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ONSOz

Son ddénemde tespit edilmis ve ayni zamanda yapisal olarak birbirlerine benzerlikleri ile
bilinen iki ndrotrofik faktdér olan CDNF (Cerebral Dopamine Neurotrophic Factor) ve
MANF’nin (Mesencephalic Astrocyte-Derived Neurotrophic Factor) literatirde daha 6nceden
tanimlanmis olan norotrofik faktérlerden farkli, benzersiz bir protein yapisina sahiptirler
(Lindholm vd., 2007). 18 kDa'luk bu iki proteinin amino asit dizilimi GDNF (Glial Derived
Neurotrophic Factor) veya BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) gibi nérotrofik
faktorlerden farklihk gostermektedir. Bu farkhlik, MANF ve CDNF’nin diger ndrotrofik
faktorlerden farkli sinyal yolaklari kullanmalarina ve bu nedenle daha énceden bilinen
norotrofik faktorlerden farkli etkilere sahip olmalarina yol acabilecedi hipotezlerini
dusundurmektedir. Bu nedenle, bu yeni mekanizmalarin bulunmasi, basta beyin felci olmak
Uzere norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde yeni yaklasimlar sunabilecek potansiyele
sahiptir.

Bu calismada MANF ve CDNF noérotrofik faktorlerinin restoratif (onarici) etkileri hasar sonrasi
in vivo sartlarda nodronal hayatta kalim, aracilik eden sinyal iletim yolaklari, doku
modellemesi, angiogenez, ndrogenez ve piramidal trakt plastisitesi Uzerine olan etkileri
arastirilmis ve ayni zamanda fonksiyonel iyilesme Uzerine olan etkileri ile de karsilastiriimasi
amaglanmistir. Bu mekanizmalarin ¢aligsiimasi amaciyla insanlarda %80 oraninda inme
vakalarindan sorumlu olan orta serebral arter tikkanmasi fare modeli kullaniimistir. Bu sayede
elde ettigimiz bulgularin bu yeni bulunan ayni zamanda modelin klinik inme vakalarina
benzerliginden dolayi da, beyin felci gibi nérodejeneratif hastaliklarin tedavisine yénelik yeni

hedef molekullerin bulunmasina katki saglamasi beklenmektedir.

“CDNF ve MANF Norotrofik Faktorlerinin iskemi Sonrasi Beyin Plastisitesi ve Onarimi
Uzerine Olan Etkileri” baslikli 1148402 proje numaral bu proje 1001 ARDEB programi ile
TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
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OzZET

Klguk protein yapilari ile nérotrofik faktdrler, ndronlarin gelisimi sirasindaki rolleri yaninda
beyinde néronlarin hayatta kalimlari, nérogenez ve sinaptik baglantilarin korunmalarinda
mutlak rol oynamaktadirlar. Norotrofik faktérlerin ifadelerindeki azalma veya yoklugun bir¢ok
ndrodejeneratif hastaligin patobiyolojisinde rol oynamaktadirlar. CDNF (Cerebral Dopamine
Neurotrophic Factor) ve MANF’nin (Mesencephalic Astrocyte-Derived Neurotrophic Factor)
literatlirde daha 6nceden tanimlanmis olan noérotrofik faktorlerden farkli, benzersiz bir protein
yapisina sahiptirler (Lindholm vd., 2007). 18 kDa’'luk bu iki proteinin amino asit dizilimi GDNF
veya BDNF gibi norotrofik faktorlerden farkhlik gostermektedir. Bu farkliik, MANF ve
CDNF’nin diger norotrofik faktérlerden farkli sinyal yolaklari kullanmalarina ve bu nedenle
daha énceden bilinen noérotrofik faktérlerden farkh etkilere sahip olmalarina yol agabilecegi
hipotezlerini distndirmektedir. Bu calismada MANF ve CDNF nérotrofik faktorlerinin
restoratif (onarici) etkileri hasar sonrasi in vivo sartlarda néronal hayatta kalim, aracilik eden
sinyal iletim yolaklari, doku modellemesi, angiogenez, nérogenez ve piramidal trakt
plastisitesi Gzerine olan etkileri arastirilacak ve ayni zamanda fonksiyonel iyilesme Uzerine
olan etkileri ile de karsilastirimasi amac¢lanmistir. Bu mekanizmalarin ¢alisiimasi amaciyla
insanlarda %80 oraninda inme vakalarindan sorumlu olan orta serebral arter tikanmasi fare
modeli kullanilacaktir. Bu sayede elde edecegimiz bulgularin bu yeni bulunan ayni zamanda
modelin Kklinik inme vakalarina benzerliginden dolayr da, beyin felci gibi ndrodejeneratif
hastaliklarin tedavisine yonelik yeni hedef moleklllerin bulunmasina katki saglamasi
beklenmektedir. Beyin felcinden 72 saat sonra CDNF veya MANF uygulayarak bu faktorlerin
nororestoratif etkileri 30 glnlik tedavi sonunda, farkli zaman araliklarinda sakrifiye edilen
hayvanlardan alinan &érneklerden bu molekullerin etkilerine aracilik ettigi dusunulen Akt,
ERK, p38 ve JNK gibi sinyal yolaklarinin aktiviteleri, aksonal onarimi/biylimeyi etkileyen
molekduller protein ve gen ekspresyonu dizeyinde incelenecektir. Buna ilaveten, MANF ve
CDNF’nin hasar sonrasi beyin plastisitesi ¢ergcevesinde piramidal trakt plastisitesi, doku

modellemesi ve fonksiyonel iyilesme Uzerine olan etkileri de arastirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: CDNF, MANF, iskemi, plastisite



ABSTRACT

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.
CDNF (Cerebral Dopamine Neurotrophic Factor) and MANF (Mesencephalic Astrocyte-
Derived Neurotrophic Factor) have unique protein (Lindholm vd., 2007). Amino acid
sequences of these two 18 kDa-proteins are different than the other neurotrophic factors,
such as GDNF or BDNF. 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, angiogenesis, neurogenesis 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. With the use of this method and due to its
similarity of this method with clinical stroke cases, we expect this project to contribute to the
identification of novel target molecules in several neurodegenerative disorders including
stroke. By administrating CDNF or MANF 72-hours after brain ischemia, at the end of the 30-
day treatment period, neurorestorative effects of such factors will be investigated in samples
from animals sacrificed at different time intervals and activities of signaling pathways such as
Akt, ERK, p38 or JNK will be investigated in both protein and gene levels. Additionally,
effects of MANF and CDNF on pyramidal tract plasticity, tissue modelling and functional

repair in the concept of brain plasticity following an ischemic insult were investigated.

Keywords: CDNF, MANF, ischemia, plasticity



1. GIRIS

Beyin felci, Dinya Saglik Orgliti raporlarina gére gelismis Ulkelerde 6lim nedenleri
arasinda ikinci siradadir. Bununla birlikte, motor ve psikolojik fonksiyon bozukluklarina neden
olarak, hastalarin uzun sure bakima ihtiyag duymasina yol agcmaktadir (Donnan vd., 2008).
Hasta bakiminin ekonomik maliyeti, direkt ve dolayli masraflari g6z ©6ninde
bulunduruldugunda, yalnizca Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) yillik 50 milyar dolari
bulmaktadir (Mauldin vd., 2008). Buna karsin klinikte kullanilan tek tedavi yontemi doku
plazminojen aktivatori uygulamasidir. Bu uygulama ile tikanan damarin doku plazminojen
aktivatori yardimiyla agilmasi hedeflenmektedir. Ancak ilk 4,5 saat icerisinde uygulanmasi
gereken bu tedaviden akut beyin felci hastalarinin yalnizca beste biri yararlanabilmektedir
(Adeoye vd., 2012). Bunun yani sira doku plazminojen aktivatéri tedavisi alabilen hastalarin
onemli bir kismi, hasarin ciddiyetine bagl olarak hayatlari boyunca fonksiyonel ve psikolojik
bozukluklar yasamaktadir. Bu baglamda, su anki tedaviye alternatif, daha esnek ve genis
uygulama araligina sahip klinik olarak uygulanabilir tedavilerin bulunmasina yonelik inhtiyag

onemini korumaktadir.

Bu calismada MANF ve CDNF noérotrofik faktdrlerinin hasar sonrasi in vivo sartlarda i)
sinyal iletim yolaklari, iv) doku modellemesi, nérogenez, gliogenez, v) piramidal trakt ve vi)
fonksiyonel iyilesme (zerine olan restoratif (onarici) etkilerinin  karsilastiriimasi
amaclanmigtir. Bu mekanizmalari incelemek amaciyla, insanlarda beyin felci vakalarinin
yaklasik % 80’inden sorumlu olan iskemik beyin felci modeli olarak farede orta serebral arter
tikanmasi teknigi kullaniimigtir. Farede kullanilan orta serebral arter tikanmasi yontemi klinik
inme vakalarina in vivo olarak benzerlik gbsterdigi icin, bu ¢alisma sonucunda elde edilen
bulgularin beyin felci gibi nérodejeneratif hastaliklarin tedavisine yodnelik yeni hedef

molekdullerin bulunmasina katki saglamasi beklenmektedir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. CDNF ve MANF

MANF (Mezensefalik Astrosit-tlrevli Norotrofik Faktor) ve CDNF (Serebral Dopamin
Norotrofik Faktér) yeni tanimlanmig, evrimsel olarak korunmus bir protein ailesini
olusturmaktadir (Lindholm vd., 2007; Petrova vd., 2003). 2009'da yapilan ¢alismalarda bu ikKi
proteinin ndrotrofik etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Airavaara vd., 2009; Palgi vd., 2009;
Voutilainen vd., 2009). MANF, ilk olarak sican Tip-1 astrosit ventral mezensefalik hiicre hatti
T'in  (VMCL1) kaltir ortamindan, kaltirlenmis embriyonik dopaminerjik sinirlerin  sag
kalimlarini arttirmasi 6zelligi sayesinde tanimlanmistir (Petrova ve ark., 2003). Kultdr
ortamindan izole edilen 179 amino asitlik dncu proteinin (preMANF) ilk 21 amino asitlik
kisminin sinyal dizisi oldugu, olgun (mature) MANF’nin 158 amino asit igceren bir protein
oldugu bulunmustur (Petrova vd., 2003). MANF ve CDNF’yi kodlayan genler evrim slresince
oldukga korunmustur. insan CDNF ve MANF proteinleri yaklasik %60 amino asit benzerligi
goOstermektedir. Benzer sekilde, preCDNF de 187 amino asit ve olgun CDNF 161 amino asit
uzunlugundadir. Bu iki genin en onemli karakteristik 6zelligi, omurgasizlardan omurgali
canllara kadar korunmus olan sekiz Sistein rezidisidir. Proteinleri nétr pH 7 dlzeyinde
yuksek oranda suda ¢ézinur ve monomerik yapidadir. Bu proteinler salgilanmalarina karsin,
kismen endoplazmik retikulum (ER) icerisinde tutulmaktadirlar. MANF ve CDNF
proteinlerinin iki dnemli bdlge icerdigi bulunmustur. Bunlardan N-terminali lipidlerle veya
membranlarla iligkilendirilirken, C-terminal dizilerinde kismi ER retansiyon sinyali
bulunmustur (Apostolou vd., 2008). Yapilan g¢alismalarda MANF’nin C-terminalindeki iki
Sistein rezidlstnin (127CKGC130) olusturdugu disulfid képri sayesinde ER igindeki protein
katlanmasina yardimci olarak hicrelerde ER stresini azaltmada rol aldigi gosterilmistir
(Lindholm vd., 2007). Ayrica, ER stresi durumunda Manf ekspresyonunda artis mikrodizi
analizleriyle gosterilmistir (Lee vd., 2003; Mizobuchi vd., 2007). CDNF’nin ER stres ile ilgisi,
astrositlerde viral vektér yardimiyla CDNF’nin over-eksprese edilmesi yoluyla ¢aligiimistir. Bu
calismada CDNF’nin tunikamisin kaynakli ER stresi azaltmaya ve ER stresten kaynaklanan
hucre hasarini azaltmaya yardimci oldugu gosterilmistir (Cheng vd., 2013). Bu sonugclar
birlikte ele alindiginda, MANF ve CDNF over-ekspresyonunun Merkezi Sinir Sistemi hasari
(6rn. iskemi) durumunda ER stresine direng gostererek hicre hasarini azaltmada rol

oynayabilecegi dusunulebilir.

Ote yandan, siganlarda status epilepticus veya global iskemi sonrasi MANF mRNA
dizeylerinde artis rapor edilmistir (Lindholm vd., 2008). Siganlarda yapilan bir ¢alismada

CDNF’nin en az GDNF kadar etkili bir sekilde dopaminerjik sinirlerin fonksiyonunu geri



kazanmasini sagladigi gosterilmistir (Lindholm vd., 2007). Ayni model Gzerinde MANF’nin
néroprotektif etkisi gdsteriimesine karsin, ndérorestoratif etkisi oldugu bulunmamistir
(Lindholm vd., 2007). 2010 yilinda siganlarda beyin felci modeli uygulanan bir ¢alismada,
viral yolla uygulanan insan rekombinant MANF’nin enfarktis hacmini azalttigi bulunmustur
(Airavaara vd., 2010), ancak bu calismada MANF’nin etkileri uygulama baslangicindan 2
hafta sonra incelenmis, uzun sureli etkilerine yonelik bir arastirma yapilmamis ve MANF ile

elde edilen pozitif bulgular CDNF ile kiyaslanmamistir.

Ozetleyecek olursak, 18 kDa”lik bu iki proteinin amino asit dizilimi GDNF veya BDNF
gibi norotrofik faktorlerden farkhdir. Bu farklihk, MANF ve CDNF’nin diger nérotrofik
faktorlerden farkh sinyal yolaklari kullanmasina ve énceden bilinen nérotrofik faktérlerden
farkh etkilere sahip olmasina yol acmis olabilir. Bu nedenle, bu yeni mekanizmalarin
bulunmasi, basta beyin felci olmak Uzere noérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde yeni
yaklasimlar sunabilir. Bu amacla gerceklestirmeyi planladigimiz ¢alismamizda, beyin felci
olusturulduktan 72 saat sonra baslamak kaydiyla ozmotik pompa kullanarak 30 giin boyunca
farelere CDNF, MANF veya arac (PBS) uygulamasi yapilmistir. Beyin felci olusturulduktan 3,
14, 28, ve 55 gun sonra sakrifiye edilen hayvanlarda bu proteinlerin iskemik hasarin

azaltiimasina ydnelik etkilerini ve olasi molekiler mekanizmalarini arastiriimigtir.

2.2. Beyin Felci ve Kisa Patofizyolojisi

Beyin felci, Dinya Saglik Orgiitii raporlarina gére gelismis tlkelerde 6lim nedenleri
arasinda ikinci siradadir. Ayrica, motor ve psikolojik fonksiyon bozukluklarina neden olarak
hastalarin uzun sire bakim almasini gerektirir (Donnan vd., 2008). Hasta bakiminin
ekonomik maliyeti, direkt ve dolayli masraflari géz éninde bulunduruldugunda, yalnizca
Amerika Birlesik Devletleri’ne (ABD) yillik 50 milyar dolari bulmaktadir (Mauldin vd., 2008).
Buna karsin tek klinik tedavisi, doku plazminojen aktivatoridir ve tikanan damarin dokunun
aciimasini hedeflemektedir. Ancak ilk 4,5 saat icerisinde uygulanmasi gereken bu tedaviden
akut beyin felci hastalarinin yalnizca beste biri yararlanabilmektedir (Adeoye vd., 2012).
Bununla birlikte doku plazminojen aktivatorl tedavisi alabilen hastalarin dnemli bir kismi,
hasarin ciddiyetine bagli olarak hayatlari boyunca fonksiyonel ve psikolojik bozukluklar
yasamaktadir. Bu baglamda, alternatif, daha esnek ve uzun uygulama aralidina sahip ve

klinik olarak yararli tedavilerin bulunmasina yonelik ihtiyag 6nemini korumaktadir.

Beyin felci, serebral kan akisinin kritik bir noktaya kadar azalmasiyla batin beyni
veya belli bir bolgesini kapsayacak sekilde hasarlanmasi olarak tanimlanmaktadir. Lokal

beyin felcinde, “kor” adi verilen hasarli alanin merkez bélgesinde baskin olarak nekrotik



hicre dlumleri gbzlenirken, “penumbra” adi verilen hasarli alanin perifer bdlgesinde baskin
olarak apoptotik hicre olumleri gdézlenmektedir (Dirnagl vd., 1999). Bu iki bdlgede hicre
hasari ve 6lum suregleri birbirinden farkl gelismektedir. Serebral kan akimi en fazla kor
bdlgede azalmakta, kan akiminda azalma ise perifere dogru kademeli olarak dismektedir.
Kan akimi, kor bdlgede normalin %15’in altina dismektedir. Bu azalma Adenozin Trifosfat
(ATP) duzeylerini normalin yaklasik %25’ine duslrmektedir. Penumbrada beyin hasarinin
ardindan kan akimi normalin %15-40 araligina ve ATP duzeyleri normalin %50-70 araligina
dusmektedir. Kor boélgesindeki bitlin sinir hiicreleri nekroza ugramaktadir. Beyin felci siresi

uzadik¢a penumbradaki sinir hiicrelerinde de élumler gdézlenmektedir (Dirnagl vd., 1999).

Beyin felci sonrasi nekrotik hicre olumd, hicresel yapinin  kaybedilmesiyle
karakterize edilen, protein sentezinden bagimsiz bir suregtir. Apoptotik hlcre 6lumu ise, DNA
fragmantasyonu takiben hilicresel yapinin basta kaspaz proteinleri olmak Uzere cesitli
enzimler yoluyla yikilmasi surecidir. Vaskuler oklizyondan hemen sonra beyin dokusunda
glikoz ve oksijen eksilmekte, metabolizma slrecinin asidik yan Granleri birikmeye
baslamaktadir. Bunun sonucunda, mitokondride elektron transport zincirinin aktivitesi
azalmaktadir. Bununla birlikte ATP konsantrasyonu hizla azalmaktadir. Sinir hucrelerinde
uretilen ATP’nin yaklagik %30’u, hicre membrani potansiyelinden sorumlu sodyum
potasyum pompasi tarafindan kullaniimaktadir . Dolayisiyla, ATP duzeyinde azalma hucre igci
sodyum konsantrasyonunu diizenleyen Na*/K* pompasinin ¢alismasini bozmaktadir. Hicre
membraninda surekli depolarizasyon hicre icine Ca*™ girmesine yol agmaktadir. Ayrica,
yukselen hicre igi Na* dlzeyleri, sinir hicrelerinde aksiyon potansiyelinin ardindan huicre
icinden Ca™ iyonlarini disari tasimaktan sorumlu Na*/Ca*™ degistiricisinin aktivitesini
azaltmakta ve hicre iginde daha fazla Ca++ iyonu birikmesine neden olmaktadir. Membran
potansiyeli elektriksel desarj esigine ulastiginda, kor bdlgesindeki sinir hicreleri iskemik
desarjlar yoluyla tekrar tekrar ateslenerek transmitterlerini ortama birakmaktadir. Sinir
hicrenin enerji ihtiyaci bu iskemik depolarizasyonlar nedeniyle daha da artmaktadir. Hucre
icindeki yuksek Ca** duzeyleri, hicre i¢i ve digi yapisal butinligin saglanmasinda goérev
alan kalpain proteaz ile hiicresel membranlarin yikiminda goérev alan fosfolipaz enzimlerini

aktif hale getirmektedir (Hossmann, 1993).

Yikselen Ca** dlzeylerinin bir baska etkisi mitokondri Uzerindedir. Hicre igindeki
yuksek Ca™ miktari mitokondride hasara yol agmaktadir, bu da sonug¢ olarak eneriji
miktarindaki azalmayi kotulestirmektedir. Hasar goren mitokondriden sitoplazmaya salinan
sitokrom C’nin hiicrede apoptoz yolagini baslattigi diistiniimektedir (Dirnagl vd., 1999). Ote

yandan, hlcre membraninda depolarizasyon glutamatin sinaptik bosluga ve ekstraseliler
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ortama birakilmasina yol agmaktadir. Artan enerji eksikligi nedeniyle hlcrelerarasi ortamdan

geri alinamayan glutamat, glutamat norotoksisitesine yol agmaktadir (Martin vd., 1994).

