlikte aksonal uzamay: etkileyip etkilemedigine bakmak icin GFAP
boyanan kesitlerde aym zamanda yara alam da degerlendirimistir. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh olmasa da CDNF tedavisi
ise istatistiksel olarak anlamh bir Olciide olusan yara alanmi azaltif gOriimiistiir
(Sekil 6.6.1.).

Yapilan tedavilerin  hiicre i¢i sinyal ~mekanizmalarma olan  etkisinin
goriilebiimesi icin Western Blot yontemi ile protein miktar analizi yapimustr. Hem
zamana bagh hem de gruplar arasmdaki farkhliklarm goriilmesi amaciyla, protein
ekspresyon ¢alismalart i¢in iskemiden 14, 28 ve 55 giin sonra sakrifiye edilen farelerin
iskemik ve iskemik olmayan striatumlart kullanlmustr. Hiicreicinde Olim ve hayatta
kalmla ilgli Akt (Sekil 6.7.1.1), p44/-42 (Sekil 6.7.2.1.), p38 (Sekil 6.7.3.1.), p21
(Sekil 3.7.4.1.), eNOS (Sekil 6.7.5.1.), INOS (Sekil 6.7.6.1.) ve plastisitede rol alan
Versican (Sekil 6.7.7.1.) gbi protein seviyelerindeki degisikliklerin zamana bagh
analizi yapimustr. Fosfoinositit  3-kinaz ve fosfoinositit-bagimh  protein  kinaz
tarafindan fosforlanan Akt'nn aktiflesmesinin apoptozu blokladig1 diisiiniimektedir
(184, 185). AKT’nin fonksiyonunun Wortmannin veya LY294002 gibi kimyasallarla
inhibe edilmesi sonucu iskemik hasarm arttig bilinmektedir (186, 187). Her ne kadar
Akt'nin forforlanmas1 aktiflestigi gosterse de forforlanma miktar1 tam olarak aktiviteyi
yansitmamaktadir(188). p44/-42 olarak da bilinen Erk1/2’nin ise iskemi sonrasi
protektif rolii (189) oldugu kadar hasart arttrdigi da gosteriimistir (190, 191). Genel
olarak Erk1/2’nin hiicresel farkhlagsmada, hiicre proliferasyonunda ve apoptozun
regiilasyonunda gorev aldigi disiiniimektedir (192). Literatirde Erk1/2 i¢in bulunan
bu farkll rollerin, kullamlan iskemik modellerden ve iskemiden etkilenen hiicre
tipleriyle birlikte etkilenen bolgelerin farkliliklarmdan oldugu diisiiniilmektedir. Uzun
donemde yapilan protein analizinde kendi kontroliiyle kiyaslandigmda MANF
tedavisinin iskemik striatumda fosfo-Akt ve fosfo p44/-42 seviyesini azalttig
goriilmiistiir. p38 proteininin stres, bakteriyel lipopolisakkaritler ve 1L1 ve TNF gibi
sitokinler tarafindan aktive olarak, hiicreyi Olime gotiirdiigii bilinmektedir (193).
Etkileyen ve etkilenen sinyal yolaklar1 tam olarak bilinmese de p38’in aktivasyonunun
noronlar1 apoptoza gotiirdigii ve inhibisyonun ise ndronal sagkalmu arttrdigi in vitro
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cahsmalarda gosterilmistir (194, 195). Cyclin-dependent kinaz (CDK) inhib6tiir olan
p21 proteini, hiicre dongiisii ilizerine etki ederek ndronal kok hiicre popiilasyonunu
kisitladigi in vivo c¢alsmalarda gosterimisti. Bu sebeple p21’in iskemi sonrasi
noronal rejenerasyonu engelledigi  diisiiniilmektedir (196). Uzun doénemde yapilan
protein analizinde kendi kontroliiyle kiyaslandignda hem CDNF hem de MANF
tedavileri fosfo-p38 ve p21 seviyesini azalttig goriilmistir. Nitrik oksitin (NO) hem
beyinde hem de periferal sinir sisteminde vakiler homeostasis ve kan akmmmmn
diizenleyici oldugu bilinmektedir. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz’m (eNOS) inhibe
edilmesinin  serebral kanlanmayr azalttimi ve buna bagh olarak dokudaki hasari
arttrdi@t  gosterimistir. eNOS’un seviyesinin hasar sonrasi enfarktiis alaninda arttig
bilinmesine ragmen, bunun etki mekanizmalari tam olarak bilinememektedir (197).
Endotelden salman NO’nun damarlardaki platalet oluisumunu ve  16kosit
infiltrasyonunu  inhibe  ettigi  gosterimistir  (198). Fosforlanmis eNOS’tan NO
tiretiminin ise iskemi sonrasi bolgesel kan akmm arttirabilecegi diisiiniilmektedir.
Sitokinlerle alakali bir ¢ok uyarmm glial hiicreleri uyararak, Ca*? bagmsiz
indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (INOS) ekspresyonunu arttirdiklari ve artan
INOS’un NO salmmum asm1 derecede arttrarak komsu noronlara hasar verdigi
bilinmektedir (199). Iskemi sonrasi glal hiicrelerde iINOS ekspresyonunun arttid:
bilindigi gibi, bunun inhibe edilmesinin de iskemik hasari azalttig gosterimistir (200,
201). Uzun donemde yapilan protein analizinde kendi kontroliyle kiyaslandigmda
MANTF tedavisi eNOS seviyesini arttiriken, hem CDNF hem de MANF tedavisi INOS
seviyesini azaltig1l gorimiistiir.

Yapilan tedavilerin gen ekspresyon mekanizmalarma olan  etkisinin
goriilebiimesi i¢in qPCR yontemi ile gen miktar analizi yapimustr. Hem zamana hem
de gruplar arasmdaki farkhhklarm goriilmesi amaciyla, gen ekspresyon calismalar
icin iskemiden 14, 28 ve 55 giin sonra sakrifiye edilen farelerin iskemik ve iskemik
olmayan striatumlari ve korteksleri kullamlmustr.  Anti-enflamatuvar  etkili  genler
(IL1B, TNFa, TGFp), damarlagsma ile ilgili genler (VEGF-B, VEGF-A, MMP-9),
plastisiteyi uyaran ve hiicre yagamm etkileyen genler (GAP43, CNTF, BDNF, CDNF,
MANF) ve plastisiteyi etkileyen genler (Ncaml, Efrin A5, Efrin B1l, Versican,
Norocan, Netrin-1) olmak {izere toplam 17 gendeki degisiklikler incelenmistir.
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Iskemi sonrasi artan IL-1B, TNF-a ve TGF-B gibi sitokin iiretimi oldugu
bilinmektedir (202). Bunlar igerisinden IL-1PB’in iskemik, ekztotoksik ve travmatik
beyin hasarm arttrdigi, muhtemelen glia ve ndronlar {izerinde oldugu gibi vaskiiler
hiicreler tizerinde de etkili oldugu disiiniimektedir (203). TNF-o‘nn ise hasar
iizerinde hem olumlu hem de olumsuz etkis oldugu diisiiniilmektedir. Iskemi sonras
adenoviral vektor ile TGF-B‘nin asmr1 ekspress edilmesinin ndroprotektif rolii oldugu
distiniimektedir (204). Uzun donemde hem ipsilateral hem de kontralateral striatum
ve kortekste CDNF tedavisi ve MANF tedavisi IL-1Beta ve TNF alfa seviyesini
azaltmustr (Tablo 6.8.1.1.-6.8.2.2) Benzer sekide TGF-Betal’in kontralateral
striatum ve korteksteki seviyesi de CDNF tedavisi ve MANF tedavisi ile azalrken,
ipsilateralde ise TGF-Betal’in her iki bolgedeki seviyesi de artmustr (Tablo 6.8.3.1-
6.8.3.2).