2.3. Beyin Felcinde ER Stresi

Beyin felcinin kompleks patofizyolojik mekanizmalari oksijen-glikoz deprivasyonu,
asiri glutamat salimi ve buna bagli egzitotoksisite, reaktif oksijen tirlerinin olusmasi, protein
ve lipid modifikasyonlari, kalsiyum iyonu regulasyonunda bozulma, mitokondri fonksiyonunda
bozulma, endoplazmik retikulum (ER) stresi ve nihayetinde apoptozu icermektedir (Murphy
vd., 2009). Bu olaylarin sonucunda, iskemik hasar boélgesinde sinir hiicreleri 6limu nedeniyle
sinirsel aglarin bozulmakta, bunun sonucunda ¢esitli davranigsal ve/veya bilissel fonksiyonlar
etkilenmektedir. Ancak, hayvan calismalarindan elde edilen bulgular, iskemik beyin hasari
sonrasinda beynin kendi icinde sinirlerin yeniden sinaptik baglantilar yaparak kendi kendini

tamir etmeye calistiyina isaret etmektedir (Murphy ve Corbett, 2009).

Beyin iskemisinin ardindan sinir htcrelerinde protein sentezi inhibisyonu (PSI)
olustugu bilinmektedir (Hossmann, 1993). Serebral kan akiminda azalmanin, protein
agregasyonuna, ER Ca*™ miktarinin azalmasina ve ER’de lipid peroksidasyon Grinlerinin
birikmesine yol agarak, ER stresine neden oldugu bilinmektedir (DeGracia vd., 2002). Ayrica,
ER stresiyle iligkili oldugu bulunan bircok genin ekspresyon duzeyinin beyin felci
modellerinde de arttigi bulunmustur. Bununla birlikte, beyin felci kaynakli hiicre 6luminde ER
stresin rolune yonelik kanitlar transgenik hayvan modellerinde gosterilmistir (Tajiri vd., 2004)
ve bu nedenle, ER fonksiyonunun geri kazanimina yonelik ¢alismalarin, sinir hlcrelerinin
beyin felcinden kaynaklanan stres kosullariyla daha iyi bir sekilde micadele etmesine ve

sonug olarak sag kalim oraninda artis saglamasi amaglanmaktadir.

2.4. Beyin Felci ve Plastisite:

iskemik beyin felci sonrasi insanlarda motor fonksiyon bozukluklari yaygin olarak
goOrulmektedir ve noérolojik iyilesme kisithdir (Bonita vd., 1994). Bu dénemde beyin felcinde
iyilesme kortikal ve subkortikal seviyede sinir aglarinin yeniden duzenlenmesiyle
saglanmaktadir. Hasarli bolgenin beynin diger bolgeleriyle iletisimini saglamak amaciyla
yedek ya da islevsel olmayan sinir aglari aktif hale getirilmektedir. Beyin felci sonrasi hasarl
bolgenin yeniden sekillendiriimesi asamasinda anjiyogenezin yani sira astrogliozun
inhibisyonu ve anti-enflamatuvar etki de iyilesme surecinde rol oynamaktadir (Bacigaluppi
vd., 2009). Bunun yani sira, beyin felci sonrasi iskemik olmayan kontralateral beyin
hemisferinde artan miktarda damarlanma gibi yanitlar gézlenmigtir. Bu hemisferde gozlenen

degisikliklerin hasar iyilesme slrecine olumlu etkisi; kontralateral motor kortekse anterograd



traser enjeksiyonu kullanilarak, plastisite arttirici uygulamalarin kontralateral projeksiyonlarda
artisa yol agtigina ydnelik bulgular yoluyla gésterilmistir (Papadopoulos vd., 2002; Wiessner
vd., 2003). Erigkin bireylerde Merkezi Sinir Sistemi’nde hasar gobren bir akson yerine
noroanatomik plastisite yoluyla zarar gérmemis sinirlerden akson uzama kapasitesi oldukga
sinirlidir. Oysa gelisim sirasinda beynin plastisite kabiliyeti oldugu bilinmektedir (Cao vd.,
1994; Carr vd., 1993). iskemik beyin felci sonrasinda beynin kendi iginde anjiyogenez,
ndérogenez ve sinaptogenez mekanizmalarini etkinlestirerek kendi kendini iyilestirmeye
calistigi bilinmektedir (Arvidsson vd., 2002; Nakatomi vd., 2002). Bu mekanizmalarin subakut
fazda rehabilitasyon calismalariyla arttirilabildigi bilinmesine karsin (Kilic vd., 2010; Kilic vd.,
2008; Reitmeir vd., 2011; van der Lee vd., 1999; Winter vd., 2005; Wolf vd., 2002) su anda
beyin felci sonrasi iyilesmeyi arttirmak Uzere klinikte kullanilabilen herhangi bir tedavi
bulunmamaktadir. Dolayisiyla erigkin bireylerde, 6zellikle beyin felcinden sonra beynin kendi

plastisite kapasitesini arttirmak en akla yatkin stratejilerden biri olarak goértulmektedir.

2.5. Beyin Felci Tedavisinde Norotrofik Faktorler

Beyin gelisiminde sinir baglantilarinin dizgin bir sekilde kurulmasi hayati 6neme
sahiptir. Klasik norotrofik faktor teorisine gore, (Levi-Montalcini, 1987) yalnizca yeterince
trofik faktor destegi alan sinir hicreleri sag kalmakta ve hedefleriyle sinaptik baglantilar
kurmaktadir; oysa yeterli derecede trofik faktor alamayan sinir hicreleri apoptotik hicre
olimu gecirmektedir. Norotrofik faktérler ayni zamanda hlicre gogu, farkhlasma ve ayrica
sinirlerin hasar sonrasinda rejenerasyonunu desteklemektedir  (Airaksinen vd., 2002).
Merkezi sinir sisteminin gelismesinde ve idame ettiriimesinde ndrotrofik faktorlerinin rollerine
yonelik bilinenler sinirhdir. Ornedin, GDNF’nin Parkinson modellerinde ndroprotektif ve
nororestoratif oldugu gosterilmistir, BDNF’nin de yetiskinlerde merkezi sinir sisteminde

sinaptik plastisitede gdrev aldigi gosterilmistir (Lu vd., 2005).

iskemik beyin hasarinin tedavisinde (¢ temel terapotik yaklagim yer almaktadir: sinir
hasariyla ilgili akut molekuler mekanizmalari en aza indirmek, hasardan sonra canli kalan
sinir aglarinin fonksiyonel olarak iyilestirimesini saglamak ve yeni fonksiyonel sinir
baglantilarini saglayarak “sinirlerin yeni baglantilar yapmasi” yoluyla davranigsal ve biligsel
aktivitelerde iyilesmeler saglamak. Norotrofik faktorlerin beyin hasari sonrasi hicre gocu,
aksonal yol bulma, norit uzamasi ve sinaptogenez olusumunda rol oynayarak beyin
hasarinin azaltiimasinda kullanmasi digsunulmagstiur. Bundan yola ¢ikarak, 2011°'de Brain
dergisinde yayinlanan calismamizda ve yine 2011 yilinda Neurobiology of Disease
dergisinde yayinladigimiz bir calismamizda, mini-ozmotik pompa (Alzet®) kullanarak, beyin

felcinden 72 saat sonra baglamak itibariyle 30 giin boyunca strekli olarak ve sabit hizda



hormon veya norotrofik faktor (sirasiyla, eritropoietin ve VEGF) uygulamasi yaptik (Herz vd.,
2012; Reitmeir vd., 2011). Ancak, model hayvanlar Uzerinde Ozellikle GDNF ile elde edilen
basarili sonuglarin klinik tedavide basarisiz olmasi arastirmacilarin yeni nérotrofik faktérler

Uzerine yogunlagsmasina neden olmustur.



3. GEREG VE YONTEM
3.1. Deney Dizayni ve Deneysel Gruplar
Hayvanlara yapilan biitiin miidahaleler ve deneyler, istanbul Medipol Universitesi,
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi (16/2014) alinarak yapilmigtir. Deneyler dncesinde
ve sonrasinda fareler 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde kendilerine ayriimis
odalarda tutulmustur. Bu g¢alismada kullanilan 8-12 haftalik erkek C57BL6j susu fareler
rastgele olarak 1 ug/gin CDNF veya 1 pg/gin MANF veya tasiyici kontrol (PBS) grubuna

ayrilmistir. Davranis seti icin grup basi 10, diger setler icin grup basi 6 hayvan kullaniimistir.
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Sekil 3.1.1. Deney dizayni. Davranis seti i¢in grup basi 10 hayvan kullaniimis olup, diger
setlerde grup basi 6 hayvan kullaniimistir. Otuz dakika iskemi sonrasi 72 saat beklenmis, 72.
saatin sonunda 1 pg/gin dozunda olacak sekilde CDNF, MANF veya tasiyici kontrol (PBS)

tedavileri 28 guin boyunca ozmotik pompa yardimiyla verilmistir.



3.2. Orta Serebral Arter Okliizyonu (OSAO) ve Ozmotik Pompa Yerlestirme

C57BL6j susu fareler orta serebral arter oklizyonu ve reperfizyon sidresi boyunca
%7’lik izofluran gaz anestezisi altinda ve vicut sicakliklari 36,5-37,0 °C arasinda tutulmustur.
Benzer gekilde oklizyon ve reperflizyon suresi boyunca beyin kan akimindaki degigimleri
anlik olarak dlgebilmek icin Laser Doppler flowmetre (Perimed, isveg) cihazi kullaniimistir.
Cihazin fiberoptik probu, Bregma’nin -2 mm posterior ve 6 mm laterali olacak sekilde hasarli
hemisferde direkt kafatasi kemigi tUzerine dental yapistirici ile sabitlenmistir. Orta serebral
arter okllizyonu modeli olusturmak igin monofilament teknigi kullaniimistir. Bu teknikte, boyun
bolgesine yapilan kesi sonrasi, karotid arterler izole edilmis ve 6-0 ipek (S1165, Dogsan,
Turkiye) iple ligasyon yapimistir. Gegici olarak damari ttkamak icin mikrovaskiler klips
internal karotid Uzerine yerlestiriimis, kommon karotid artere damar makasi ile kesik atilmis
ve 7-0 kalinligindaki monofilament (701934PK5Re, Doccol, ABD) kesikten internal karotid
artere dogru yaklasik 9 mm iceriye itilmistir. Orta serebral arterin dogru olarak tikandigi Laser
Doppler flowmetre (Perimed, Stockholm, Sweden) cihazi yardimi ile beyin kan akimindaki
dususten kontrol edilmistir. Oklizyondan 30 dakika sonra ip geri cekilmis, reperfiizyonun
takip edilmesi amaciyla kan akimi 20 dakika daha takip edilmistir. iskemi bitisinden 3 giin
sonra fareler tekrar gaz anesteziye alinmis ve igerisinde PBS, CDNF veya MANF (PBS
icinde 1 pg/gun) bulunan ozmotik pompalara (Alzet 2004; Alzet) bagh kantller (Brain infusion
kit 3, Alzet, ABD) farelerin sol lateral ventrikuline yerlestiriimistir. Fareler, ozmotik pompanin
cikarilacag! iskemi sonrasi 28. gune kadar gunluk olarak gdzlemlenmis ve herhangi bir
serebral kanama veya enfeksiyon gérilmemistir. Fareler, iskemiden 42 giin sonra tekrar gaz
anesteziye alinmig, aksonal projeksiyon ile ilgili traserlerin uygulanmasi amaciyla ozmotik

pompalar ¢ikariimis ve farelerin motor kortekslerine enjeksiyon yapilmigtir (Kilic vd., 2014).

3.3. Deneyin Sonlandiriimasi ve Beyinden Ornek Alinmasi

Konvensiyonel immunuhistokimya metodu igin her gruptan 6 fareye iskemiden 3, 14,
28 ve 55 gun sonra % 0,9 NaCl ile transkardiyak perflizyon uygulanmistir. Beyinler kuru buz
uzerinde hizla dondurulmus ve Bregma seviyesinden 18 um’lik koronal kryostat kesitleri
alinmistir (Kilic vd., 2014).

3.4. immiinohistokimya

Her bir boyama icin tum gruplardaki her bir hayvandan alinan kesitler klasik
immunohistokimya yontemi ile boyanmistir. Bunun igin -80 °C’den ¢ikarilan kesitler 30 dakika
oda sicakliginda kurutulmustur. Daha sonra % 4’lik paraformaldehit (PFA, 1040051000,
Merck, ABD) solisyonunda 7 dakika bekletilen kesitler fosfat tamponlu salin (PBS)

¢ozeltisinde yikandiktan sonra uygun serumlarla 1 saat oda sicakhdinda bloklanmigtir.



Kesitler 1 saatin sonunda uygun primer antikorlarla gece boyunca +4 °C’de inkube
edilmiglerdir. Ertesi giin sabah, kesitler PBS ¢dzeltisinde tekrar yikandiktan sonra uygun
sekonder antikorlar ilave edilmis ve 2 saat inkubasyona birakiimigtir. Benzer sekilde yikanan
kesitlere daha sonra hucre cekirdeginin goruntulenebilmesi icin 4',6-diamidine-2'-fenilindol
dihidroklorit (DAPI, D9542, Sigma Aldrich, ABD) boyamasi yapiimigtir. Boyamalarin ardindan
kesitlerin Uzeri, uygun kapatma sivisi ve lamelle kapatiimig ve kesitler konfokal mikroskobu
kullanilarak goérantilenmistir. Goérantllenen kesitlerin analiz icin fotograflari cekilmigtir.
Boyama ile ilgili analizlerin yapilabilmesi icin, cekilen fotograflarda striatum bdlgesinden 6
alan, hem ipsilateral hem de kontralateral bélgede benzer yerler olacak sekilde belirlenmis ve
boyama pozitif hiicreler sayilarak her grup icin ortalama degerler hesaplanmistir (Kilic vd.,
2014).
3.4.1. In-sitii Hiicre Oliim Kiti (TUNEL) ile DNA Kiriklarinin Belirlenmesi

immiinohistokimya calismalari icin alinan kesitlerden DNA kiriklarinin in siti olarak
taninmasi ve zamana bagl hicre o6limundn belirlemesi icin TUNEL kiti (11684795910,
Roche, ABD) kullanilarak apoptotik hicre tayini yapiimistir. Kisaca, -80 °C’den c¢ikarilan
kesitler, 30 dakika oda sicakliginda kurumaya birakilmig, sonrasinda % 4’luk PFA solisyonu
icerisinde 6nce oda sicakliginda 10 dakika daha sonra da +4 °C’de 10 dakika daha olmak
Uzere bekletiimigtir. Fiksasyon bitiminde kesitler PBS c¢o6zeltisinde yikanmistir. Membran
gegcirgenligini saglayabilmek icin kesitler 2 dakika buz Uzerinde Triton-X-100 (X100, Sigma
Aldrich, ABD) deterjani ve tri-sodyumsitrat di-hidrat (1.064.481.000, Merck, ABD) igeren
sollisyonda daha sonra da 1 dakika boyunca 750 Watt mikrodalga icerisinde tri-sodyumsitrat
di-hidrat pH 6,0 solusyonda inkube edilmigtir. Kesitler PBS ¢dzeltisinde yikanmigtir. Uygun
bloklama sollisyonunda oda sicakliginda 30 dakika inkibe edilen kesitler, sonrasinda enzim
ve substrat iceren TUNEL karisimi igcerisinde 70 dakika 37 °C’de inklbe edilmistir. Son
olarak hicre c¢ekirdeginin gorintilenebilmesi icin DAPI boyamasi yapilmistir. Boyama ile ilgili
analizlerin yapilabilmesi igin iskemik striatumda 6 alan belirlenmis, fotograflanmis ve
TUNEL(+) hdcreler sayilarak her grup igin ortalama degerler hesaplanmistir (Beker vd.,
2015).
3.4.2. Post-iskemik Atrofinin Belirlenmesi

Uzun dénemde striatum ve korpus kallozumdaki post-iskemik atrofinin belirlenmesi
icin 55 gun setindeki tum gruplardan her bir hayvandan alinan kesitlere Cresyl violet
boyamasi yapilmistir. Kisaca -80 °C’den cikarilan kesitler 30 dakika oda sicakliinda
bekletiimis, daha sonra % 4’lik PFA solisyonunda 15 dakika inkibe edilmistir. PBS
cOzeltisinde yikandiktan sonra 2 dakika masa Uzerinde, sonrasindaki 13 dakika boyunca
calkalayici Uzerinde Cresyl violet boyasi ile muamele edilmistir. Kesitler boyamadan hemen

sonra her birinde beser saniye inklibe edilecek sekilde sirasiyla % 70, % 90, % 95 ve %
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100’10k etanol serisinden gecirilmistir. Alkol serisinden sonra boyanin fikse olmasi icin ksilen
solisyonuna alinan Kkesitlerin (zeri, uygun kapatma sivisi ve lamelle kapatiimistir.
Goruntuleme, 1s1k mikroskobu (Axiozoom V16, Zeiss, Almanya) kullanilarak yapilmigtir.
Alinan goruntulerde kontralateral striatum, ipsilateral striatum ve korpus kallozum alanlari
ImageJ (Amerikan Ulusal Saglik Enstitusu, NIH, ABD) programi ile ol¢uimus,
kontralateralden ipsilateralin ¢ikariimasi ile birlikte hasar sonrasi olusan atrofi hesaplanmigstir
(Kilic vd., 2014).
3.4.3. Hucre Farklilagmasinin Brdu lle Belirlenmesi

iskemi sonrasi yeni olusan ve farklilasan hiicreleri takip edebilmek icin deney
hayvanlarina, beyin felci hasarinin olusturulmasindan ¢ glin sonra baslamak Uzere, Ucer
gun araliklarla intraperitoneal yolla 100 mg/kg dozunda 5-bromo-2°-deoksitridine (BrdU,
B5002, Sigma Aldrich, ABD) verilmigtir. Elli bes giniin sonunda farelere yliksek doz anestezi
altinda serum fizyolojik ile perfizyon ve % 4’lik PFA ile fiksasyon yapilmigtir. Farelerin
beyinleri ¢ikariimis, ¢ikarilan beyinler +4 °C’de 3 saat daha % 4’luk PFA ¢dzeltisinde inkube
edilmis, son olarak da % 30’luk sukroz ¢ozeltisinde +4 °C’de ¢dkene kadar bekletilmigtir.
Coken beyinler kuru buz Uzerinde dondurulmus ve cryostat cihazi kullanilarak bregma
seviyesinden 18 um kalinliginda kesitler alinmigtir. Tum gruplardaki her bir hayvan igin
kesitler immunohistokimya bélimiinde (3.4. imminohistokimya) belirtilen sekilde
boyanmistir. BrdU’'nun DNA’nin yapisina katiimasi sebebiyle boyamanin
gerceklestirilebilmesi i¢in klasik immunohistokimya metodundan farkli olarak 2 N HCI
kullaniimis  ve DNA’'nin  pargalanmasi saglanmistir. GFAP/BrdU ve NeuN/BrdU
boyamalarinin yapilabilmesi igin % 4’lik PFA ile fiksasyon asamasindan sonra kesitler 15
dakika kaynayan sodyum sitrat ¢Ozeltisi icerisinde kaynatilmig, daha sonra da 15 dakika
boyunca oda sicakliindaki ¢ozelti igerisinde sogumaya birakilmigtir. Sitrat asamasindan
sonra kesitler PBS ¢dzeltisinde yikanmig, daha sonra GFAP veya NeuN antikorlari ile
boyamalari ayri ayri yapiimistir. Son olarak da BrdU boyamasi asamasina gecilmistir. GFAP
(3656, Cell Signaling Technologies, CST, ABD) veya NeuN (MAB377C3, Merck, ABD)
primer antikorlarinin inkibasyonu bittikten sonra kesitler PBS ¢dzeltisinde yikanmig, 37 °C’de
1 saat boyunca 2 N HCI solusyonunda inkube edilmigtir. BOlum 3.4’te aciklandigi gibi, 1 saat
oda sicakliginda bloklama, 1 saat oda sicakhdinda BrdU primer antikor (ab6326, Abcam,
ABD) ile inklibasyon ve uygun sekonder antikorla inkibasyon asamalarindan sonra hicre
cekirdegini goruntuleyebilmek igin DAPI boyamasi yapilmistir. Boyama ile ilgili analizlerin
yapilabilmesi igin iskemik hemisferde 24 alan belirlenmis, fotograflanmis ve GFAP/BrdU ve
NeuN/BrdU immunoboyama pozitif hucreler sayilarak her bir grup icin ortalama degerler

hesaplanmistir (Doeppner vd., 2017).
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3.4.4. Boyanan Kesitlerin Goriintiilenmesi Ve Degerlendirilmesi

Boyanan kesitlerin gorintulenmesi ve analizi igin aksi belirtiimeyen tum kesitlerde
konfokal (LSM 780; Zeiss, Almanya) mikroskop kullaniimigtir. Program tarafindan kontrol
edilen motorize tabla sayesinde x-y-z dizlemlerinde otomatik hareket saglanmis,
goruntuleme asamasinda kesitte bulunan herhangi bir hticre ¢ekirdegini fokus farki yuziunden
kacirmamak igin z duzleminde farkli fokuslardan goruntuler alinmig ve alinan goéruntulerin
hepsi Zen Black programi kullanilarak maximum intensity projection (maksimum yogunluk
projeksiyonu) modunda birlestirilmistir. Programin tile (gorintileri yanyana birlestirme) ve z-
stack (farkli fokuslardan goérintl alabilme) fonksiyonlarini kullanarak ipsilateral hemisferden
goruntiler alinmigtir (Kilic vd., 2014).
3.4.5. Glial Yaranin Degerlendirilmesi

Glial yaranin degerlendirilebilmesi icin daha énce GFAP/BrdU boyanan kesitlerin tim
hasarli hemisferleri konfokal mikroskopta gorintilenmistir. Daha sonra Zen Blue (version
2012; Carl Zeiss, Almanya) programi kullanilarak iskemik hemisferdeki glial yara alani

Olcllmustur. Her grup icin ortalama deg@erler hesaplanmistir (Kilic vd., 2014).

3.5. Hicre I¢i Sinyal Yolaklan lle llgili Proteinlerin Seviyelerinin Western Blot
Yontemiyle Belirlenmesi

Protein ekspresyon calismalari igin iskemiden 3, 14, 28 ve 55 glin sonra sakrifiye
edilen farelerin iskemik ve iskemik olmayan striatumlari izole edilmistir. Dokular protein
izolasyonuna kadar -80°C’de saklanmistir.
3.5.1. Protein izolasyonu

-80 °C’den cikartilan dokulara lizis solisyonu (1 M Tris-HCI, 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) yardimiyla homojenize edilmistir.
Ornekler 20 dakika buz (zerinde inkiibasyonun ardindan 14000 rpm’de +4 °C’de 15 dakika
santrif(ij edilmis ve supernatantlar (Ust faz) pelletlerden ayrilarak alikotlanmistir (Beker vd.,
2015; Kilic vd., 2014).
3.5.2. Protein konsantrasyonlarinin él¢iilmesi

Protein konsantrasyonlari Qubit® Protein galisma kiti (Q33211; Invitrogen, ABD)
kullanilarak Qubit Fluorometer 2.0 (Q32866; Invitrogen, ABD) cihazi ile olgulmugtur.
Ornekler, konsantrasyon dlgiimlerine gore esitlenip 20 ug/10 pl olacak sekilde hesaplanmis,
2X Laemmli buffer (161-0737; Bio-Rad, ABD) ile karistirihp 70 °C’de 10 dakika bekletilmis,

daha sonra hemen +4 °C’deki kirik buzun tzerine alinmistir.
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3.5.3. Western Blot

Ornekler Any kD™ Mini-PROTEAN jelin (456-9036, Bio-Rad, ABD) her bir
kuyucuguna 20 ug/10 pl olacak sekilde yUklenerek 50 V’da 5 dakika, daha sonra 100 V’da bir
saat ve en son 150 V’da bir saat daha yurGtiimustir. Ardindan Bio-Rad Transblot Turbo
sistemi ve RTA Mini PVDF Transfer Kiti kullanilarak (170-4272; Bio-Rad, ABD) jeller
poliviniliden diflorit (PVDF) membranlara transfer edilmistir. Membranlar, tris tamponlu salin-
Triton-X-100 (TBS-T) ile hazirlanmis % &'lik yagsiz sit tozu c¢ozeltisinde (sc-2325;
ChemCruz, ABD) 1 saat bloklamanin ardindan +4 °C’de gece boyu bloklama soliisyonunda
seyreltilen primer antikor (p-AKT, p-p44/42, p-p38, p-SAPK/INK, p21, eNOS, iNOS, nNOS,
Versican, Brevican, Efrin B1 ve Efrin B2) ile inklibasyona birakilmistir. Ertesi giin TBS-T ile 3
kere beser dakika boyunca ylkanan membranlara bloklama solUsyonunda hazirlanan
sekonder antikor ilave edilmis ve membranlar oda sicakliginda 1 saat inkibe edilmigtir.
Bantlarin goéruntilenmesi icin deteksiyon sollsyonu (Clarity™ Western ECL Substrate,
1705060, Bio-Rad, ABD) eklenmis ve membranlar, ChemiDoc MP (Biorad) gorintileme
sistemi kullanilarak gorunttlenmigtir.
3.5.4. Stripleme

Membranlar strip sollsyonu ile muamele edilerek 50 °C sicakliktaki su banyosunda
20 dakika boyunca inkibasyona birakiimistir. Ardindan TBS-T ile 3 kere beser dakika
boyunca yikanarak, bloklama agsamasindan itibaren izlenen protokol farkli bir antikor (t-p44/-
42, 9102, CST; t-p38, 9212, CST; t-SAPK/INK, 9258, CST veya Beta-aktin, 4970, CST)
kullanilarak tekrar edilmigtir. Ornegin; Fosfo-SAPK/INK antikoru ile muamele edildikten
sonra stripleme yapilip ayni antikorun totaline (total-SAPK/JINK) bakilmistir.
3.5.5. Degerlendirme ve istatistik

Tdm sonugclar Imaged programinda analiz edilmistir. Her bir proteinin optik yogunluk
degerinden arka plan (background) cikartildiktan sonra, dederler endojen kontrol olarak
kullanilan beta-aktin proteinine gére optimize edilmistir. Kontrol, CDNF veya MANF tedavi
gruplari arasindaki zamana bagh degisimler tek-yonlt varyans analizi (One-Way ANOVA) ve
akabinde Fisher LSD post-hoc testi kullanilarak SPSS programinda belirlenmistir. p<0,05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.

3.6. qPCR yontemi ile gen miktarindaki degisiklerin belirlenmesi

Gen ekspresyon galigsmalari igin, fareler iskemiden 3, 14, 28 ve 55 gun sonra sakrifiye
edilmistir. Beyinlerden kuru buz Gzerinde bregmadan 2 mm kaudal ve 2 mm rostral bloklar
halinde kesitler alinmigtir. Bu bloklardan ipsilateral striatum ve kontralateral stiatumlardan
orneklerden ayni grupta olanlar birlegtirilmigtir. Birlestirilen dokular RNA izolasyonuna kadar -

80 °C de saklanmistir. RNA izolasyonu i¢in alinan ve -80 °C de saklanan beyin dokularindan
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RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve qPCR gen ekspresyon cgalismalari yapilmistir. Anti-
enflamatuvar etkili genler (IL18, TNFa, TGFB), damarlagma ile ilgili genler (VEGF-B, VEGF-
A, MMP-9), plastisiteyi uyaran ve hucre yasamini etkileyen genler (GAP43, CNTF, BDNF,
CDNF, MANF) ve plastisiteyi etkileyen genler (Ncaml, Ephrin A5, Ephrin B1, Versican,
Ncan, Ntn1) olmak Uzere toplam 17 gendeki degdisiklikler incelenmistir.
3.6.1. RNA izolasyonu

14, 28 ve 55. gun sonunda sakrifiye edilen farelerden alinan beyin dokularindan RNA
izolasyonu Qiagen AllPrep RNA/DNA/Protein izolasyon kiti kullanilarak (80004; Qiagen,
ABD) yapilmistir. Dokular, kit icinden ¢ikan protokole uygun olarak, 600 uL RLT lizis
tamponu icinde cam homojenizator ile ezilerek ve ardindan 21G uglu siringadan gecirilerek
homojenize edilmistir. 18.000 g'de 3 dakika santrifiij edilerek Ustte kalan faz alinmis ve kitten
cikan DNA spin kolonuna yuklenmigtir. Kolondan akan sivi faza ayni hacimde % 70’lik etil
alkol ilave edilmistir. Suspansiyon, kit icinden cikan RNeasy spin kolonuna yuklenerek
10.000 g’de 30 saniye santrifljj edilmistir. Kolon, kit ile hazir gelen RW1 yikama ¢ozeltisi ile 1
defa, ardindan RPE yikama c¢ozeltisi ile 2 defa yikanmistir. Kurumasi icin temiz bir
mikrosantrifij tiptne alinan kolon, bos olarak 18.000 g’de 1 dakika santrifij edilmis, kolonun
altina yeni bir temiz mikrosantrifljj tip yerlestiriimis ve kolona 50 pl RNase icermeyen su ilave
edilerek 10.000 g’de 1 dakika santrifilj edilmigtir. Elde edilen RNA’lar -80 °C’de saklanmistir
(Doeppner vd., 2017; Reitmeir vd., 2011).
3.6.2. cDNA sentezi

izole edilen RNA érneklerinin konsantrasyonu Implen P330 NanoPhotometer cihazi
kullanilarak, OD2so 6lgimi Uzerinden hesaplanmig ve tim orneklerin safligi (OD2so/OD2sgo Ve
OD260/OD230) tayin edilmistir. Hesaplanan degerlere gore, komplementer DNA (cDNA)
sentezi igin her bir érnekten 1 pg RNA alinarak ve Roche Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit kullanilarak (04896866001; Roche, ABD) cDNA sentezi yapiimistir.

Tablo 3.6.2.1 cDNA sentezinde kullanilan solusyon oranlari

1 Reaksiyon igin (pl) 25 Reaksiyon (pl)
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 icin dnerilen protokole uygun olarak, 0,2 pL’lik PCR tlplerinde 1 ug
RNA’ya karsilik gelen hacim, random primerler ve oligo(dT) primerler ile karistirimig ve bir
termal dongl cihazinda (T100 Thermal Cycler, Bio-Rad, ABD) 65 °C’de 10 dakika inkibe

edilerek buz Uzerine alinmigtir. Ardindan, yukaridaki tabloda belirtildigi gibi 24 reaksiyon icin
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ana karisim hazirlanmis ve reaksiyon basina 10,5 pl olacak sekilde tlplere dagitilmistir.
Bdylece reaksiyon basina her bir tipte total hacim 30 ul olmustur. Reaksiyon, termal déngl
cihazina tekrar alinmig, 50 °C’de 1 saat inkibasyonun ardindan enzimin inaktivasyonu igin
80 °C’de 5 dakika inklbe edilmistir. Reaksiyon sonucunda elde edilen cDNA 6rnekleri, gPCR
calismasinda kullanilmak Gzere 1:10 oraninda RNA ve DNA igermeyen su ile seyreltiimigtir.
Stok ¢ozeltiler -80 °C’de saklanmistir.
3.6.3. Gercek zamanh PCR (qPCR) ve kullanilan primerler

Gen ekspresyon calismalari igin, Bio-Rad SsoAdvanced Universal SYBR Green
Supermix (1725270, Bio-Rad, ABD) karisimi ile yine Bio-Rad markali CFX Connect Real
Time System cihazi kullaniimistir.

Tablo 3.6.3.1. Gen galismalarinda kullanilan primerler ve DNA dizileri

Gen adi DNA dizisi
GAPDH F: 5 - AGGTCGGTGTGAACGGATTTG -3’

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

R: 5 — CCAGTTGGTAACAATGCCATG - 3’
IL-18 F: 5 — GCAACTGTTCCTGAACTCAACT - 3

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

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

R: 5 - GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG - 3
VEGF-B F: 5 — GCCAGACAGGGTTGCCATAC - 3

R: 5 - GGAGTGGGATGGATGATGTCAG - 3
VEGF-A F: 5 — ACCATGAACTTTCTGCTCTCTTG -3

R: 5 — GAACTTGATCACTTCATGGGACT - &
MMP9 F: 5 — CTGGACAGCCAGACACTAAAG - &

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

R: 5 — GCTGGTGCATCACCCTTCT - 3’
CNTF F: 5 —TCTGTAGCCGCTCTATCTGG -3’

R: 58 — GGTACACCATCCACTGAGTCAA -3
BDNF F: 5 —TCATACTTCGGTTGCATGAAGG - &

R: 5 — AGACCTCTCGAACCTGCCC -3
CDNF F:5 —-CTTTTGCGCCGGGTTTTGTAT - 3
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R: 5 — AGGGAGTTGTAGAATCGGTCTAA-3'
MANF F: 5 —TCTGGGACGATTTTACCAGGA -3’

R: 5 —TCTTGCTTCACGGCAAAACTTTA -3
Ncaml F: 5 — ACCACCGTCACCACTAACTCT -3

R: 5 - TGGGGCAATACTGGAGGTCA -3’
Efrin A5 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: 5 — AGGAACACTGGCCCAAACAA -3

Tablo 3.6.2.1°de belirtilen oranda her bir cDNA 6rnegi ve gen igin ana karisim, cDNA
olmaksizin hazirlanarak 96’lik real time PCR plakasina (Hard Shell PCR Plate, HSP9601,
Bio-Rad, ABD) 9ar pl olarak dagitilmistir. Daha sonra uygun cDNA o6rnekleri kuyucuklara
eklenmistir. Ornekler 3 tekrarli olacak sekilde plakalara yiiklenmistir. PCR reaksiyonu, uygun
termal profilde (98 °C’de 30 sn, [95 °C’de 15 sn, 60 °C’de 30 sn] x 40 déngu; ardindan melt
analysis igin 55 °C’den 95 °C’ye 0,5 sn) gergeklestiriimistir. Kullanilan genler ve primer

ciftlerinin DNA dizileri asagidaki tabloda verilmistir.

3.6.4. qPCR Analizi

Real time PCR analiz ¢alismalari igin Bio-Rad CFX Connect Real Time System
cihazinin CFX Manager programi kullaniimistir. Cihazdan ham veriler (Ct degerleri) alinarak
kontrol (sadece ara¢ uygulanan grup), MANF ve CDNF uygulanan gruplar i¢in 3 farkli zaman
noktasinda 17 genin verileri hem ipsilateral hem de kontralateral bolgeler icin olmak Uzere
ayri ayri duzenlenmistir. Cycle threshold (Ct) degerleri, 2 endojen (GAPDH ve [(-aktin)
kontrole gbre normalize edilerek [ACT=CT (hedef gen)-CT ((GAPDH + B-aktin)/2)] ACt
degeri hesaplanmistir. Her bir zaman noktasinda, kontrolin ACT degeri kalibrator olarak
kullanilmis  ve [AACT=ACT(6rnek)-ACT(kalibratér)] formuline goére AACT degeri
hesaplanmistir. Gruplarin kontrollerine gore kat degisimleri, relatif kantifikasyon (RQ) formulu
uygulanarak [222°1 hesaplanmistir. MANF veya CDNF uygulanan gruplar, her bir zaman

noktasinda ve ipsilateral ve kontralateral hemisferler igin kendi kontrol grubu ile
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karsilastiriimistir. Kontrol, CDNF veya MANF tedavi gruplarn arasindaki zamana bagli
degisimler tek-yonlu varyans analizi (One-Way ANOVA) ve akabinde Fisher LSD post-hoc
testi kullanilarak SPSS programinda belirlenmistir. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlaml

kabul edilmigtir.

3.7. Fonksiyonel geri kazanim ile ilgili testler

Fonksiyonel norolojik iyilesme operasyondan sonra 3., 14., 28. ve 42. glnlerde
yapilan davranis testleri ile degerlendiriimistir. ilk davranis testleri beyin felcinden énce taban
cizgi (baseline) olusturmak amaciyla yapiimistir.
3.7.1. El cekme/kavrama giictiniin degerlendirilmesi

Bu test sirasinda sol penceler tibbi bant (3M transpore tibbi flaster, 1527, 3M, ABD)
ile fikse edilerek her iki 6n pencgenin kavrama glicl veya sag 6n tek pencenin kavrama gucu
Olclimustur. Bu test icin ucuna lggen celik tel tutturulan yayl bir Newton metre (Medio-Line
Spring Scale, metric,c 300 g, Pesola AG, Switzerland) kullaniimistir. Fareler
yaklastirildiklarinda Uggen teli iggludusel olarak tutmakta ve Kkuyruklarindan geriye
cekildiklerinde kavrama gugleri oraninda birakmamaya ¢alismaktadirlar. Kontrol, CDNF veya
MANF uygulanan farelere bu test uygulanmis ve birakmak zorunda kaldiklar gug
kaydedilmistir. Farelerin saglam olan sol eli bantla baglanarak fel¢li sag elin kavrama gucu
Newton cinsinden hesaplanmistir. Her test 5 kez tekrarlanmis ve ortalama deger alinmigtir.
Bu degerler operasyon dncesi ve operasyon sonrasi 3., 14., 28. ve 42. gunlerde gruplar
arasinda ve zamana gore karsilastiriimistir (Kilic vd., 2014).
3.7.2. RotaRot ile motor koordinasyonun degerlendirilmesi

Beyin felci sonrasindaki motor koordinasyonlarindaki degisimlerin belirlenmesi
amaciyla fareler kendi ¢cevresinde hizi giderek artan (4’den 40 rpm’e 245 saniyede) bir silindir
Uzerine yerlestiriimis ve farelerin bu silindir Gzerinde kalabildikleri stire degerlendirilmistir. Her
test 5 kez tekrarlanmis ve ortalama deger alinmistir. Bu de@erler operasyon oOncesi ve
operasyon sonrasi 3., 14., 28. ve 42. gunlerde gruplar arasinda ve zamana gore
karsilastirilmistir (Kilic vd., 2014).
3.7.3. Yiikseltilmis O-labirenti ile anksiyetenin degerlendirilmesi

Spontan motor davranigi, endise ve korkuyu Olgmek igin kullanilan bu test 5,5 cm
geniglikte ve yerden 40 cm yukseklikte, dis ¢capi 46 cm olan yuvarlak bir PVC daireden
olusmaktadir. 90%lik karsilikh iki bélge PVC den yapiimis 16 cm yukseklikte ic ve dis
duvarlarla korunmaktadir (Kapali bélum). Kalan 90°lik iki bolge agik boélgedir. Hayvanlar
kapal bolgelerden birine birakiimis ve 10 dakika gozlenmigtir. Hayvanlar 4 ayag: ile birlikte
tamamen bir bolgeye girdiginde hayvanlarin o bodlgeye gectigi kabul edilmis ve o boélgede

bulundugu stire baslatiimistir. Hayvanlarin korunmasiz bélgelerde gecirdigi stire davranis,
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endise ve korku belirtisi olarak degerlendiriimektedir. Bu degerler operasyon déncesi ve
operasyon sonrasi 3., 14., 28. ve 42. ginlerde gruplar arasinda ve zamana goére
karsilastinimigtir (Kilic vd., 2014).
3.7.4. Acik alan testi ile motor aktivitelerin degerlendirilmesi

Farelerin spontan motor aktivitelerinin ve alandaki arastirma benzeri davraniglarinin
degerlendirildigi bir metottur. 150 cm c¢apinda ve 35 cm yuksekliginde bir ucu kapall
silindirden olusan bir alanda fareler 10 dakika boyunca gozlemlenmistir. Kameraya bagl bir
bilgisayar ile Anymaze programi kullanilarak silindir sanal olarak 3 bdlgeye ayriimis ve
farelerin hem bu bolgelere giris c¢ikis slreleri hem de bu bdlgelerde gecirdikleri sireler
hesaplanmistir. Hesaplanan bu degerler operasyon oncesi ve operasyon sonrasi 3., 14., 28.

ve 42. glnlerde gruplar arasinda ve zamana gore karsilastiriimistir (Kilic vd., 2014).

3.8. Fasiyel nikleus seviyesindeki aksonal uzamanin belirlenmesi

Uzun doénemde aksonal projeksiyonun belirlenmesi igin, 55 gln setindeki tUm
gruplardan her bir hayvana 42. gun davranis deneyleri bittikten sonra anterograd trakt traseri
olan Biyotinlenmis Dekstran Amin (BDA) enjeksiyonu yapilmistir. BDA enjekte edilen farelere
enjeksiyondan 10 gin sonra daha 6nce belirtilen sekilde % 0,9’luk NaCl ile transkardiyal
perfizyon uygulanmigtir. Daha sonra farelerin beyinleri ¢ikariimig, gikarilan beyinler +4 °C’de
3 saat daha % 4’lik PFA ¢odzeltisinde inkibe edilmis, son olarak da % 30’luk stkroz
¢ozeltisinde +4 °C’de ¢dkene kadar bekletilmistir. Coken beyinler kuru buz Uzerinde
dondurulmus ve kryostat cihazi kullanilarak fasiyel nukleus seviyesinden (Bregma —5.8 ile -
6.3 mm arasi) 18 ym kalnliginda kesitler alinmigtir. Alinan kesitler boyama yapilana kadar -
80 °C’de saklanmigtir. -80 °C’dan cikarilan kesitler, 30 dakika oda sicakliginda
kurutulmustur. Daha sonra kesitler fosfat tamponlu salin ¢dzeltisinde yikandiktan sonra
normal ke¢i serumla 1 saat oda sicakhiginda bloklanmistir. Bloklama sonrasi kesitler 90
dakika boyunca oda sicakliginda strepavidin baglanmis AlexaFluor 555 (S21381, Invitrogen,
ABD) ile konjuge edilmis sekonder antikorla inkibe edilmistir. Boyamalarin ardindan
kesitlerin Uzeri, uygun kapatma sivisi ve lamelle kapatiimig ve goruntiuleme iglemi Axiozoom
(Zeiss, Almanya) floresan mikroskobu kullanilarak yapiimistir. iki hemisfer arasindaki orta
hattan cizilen 1000 um’lik sanal gizgiyi (Sekil 6.21. kirmizi ile gdsterilen ¢izgi) gegen aksonlar
sayillmis ve her grup icin ortalama degerler hesaplanmistir (Kilic vd., 2014).