MMP’lerin  hiicrelerarasmdaki  maddenin  degredasyonunda  gdrev  alan
enzimler oldugu bilinmekte ve merkezi smir sisteminde hem fizyolojk hem de
patofizyolojik sartlarda farkh gdrevleri oldugu diisiiniilmektedir. Iskemi sonras
MMP9’un seviyesinin arttifi ve bulunun da kan beyin bariyeri gegirgenligi ile iliskili
oldugu gosterimistir (205). Literatirde yapilan bir ¢alsmada MMP9’un seviyesinin
iskemiden 24 saat sonra en yiksek seviyeye ciktigi gosterimistir (206). VEGF lerin
iskemi sonrasi1 vaskiiler regiilasyonda Onemh gorevleri oldugu ve iskemi sonrasi
protein ekspresyonundaki artis bilinmektedir (207, 208). Her ne kadar akut hasarn
tamamlanmasindan sonra verildiginde koruyucu etki goriilse de akut donemde VEGF
tedavisinin kan beyin bariyeri gecirgenligni bozdugu ve iskemik hasari arttirdig
bilinmektedir (209, 210). Hipoksi ve enflamasyon sonrasi artan VEGF-A
ekspresyonun diiz kas hiicrelerini uyararak ve go¢ etmelerini saglayarak yeni damar
olusumunda etkili oldugu disiiniilmektedir (211). VEGF-A ekspres eden adenoviral
vektoriin iskemik hasardan li¢ gon sonra verilmesi sonucu ndrolojik olarak iyi sonuglar
almrken, hasarm da azaldi@ gorilmistir (212). VEGF-B’nin ise endotelyal
hiicrelerin yag asidi almm regiile ettigi distniilmektedir (211). VEGF-B ekspres
etmeyen farelerde yapilan OSA oklizyonu sonunda ise enfarktiirs hacminin kontrole
gore % 40 daha fazla oldugu ve norolojik fonksiyonda bozulmalar goriimiistir (213).
Uzun donemde hem ipsilateral hem de Kkontralateral striatum ve Kortekste CDNF
tedavisi ven MANF tedavisi damarlagma ile ilgili 6nemli bir biiyiime faktorii olan
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VEGF A seviyesini (Tablo 6.8.4.1.-6.8.4.2.) ve VEGF B seviyesini (Tablo 6.8.5.1.-
6.8.5.2.) arttrken bu artiy bir tek kontralateral kortekste MANF tedavisi ile
gorilmemistir. Uzun donemde hem ipsilateral hem de kontralateral striatum ve
kortekste CDNF tedavisi ve MANF tedavisi MMP9 (Tablo 6.8.6.1-6.8.6.2.) arttrken
bu artig bir tek ipsilateral kortekste CDNF tedavisi ile goriimemistir.

Uzun donemde hem ipsilateral hem de kontralateral striatum ve kortekste
CDNF tedavisi ven MANF tedavisi hiicre biiylimesini pozitif yonde etkileyen bir
protein olan GAP43’iin seviyesini (Tablo 6.8.7.1.-6.8.7.2.) arttrmustr. Uzun donemde
hem ipsilateral hem de kontralateral striatum ve kortekste CDNF tedavisi ve MANF
tedavisi hiicre Dbiiyiimesini poztif yonde etkileyen bir protein olan CNTF nin
seviyesini (Tablo 6.8.8.1.-6.8.8.2.) azaltmistr. Uzun donemde ipsilateral striatum ve
kortekste CDNF tedavisi ve MANF tedavisi hiicre biiylimesini pozitif yonde etkileyen
bir protein olan BDNF’nin seviyesini (Tablo 6.8.9.1-6.8.9.2.) azaltmustr.