3.9. istatistik
Gruplar arasindaki farkliliklarin belirlenmesi amaciyla SPSS programi kullanilarak
istatistiksel testler yapilmigtir. Gruplar arasindaki farklar tek yonlu (one-way) varyans analizi

(Analysis of variation, ANOVA) kullanilarak, en dusik anlamli farklilik testiyle analiz edilmistir
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(least significant difference, LSD test). Davranis deneylerinde sonuclarin zamana bagli
olarak degerlendiriimesi icin tekrarli 6lgumler varyans analizi (repeated measurements,
ANOVA) yapilmigtir. Butun degerler ortalama + standart sapma olarak verilmig, *p<0,05 ve

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

4.1. Serebral kan akiminin olgilmesi

Serebral Kanlanma

A LDOF (3 glin seti) B LDF {14 giin seti)
140 140
120 120
100 100
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Sekil 4.1.1. Orta serebral arter bolgesinden alinan Laser Doppler akim (LDF) kaydi. (A) 3
gun seti, (B) 14 gin seti (C) 28 glin seti, (D) 55 gun seti ve (E) davranis setleri igin.

Deneysel iskemi modelinin olugturulmasi, hasar suresinin kontroll ve reperflizyondaki
kanlanmanin degerlendirilebilmesi igin hayvanlarin serebral kan akimlari Laser Doppler
flowmetre cihazi kullanilarak dlgilmustir. Olglimler iskemiden 15 dakika 6nce baslamis, 30

dakika iskemi ve 20 dakika reperflizyon suresince devam etmistir. Sonuglar incelendiginde
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herhangi bir zaman noktasinda (3 gtin, 14 gun, 28 gun, 55 gun ve davranis deney setleri igin)

serebral kan akiminda gruplar arasinda istatistiksel bir fark gorulmemistir (Sekil 4.1.1.).

4.2. Apoptotik hiicre sayisinin degerlendirilmesi

DNA Kiriklarinin Analizi
TUNEL {+)
DAPI hiicreler Tuma

B 3 gun c 14 glin

100 10
C C
s s
-‘-‘l 80 E 8
@ @
] o
3 60 3 6
= [ £ ‘
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o o ¢
L L "
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5 20 35 2
) : - i
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- -
L 0,8 " L 0,8
-l .|
w " w l
% 0,4 % 0,4
=4 |_l_| i =4

0 0

Vehicle CDNF MANF Vehicle CDNF MANF

Sekil 4.2.1. Zamana bagli olarak apoptoz degerlendiriimesi. (A) Temsili TUNEL boyamasi ve
glinlere bagli degerler, (B) 3 guin, (C) 14 gun, (D) 28 guin ve (E) 55 gln.

Yapilan CDNF veya MANF tedavileri sonrasi DNA kiriklarinin degerlendiriimesi igin
alinan kesitler in-situ hicre élumu tespit kiti (in-situ Cell Death Detection kit) kullanilarak

boyanmistir. Daha sonra boyanan kesitler konfokal mikroskopta (LSM760, Zeiss, Almanya)
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goruntulenmis, striatumda belirlenen alanlardaki hucreler sayilarak gruplarin ortalamasi
alinmistir. Hem 14 gin hem de 28 glin sonra sonlandirilan deney setinde kontrol grubu ile
kiyaslandiginda CDNF tedavisi apoptotik hicre olumuni anlamli derecede azaltmigtir (14.
glin p=0,042, 28.giin CDNF p=0,13, MANF p=0,19). Ug giinliik ve 55 ginlik deney setinde
ise gruplar arasinda herhangi bir fark géralmemigtir (Sekil 4.2.1). Bar 100 ym’dir.

4.3. Iskemi sonrasi uzun dénemde atrofinin belirlenmesi

A Korpus kallozum atrofisi B Striatum atrofisi

0,40 1,50

0,32 I 1,20

x

E 0 0,90 ®
S I £

0,16 0,60

0,08 0,30

0 0
Kontrol CDNF MANF Kontrol CDNF MANF

Sekil 4.3.1. Korpus kallozumdaki (A) ve striatumdaki (B) post-iskemik atrofinin cresyl violet
boyamasi yapilarak degerlendirilmesi.

Atrofinin belirlenmesi i¢in 55 glnlik deney setinin kesitlerine cresyl violet boyamasi
yapilmistir. Boyama sonrasi kesitler fotograflanmis, hasarli ve hasarsiz korpus kollozumlari
ve striatumlari Image J programi kullanilarak délgtlmustir. Hasarsiz dlgllen alandan hasarl
alanin g¢ikariimasi ile atrofi alanlari hesaplanmis ve gruplarin ortalamasi alinmigtir. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda CDNF tedavisi hem korpus kollozum hem striatumdaki atrofiyi
anlamh olarak azaltmigtir (Sekil 4.3.1., korpus kallozum p=0,049, striatum p=0,013). Bar 500
pm’dir.
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4.4. Nérogenez belirlenmesi

A Norogenez
NeuN DAPI
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B
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Sekil 4.4.1 Nérogenezin dederlendiriimesi. Temsili BrdU/NeuN boyamasi (A) ve degerler (B).

Norogenez belirlenmesi igin 55 glnlik deney setinin kesitlerine NeuN+/BrdU+ ikili
immunofloresan boyamasi yapilmistir. Daha sonra boyanan kesitler konfokal mikroskobu
(LSM760, Zeiss, Almanya) ile géruntulenmistir. Nérogenez icin iskemik hemisferde belirlenen
alanlardaki NeuN ve BrdU boyamalarinin Ust Uste geldigi hicreler sayilarak gruplarin
ortalamasi alinmigtir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda CDNF tedavisi uzun ddénemde
nérogenezi istatistiksel olarak anlamli derecede artirmistir (Sekil 4.4.1., p=0,047). Bar 150

pm’dir.
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4.5. Gliogenezin belirlenmesi

A Gliogenez
GFAP DAPI

BrdU Tumu

30

24

18

12 [

% BrdU (+) hiicreler

Kontrol CDNF MANF
Sekil 4.5.1. Gliogenezin degerlendirmesi. Temsili BrdU/GFAP boyamasi (A) ve degerler (B).
Gliogenezin belirlenmesi icin 55 gunlik deney setinin kesitlerine GFAP+/BrdU+
immunofloresan boyamasi yapilmistir. Daha sonra boyanan kesitler konfokal mikroskobu
(LSM760, Zeiss, Almanya) ile goruntilenmistir. Gliogenez igin iskemik hemisferde GFAP ve
BrdU boyamalarinin ust Uste gelmis oldugu hucreler sayilarak gruplarin ortalamasi alinmigtir.
Kontrol grubuyla kiyaslandiginda hem CDNF, hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak

anlamli olmasa da gliogenezi artirmigtir (Sekil 4.5.1). Bar 150 ym’dir.
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4.6. Anjiyogenezin belirlenmesi
A Anjiyogenez (CD31)

CD31 DAPI

BrdU Tumu
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Sekil 4.6.1 Anjiyogenezin degerlendiriimesi. Temsili BrdU/CD31 boyamasi (A) ve degerler

(B).

Anjiyogenezin belirlenmesi igin 55 gunluk deney setinin kesitlerine CD31+/BrdU+ ikili
immunofloresan boyamasi yapilmistir. Daha sonra boyanan kesitler konfokal mikroskobu
(LSM760, Zeiss, Almanya) ile goruntilenmistir. Nérogenez igin iskemik hemisferde belirlenen
alanlardaki CD31 ve BrdU boyamalarinin Ust Uste geldigi hucreler sayilarak gruplarin
ortalamasi alinmigtir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda MANF tedavisi uzun donemde

anjiyogenezi istatistiksel olarak anlamli olmasa da artirmistir (Sekil 4.6.1.). Bar 150 pm’dir.
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4.7. Noéronal Progenitor Hiicrelerin belirlenmesi

A Noronal Progenitor Hiicre (DCX)
DCX DAPI

BrdU Tumui
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1

Kontrol CDNF MANF
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[—]

Sekil 4.7.1 Néronal Progenitor Hucrelerin degerlendiriimesi. Temsili BrdU/DCX boyamasi (A)
ve degerler (B).

NoOronal progenitor hicrelerin belirlenmesi icin 55 glnlik deney setinin kesitlerine
Doublecortin+/BrdU+ ikili immunofloresan boyamasi yapilmistir. Daha sonra boyanan kesitler
konfokal mikroskobu (LSM760, Zeiss, Almanya) ile gértuntilenmigtir. Noérogenez igin iskemik
hemisferde belirlenen alanlardaki Doublecortin ve BrdU boyamalarinin Ust Uste geldigi
hicreler sayilarak gruplarin ortalamasi alinmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda hem
CDNF hem de MANF tedavisi uzun dénemde ndronal progenitér hiicre sayisini istatistiksel

olarak anlamli olmasa da artirmigtir (Sekil 4.7.1.). Bar 150 ym’dir.
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4.8. Glial yaranin belirlenmesi
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Sekil 4.8.1 Temsili glial yara igin GFAP boyamasi (A) ve glial yara degerlendiriimesi (B).

Glial yaranin belirlenmesi icin GFAP boyanan kesitlerin hasarli hemisferi konfokal
mikroskobu ile goérintilenmistir. Glial yara alani Zen Blue programi kullanilarak élgilmus ve
gruplarin ortalamasi alinmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandigin CDNF tedavisi glial yarayi

istatistiksel olarak anlamli 6l¢ctide azaltmistir (Sekil 4.6.1., p=0,003). Bar 100 ym’dir.
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4.9. iskemi sonrasi protein seviyesindeki degisiklikler
4.9.1. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak fosfo-Akt
anlatimina etkisi
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Sekil 4.9.1.1 iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagli olarak fosfo-Akt

anlatimina etkisi.
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Kendi kontroliyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda fosfo-Akt seviyesi 3. ve 14.
gln sonunda gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik géstermemistir. Fosfo-Akt seviyesini
28. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli dlgtide azaltmis, 28.
ginde MANF tedavisi CDNF grubuna goére fosfo-Akt seviyesini istatistiksel olarak anlamli
Olclide azaltmigtir. 55. ginde ise MANF tedavisi hem kontrol hem de CDNF grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde fosfo Akt seviyesini azaltmistir.

Kendi kontroluyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda fosfo-Akt seviyesi 3. gunde
gruplar arasinda istatistiksel olarak farkhlik géstermemistir. Fosfo-Akt seviyesini 14. ginde
hem MANF tedavisi hem de CDNF tedavisi kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml olcude arttirmistir. 28. gunde MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli olmasa da
azaltmig, 55. ginde ise CDNF tedavisi kontrol grubuna goére fosfo-Akt seviyesi istatiksel
olarak anlaml o6lclide azaltmistir. Ayrica MANF tedavisi CDNF tedavisine gore istatistiksel

olarak anlamli dlglide fosfo-Akt seviyesini arttirmistir. (Sekil 4.9.1.1., **p<0,01,*p<0,01).
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4.9.2. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak fosfo-p44/-42

anlatimina etkisi
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Sekil 4.9.2.1. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagli olarak fosfo-p44/-42

anlatimina etkisi.
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Kendi kontroluyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda fosfo-p44/-42 seviyesi 3.
gunde gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik géstermemistir. Fosfo-p44/-42 seviyesini
14. ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli dlgtide arttirmig, 28.
glinde CDNF tedavisi istatistiksel olarak anlaml dlgide arttirmig, 55. ginde ise MANF
tedavisi istatistiksel olarak anlamli él¢glide azaltmigtir.

Kendi kontroluyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda fosfo-p44/-42 seviyesi 3.
glinde gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik géstermemistir. Fosfo-p44/-42 seviyesini
14. ginde hem CDNF hem de MANF tedauvisi istatistiksel olarak anlamli derecede arttirmis,
28. ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli derecede azaltmis,
55. glinde ise CDNF tedauvisi istatistiksel olarak anlamli 6lglide arttirirken, MANF tedavisi
istatistiksel olarak anlamli olmasa da arttirmistir (Sekil 4.9.2.1., *p<0,05, **p<0,01, #p<0,05,
#p<0,01).
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4.9.3. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak fosfo-p38
anlatimina etkisi
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Sekil 4.9.3.1. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagli olarak fosfo-p38

anlatimina etkisi.
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Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda fosfo-p38 seviyesi 3. gunde
guplar arasinda istatistiksel olarak farklilik gostermemistir. Fosfo-p38 seviyesini 14. gunde
hem CDNF hem de MANF tedavisi, 28. ginde sadece MANF tedavisi, 55. gunde ise hem
CDNF hem de MANF tedauvisi istatistiksel olarak anlamli él¢glide azaltmistir.

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda fosfo-p38 seviyesi 3.
gunde guplar arasinda istatistiksel olarak farklilik gostermemigstir. Fosfo-p38 seviyesini 14.
ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi, 28. gunde sadece MANF tedavisi istatistiksel
olarak anlamli dl¢iide arttirmis, 55. ginde ise hem CDNF hem de MANF tedauvisi istatistiksel
olarak anlamli dlglide azaltmistir (Sekil 4.9.3.1., *p<0,05, **p<0,01, #p<0,01).
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4.9.4. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak fosfo-JNK

anlatimina etkisi
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Sekil 4.9.4.1. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak fosfo-JNK
anlatimina etKkisi.
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Kendi kontroliyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda fosfo-JNK seviyesi 3. gln
sonunda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik géstermemistir. Fosfo-JNK
seviyesi 14. glinde de 28. gunde de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farkhhk
gbstermemistir. 55. glnde kontrol grubuyla kiyaslandiginda CDNF tedavisi ipsilateral
striatumda fosfo-JNK seviyesini anlamli olarak arttirirken, MANF tedavisi istatistiksel olarak
anlamli bir etkiye sahip degildir. Ancak, CDNF ile kiyaslandiginda MANF tedavisi ile fosfo-
JNK seviyesi istatistiksel anlamli olarak daha dusuktir.

Kendi kontrollyle kiyaslandijinda kontralateral striatumda fosfo-JNK seviyesinde 3.
glnde gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik goértilmemistir. Fosfo-JNK seviyesi 14.
glinde hem CDNF hem de MANF tedavisi ile istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir.
Bununla birlikte, 28. glinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farklilk
olmamasina karsin, 55. ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi fosfo-JNK seviyesini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmistir (Sekil 4.9.4.1., **p<0,01; *p<0,05; *#p<0,01).
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4.9.5. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana baglh olarak p21 anlatimina

etkisi
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Sekil 4.9.5.1. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagli olarak p21
anlatimina etKkisi.

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda p21 seviyesi 3. guinde gruplar

arasinda istatistiksel olarak farkllik gdéstermemistir. p21 seviyesini 14. glinde, 28. glinde ve
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55. gunlerde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlaml O6lgude
azaltmigtir.

Kendi kontroluyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda p21 seviyesi 3. glnde
gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik géstermemigtir. p21 seviyesini 14. ginde hem
CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli di¢ciide azaltmig, 28. glinde ve 55.
gunlerde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli dlgide arttirmigtir
(Sekil 4.9.5.1., *p<0,05, **p<0,01, #p<0,01).
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4.9.6. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagli olarak eNOS anlatimina

etkisi
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Sekil 4.9.6.1. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak eNOS

anlatimina etkisi.
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Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda eNOS seviyesi 3. glnde
gruplar arasinda istatistiksel olarak farkhlik gostermemistir. eNOS seviyesini 14. ginde hem
CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli élglide azaltmig, 28. ginde CDNF
tedavisi istatistiksel olarak anlaml dl¢clide arttirmig, 55. ginde MANF tedavisi istatistiksel
olarak anlamli olmasa da arttirmistir.

Kendi kontrolliyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda eNOS seviyesi 3. gunde
gruplar arasinda istatistiksel olarak farkhlik gostermemigtir. eNOS seviyesini 14. giinde hem
CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli él¢ctide arttirmis, 28. glinde ve 55.
glnlerde ise MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamh 6élglide azaltmistir (Sekil 4.9.6.1.,
*p<0,05, **p<0,01, #p<0,01).
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4.9.7. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagl olarak iNOS anlatimina
etkisi
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Sekil 4.9.7.1. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagli olarak iNOS

anlatimina etkisi.
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Kendi kontroluyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda iINOS seviyesi 3. glnde
gruplar arasinda istatistiksel olarak farkhlik gostermemistir. INOS seviyesini 14. ginde CDNF
tedavisi istatistiksel olarak anlamli olmasa da azaltmis, MANF tedavisi istatistiksel olarak
anlamli olmasa da arttirmig, 28. ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak
anlamh délgtde arttirmig, 55. ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak
anlaml dl¢ide azaltmistir.

Kendi kontroluyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda iINOS seviyesi 3. ginde
gruplar arasinda istatistiksel olarak farkllik gostermemistir. INOS seviyesini 14. giinde hem
CDNF hem de MANF tedauvisi istatistiksel olarak anlaml dlgide arttirmig, 28. glinde hem
CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli olmasa da azaltmis, 55. glinde
MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli 6élgclide azaltmistir (Sekil 4.9.7.1., *p<0,05,
**p<0,01, #p<0,05, #p<0,01).
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4.9.8. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagl olarak nNOS anlatimina
etkisi
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Sekil 4.9.8.1 iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagli olarak nNOS

anlatimina etkisi.
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Kendi kontrolUyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda nNOS seviyesi 3., 28. ve 55.
gunde gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik géstermemistir. 14. gtinde ise hem CDNF
hem de MANF tedavisi ile birlikte nNOS seviyesi istatistiksel olarak anlamli bir dlgude
artmigtir. Ayrica MANF tedavisi CDNF grubuna kiyasla nNOS seviyesini istatistiksel olarak
anlamli olgiide arttirmistir (Sekil 4.9.8.1., *p<0,05, **p<0,01, *p<0,05, *#p<0,01).

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda nNOS seviyesi 3., 14., 28.

ve 55. glinde gruplar arasinda istatistiksel olarak farkllik géstermemistir.
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4.9.9. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak Versican
anlatimina etkisi
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Sekil 4.9.9.1. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagl olarak Versican

anlatimina etkisi.
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Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda Versican seviyesi 3. ginde
gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik gértlmemistir. Versican seviyesini 14. ginde hem
CDNF hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli dl¢lide azaltmis, 28. ginde MANF
tedavisi istatistiksel olarak anlaml 6l¢clide arttirmis, 55. ginde MANF tedavisi istatistiksel
olarak anlamli olmasa da arttirmistir.

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda Versican seviyesi 3. giinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak farkliik goérilmemistir. Versican seviyesini 14. glinde
MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli olmasa da arttirmis, 28. ginde MANF tedavisi
istatistiksel olarak anlamli olmasa da azaltmis, 55. giinde CDNF tedavisi istatistiksel olarak
anlamh oélgtde arttirmig, MANF tedavisi ise istatistiksel olarak anlamh o6l¢clide azaltmistir
(Sekil 4.9.9.1., *p<0,05, **p<0,01, #*p<0,05, *p<0,01).
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4.9.10. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak Brevican

anlatimina etkisi
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Sekil 4.9.10.1. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagli olarak Brevican

anlatimina etkisi.
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Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda Brevican seviyesi 3., 14., 28.

ve 55. glinde gruplar arasinda istatistiksel olarak farkllik géstermemistir.

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda Brevican seviyesi 14., 28.
ve 55. glinde gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik géstermemistir. 3. glinde ise MANF
tedavisi ile birlikte Brevican seviyesi istatistiksel olarak anlamli bir dlcide artmistir (Sekil
4.9.10.1., *p<0,05, **p<0,01, *p<0,05, #p<0,01).
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4.9.11. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak Efrin B1
anlatimina etkisi
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Sekil 4.9.11.1. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagli olarak Efrin B1

anlatimina etkisi.
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Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda Efrin B1 seviyesi 3., 14. ve
55. glnde gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik gostermemistir. 28. ginde ise hem
CDNF hem de MANF tedauvisi ile birlikte istatistiksel olarak anlamli élgtide artmistir.

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda Efrin B1 seviyesi 14. ve
55. ginde gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik gostermemistir. 3. ginde ise MANF
tedavisi ile birlikte, 28. ginde de hem CDNF hem de MANF tedavisi ile birlikte Efrin B1
seviyesi istatistiksel olarak anlamli bir élcide artmistir (Sekil 4.9.11.1., *p<0,05, **p<0,01,
#p<0,05, #p<0,01).
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4.9.12. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak Efrin B2

anlatimina etkisi
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Sekil 4.9.12.1. iskemi sonrasi CDNF ve MANF tedavisinin zamana bagh olarak Efrin B2

anlatimina etkisi.
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Kendi kontroluyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda Efrin B2 seviyesi 3. gunde
gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilk gostermemigtir. 14. ve 55. ginde efrin B2
seviyesi kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgude artarken, 28. gunde
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmistir. MANF tedavisi ise 14., 28. ve 55. giinde
CDNF grubuna gore efrin B2 protein seviyesini istatistiksel olarak anlamli élgide azaltmistir.
Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda Efrin B2 seviyesi 3. ve 14. glinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik gostermemistir. 28. gunde ise CDNF tedavisi ile
birlikte Efrin B2 seviyesi istatistiksel olarak anlamli bir 6lcide azalirken, 55. giinde hem
CDNF hem de MANF tedavisi ile birlikte Efrin B2 seviyesi istatistiksel olarak anlamli bir
olcide artmistir (Sekil 4.9.12.1., *p<0,05, **p<0,01, #p<0,05, #p<0,01).
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4.10 iskemi sonrasi gen ekspresyon degisiklikleri

4.10.1. interldkin-1 Beta (IL-1B)

Tablo 4.10.1.1 ipsilateral striatum ve kortekste IL-1Beta’nin gen seviyesindeki analizi

Interlokin-1 Beta (Kat degisimi)
ipsilateral Striatum
3. giin 14. giin 28. giin 55. giin

CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,35+0,06* | 0,34+0,09* | 0,10+0,03* | 0,05+0,00* | 0,75+0,11* | 1,3440,16* | 0,13+0,03* | 0,32+0,03*
ipsilateral Korteks

CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,35+0,02* | 0,41+0,14* | 0,09+0,00* | 0,06+0,01* | 0,76%0,15 0,83+0,24 0,14+0,02* | 0,36+0,08*

Tablo 4.10.1.2 Kontralateral striatum ve kortekste IL-1Beta’nin gen seviyesindeki analizi

Interldkin-1 Beta (Kat degisimi)

Kontralateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,04+0,32 1,70£1,17 | 1,41+0,08* | 1,11+0,22 1,001£0,43 0,76+0,45 0,15+0,05* 0,40+0,15*
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,68+0,67 1,97+1,40 | 1,33%£0,39 0,66+0,32 1,4040,75 1,1710,94 0,15+0,06 0,52+0,04

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 3. ginde hem CDNF hem de
MANF tedavisi interlokin-1beta seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlaml dl¢cide
sirasiyla 0,35+0,06 kat ve 0,34+0,09 kat azaltmistir. Hem 14. glinde hem de 55. glnlerde
CDNF veya MANF tedavileri interldkin-1beta seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak
anlamh olgude sirasiyla 14. gunde 0,10+0,03 kat ve 0,05+0,00 kat, 55. gunde 0,13+0,02 kat
ve 0,32+0,03 kat azaltmistir. (p<0,05) Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste
hem 14. ginde hem de 55. gunlerde CDNF veya MANF tedavileri interlokin-1beta seviyesini
gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli élglide sirasiyla 14. gunde 0,09+0,00 kat ve
0,06+0,01 kat, 55. gunde 0,14+0,02 kat ve 0,36+0,08 kat azaltmistir (Tablo 4.10.1.1.,
p<0,05).

Kendi kontroluyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 3. ginde CDNF tedavisiyle
birlikte interlokin-1beta seviyesini gen duzeyinde degismezken, MANF tedavisi interlokin-
1beta seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da 1,70+£1,17 kat
arttirmistir. 14. ginde sadece CDNF tedavisi interldkin-1beta seviyesini istatistiksel olarak
anlamh olarak 1,41+0,08 kat arttirirken, 55. glinde CDNF veya MANF tedavileri interldkin-
1beta seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli él¢clide sirasiyla 0,15+0,05 kat ve
0,40+0,15 kat azaltmistir (p<0,05). Kendi kontroliyle kiyaslandiginda kontralateral kortekste
55. gunlerde CDNF veya MANF tedavileri interlokin-1beta seviyesini gen duzeyinde
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istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla 0,15+0,06 kat ve 0,52+0,04 kat azaltmistir
(Tablo 4.10.1.2.).
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4.10.2. Tiumor Nekroz Faktorii Alfa (TNFa)

Tablo 4.10.2.1 ipsilateral striatum ve kortekste TNF-Alfa'nin gen seviyesindeki analizi

TNF-a (Kat degisimi)

Ipsilateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,62+0,05* | 1,35+0,08 | 0,30+0,13* | 0,48+0,03* 1,430,76 1,17+0,65 0,14+0,02* | 0,58+0,21
ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,75+0,10 | 1,96+0,34* | 0,24+0,04* | 0,33+0,10* | 1,91+0,21* 1,93+0,97 0,14+0,05* | 0,76+0,19

Tablo 4.10.2.2 Kontralateral striatum ve kortekste TNF-Alfa’nin gen seviyesindeki analizi

TNF-a (Kat degigimi)

Kontralateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,60+0,36 2,65+1,08 0,54+0,25 0,83+0,24 0,18+0,06* | 0,61+0,18 0,13+0,12 | 0,42+0,12*
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,36+0,08 1,40+0,10 0,13+0,12 0,194£0,04* | 0,47+0,26 0,79+0,46 0,09+0,09 0,39+0,22

Kendi kontrolUyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 3. glinde CDNF tedavisi TNF-
Alfa seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli dlgude 0,62+0,05 kat azaltirken,
MANF tedavisi ise istatistiksel olarak anlamli olmasa da 1,35+0,08 kat arttirmistir. 14. gtinde
CDNF veya MANF tedavileri 55. glinde ise sadece CDNF tedavisi TNF-Alfa seviyesini gen
duzeyinde istatistiksel olarak anlamli dl¢cide sirasiyla 14. ginde 0,30+0,13 kat ve 0,48+0,03
kat, 55. glinde 0,14+0,02 kat azaltmistir (p<0,05). Kendi kontroliyle kiyaslandiginda
ipsilateral kortekste 14. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi 55. glinde sadece CDNF
tedavisi TNF-Alfa seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli élglide sirasiyla 14.
ginde 0,2410,04 kat ve 0,33+0,10 kat, 55. gunde 0,14+0,05 kat azaltmig, 28. glnde ise
sadece CDNF tedavisi TNF-alfa seviyesini istatistiksek olarak anlaml ol¢iide 1,91+0,21 kat
arttirmistir (Tablo 4.10.2.1., p<0,05).

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 3. giinde CDNF tedavisi
TNF-Alfa seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da azaltirken, MANF
tedavisi ise arttirmistir. 28. ginde CDNF tedavisi, 55. ginde ise MANF tedavisi TNF-Alfa
seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli dlgide sirasiyla 0,18+0,06 kat ve
0,42+0,12 kat azaltmistir (p<0,05). Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral kortekste
14. gunde MANF tedavisi, TNF-Alfa seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli
Olcide 0,1910,04 kat azaltmistir (Tablo 4.10.2.2., p<0,05).
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4.10.3. Donustiricii Bilyiime Faktorii Beta (TGFpB)

Tablo 4.10.3.1 ipsilateral striatum ve kortekste TGF-Beta1'in gen seviyesindeki analizi

TGF-B1 (Kat degisimi)

Ipsilateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,77+0,05 0,8940,05 1,46+0,46 1,38+0,51 0,8940,20 1,74+0,12* | 0,38+0,03* | 1,18+0,09
ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,02+0,14 1,1540,18 1,04+0,08 1,20+0,12 0,65+0,20 | 0,67+0,05* | 0,35+0,01* | 1,39+0,11

Tablo 4.10.3.2 Kontralateral striatum ve kortekste TGF-Beta1'’in gen seviyesindeki analizi

TGF-B1 (Kat degisimi)

Kontralateral Striatum
3. giin 14. giin 28. giin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,80+0,49 2,42+0,58 1,20+0,10 1,34+0,27 0,87+0,11 0,70£0,09 0,44+0,05* | 0,61+0,07
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,29+0,06 1,25+0,11 1,31+0,08 1,05+0,08 0,78+0,11 1,01+0,13 0,58+0,18 0,76%0,26

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 3. giinde hem CDNF hem de
MANF tedavisi TGF-Beta1’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
sirasiyla 0,77+0,05 kat ve 0,89+0,05 kat azaltmigtir. 28. giinde MANF tedavisi TGF-Beta1’in
seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli dlgude 1,74+0,12 kat arttirirken, 55.
ginde CDNF tedavisi istatistiksel olarak anlaml dlgide 0,38+0,03 kat azaltmistir (p<0,05).
Kendi kontroluyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 28. ginde MANF tedavisi, 55. gliinde
ise CDNF tedavisi TGF-Beta1’in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamli dlgude
sirasiyla 0,67%0,05 kat ve 0,3510,01 kat azaltmistir (Tablo 4.10.3.1., p<0,05).

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 3. giinde hem CDNF hem
de MANF tedavisi TGF-Beta1’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa
da sirasiyla 1,80+0,49 kat ve 2,42+0,58 kat arttirmigtir. 55. ginde CDNF tedavisi TGF-
Betal’nin seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamh &lgide 0,44+0,05 Kkat
azaltmistir (p<0,05). Kendi kontroltiyle kiyaslandiginda kontralateral kortekste 55. glinde hem
CDNF hem de MANF tedavisi TGF-Beta’nin seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak
anlamh olmasa da sirasiyla 0,58+0,18 kat ve 0,76+0,26 kat azaltmistir (Tablo 4.10.3.2.,
p<0,05).
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4.10.4. Vaskiiler Endotelyal Biyiime Faktori (VEGF-A)

Tablo 4.10.4.1 ipsilateral striatum ve kortekste VEGF-A’nin gen seviyesindeki analizi

VEGF-A (Kat degisimi)

Ipsilateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,66+£0,09* | 0,70%0,07 1,14+0,14 0,76+0,50 1,19+0,04 1,67+0,01* 1,14+0,09 1,10+0,08
ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,7040,07 0,9640,12 1,15+0,21 1,06+0,08 1,04+0,10 1,28+0,05 1,18+0,02 1,11+0,06

Tablo 4.10.4.2 Kontralateral striatum ve kortekste VEGF-A'nin gen seviyesindeki analizi

VEGF-A (Kat degisimi)

Kontralateral Striatum
3. giin 14. giin 28. giin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,04+0,04 1,7310,22 1,36+0,71 1,64+0,33 0,89+0,07 1,00+0,10 1,01+0,03 1,05+0,09
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,01+0,11 1,5040,11 1,40+0,08 1,30+0,02 0,81+0,11 1,32+0,03 1,01+0,06 0,97+0,03

Kendi kontroliyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 3. giinde CDNF tedavisi
VEGF-A'nin seviyesini gen dlzeyinde istatistiksel olciide 0,66+0,09 kat azaltirken, MANF
tedavisi ise VEGF-A'nin seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
0,70+0,07 kat azaltmistir. 28. ginde MANF tedavisi VEGF-A'nin seviyesini gen dizeyinde
istatistiksel olarak anlamh olclide 1,67x0,01 kat arttirmistir (p<0,05). Kendi kontrollyle
kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 55. ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi VEGF-
A’nin seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla 1,18+0,02 kat
ve 1,11+0,06 kat arttirmistir (Tablo 4.10.4.1.).

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 3. glinde hem CDNF hem
de MANF tedavisi VEGF-A'nin seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa
da sirasiyla 1,04+0,04 kat ve 1,7310,22 kat arttirmistir. 55. glinde hem CDNF hem de MANF
tedavisi VEGF-A’nin seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla
1,01+0,03 kat ve 1,05+0,09 kat arttirmistir. Kendi kontrolUyle kiyaslandiginda kontralateral
kortekste 55. ginde CDNF tedavisi VEGF-A'nin seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak
anlamh olmadan 1,01+0,06 kat arttirsa da MANF tedavisi 0,97+0,03 kat azaltmistir (Tablo
4.10.4.2).
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4.10.5. Vaskiiler Endotelyal Biyiime Faktori (VEGF-B)

Tablo 4.10.5.1 ipsilateral striatum ve kortekste VEGF-B’nin gen seviyesindeki analizi

VEGF-B (Kat degisimi)

Ipsilateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,15+0,04 1,2240,07 1,06+0,07 0,9940,05 1,17£0,12 | 2,09+0,13* 1,18+0,09 1,11£0,10
ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,20£0,10 1,3510,05 1,15+0,05 1,23+0,09 0,9310,07 1,27+0,08 1,16+0,14 1,09+0,06

Tablo 4.10.5.2 Kontralateral striatum ve kortekste VEGF-B’nin gen seviyesindeki analizi

VEGF-B (Kat degisimi)

Kontralateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,96+0,16 1,16+0,13 1,2610,04 1,48+0,08* | 0,87+0,12 1,0240,07 1,1310,18 1,00£0,02
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,05+0,04 0,95+0,05 1,2910,03 1,351£0,07 0,81+£0,03 1,2610,07 1,211£0,14 1,051£0,14

Kendi kontroliyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda hem CDNF hem de MANF
tedavisi VEGF-B’nin seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla
1,15+0,04 kat ve 1,22+0,07 kat arttirmistir. 28. glinde MANF tedavisi VEGF-B’nin seviyesini
gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli dlgude 2,09+0,13 kat arttirmistir (p<0,05). Kendi
kontroluyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 55. glinde hem CDNF hem de MANF
tedavisi VEGF-B’nin seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla
1,16+0,14 kat ve 1,0940,06 kat arttirmistir (Tablo 4.10.5.1).

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 3. giinde CDNF tedavisi
VEGF-B’nin seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da 0,96+0,16 kat
azaltirken, MANF tedavisi ise 1,161£0,13 kat arttirmigtir. 14. ginde MANF tedavisi VEGF-
B’nin seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamh 6l¢cide 1,48+0,08 kat arttirmistir
(p<0,05). Kendi kontroluyle kiyaslandiginda kontralateral kortekste 55. ginde hem CDNF
hem de MANF tedavisi VEGF-B’nin seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli
olmasa da sirasiyla 1,21+0,14 kat ve 1,0510,14 kat arttirmisgtir (Tablo 4.10.5.2.).
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4.10.6. Matriks Metallopeptidaz 9 (MMP-9)

Tablo 4.10.6.1 ipsilateral striatum ve kortekste MMP9'un gen seviyesindeki analizi

MMP-9 (Kat degisimi)

Ipsilateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,45+0,16* | 0,55+0,05* | 0,57+0,05 0,49+0,09 1,14+0,06 1,87+0,31* 1,19+0,28 1,44+0,04*
ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,54+0,10 0,7610,12 1,20+0,01 0,90+0,67 1,16+0,18 1,23+0,24 0,90+0,25 1,11+0,23

Tablo 4.10.6.2 Kontralateral striatum ve kortekste MMP9’un gen seviyesindeki analizi

MMP-9 (Kat degigimi)

Kontralateral Striatum
3. giin 14. giin 28. giin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,1240,20 1,86+0,12 0,69+0,13 1,20+0,34 1,02+0,29 1,25+0,48 1,12+0,50 1,82+0,98
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,87+0,19 1,67+0,55 0,88+0,41 0,91+0,38 1,25+0,36 2,80%1,20 1,23+0,42 1,97+0,39*

Kendi kontroluyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda hem CDNF hem de MANF
tedavisi MMP9Q’'un seviyesini gen dlzeyinde istatistiksel olarak anlamli oOlclide sirasiyla
0,45+0,16 kat ve 0,55£0,05 kat azaltmistir. Hem 28. giinde hem de 55. ginde MANF tedavisi
MMP9’un seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli élgiide sirasiyla 1,87+0,31 kat
ve 1,44+0,04 kat arttirmistir (p<0,05). Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste
55. ginde CDNF tedavisi MMP9'un seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamh
olmasa da 0,90+0,25 kat azaltirken MANF tedavisi ise 1,11+0,23 kat arttirmistir. (Tablo
4.10.6.1.)

Kendi kontrollUyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda hem CDNF hem de MANF
tedavisi MMP9Q’'un seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli oélglide sirasiyla
1,12+0,20 kat ve 1,86+0,12 kat arttirmistir. 55. ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi
MMP9’un seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla 1,12+0,50
kat ve 1,82+0,98 kat arttirmistir. Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral kortekste 55.
gunde MANF tedavisi MMPQ’un seviyesini gen dluzeyinde istatistiksel olarak anlamli dlgude
1,97+0,39 kat arttirmistir (Tablo. 4.10.6.2., p<0,05)
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4.10.7. Biyiime ile ilgili Protein 43 (GAP43)

Tablo 4.10.7.1 ipsilateral striatum ve kortekste GAP43'lin gen seviyesindeki analizi

GAP43 (Kat degisimi)

Ipsilateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,48+0,07* | 1,5540,06* 1,07+0,18 0,68+0,11 1,31£0,18 | 2,27+0,26* 1,50+0,40 1,18+0,36
ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,51+0,20 1,471+0,11 1,02+0,20 0,64+0,10 1,11+0,03 1,64+0,05* 1,43+0,12 1,22+0,09

Tablo 4.10.7.2 Kontralateral striatum ve kortekste GAP43’Un gen seviyesindeki analizi

GAP43 (Kat degisimi)

Kontralateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,09+0,03 1,09+1,08 0,79+0,10 0,71+0,01 0,82+0,07 1,4810,23 1,49+0,03* 1,331£0,04
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,9940,5 0,96+0,04 0,81+0,02 0,75+0,08 0,68+0,04 1,1240,02 1,49+0,02* 1,11+£0,07

Kendi kontroliyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda hem CDNF hem de MANF
tedavisi GAP43’lUin seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli élglide sirasiyla
1,48+0,07 kat ve 1,55+0,06 kat arttirmistir. 28. glinde MANF tedavisi GAP43’lin seviyesini
gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli dlgude 2,27+0,26 kat arttirmistir (p<0,05). Kendi
kontroluyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 28. ginde MANF tedavisi GAP43’Un
seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli élglide 1,64+0,05 kat arttirmistir (Tablo
4.10.7.1., p<0,05).

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda hem CDNF hem de MANF
tedavisi GAP43’Un seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla
1,09+0,03 kat ve 1,09+1,08 kat arttirmigtir. 55. ginde CDNF tedavisi GAP43’ln seviyesini
gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli dlgide 1,49+0,03 kat arttirmistir (p<0,05). Kendi
kontrolUyle kiyaslandiginda kontralateral kortekste 55. ginde CDNF tedavisi GAP43’lUn
seviyesini gen dlzeyinde istatistiksel olarak anlamh dl¢iide 1,49+0,02 kat arttirmigtir (Tablo
4.10.7.2., p<0,05).
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4.10.8. Siliyer Norotrofik Faktor (SNF, CNTF)

Tablo 4.10.8.1 ipsilateral striatum ve kortekste CNTF’nin gen seviyesindeki analizi

CNTF (Kat degisimi)

Ipsilateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,73+0,02 0,6740,10 1,05+0,11 1,22+0,10 1,20+0,29 1,10+0,15 0,38+0,01 0,77+0,07
Ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,85+0,17 0,7040,07 1,04+0,03 1,38+0,18 1,09+0,13 0,87+0,07 0,39+0,02* | 0,81+0,05

Tablo 4.10.8.2 Kontralateral striatum ve kortekste CNTF’nin gen seviyesindeki analizi

CNTF (Kat degisimi)

Kontralateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
2,20+0,37* | 2,00+0,12* 1,411£0,27 1,141£0,19 1,81+£0,06 | 2,00+0,37* 0,52+0,15 0,73+0,06
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,60%0,08 1,61+0,18 1,184£0,11 1,041£0,10 1,92+0,15* 1,811£0,57 0,47+0,15 0,74+£0,15

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 3. ginde hem CDNF hem de
MANF tedavisi CNTF’nin seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
sirasiyla 0,7310,02kat ve 0,67+0,10 kat azaltmistir. 55. ginde hem CDNF hem de MANF
tedavisi CNTF’nin seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla
0,38+0,01 kat ve 0,77+0,07 kat azaltmistir. Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral
kortekste 55. ginde CDNF tedavisi CNTF’nin seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak
anlamh dlg¢ide 0,39+0,02 kat azaltmistir (Tablo 4.10.8.1., p<0,05).