Kontralateral striatum ve kortekste CDNF tedavisi BDNF’nin seviyesini arttirken,
MANTF tedavisi ise diistirmiistiir. Uzun donemde hem ipsilateral hem de kontralateral
striatum ve kortekste MANF tedavisi hiicre biiylimesini pozitif yonde etkileyen bir
protein olan CDNF’nin seviyesini (Tablo 6.8.10.1-6.8.10.2.) azaltrken, CDNF
tedavisi, ipsilateral striatum ve kortekste, kontralateralde ise sadece striatumda
arttrmistir. Uzun donemde hem ipsilateral hem de kontralateral striatum ve kortekste
CDNF tedavisi ve© MANF tedavisi hiicre biiylimesini pozitif yonde etkileyen bir
protein olan MANF’m seviyesini (Tablo 6.8.11.1.-6.8.11.2.) azaltnustir.

Uzun donemde hem ipsilateral hem de kontralateral striatum ve kortekste
CDNF tedavisi ve MANF tedavisi plastisiteyi pozitif yonde etkileyen bir protein olan
Ncaml’n  seviyesini  (Tablo  6.8.12.1.-6.8.12.2.)  arttwrnustr. Plastisitenin
diizenlenmesinde morfolojik olarak gorev alan bu protein hem sinapsm yapismmn
korunmasmi hem de yeni sinapslar olusturacak mekanizmalarda gorev aldigt
disiiniimektedir (214). Uzun donemde ipsilateral striatum ve kortekste CDNF
tedavisi ve MANF tedavisi plastisiteyi ve aksonal uzamay: inhibe eden bir protein olan
Efriin AS5’in seviyesini (Tablo 6.8.13.1.) arttrmistr. Kontralateral —striatum ve
kortekste ise CDNF tedavisi ve MANF tedavisi Efrin AS5’in seviyesini azaltmugtr
(Tablo 6.8.13.2.). Uzun donemde ipsilateral kortekste ve kontralateral striatumda hem
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CDNF hem de MANF tedavisi plastisiteyi ve aksonal uzamay1 regiile eden bir protein
olan Efriin Bl’in seviyesini arttrmustr (Tablo 6.8.14.1.-6.8.14.2.). Ipsilateral
striatumda ve kontralateral kortekste CDNF tedavisi Efrin B1’in seviyesini arttirken,
MANF tedavisi ise azaltmistr (Tablo 6.8.14.1.-6.8.14.2.). Uzun dénemde ipsilateral
striatum ve kortekste hem CDNF hem de MANF tedavisi plastisiteyi ve aksonal
uzamayl inhibe eden bir protein olan Versican’m seviyesini arttrmustr (Tablo
6.8.15.1.). Kontralateral striatum ve kortekste ise hem CDNF hem de MANF tedavisi
Versican’m seviyesini azaltmistr (Tablo 6.8.15.2.). Uzun donemde ipsilateral striatum
ve kortekste hem CDNF hem de MANF tedavisi plastisiteyi ve aksonal uzamayi inhibe
eden Dbir protein olan Norocan’m seviyesini arttrmistr  (Tablo  6.8.16.1.).
Kontralateralde ise hem striatum hem de kortekste CDNF tedavisi Norocan’m
seviyesini arttrrken, MANF tedavisi ise distrmiistir (Tablo 6.8.16.2.). Uzun
donemde ipsilateral striatum ve kortekste hem CDNF hem de MANF tedavisi Netrin-
I’in seviyesini azaltnustr (Tablo 6.8.17.1.). Bundan farkh olarak sadece ipsilateral
kortekste MANF tedavisi Netrin-1’in seviyesini azaltmamus, arttrmustir. Kontralateral
striatum ve Kkortekste ise hem CDNF hem de MANF tedavisi Netrin-1’in seviyesini
arttrmustr. (Tablo 6.8.17.2.).