Kendi kontrolUyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 3. ginde hem CDNF hem
de MANF tedavisi CNTF’nin seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli élglide
sirasiyla 2,20+0,37 kat ve 2,00£0,12 kat arttirmistir. 28. glinde MANF tedavisi CNTF’nin
seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli o6lgide 2,00+0,37 kat arttirmistir
(p<0,05). Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral kortekste 28. ginde CDNF tedauvisi
CNTF’nin seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli dlgide 1,92+0,15 kat
arttirmistir (Tablo 4.10.8.2., p<0,05).
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4.10.9. Beyin Kokenli Norotrofik Faktor (BKNF, BDNF)

Tablo 4.10.9.1 ipsilateral striatum ve kortekste BDNF’nin gen seviyesindeki analizi

BDNF (Kat degisimi)

Ipsilateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,39+0,27 0,7040,03 1,29+0,25 1,87+0,37 0,8310,05 0,74+0,07 1,15+0,01 1,09+0,05
ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,64+0,26 0,81+0,11 1,23+0,08 | 2,04+0,19* | 0,66+0,04 0,58+0,03 1,04+0,25 1,19+0,34

Tablo 4.10.9.2 Kontralateral striatum ve kortekste BDNF’nin gen seviyesindeki analizi

BDNF (Kat degisimi)

Kontralateral Striatum
3. giin 14. giin 28. giin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,34+0,29 0,98+0,16 3,14+0,17* | 4,38+0,52* | 2,54+0,31* | 2,51+0,34* 1,01+0,11 0,91+0,05
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,1940,10 0,89+0,04 | 2,62+0,27* | 4,41+0,57* | 2,44+0,22* | 2,38+0,23* 1,13+0,26 0,89+0,13

Kendi kontroliyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 3. giinde CDNF tedavisi
BDNF’nin seviyesini gen dlizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa 1,39%0,27 kat
arttinrken, MANF tedavisi ise BDNF’nin seviyesini gen duzeyinde 0,70+0,03 kat azaltmistir.
55. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi BDNF’nin seviyesini gen diizeyinde istatistiksel
olarak anlaml olmasa da sirasiyla 1,15+0,01 kat ve 1,09+0,05 kat arttirmistir. Kendi
kontroluyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 55. ginde hem CDNF hem de MANF
tedavisi BDNF’nin seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da 1,04+0,25
kat ve 1,19+0,34 kat arttirmistir (Tablo 4.10.9.1).

Kendi kontroliyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 3. ginde CDNF tedavisi
BDNF’nin seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa 1,34+0,29 kat
arttinrken, MANF tedavisi ise BDNF’nin seviyesini gen duzeyinde 0,98+0,16 kat azaltmistir.
14. ginde ve 28. gunde hem CDNF hem de MANF tedavisi BDNF’nin seviyesini gen
dizeyinde istatistiksel olarak anlamli él¢lide sirasiyla 14. glinde 3,14+0,17 kat ve 4,3810,52
kat, 28. ginde 2,54+0,31 kat ve 2,5110,34 kat arttirmistir (p<0,05). Kendi kontrollyle
kiyaslandiginda kontralateral kortekste 14. glinde ve 28. ginde hem CDNF hem de MANF
tedavisi BDNF’nin seviyesini gen dlzeyinde istatistiksel olarak anlamli dlgide sirasiyla 14.
gunde 2,62+0,27 kat ve 4,41+£0,57 kat, 28. gunde 2,44+0,22 kat ve 2,38+0,23 kat arttirmistir
(Tablo 4.10.9.2., p<0,05)
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4.10.10. Serebral Dopamin Norotrofik Faktor (SDNF, CDNF)

Tablo 4.10.10.1 ipsilateral striatum ve kortekste CDNF’nin gen seviyesindeki analizi

CDNF (Kat degisimi)

Ipsilateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,97+0,15 0,9240,53 1,92+1,61 1,81+£1,91 1,44+0,52 1,46+0,33 1,10+0,34 0,94+0,26
ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,93+0,39 0,9040,58 1,06+0,15 1,21+0,45 0,81+0,17 0,87+0,06 1,07+0,12 0,77%0,09

Tablo 4.10.10.2 Kontralateral striatum ve kortekste CDNF’nin gen seviyesindeki analizi

CDNF (Kat degisimi)

Kontralateral Striatum
3. giin 14. giin 28. giin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,96+0,31 1,01+0,15 1,13+0,33 1,40+0,25 0,64+0,18 0,89+0,31 1,03+0,83 0,81+0,46
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,01+0,13 1,32+0,33 0,81+0,17 1,22+0,13 0,73%0,16 0,96+0,38 0,8710,26 0,81+0,23

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 3. giinde hem CDNF hem de
MANF tedavisi CDNF’nin seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
sirasiyla 0,97+0,15 kat ve 0,92+0,53 kat azaltmistir. 55. giinde CDNF tedavisi CDNF’nin
seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da 1,10+0,34 kat arttirken,
MANF tedavisi ise 0,9410,26 kat azaltmistir. Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral
kortekste 55. guinde CDNF tedavisi CDNF’nin seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak
anlamli olmasa da 1,07+£0,12 kat arttirken, MANF tedavisi ise 0,77+0,09 kat azaltmistir
(Tablo 4.10.10.1.).

Kendi kontroliyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 3. ginde CDNF tedavisi
CDNF’nin seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamh olmasa da 0,96+0,31 kat
azaltirken, MANF tedavisi ise CDNF’nin seviyesini gen dizeyinde 1,01+0,15 kat arttirmistir.
55. ginde CDNF tedavisi CDNF’nin seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamh
olmasa da 1,03%0,83 kat arttirken, MANF tedavisi ise 0,81+0,46 kat azaltmistir. Kendi
kontroluyle kiyaslandidinda kontralateral kortekste 55. ginde hem CDNF tedavisi hem de
MANF tedavisi CDNF’nin seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
0,87+0,26 kat ve 0,81+0,23 kat azaltmistir (Tablo 4.10.10.2.).
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4.10.11. Mezensefalik Astrosit-tiirevli Norotrofik Faktor (MANF)

Tablo 4.10.11.1 ipsilateral striatum ve kortekste MANF’In gen seviyesindeki analizi

MANF (Kat degisimi)

Ipsilateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,8010,04 0,7940,04 1,10+0,01 1,07+0,01 0,9540,14 1,01+0,17 0,67+0,03 0,6910,11
ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,96+0,09 0,9740,04 0,95+0,08 0,92+0,02 0,81+0,06 1,16+0,04 0,69+0,04 0,76%0,07

Tablo 4.10.11.2 Kontralateral striatum ve kortekste MANF’In gen seviyesindeki analizi

MANF (Kat degisimi)

Kontralateral Striatum
3. giin 14. giin 28. giin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,34+0,04 1,2940,02 1,93+0,26* | 1,61+£0,15 1,17+0,10 0,96+0,11 0,85+0,10 0,84+0,09
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,21+0,06 1,11+0,03 1,70+0,44 1,51+0,18 0,92+0,10 1,03+0,06 0,99+0,11 0,82+0,05

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 3. giinde hem CDNF hem de
MANF tedavisi MANF’In seviyesini gen dlzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
sirasiyla 0,80+0,04 kat ve 0,79+0,04 kat azaltmistir.55. ginde hem CDNF hem de MANF
tedavisi MANF’In seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla
0,67+0,03 kat ve 0,69+0,11 kat arttirmistir. Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral
kortekste 55. ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi MANF’In seviyesini gen duzeyinde
istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla 0,69+0,04 kat ve 0,76+0,07 kat arttirmigtir
(Tablo 4.10.11.1.).

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 3. giinde hem CDNF hem
de MANF tedavisi MANF’In seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
sirasiyla 1,3410,04 kat ve 1,2910,02 kat arttirmistir. 14. glinde CDNF tedavisi MANF’In
seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli élglide 1,93+0,26 kat arttirirken, 55.
ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi MANF’In seviyesini gen duzeyinde istatistiksel
olarak anlamli olmasa da sirasiyla 0,85+0,10 kat ve 0,84+0,09 kat arttirmistir (p<0,05). Kendi
kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral kortekste 55. ginde hem CDNF hem de MANF
tedavisi MANF’In seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla
0,99+0,11 kat ve 0,82+0,05 kat arttirmistir (Tablo 4.10.11.2.).
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4.10.12. Noéronal Hiicresel Adhezyon Molekiilii 1 (Ncam1)

Tablo 4.10.12.1 ipsilateral striatum ve kortekste Ncam1’in gen seviyesindeki analizi

Ncam1 (Kat degisimi)

Ipsilateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,84+0,09* | 1,47+0,10 1,13+0,06 0,69+0,03 1,32+0,11 2,10+0,35* 1,31+0,01 1,39+0,06
Ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,85+0,14 17,9140,17 1,16+0,15 0,72+0,10 1,20+£0,14 | 2,67+0,08* 1,30+0,07 1,43+0,07

Tablo 4.10.12.2 Kontralateral striatum ve kortekste Ncam1’in gen seviyesindeki analizi

Ncam1 (Kat degisimi)

Kontralateral Striatum
3. giin 14. giin 28. giin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,35+0,10 1,131£0,04 0,96+0,03 0,79+0,02 0,8310,04 1,04+0,02 1,58+0,23 1,38+0,29
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,29+0,05 1,00£0,02 0,90+0,11 0,82+0,10 0,71£0,03 1,16+0,09 1,61+0,07* | 1,32+0,05

Kendi kontroliyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 3. giinde CDNF tedavisi
Ncam?’in seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamh ol¢lide 1,84+0,09 kat
arttinrken, MANF tedavisi ise Ncam1’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli
olmasa da 1,47+0,10 kat arttirmistir. 28. ginde MANF tedavisi Ncam1’in seviyesini gen
dizeyinde istatistiksel olarak anlamli o6lgide 2,10+0,35 kat arttirmistir (p<0,05). Kendi
kontroluyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 28. gunde MANF tedavisi Ncam?’in
seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli élglide 2,67+0,08 kat arttirmistir (Tablo

4.10.12.1., p<0,05)

Kendi kontrolUyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 3. ginde hem CDNF hem
de MANF tedavisi Ncam1’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
sirasiyla kat ve kat arttirmistir. 55. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi Ncam1’in
seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlaml olmasa da sirasiyla 1,5840,23 kat ve
1,38+0,29 kat arttirmistir. Kendi kontroliyle kiyaslandijinda kontralateral kortekste 55.
gunde CDNF tedavisi Ncam1’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlaml 6lgtide
1,61+0,07 kat arttirmistir (Tablo 4.10.12.2., p<0,05).
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4.10.13. Efrin A5

Tablo 4.10.13.1 ipsilateral striatum ve kortekste Efrin A5’in gen seviyesindeki analizi

Efrin A5 (Kat degisimi)

Ipsilateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,76£0,12* | 1,0440,02 1,62+0,20 1,42+0,14 1,12+0,09 1,13+0,04 1,160,07 1,08+0,12
ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,8610,21 1,4440,15 1,78£0,24* 1,31+0,08 0,9940,02 1,210,07 1,17+0,11 1,150,115

Tablo 4.10.13.2 Kontralateral striatum ve kortekste Efrin A5’in gen seviyesindeki analizi

Efrin A5 (Kat degisimi)

Kontralateral Striatum
3. giin 14. giin 28. giin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,23+0,02 1,42+0,08 1,563+0,11 1,45+0,16 1,37+0,04 1,54+0,13 0,71£0,08 0,85+0,09
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,09+0,14 1,1840,13 1,36+0,08 1,16+0,06 1,30+0,09 1,74+0,06* 0,76x£0,13 0,93+0,15

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 3. ginde CDNF tedavisi Efrin
A5’in seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamh o6lctide 1,76+£0,12 kat arttirirken,
MANF tedavisi ise Efrin A5’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
1,04+0,02 kat arttirmigtir. 55. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi Efrin A5’in seviyesini
gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla 1,16+0,07 kat ve 1,08+0,12 kat
arttirmistir. Kendi kontrolUyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 14. ginde CDNF tedavisi
Efrin A5’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli élgiide 1,78+0,24 arttirmigtir.
(Tablo 4.10.13.1., p<0,05)

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 3. glinde hem CDNF hem
de MANF tedavisi tedavisi Efrin A5’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlaml
olmasa da sirasiyla 1,23+0,02 kat ve 1,42+0,08 kat arttirmistir. 55. ginde hem CDNF hem
de MANF tedavisi Efrin A5’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
siraslyla 0,71+0,08 kat ve 0,85+0,09 kat azaltmistir. Kendi kontroliyle kiyaslandiginda
kontralateral kortekste 28. gunde MANF tedavisi Efrin A5’in seviyesini gen dizeyinde
istatistiksel olarak anlamli él¢cide 1,74+0,06 kat arttirmigtir (Tablo 4.10.13.2., p<0,05).
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4.10.14. Efrin B1

Tablo 4.10.14.1 ipsilateral striatum ve kortekste Efrin B1’in gen seviyesindeki analizi

Efrin B1 (Kat degisimi)

Ipsilateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,81+0,11 0,7040,03 1,28+0,19 1,13+0,11 1,07+0,19 1,11+0,10 1,07+0,26 0,9040,25
ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,01+0,18 0,7540,11 1,27+0,17 1,29+0,10 0,9540,14 1,12+0,08 1,22+0,17 1,01+0,23

Tablo 4.10.14.2 Kontralateral striatum ve kortekste Efrin B1’in gen seviyesindeki analizi

Efrin B1 (Kat degisimi)

Kontralateral Striatum
3. giin 14. giin 28. giin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,03+0,24 1,18+0,08 1,64+0,20 1,32+0,02 0,80£0,07 0,88+0,07 1,18+0,22 1,01+0,28
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,93+0,05 1,10+0,05 1,38+0,15 1,15+0,11 0,77+£0,10 0,87+0,06 1,14+0,16 0,83+0,18

Kendi kontroliyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda hem CDNF hem de MANF
tedavisi Efrin B1’in seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla
0,81+0,11 kat ve 0,70+0,03 kat azaltmistir. 55. giinde CDNF tedavisi Efrin B1’in seviyesini
gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da 1,07+0,26 kat arttirirken, MANF tedavisi
ise 0,90+0,25 kat azaltmistir. Kendi kontroliuyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 55.
ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi Efrin B1’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel
olarak anlamh olmasa da sirasiyla 1,22+0,17 kat ve 1,01+0,23 kat arttirmistir (Tablo
4.10.14.1.).

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 3. ginde hem CDNF hem
de MANF tedavisi Efrin B1’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
sirasiyla 1,03+0,24 kat ve 1,18+0,08 kat arttirmigtir. 55. giinde hem CDNF hem de MANF
tedavisi Efrin B1’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla
1,18+0,22 kat ve 1,01+0,28 kat arttirmistir. Kendi kontroliyle kiyaslandiginda kontralateral
kortekste 55. gunde CDNF tedavisi Efrin B1’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak
anlamli olmasa da 1,14+0,16 kat arttirirken, MANF tedavisi ise 0,83%0,18 kat azaltmistir
(Tablo 4.10.14.2.).
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4.10.15. Versican

Tablo 4.10.15.1 ipsilateral striatum ve kortekste Versican’'in gen seviyesindeki analizi

Versican (Kat degisimi)

Ipsilateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,09+0,08 1,0410,07 1,44+0,27 1,63+0,34 1,13+0,15 1,82+0,17* 1,02+0,05 1,05+0,11
ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,25+0,02 1,3210,06 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 4.10.15.2 Kontralateral striatum ve kortekste Versican’in gen seviyesindeki analizi

Versican (Kat degisimi)

Kontralateral Striatum
3. giin 14. giin 28. giin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,61+0,34 1,21+0,19 1,68+0,11 1,30+0,30 0,53£0,07 0,58+0,04 0,75£0,13 0,67+0,13
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,21+0,19 1,57+0,07 1,62+0,08* | 1,18%£0,15 | 0,56+0,02* | 0,74+0,05 0,56%0,05 0,69+0,11

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 3. giinde hem CDNF hem de
MANF tedavisi Versican'in seviyesini gen diizeyinde istatistiksel olarak anlaml olmasa da
sirasiyla 1,09+0,08 kat ve 1,04+0,07 kat arttirmistir. 28. ginde MANF tedavisi Versican’in
seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli oOlgide 1,82+0,17 kat arttirmistir
(p<0,05). Kendi kontroliyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 55. ginde hem CDNF
tedavisi hem de MANF tedavisi Versican’in seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak
anlaml olmasa da 1,06+0,19 kat ve 1,24+0,16 kat arttirmistir (Tablo 4.10.15.1.).

Kendi kontrolUyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 3. ginde hem CDNF hem
de MANF tedavisi Versican'in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
sirasiyla 1,61+0,34 kat ve 1,21+£0,19 kat arttirmigtir. 55. ginde hem CDNF tedavisi hem de
MANF tedavisi Versican’in seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
0,75+0,13 kat ve 0,67+0,13 kat azaltmistir. Kendi kontrollyle kiyaslandijinda kontralateral
kortekste 14. ginde CDNF tedavisi Versican’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak
anlamh élgtide 1,62+0,08 kat arttirirken, 28. ginde CDNF tedavisi 0,56+0,02 kat azaltmistir
(Tablo 4.10.15.2., p<0,05).
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4.10.16. Norocan

Tablo 4.10.16.1 ipsilateral striatum ve kortekste Nérocan’in gen seviyesindeki analizi

Norocan (Kat degisimi)

Ipsilateral Striatum
3. glin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,27+0,03 1,1740,17 1,72+0,19* 1,62+0,25 1,41+0,61 1,21+£0,48 1,38+0,29 1,51+0,28
ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,32+0,12 1,1940,05 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 4.10.16.2 Kontralateral striatum ve kortekste Nérocan’in gen seviyesindeki analizi

Norocan (Kat degisimi)

Kontralateral Striatum
3. giin 14. giin 28. giin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,96+0,02 1,26+0,08 1,94+0,47 1,92+0,48 1,00+0,15 0,90£0,13 1,12+0,03 0,9610,22
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,02+0,02 1,1540,12 1,81+0,09* | 1,51+0,09 0,56%0,02 0,98+0,13 1,32+0,07 0,90+0,06

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 3. giinde hem CDNF hem de
MANF tedavisi Norocan’in seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
sirasiyla 1,27+0,03 kat ve 1,17x0,17 kat artirmistir. 55. giinde hem CDNF hem de MANF
tedavisi Nérocan'’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla
1,3840,29 kat ve 1,51+0,28 kat arttirmistir. Kendi kontroliyle kiyaslandiginda ipsilateral
kortekste 55. giinde hem CDNF hem de MANF tedavisi Norocan’in seviyesini gen diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla 1,20+0,10 kat ve 1,12+0,13 kat arttirmigtir
(Tablo 4.10.16.1.).

Kendi kontroliyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 3. ginde CDNF tedavisi
Norocan’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da 0,96+0,02 kat
azaltirken, MANF tedavisi ise Norocan’in seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamh
olmasa da 1,26+0,08 kat arttirmistir. 55. giinde CDNF tedavisi Nérocan’in seviyesini gen
dizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da 1,12+0,03 kat arttirirken, MANF tedavisi
0,96+0,22 kat azaltmigtir. Kendi kontroliyle kiyaslandiginda kontralateral kortekste 14.
glinde CDNF tedavisi Nérocan’in seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli élglide
1,8110,09 kat arttirmistir (Tablo 4.10.16.2., p<0,05).
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4.10.17. Netrin-1

Tablo 4.10.17.1 ipsilateral striatum ve kortekste Netrin-1’in gen seviyesindeki analizi

Netrin-1 (Kat degigimi)

Ipsilateral Striatum
3. gin 14. giin 28. glin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
0,93+0,03 1,2410,04 0,95+0,02 0,76+0,02 1,12+0,02 1,51+0,06 0,89+0,16 0,95+0,14
ipsilateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,15+0,02 1,6510,01 0,9410,31 0,80+0,18 0,9940,18 1,34+0,15 0,93+0,09 1,04+0,08

Tablo 4.10.17.2 Kontralateral striatum ve kortekste Netrin-1'in gen seviyesindeki analizi

Netrin-1 (Kat degisimi)

Kontralateral Striatum
3. giin 14. giin 28. giin 55. giin
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,50+0,08 0,84+0,01 0,86+0,17 0,79+0,11 0,76x0,11 0,68+0,03 2,41+0,25* 1,48+0,13
Kontralateral Korteks
CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF CDNF MANF
1,14+0,05 0,6910,03 0,83+0,09 0,70£0,10 0,58%0,03 0,88+0,07 2,07+0,12* | 1,69+0,08*

Kendi kontroliyle kiyaslandiginda ipsilateral striatumda 3. giinde CDNF tedavisi
Netrin-1'in seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da 0,93+0,03 kat
azaltirken, MANF tedavisi ise Netrin-1’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlaml
olmasa da 1,24+0,04 kat arttirmistir. 55. ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi Netrin-
L’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da sirasiyla 0,89+0,16 kat ve
0,95+0,14 kat azaltmistir. Kendi kontrollyle kiyaslandiginda ipsilateral kortekste 55. glinde
CDNF tedavisi Norocan’in seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
0,93+0,09 kat azaltirken, MANF tedavisi 1,04+0,08 kat arttirmigtir (Tablo 4.10.17.1).

Kendi kontrollyle kiyaslandiginda kontralateral striatumda 3. ginde CDNF tedavisi
Netrin1’in seviyesini gen dizeyinde istatistiksel olarak anlamh 6lgude 1,50+0,08 kat arttirken,
MANF tedavisi Netrin1’in seviyesini gen duzeyinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
0,84+0,01 kat azaltmistir. 55. gunde CDNF tedavisi Netrin1’in seviyesini gen dizeyinde
istatistiksel olarak anlamli dlgide 2,41+0,25 kat, MANF tedavisi ise istatistiksel olarak anlamli
olmasa da 1,48+0,13 kat arttirmigtir. Kendi kontroluyle kiyaslandiginda kontralateral
kortekste 55. ginde hem CDNF hem de MANF tedavisi Ntn1’in seviyesini gen dlizeyinde
istatistiksel olarak anlamli dl¢ide sirasiyla 2,07+0,12 kat ve 1,69+0,08 kat arttirmistir (Tablo

4.10.17.2.).
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4.11. Fonksiyonel geri kazanim ile ilgili davranig testleri
4.11.1. Iskemi sonrasi davranis testlerinin degerlendirilmesi

Fonksiyonel noérolojik iyilesme beyin felci operasyonlarindan sonra 3., 14., 28. ve 42.
glinlerde yapilan davranis testleri ile degerlendirilmistir. ilk davranis testleri beyin felcinden

once taban c¢izgi (baseline) olusturmak amaciyla yapilmistir.

4.11.2. El gekme/kavrama giciiniin degerlendirilmesi
El CekmefKavrama Glcl
{Grip Strangth Testi)

100 - ~{— Kontrol
—B— CDNF *

75 - =3—- MANF
E
& a0
L)

25 -

D L L] L] L 1
iskemi 3. gin 14. giin 28. gin 42 giin

Sekil 4.11.2.1. isk;nmc;asslonraa el cekme/kavrama gucunin degerlendirilmesi.

Farelerin beyin felci sonrasindaki ¢ekme/kavrama gucindeki degdisimlerin
belilenmesi amaciyla el gekme gucu testi yapiimisgtir. 3., 14., 28. ve 42. gunlerde yapilan
testlerin sonucu operasyon Oncesiyle kiyaslandiginda, 42. gunde kontrol grubuna goére
CDNF tedavisi el gekme glcunl istatistiksel olarak anlaml derecede artirmistir (Sekil
4.11.2.1., F(2.15)=20,756 p<0,01, 42. ginde p=0,14).
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4.11.3. RotaRot ile motor koordinasyonun degerlendirilmesi
Motor Koordinasyon

{Rota-Rod Testi)
300 -
== Kontrol *
795 - —— CDNF
- MANF
2
E 180
K !
70 4
EI L] L] ] ] 1
Iskemi 3. giin 14. giin 28. gin 42, giln

dncesi
Sekil 4.11.3.1. iskemi sonrasi motor koordinasyonun degerlendirilmesi.

Farelerin beyin felci sonrasindaki motor koordinasyonlarindaki degisimlerinin
belirlenmesi amaciyla rotarod testi yapilmistir. 3., 14., 28. ve 42. glnlerde yapilan testlerin
sonucu operasyon oncesine gore kiyaslandiginda, 42. giinde kontrol grubuna gére CDNF

tedavisi motor koordinasyonu istatistiksel olarak anlamli él¢ide artirmistir (Sekil 4.11.3.1.,

F(2.14)=1,111 p=0,357, 42. giinde p=0,012).
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4.11.4. Yikseltilmis O-labirenti ile anksiyetenin degerlendirilmesi
Acik Alanda Gegirilen Scire
{Yiksektilmig O-Labirenti Testi)

xR
400 - == Kontrol #
—- CDNF
300 4
° = MANF
.
= 200
[
w
100 4
I:I L] L] L] L] 1
iskermi 3. glin 14, giln 28, yin 42. gin

dncesi
Sekil 4.11.4.1. iskemi sonrasi anksiyetenin degerlendiriimesi.
iskemi sonrasi motor davranisi ve anksiyeteyi dlgmek icin yiikseltilmis o-labirenti testi
yapilmistir. Bu testte farelerin acik alanda gecirdikleri siire hesaplanmistir. 3., 14., 28. ve 42.
gunlerde yapilan testlerin sonucu operasyon oncesiyle kiyaslandiginda, 42. gtinde kontrol
grubuna goére hem CDNF tedavisi hem de MANF tedavisi endise ve korkuyu istatistiksel

olarak anlamli derecede azaltmistir (Sekil 4.11.4.1.).
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4.11.5. Acik alan testi ile motor aktivitelerin degerlendirilmesi
Hareketlilik Siiresi

{Acik Alan Testi)

=} Kontrol
600 - —- CDNF
= MANF
450 -
2 :
c 300+
[}
W
150 =
I:I L] L] L] L] 1
Iskemi 3. gin 14. giin 28. giin 42 giin

dncesi
Sekil 4.11.5.1. iskemi sonras| hareketlilik siiresinin degerlendiriimesi.

iskemi sonrasi lokomotor aktiviteyi ve anksiyeteyi dlgmek igin acgik alan testi
kullaniimistir. Bu testte farelerin hareketli kaldiklari sireler hesaplanmigtir. 3., 14., 28. ve 42.
glnlerde yapilan testlerin sonucu operasyon oncesiyle kiyaslandiginda, 42. ginde kontrol

grubuna goére MANF tedavisinde hayvanlarin hareketli kaldiklari sire istatistiksel olarak

anlamli olmasa da artmigtir (Sekil 4.11.5.1.).
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Kenar Bdlgesinde Gegirilen Siire
{Acik Alan Testi)

—{+ Kontrol
800 - == CDNF
- MANF
600 4
S
2400 -
]
w
200 4
I:I 1 1 L Ll 1
iskemi 3. gin 14. giin 28. giin 42 giin

Sekil 4.11.5.2. iskngrcneimsonram bélgelerde gegirilen zamanin degerlendiriimesi; kenar bolgesi.

iskemi sonrasi lokomotor aktiviteyi ve anksiyeteyi dlcmek icin agik alan testi
kullanilmistir. Bu testte farelerin farkli (kenar, gecis, merkez) alanlarda kaldiklari sidreler
hesaplanmistir. 3., 14., 28. ve 42. gunlerde yapilan testlerin sonucu operasyon oncesiyle
kiyaslandiginda, 42. giinde kontrol grubuna gére hem CDNF hem de MANF tedavisi
hayvanlarin kenar bdlgesinde kaldiklari sureyi istatistiksel olarak anlamli olmasa da
azaltmistir (Sekil 4.11.5.2.).
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Gegig Bolgesinde Gegirilen Sdre
{Acik Alan Testi)

—{1— Kontrol
200 1 == CDHNF
—B— MANF
1580 <
2
=100 |
o
o
a0 4
I:I L] n L] LI 1
iskemi 3. giin 14, giln 28. gin 42 gin

Sekil 4.11.5.3. islsgfr?i‘alsonram bélgelerde gegirilen zamanin degerlendiriimesi; gegis bolgesi.

iskemi sonrasi lokomotor aktiviteyi ve anksiyeteyi olcmek igin acik alan testi
kullanilmistir. Bu testte farelerin farkli (kenar, gegig, merkez) alanlarda kaldiklari sureler
hesaplanmistir. 3., 14., 28. ve 42. gunlerde yapilan testlerin sonucu operasyon oncesiyle
kiyaslandiginda, 42. ginde kontrol grubuna gére hem CDNF hem de MANF tedavisi
hayvanlarin gecis bodlgesinde kaldiklari sureyi istatistiksel olarak anlamli olmasa da
arttirmistir (Sekil 4.11.5.3.).
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Merkez Bélgesinde Gegirilen Siire
(Acik Alan Testi)

EOO - ~ 1~ Kontrol
—- CDNF
A50 - - MANF
o
=
C 300 -
3]
w
1580 -
EI . I L] L] L 1
Izkemi 3. gidn 14. gln 28 qin 42 giin

Sekil 4.11.5.4. islfgrcr?imsonram bolgelerde gegirilen zamanin degerlendiriimesi; merkez bolge.

iskemi sonrasi lokomotor aktiviteyi ve anksiyeteyi 6lgmek igin acik alan testi
kullanilmigtir. Bu testte farelerin farkli (kenar, gegis, merkez) alanlarda kaldiklari sureler
hesaplanmistir. 3., 14., 28. ve 42. gunlerde yapilan testlerin sonucu operasyon oncesiyle
kiyaslandiginda, 42. ginde kontrol grubuna gére hem CDNF hem de MANF tedavisi
hayvanlarin merkez bdlgesinde kaldiklari sureyi istatistiksel olarak anlamli olmasa da
arttirmistir (Sekil 4.11.5.4.).
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4.12. Aksonal uzamanin degerlendirilmesi
Aksonal Uzama

A

40 1

Orta hatti gegen akson sayisi

0

iskemi sonrasi

30 1

20 1

1

Kontrol

CDNF

MANF
Sekil 4.12.1. Fasiyel nikleus seviyesindeki aksonal uzamanin degerlendirilmesi.

kortikobulbar projeksiyonlarin degerlendiriimesi fasiyel nukleus

seviyesinden yapilmigtir (Bregma —5,8 ile —6,3 mm arasi). iki hemisfer arasindaki orta hatta

cizilen 1000 um’lik sanal ¢gizgiyi (Sekil 6.10.1. kirmizi ile gosterilen ¢izgi) gecen aksonlarin

sayllmasi sonucu, aksonal uzamayl hem CDNF hem de MANF tedavisinin istatistiksel olarak
anlamli dlgude arttirdigi goralmastar (Sekil 4.12.1., CDNF p=0,021, MANF p=0,001).
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Tdm sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Kontrol, CDNF veya
MANF tedavi gruplari arasindaki zamana bagl degisimler tek-yonlG varyans analizi (One-
Way ANOVA) ve akabinde Fisher LSD post-hoc testi kullanilarak SPSS programinda
belirlenmigtir. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.

DNA kiriklarinin  belirlenmesi, atrofinin analizi, ndrogenez, glial yaranin

k)

degerlendirilmesi, gen seviyesindeki analizler ve aksonal uzamanin degerlendiriimesinde

i3]

kontrol grubuyla, protein seviyesindeki analizler ve davranis testlerinde kontrol, “*" ise

CDNF grubuyla anlamhhgi ifade etmektedir (*p<0,05, **p<0,01, #p<0,05, #p<0,01).
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5. TARTISMA VE SONUGC

Bu projede MANF ve CDNF norotrofik faktorlerinin restoratif (onarici) etkilerinin hasar
sonrasi in vivo sartlarda i) néronal hayatta kalm, ii) apoptotik hucre 6limda, iii) dlume ve
hayatta kalima aracilik eden sinyal iletim yolaklari, iv) doku modellemesi, nérogenez,
anjiyogenez ve gliogenez v) piramidal trakt ve vi) fonksiyonel iyilesme Uzerine olan etkilerinin
karsilastirilmasi amaclanmistir. Bu mekanizmalari ¢alismak amaciyla insanlarda %80
oraninda inme vakalarindan sorumlu olan OSA tikanmasi fare modeli kullaniimigtir.

Kullanilan 30 dakika OSA tikanmasi modeli, hayvanlarin striatumlarina yayilan bir
hasar olusturmaktadir ve bu hasar kortekse ulasamamaktadir. Hasar olusumu sonrasinda
MANF veya CDNF tedavilerinin hasara olan onarici etkisini gormek amaciyla apoptotik hiicre
hasarinin tamamlandidi 72. saat beklenmis ve maddeler hasarin tamamlandi§i 72. saatte
mini-ozmotik pompa kullanilarak verilmistir. Hasarin zamana bagl degisimini gen ve protein
seviyesinde gorebilmek icin 3.gln, 14. glin, 28. glin ve 55. glin gibi farkli zaman noktalarinda
deneyler sonlandiriimis ve beyinlerden ornekler alinmistir. Hasar Uzerine olan etkisiyle
birlikte fonksiyonel bir geri kazanim iligkisi olup olmadigini gérmek icin, hasardan énce,
hasarin tamamlandigi 3. glinde ve iyilesme beklenen 14. gun, 28. gun ve 42. gunde davranis
deneyleri yapilmistir. Son olarak yapilan tedavilerin plastisite tzerine etkisine bakabilmek icin
davranis deneylerinin bittigi 42. ginde hicre goévdesinden aksona dogru tasinan tracer
enjeksiyonu ile kontralateral korteksten ipsilateral fasiyel nlkleusa olan projeksiyonlar
degerlendirilmistir.

Operasyonlarin tekrar edilebilirligini ve iskeminin 30 dakika ile sinirlandiriimasinin
kontroll icin hayvanlarin beyin kan akimlari LDF ile kontrol edilmistir. Her ne kadar LDF ile
kesin ve mutlak bir bélgesel kanlanma dlgimi yapilamasa da bu metotta non-invazif ve
surekli olarak beyindeki kiglk bir bdlgenin kan akimindaki anlik degisimler takip
edilebilmektedir (Doeppner vd., 2017; Kilic vd., 2014). Yapilan tim setlerde (3 gln, 14 gun,
28 gun, 55 gun ve davranis setleri) serebral kanlanma operasyon éncesine gore yaklasik %
80’lik bir dusus gostermigstir (Sekil 4.1.1.). 30 dakika iskemi sonrasinda ise tUm gruplarda
operasyon Oncesi degere gore reperflzyon agsamasinda kan akimi tekrar yaklasik % 100
seviyelerine  cikmistir  (Sekil  4.1.1.). Reperflizyon  asamasindaki  kanlanma
degerlendirildiginde gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel fark gérilmemistir. Bu sonucu
degerlendirirken tedavilerin 3. ginde basladigi, reperflizyon asamasinda gruplar arasinda
herhangi bir farkhlik bulunmadigi g6z énine alinmalidir. Kanlanmada herhangi bir degisiklik
beklenmemekle birlikte tedavi asamasina geldiginde (3. gunde) hayvanlarda hasarin
olusturulma sekli ile ilgili deneysel bir fark bulunmadigi disunulmektedir. Bdylece farkli
gunlerde yapilan hasarla ilgili yapilan analizlerde bulunan sonuglarin tedavi kaynakli oldugu

dusinltlmektedir.
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OSA tikanmasina bagl olarak striatumda yavas ilerleyen sekonder hasar olusmakta
ve bunun sonucunda apoptotik hiicre 6lumu gorulmektedir (Beker vd., 2015; Kilic vd., 2014).
Apoptotik hicre 8liminu degerlendirebilmek i¢in in sitl hicre o6lum kiti kullaniimigtir.
Apoptotik hiicre 8limunin son agsamasi olan DNA kiriklarinin olugsmasini élgen kit sayesinde
apoptotik hicre sayisindaki zamana bagli ve gruplar arasinda degisiklikler incelenebilmistir.
Zamana ve hasarin etkisine bagl olarak beklenen sekilde apoptotik hlicre sayisi herhangi bir
tedavinin olmadi§i kontrol grubunda da diismustiir (Sekil 4.2.1.). Ozellikle 14. giinde CDNF
tedavisi ve 28. ginde ise hem CDNF hem de MANF tedavisi apoptotik hiicre sayisini
istatistiksel olarak anlamli élglide dustrmdustir. 55. glinde ise gruplar arasinda herhangi fark
gorulmemistir. 14. gunde yapilan degerlendirme sonucunda tedavilerin apoptotik htcre
OluminU azaltmasiyla birlikte bundan sorumlu hdcreici sinyal mekanizmasini anlamak igin
gen ve protein seviyesinde analizler yapiimistir.

Ratlarda yapilan bir calismada OSA tikanmasi sonrasi, yaklasik 30 gin sonra
ipsilateral striatum ve korteks bdlgelerinde atrofi gorilmuastir (Hara vd., 1993). Benzer
sekilde farelerde 30 dakikallk OSA tikanmasi sonucunda uzun dénemde striatumda atrofi
go6rulmustir (Katchanov vd., 2003; Pedrono vd., 2010). Uzun dénemde olusan atrofinin
degerlendirilebilmesi igin 55. gln kesitlerine cresyl violet boyamasi yapiimistir (Kilic vd.,
2014; Reitmeir vd., 2011). Bu boyama ile sadece néronlar boyanabildigi i¢in kesit Gzerindeki
hemisfer, korteks, striatum ve Kkorpus kallozum alanlarinin 6élgilebilmesine imkan
vermektedir. Korpus kallozum ve striatumdaki atrofiyi degerlendirebilmek igin hasarsiz
hemisferdeki korpus kallozum ve striatum alanlan Olgliimis ve bu de@erlerden, hasarl
hemisferdeki korpus kallozum ve striatum alanlari ¢ikariimigtir. Elde edilen bu fark atrofi alani
olarak degerlendirilmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda MANF tedavisi istatistiksel olarak
anlaml olmasa da CDNF tedavisi ise istatistiksek olarak anlamli dlgiide atrofi alanini hem
korpus kallozumda hem de striatumda dastrmastir (Sekil 4.3.1.). Bu sonugla apoptotik
hicre 6lumu birlikte degerlendirildiginde dlen hlcre sayisinin azalmasiyla birlikte dokudaki
hiicre kaybinin ve dolayisiyla atrofinin azaldigi distunilmektedir.

BrdU immunoboyamasi ile birlikte astrositler icin GFAP, mikroglia icin Iba-1, yeni
olusan ndronlar igin DCX ve olgun néronlar igin NeuN cift imminoboyamasi da yapilabilecegi
icin iskemi sonrasi hlcresel proliferasyon profilinin gdsterilmesi icin bu BrdU enjeksiyonu ve
sonrasi BrdU’'nun immunofloresan olarak boyanmasi literatirde kullaniimaktadir (Doeppner
vd., 2017; Li vd., 2014). Hasarla ilgili mekanizmalarla ilgili olarak CDNF veya MANF
tedavilerinin norogenez ve gliogenez uzerine olan etkilerini Olgcebilmek igin, hasarinin
olusturulmasindan u¢ glin sonra baslamak Uzere, Uger giin araliklarla 100 mg/kg dozunda -
DNA’nin yapisina katilan ve boélunen hucre isaretgisi olarak kullanilan- BrdU intraperitoneal

olarak verilmigtir. 55 gunin sonunda farelere yiksek doz anestezi altinda serum fizyolojik ile
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perfuzyon ve % 4’lik PFA ile fiksasyon yapilmigtir. Daha sonra yeni olusan noéronlari
go6sterebilmek icin Brdu/NeuN c¢ift boyamasi, yeni olusan glialari gdsterebilmek igin
BrdU/GFAP c¢ift boyamasi yapiimis ve her iki imminoboyamada da pozitif veren hiicre sayisi
degerlendirilmistir. Gruplar arasi degerlendirme yapildiginda uzun dénemde kontrol grubuyla
kiyaslandiginda CDNF tedavisi yeni olusan noron sayisini istatistiksel olarak arttirmistir
(Sekil 4.4.1.). Tedaviyle birlikte herhangi bir kdk hicre tedavisi yapilmadigindan ve
ndronlarin bélinmedidi dusuldiginden, CDNF tedavisini endojen olarak &zellikle ventrikdl
altindaki bélgede bulunan kék hiicrelerin farklilasmasina sebep oldugu disinilmektedir.

iskemiden 6 giin sonra glial yaranin olusmaya basladi§i, GFAP+ hiicrelerin iskemi
sonrasi ilk 6 ginde morfolojilerini degistirerek iskemik hat boyunca hasarin sinirina goég¢
ederek yogun bir sekilde toplandiklari ve hasari sinirlandirmaya calistiklar bilinmektedir (Li
vd., 2014). Uzun doénemde yapilan degerlendirme sonucunda reaktif astroglia oldugu
diusunulen hicre sayisi her iki tedavi sonucunda da artmistir. (Sekil 4.5.1.) Glialarin hasar
Uzerindeki rolleri arasinda hem hasari onarmadaki goérevleri hem de aksonal uzamayi
engelleyici gorevleri bilinmektedir. Bu artisin glial yara olusumu ile birlikte aksonal uzamayi
etkileyip etkilemedigine bakmak igin GFAP boyanan kesitlerde ayni zamanda yara alani da
degerlendirilmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda MANF tedavisi istatistiksel olarak
anlamh olmasa da CDNF tedavisi ise istatistiksel olarak anlamli bir élgide olusan yara
alanini azalttigi gérdlmustar (Sekil 4.8.1.).