Reaktif astrositlerin anterograd dejenerasyonda hasar sonrasit ortamdaki hiicre
kalntlarmmn  fagositozla temizlenmesi gibi  Onemli gorevleri bilnmektedir. Bu
temizlk olmaksizm yeni akson uzamasm miimkiin degildir. Ancak bu temizlk
srasnda astrositler tarafindan ekpsres edilen baz proteinlerin de aksonal uzamayi
inhibe ettigi bilinmektedir (215-217). Efrin Bl ve Efiin B reseptorlerinin reaktif
astrositlerde yiiksek miktarda ekpres edildigi ve bu miktarm hasardan 30 giin sonra
bile hala yikksek oldugu daha 6nce gosterimistir (218). Bu mekanizmalarm dismda
reaktif astrositlerin olusturdugu glial yara nedeniyle iskemi sonrast yeni akson
olusumunun  ve filizlienmesinin - (sprouting) nhibe edildigi bilinmektedir. Bu
mekanizma icerisinde kondroitin sulfate proteoglikanlarmmn bulundugu daha once
gosterilmistir  (219). Bunlar igerisinde olan Efiin AS5’in  seviyesinin  bloklanmasi
aksonal plastisite icin 6nem kazanmaktadwr. Benzer sekilde glial yara icerisinde hem
reaktif astrositlerin miktarmmn artti% hem de akson uzamasm inhibe eden N o6rocan
(220-222) ve \Versican (223-225) gibi proteinleri arttrdig gdsterilmistir. Iskemi
sonrasi iskemiye kontralateral korteksten iskemik korteks, beyin kokii ve omurilikteki
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bolgelere dogru yeni aksonlar uzadig bilinmektedir (94, 226, 227). Endojen olarak
gerceklesen bu mekanizmann sonucunda da fonksiyonel geri kazanmm etkilendigi
ve bir sekilde plastisiteyi etkileyen protemlerin de fonksiyonel geri kazanim i¢in
Oonemli oldugu diisiiniilmektedir. Akson uzamasm engelleyen proteinlerin  inhibe
edimesi sonucu fonksiyonel geri kazammda; motor koordinasyonun ve el c¢ekme
giliciiniin diizelmesinde ve anksiyetinin azalmasmda pozitif sonuclar almacag hipotize
edimistir (219). Merkezi sinir sisteminin gelisimsel evresinde netrin ailesine  ait
proteinlerin  hiicre gociinde ve aksonlarm hedeflerini bulmasmda gorev aldiklar
bilinmektedir (228, 229). Bununla birlkte hem fizyolojik sartlarda hem de
patofizyolojik sartlarda netrin ekspresyou oldugu ve netrinlerin bobrek iskemisinde,
myokardiyal enfarktiiste ve apoptoz Onlemedeki koruyucu gorevleri bilinmektedir
(230, 231). Ayrica ratlarda yapilan bir g¢alismada, tiim beyni etkileyen global iskemi
sonrast hipokampiise netrin-1 enjekte edildiginde hafizadaki bozulmayr ve sinaptik
diizensizlikleri giderdigi gosterilmistir (232).

Fonksiyonel norolojik iyilesme operasyondan sonra 3., 14., 28. ve 42. giinlerde
yapilan el ¢ekme/kavrama giicli, rotarod motor koordinasyon, yiikseltimis O -labirenti
ve acik alan testleri ile degerlendiritmistir. Ik davrams testleri beyin felcinden &nce
taban ¢izgi (baseline) olusturmasi amactyla yapimustr. Iskemi sonrasi fonksiyonel
yllesmenin  Olgtilebilmesi ve sag on tek pencenin kavrama giiclinii dlgmek i¢in el
cekme/kavrama giicii testi yapimustr ve zamana bagh olarak gruplardaki degigimler
degerlendirimistir (Sekil 6.9.2.1.). Iskemi sonrast 3. giinde yapilan testteki degerler
iskemi Oncesiyle kiyaslandiginda hesaplanan disiisin  iskemi kaynakh oldugu ve
iskemik hasarm tekrar edilebilir sekide tim gruplar i¢in  benzer sekilde
olusturuldugunun gostergesidir. Uzun donemdeki iyillesme incelendiginde 42. giinde
CDNF tedavisi el ¢ekme giiclinii istatistiksel olarak anlamh Olglide arttrmustr (Sekil
6.9.2.1.). Iskemi sonrasi fonksiyonel iyilesmenin ve motor koordinasyonun
Olciilebiimesi  icin  rotarod testi yapimustr ve zamana bagh olarak gruplardaki
degisimler degerlendirimistir (Sekil 6.9.3.1.). Iskemi sonrasi 3. giinde yapilan testteki
degerler iskemi Oncesiyle kiyaslandigmda hesaplanan diisiisiin iskemi kaynakh oldugu
ve iskemik hasarm tekrar edilebilir sekilde tim gruplar i¢in benzer sekilde
olusturuldugunun gostergesidir. Uzun donemdeki iyilesme incelendiginde 42. giinde
CDNF tedavisi el ¢ekme giiclinii istatistiksel olarak anlamh Olglide arttwrmustr (Sekil
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6.9.3.1.). Iskemi sonrasi fonksiyonel iyllesmenin ve anksiyete ve korkuyu dlemek icin
el yikselilmis o-labirenti testi yapimustr ve zamana bagh olarak gruplardaki
degisimler degerlendiriimistir (Sekil 6.9.4.1.). iskemi sonrasi 3. giinde yapilan testteki
degerler iskemi Oncesiyle kiyaslandigmda hesaplanan disiisiin iskemi kaynakh oldugu
ve iskemik hasarm tekrar edilebilir sekilde tiim gruplar i¢in benzer sekilde
olusturuldugunun  gdstergesidir. Iskeminin etkiledigi bolgeden kaynakl hasar sonras
in vivo iskemik hayvanlarda ve klinikte hastalarda goriilen anksiyete benzeri davrans;
bu teste kapah alanda gecirilen siire olarak yansmaktadw. Sekilde goriildiigi iizere
iskemi Oncesi hayvanlar a¢ikk alanda zaman gecirirken, iskemik hasarm en ¢ok
gorlildiigii 3. giinde acikk alanda zaman gegirmeyi tercih etmemiglerdir. Bu durum
zamanla herhangi bir tedavi olmasa da diizelse de uzun dénemde hem CDNF hem de
MANF tedavileri a¢ik alanda gecirilen siireyi istatistiksel olarak anlamh o6lgiide
arttrarak, olusan anksiyete ve korkuyu azaltmustr (Sekil 6.9.4.1.). Iskemi sonrasi
fonksiyonel iyilesmenin ve spontan motor aktivitelerin ve arastrma benzeri
davranglarm Olciilebiimesi icin acik alan testi yapimistr ve zamana bagh olarak
gruplardaki degisimler degerlendirilmistir (Sekil 6.9.5.1.). Iskemi sonrasi 3. giinde
yapian testteki degerler iskemi Oncesiyle kiyaslandiginda hesaplanan diisiisiin iskemi
kaynakh oldugu ve iskemik hasarm tekrar edilebilir sekilde tiim gruplar i¢cin benzer
sekilde olusturuldugunun gdstergesidir. Iskeminin etkiledigi bolgeden kaynakh hasar
sonrast In  vivo iskemik hayvanlarda ve Kklinikte hastalarda gorillen spontan
hareketliligin azalmas;, bu teste hareketli kalman siire olarak Olciilebimektedir.
Iskemi oncesiyle kiyaslandiginda, iskemi sonrasi hareketlilik siiresi diismekte ve bu
diisiis zamanla diizelmektedir. Uzun donemde MANF tedavisi bu diisiisii istatistiksel
olarak anlamh olmasa da azaltmustr (Sekil 6.9.5.1.). Yine bu testle belirlenebilen
hayvanlarm kenar (Sekil 6.9.5.2.), gecis (Sekil 6.9.5.3.) ve merkez (Sekil 6.9.5.4.) gibi
farklh bolgelerde gegirdikleri siirenin  de degerlendirilmesiyle anksiyete ve korku
benzeri davranslar incelenmistir. Iskemi sonrasi hayvanlar kenar bdlgesinde testin
yilksek duvarlarmm yannda zaman gecirmeyi bu alanda kendilerini daha giivende
hissettikleri i¢in tercih etmektedirler. Kontrol grubuyla kiyaslandigmda uzun dénemde
hem CDNF tedavisi hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh olmasa da
kenar bolgesinde gecirilen siireyi  azaltmistr  (Sekil 6.9.5.2.).  Laboratuvar

hayvanlarmda kendi iclerinden gelen arastrma benzeri davranglar ve yeni yerleri
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kesfetme i¢glidiisii vardr. Bu gibi davranglar da bu teste gegis ve merkez alannda
gecirdikleri siireler olarak yansmaktadw. Kontrol grubuyla kiyaslandignda uzun
donemde hem CDNF tedavisi hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh
olmasa da gecis ve merkez alannda gecirilen siireyi arttwmustr (Sekil 6.9.5.3.-
6.9.5.4.).

Uzun donemde aksonal projeksiyonun belirlenmesi i¢cin 55 giin setindeki tiim
gruplardan her bir hayvandan alman kesitler immiinofloresan yontemi ile boyanmis ve
kontralateralden ipsilaterale gecebilen aksonlar degerlendirilmisti. Akut olarak
iskemik bolgedeki noronlarm hayatta kalmm saglamak ve apoptotik hiicre Olimiinii
azaltmak kadar kronik donemde kontralateralden ipsilateral akson uzamasm saglamak
da tercih edilen tedavi mekanizmalar1 arasmda yer almaktadr. Uzun donemde goriilen
davranig testlerinin sonuglariyla paralel olarak kontrol grubuyla kiyaslandigmda hem
CDNF tedavisi hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh bir sekilde aksonal
projeksiyonu  arttrmugtr  (Sekil  6.10.1.). Literatiirda daha Once  Ozellikle
mmmiinohistokimya boyamalar1 kullamlarak yapilan cahsmalarda, fokal iskemi sonrasi
iskemik hemisferde kisa mesafe de olsa aksonal uzamanmn oldugu (233) tarafindan ve
yeni dentrit olusumu gosterimistir  (234). Bu sonuglar CDNF ve MANF’m
kontralateral hemisferde yeniden doku modellenmesinde gorev alarak aksonal

uzamay1 sagladigini gostermektedir.
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8. SONUC

Tim bu datalar incelendiginde iskemi sonrast hem CDNF hem de MANF
tedavisinin apoptotik hiicre sayism azaltti, yeni ndron olusumunu arttwrdid, glial
yara alanmi diisiirdiigii, motor koordinasyon ve el ¢ekme/kavrama giiciinii arttrarak
fonksiyonel geri kazanmu sagladigi ve Ozellkle kontralateral striatumda gen ve
protein seviyesinde yaptigi degisiklikler sayesinde aksonal uzamayr arttrarak
plastisiteyi sagladig1 goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak bu tez cahsmasi kapsammnda, CDNF ve MANF gibi diger
norotrofik faktorlerden hem daha kiigiik hem de daha farkl bir yapiya sahip olan iki
norotrofik faktoriin iskemik hasarda zamana bagh olarak etki ettifi mekanizmalarm
ortaya ¢ikarimasi hedeflenmistir. Zamana bagh olarak hasara ve plastisiteye etki eden
mekanizmalarm arastiriimasiyla birlikte elde edilen bilgilerle bu nérotrofik faktdrlerin
veya benzer mekanizmalart kullanabilecek baska hedef molekiillerin translasyonel

calismalarda kullanilma potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir.
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