Yapilan tedavilerin hticre i¢i sinyal mekanizmalarina olan etkisinin gorilebilmesi igin
Western Blot ydntemi ile protein miktar analizi yapilmistir. Hem zamana baglh hem de gruplar
arasindaki farkliliklarin goérilmesi amaciyla, protein ekspresyon calismalari igin iskemiden
14, 28 ve 55 gun sonra sakrifiye edilen farelerin iskemik ve iskemik olmayan striatumlar
kullaniimigtir. Hucreiginde 6lum ve hayatta kalimla ilgili Akt (Sekil 4.9.1.1), p44/-42 (Sekil
4.9.2.1.), p38 (Sekil 4.9.3.1.), pJNK (Sekil 4.9.4.1.), p21 (Sekil 4.9.5.1.), eNOS (Sekil
4.9.6.1.), iINOS (Sekil 4.9.7.1.), nNOS (Sekil 4.9.8.1.), plastisitede rol oynayan Versican
(Sekil 4.9.9.1.), Brevican (Sekil 4.9.10.1.), Efrin B1 (Sekil 4.9.11.1.) ve Efrin B2 (Sekil
4.9.12.1.) gibi protein seviyelerindeki degisikliklerin zamana bagli analizi yapiimistir.
Fosfoinositit 3-kinaz ve fosfoinositit-bagimh protein kinaz tarafindan fosforlanan Akt'nin
aktiflesmesinin apoptozu blokladigi distnilmektedir (Franke vd., 2003; Hanada vd., 2004).
AKT’nin fonksiyonunun Wortmannin veya LY294002 gibi kimyasallarla inhibe edilmesi
sonucu iskemik hasarin arttigi bilinmektedir (Gao vd., 2008; Hao vd., 2017). Her ne kadar
Akt'nin forforlanmasi aktiflestiyi gosterse de forforlanma miktari tam olarak aktiviteyi
yansitmamaktadir(Zhao vd., 2005). p44/-42 olarak da bilinen Erk1/2’nin ise iskemi sonrasi
protektif roli (Shamloo vd., 1999) oldugu kadar hasari arttirdigi da gdsterilmistir (Noshita vd.,
2002; Wang vd., 2004b). Genel olarak Erk1/2’nin hicresel farklilasmada, hucre
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proliferasyonunda ve apoptozun regulasyonunda gdrev aldigi dusundlmektedir (Shen vd.,
2004). Literatirde Erk1/2 icin bulunan bu farkh rollerin, kullanilan iskemik modellerden ve
iskemiden etkilenen hicre tipleriyle birlikte etkilenen bdlgelerin farkliliklarindan oldugu
dusundlmektedir. Uzun dbnemde vyapilan protein analizinde kendi kontrollyle
kiyaslandiginda MANF tedavisinin iskemik striatumda fosfo-Akt ve fosfo p44/-42 seviyesini
azalttig1 gbéralmustir. p38 proteininin stres, bakteriyel lipopolisakkaritler ve IL1 ve TNF gibi
sitokinler tarafindan aktive olarak, hlcreyi O0lume goéturdigu bilinmektedir (Oppenheim,
1991). Etkileyen ve etkilenen sinyal yolaklari tam olarak bilinmese de p38’in aktivasyonunun
noéronlari apoptoza goétlrdiglu ve inhibisyonun ise néronal sagkalimi arttirdigi in vitro
calismalarda gdsterilmistir (Horstmann vd., 1998; Skaper vd., 1998). Cyclin-dependent kinaz
(CDK) inhibotir olan p21 proteini, hiicre déngusul Uzerine etki ederek noéronal kok hicre
populasyonunu kisitladigi in vivo calismalarda goésteriimistir. Bu sebeple p21’in iskemi
sonrasi noronal rejenerasyonu engelledigi dusunulmektedir (Qiu vd., 2004). Uzun dénemde
yapilan protein analizinde kendi kontroliyle kiyaslandiginda hem CDNF hem de MANF
tedavileri fosfo-p38 ve p21 seviyesini azalttigr gorilmustar. Nitrik oksitin (NO) hem beyinde
hem de periferal sinir sisteminde vakiler homeostasis ve kan akiminin dizenleyici oldugu
bilinmektedir. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz'in (eNOS) inhibe edilmesinin serebral
kanlanmay azalttig1 ve buna bagli olarak dokudaki hasari arttirdigi gosterilmistir. eNOS’un
seviyesinin hasar sonrasi enfarktls alaninda arttigi bilinmesine ragmen, bunun etki
mekanizmalari tam olarak bilinememektedir (Huang vd., 1994). Endotelden salinan NO’nun
damarlardaki platalet olusumunu ve I6kosit infiltrasyonunu inhibe ettigi gdsterilmistir (Kubes
vd., 1992). Fosforlanmis eNOS’'tan NO uretiminin ise iskemi sonrasi bdlgesel kan akimini
arttirabilece@i dusunulmektedir. Sitokinlerle alakali bir gok uyarinin glial hlcreleri uyararak,
Ca*? bagimsiz indlklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (INOS) ekspresyonunu arttirdiklari ve artan
iINOS’un NO salinimini asiri derecede arttirarak komsu néronlara hasar verdigi bilinmektedir
(Bolanos vd., 1996). iskemi sonrasi glial hiicrelerde iINOS ekspresyonunun arttigi bilindigi
gibi, bunun inhibe edilmesinin de iskemik hasari azalttig1 gdsterilmistir (ladecola vd., 1995;
Zhang vd., 1996). Uzun donemde vyapilan protein analizinde kendi kontroliyle
kiyaslandiginda MANF tedavisi eNOS seviyesini arttirnken, hem CDNF hem de MANF
tedavisi INOS seviyesini azalttigi gérulmustar.

Yapilan tedavilerin gen ekspresyon mekanizmalarina olan etkisinin gorulebilmesi igin
gPCR yontemi ile gen miktar analizi yapiimigtir. Hem zamana hem de gruplar arasindaki
farkhhklarin goériimesi amaciyla, gen ekspresyon caligmalari icin iskemiden 3, 14, 28 ve 55
gun sonra sakrifiye edilen farelerin iskemik ve iskemik olmayan striatumlar ve korteksleri
kullaniimigtir. Anti-enflamatuvar etkili genler (IL18, TNFa, TGFB), damarlagma ile ilgili genler
(VEGF-B, VEGF-A, MMP-9), plastisiteyi uyaran ve hlicre yasamini etkileyen genler (GAP43,
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CNTF, BDNF, CDNF, MANF) ve plastisiteyi etkileyen genler (Ncaml, Efrin A5, Efrin B1,
Versican, Norocan, Netrin-1) olmak Gzere toplam 17 gendeki degisiklikler incelenmistir.

iskemi sonrasi artan IL-1B, TNF-a ve TGF-B gibi sitokin Gretimi oldugu bilinmektedir
(Liu vd., 1994b). Bunlar icerisinden IL-1B’in iskemik, ekzitotoksik ve travmatik beyin hasarini
arttirdigi, muhtemelen glia ve néronlar Gzerinde oldugu gibi vaskuiler hicreler Uzerinde de
etkili oldugu dusunulmektedir (Allan vd., 2001). TNF-a‘nin ise hasar uzerinde hem olumlu
hem de olumsuz etkis oldugu disinilmektedir. iskemi sonrasi adenoviral vektér ile TGF-
B‘nin asiri ekspress edilmesinin ndroprotektif roli oldugu disunulmektedir (Pang vd., 2001).
Uzun dénemde hem ipsilateral hem de kontralateral striatum ve kortekste CDNF tedavisi ve
MANF tedavisi IL-1Beta ve TNF alfa seviyesini azaltmistir (Tablo 4.10.1.1. ve 4.10.2.2)
Benzer sekilde TGF-Beta1’in kontralateral striatum ve korteksteki seviyesi de CDNF tedavisi
ve MANF tedavisi ile azalirken, ipsilateralde ise TGF-Beta1’in her iki bolgedeki seviyesi de
artmistir (Tablo 4.10.3.1 ve 4.10.3.2).

MMP’lerin hcrelerarasindaki maddenin degredasyonunda goérev alan enzimler
oldugu bilinmekte ve merkezi sinir sisteminde hem fizyolojik hem de patofizyolojik sartlarda
farkli goérevleri oldugu distnilmektedir. iskemi sonrasi MMPQ'un seviyesinin arttigi ve
bulunun da kan beyin bariyeri gegirgenligi ile iligkili oldugu goésterilmistir (Lucivero vd., 2007).
Literatirde yapilan bir galismada MMP9’un seviyesinin iskemiden 24 saat sonra en ylksek
seviyeye ciktigi gosterilmistir (Montaner vd., 2001). VEGF’lerin iskemi sonrasi vaskiler
regllasyonda énemli gérevleri oldugu ve iskemi sonrasi protein ekspresyonundaki artis
bilinmektedir (Hayashi vd., 1997; Kovacs vd., 1996). Her ne kadar akut hasarin
tamamlanmasindan sonra verildiginde koruyucu etki goérillse de akut dénemde VEGF
tedavisinin kan beyin bariyeri gegirgenligini bozdugu ve iskemik hasari arttirdigi bilinmektedir
(Liu vd., 1994a; Sbarbati vd., 1996). Hipoksi ve enflamasyon sonrasi artan VEGF-A
ekspresyonun diz kas hucrelerini uyararak ve goé¢ etmelerini saglayarak yeni damar
olusumunda etkili oldugu disunilmektedir (Hiyama vd., 2010). VEGF-A ekspres eden
adenoviral vektorin iskemik hasardan G¢ gon sonra verilmesi sonucu norolojik olarak iyi
sonuglar alinirken, hasarin da azaldigi gértlmustir (Zheng vd., 2010). VEGF-B'nin ise
endotelyal hucrelerin yag asidi alimini regule ettigi dusunulmektedir (Hiyama vd., 2010).
VEGF-B ekspres etmeyen farelerde yapilan OSA okllizyonu sonunda ise enfarktlrs hacminin
kontrole gére % 40 daha fazla oldugu ve nérolojik fonksiyonda bozulmalar gérulmustir (Sun
vd., 2004). Uzun dénemde hem ipsilateral hem de kontralateral striatum ve kortekste CDNF
tedavisi ve MANF tedavisi damarlagma ile ilgili énemli bir buyume faktéri olan VEGF A
seviyesini (Tablo 4.10.4.1. ve 4.10.4.2.) ve VEGF B seviyesini (Tablo 4.10.5.1. ve 4.10.5.2.)
arttirken bu artis bir tek kontralateral kortekste MANF tedavisi ile goéralmemigtir. Uzun

dénemde hem ipsilateral hem de kontralateral striatum ve kortekste CDNF tedavisi ve MANF
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tedavisi MMP9 (Tablo 4.10.6.1 ve 4.10.6.2.) arttirken bu artis bir tek ipsilateral kortekste
CDNF tedavisi ile gorulmemigtir.

Uzun dénemde hem ipsilateral hem de kontralateral striatum ve kortekste CDNF
tedavisi ve  MANF tedavisi hlicre blyUmesini pozitif ydnde etkileyen bir protein olan
GAP43’Un seviyesini (Tablo 4.10.7.1. ve 4.10.7.2.) arttirmigtir. Uzun dénemde hem ipsilateral
hem de kontralateral striatum ve kortekste CDNF tedavisi ve MANF tedavisi hlcre
blylmesini pozitif ydonde etkileyen bir protein olan CNTF’nin seviyesini (Tablo 4.10.8.1. ve
4.10.8.2.) azaltmistir. Uzun dbénemde ipsilateral striatum ve kortekste CDNF tedavisi ve
MANF tedavisi hiicre blylumesini pozitif ydnde etkileyen bir protein olan BDNF’nin seviyesini
(Tablo 4.10.9.1 ve 4.10.9.2.) azaltmistir. Kontralateral striatum ve kortekste CDNF tedavisi
BDNF’nin seviyesini arttirken, MANF tedavisi ise disurmustir. Uzun dénemde hem
ipsilateral hem de kontralateral striatum ve kortekste MANF tedavisi hiicre blylmesini pozitif
yonde etkileyen bir protein olan CDNF’nin seviyesini (Tablo 4.10.10.1 ve 4.10.10.2.)
azaltirken, CDNF tedavisi, ipsilateral striatum ve kortekste, kontralateralde ise sadece
striatumda arttirmistir. Uzun ddénemde hem ipsilateral hem de kontralateral striatum ve
kortekste CDNF tedavisi ve MANF tedavisi hlicre blylumesini pozitif yonde etkileyen bir
protein olan MANF’In seviyesini (Tablo 4.10.11.1. ve 4.10.11.2.) azaltmistir.

Uzun dénemde hem ipsilateral hem de kontralateral striatum ve kortekste CDNF
tedavisi ve MANF tedavisi plastisiteyi pozitif yonde etkileyen bir protein olan Ncam1’in
seviyesini (Tablo 4.10.12.1. ve 4.10.12.2.) arttirmistir. Plastisitenin duzenlenmesinde
morfolojik olarak goérev alan bu protein hem sinapsin yapisinin korunmasini hem de yeni
sinapslar olusturacak mekanizmalarda goérev aldigi distntlmektedir (Doherty vd., 1995).
Uzun dénemde ipsilateral striatum ve kortekste CDNF tedavisi ve MANF tedavisi plastisiteyi
ve aksonal uzamayi inhibe eden bir protein olan Efrin A5’in seviyesini (Tablo 4.10.13.1.)
arttirmistir. Kontralateral striatum ve kortekste ise CDNF tedavisi ve MANF tedavisi Efrin
A5’in seviyesini azaltmistir (Tablo 4.10.13.2.). Uzun ddénemde ipsilateral kortekste ve
kontralateral striatumda hem CDNF hem de MANF tedavisi plastisiteyi ve aksonal uzamayi
reglle eden bir protein olan Efrin B1’in seviyesini arttirmistir (Tablo 4.10.14.1. ve 4.10.14.2.).
ipsilateral striatumda ve kontralateral kortekste CDNF tedavisi Efrin B1’in seviyesini arttirken,
MANF tedavisi ise azaltmistir (Tablo 4.10.14.1. ve 4.10.14.2.). Uzun dénemde ipsilateral
striatum ve kortekste hem CDNF hem de MANF tedavisi plastisiteyi ve aksonal uzamayi
inhibe eden bir protein olan Versican’in seviyesini arttirmistir (Tablo 4.10.15.1.). Kontralateral
striatum ve kortekste ise hem CDNF hem de MANF tedavisi Versican’in seviyesini azaltmigtir
(Tablo 4.10.15.2.). Uzun ddénemde ipsilateral striatum ve kortekste hem CDNF hem de
MANF tedavisi plastisiteyi ve aksonal uzamayi inhibe eden bir protein olan N&rocan’in

seviyesini arttirmistir (Tablo 4.10.16.1.). Kontralateralde ise hem striatum hem de kortekste
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CDNF tedavisi Norocan’in seviyesini arttirirken, MANF tedavisi ise dusurmugstir (Tablo
4.10.16.2.). Uzun donemde ipsilateral striatum ve kortekste hem CDNF hem de MANF
tedavisi Netrin-1’in seviyesini azaltmistir (Tablo 4.10.17.1.). Bundan farkli olarak sadece
ipsilateral kortekste MANF tedavisi Netrin-1’in  seviyesini azaltmamig, arttirmigtir.
Kontralateral striatum ve kortekste ise hem CDNF hem de MANF tedavisi Netrin-1’in
seviyesini arttirmigtir. (Tablo 4.10.17.2.).

Reaktif astrositlerin anterograd dejenerasyonda hasar sonrasi ortamdaki hicre
kalintilarinin fagositozla temizlenmesi gibi 6nemli goérevleri bilinmektedir. Bu temizlik
olmaksizin yeni akson uzamasini mimkin degildir. Ancak bu temizlik sirasinda astrositler
tarafindan ekpsres edilen bazi proteinlerin de aksonal uzamayi inhibe ettigi bilinmektedir
(Bechmann vd., 1997; Deller, 1998; Matthews vd., 1976). Efrin B1 ve Efrin B reseptorlerinin
reaktif astrositlerde ylksek miktarda ekpres edildigi ve bu miktarin hasardan 30 glin sonra
bile hala ylksek oldugu daha o6nce gosterilmistir (Wang vd., 2005). Bu mekanizmalarin
disinda reaktif astrositlerin olusturdugu glial yara nedeniyle iskemi sonrasi yeni akson
olusumunun ve filizienmesinin (sprouting) inhibe edildigi bilinmektedir. Bu mekanizma
icerisinde kondroitin sulfate proteoglikanlarinin bulundugu daha énce gosterilmistir (Overman
vd., 2012). Bunlar igerisinde olan Efrin A5’in seviyesinin bloklanmasi aksonal plastisite igin
onem kazanmaktadir. Benzer sekilde glial yara icerisinde hem reaktif astrositlerin miktarinin
arttigi hem de akson uzamasini inhibe eden Nérocan (Asher vd., 2000; Haas vd., 1999;
McKeon vd., 1991) ve Versican (Asher vd., 2002; Jones vd., 2003; Tang vd., 2003) gibi
proteinleri arttirdigi gésterilmistir. iskemi sonrasi iskemiye kontralateral korteksten iskemik
korteks, beyin koku ve omurilikteki bolgelere dogru yeni aksonlar uzadigi bilinmektedir (Chen
vd., 2002; Seymour vd., 2005; Wang vd., 2004a). Endojen olarak gergeklesen bu
mekanizmanin sonucunda da fonksiyonel geri kazanimin etkilendigi ve bir sekilde plastisiteyi
etkileyen proteinlerin de fonksiyonel geri kazanim igin dnemli oldugu disunulmektedir. Akson
uzamasini engelleyen proteinlerin inhibe edilmesi sonucu fonksiyonel geri kazanimda; motor
koordinasyonun ve el ¢ekme gucunin duzelmesinde ve anksiyetinin azalmasinda pozitif
sonuglar alinacag hipotize edilmistir (Overman vd., 2012). Merkezi sinir sisteminin gelisimsel
evresinde netrin ailesine ait proteinlerin hiicre géglinde ve aksonlarin hedeflerini bulmasinda
go6rev aldiklar bilinmektedir (Cook vd., 1998; Tessier-Lavigne vd., 1996). Bununla birlikte
hem fizyolojik sartlarda hem de patofizyolojik sartlarda netrin ekspresyou oldugu ve
netrinlerin bobrek iskemisinde, myokardiyal enfarktliiste ve apoptoz énlemedeki koruyucu
gorevleri bilinmektedir (Reeves vd., 2008; Wu vd., 2008). Ayrica ratlarda yapilan bir
calismada, tum beyni etkileyen global iskemi sonrasi hipokampuse netrin-1 enjekte
edildiginde hafizadaki bozulmayi ve sinaptik dizensizlikleri giderdigi gosterilmistir (Bayat vd.,
2012).
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Fonksiyonel norolojik iyilesme operasyondan sonra 3., 14., 28. ve 42. glnlerde
yapilan el gekme/kavrama gucl, rotarod motor koordinasyon, yikseltiimis O-labirenti ve agik
alan testleri ile degerlendirilmistir. ilk davranis testleri beyin felcinden dnce taban ¢izgi
(baseline) olusturmasi amaciyla yapilmistir. iskemi sonrasi fonksiyonel iyilesmenin
Olcllebilmesi ve sad on tek pengenin kavrama gicini 6lgmek igin el gekme/kavrama glici
testi yapiimistir ve zamana bagl olarak gruplardaki degisimler degerlendiriimigtir (Sekil
4.11.2.1.). iskemi sonrasi 3. glinde yapilan testteki degerler iskemi dncesiyle kiyaslandiginda
hesaplanan dusustn iskemi kaynakli oldugu ve iskemik hasarin tekrar edilebilir sekilde tim
gruplar icin benzer sekilde olusturuldugunun gostergesidir. Uzun dénemdeki iyilesme
incelendiginde 42. glinde CDNF tedavisi el cekme gliclinu istatistiksel olarak anlaml él¢lide
arttirmistir (Sekil 4.11.2.1.). iskemi sonrasi fonksiyonel iyilesmenin ve motor koordinasyonun
Olculebilmesi icin rotarod testi yapilmistir ve zamana bagli olarak gruplardaki degisimler
degerlendirilmistir (Sekil 4.11.3.1.). iskemi sonrasi 3. giinde yapilan testteki degerler iskemi
oncesiyle kiyaslandiginda hesaplanan dususun iskemi kaynakli oldugu ve iskemik hasarin
tekrar edilebilir sekilde tum gruplar icin benzer sekilde olusturuldugunun goéstergesidir. Uzun
doénemdeki iyilesme incelendiginde 42. giinde CDNF tedavisi el gcekme glclnu istatistiksel
olarak anlamli dlgtide arttirmigtir (Sekil 4.11.3.1.). iskemi sonrasi fonksiyonel iyilesmenin ve
anksiyete ve korkuyu o6lgcmek icin el ylkseltiimis o-labirenti testi yapiimistir ve zamana bagh
olarak gruplardaki degisimler degerlendirilmistir (Sekil 4.11.4.1.). iskemi sonrasi 3. giinde
yapilan testteki degerler iskemi Oncesiyle kiyaslandiginda hesaplanan dustsin iskemi
kaynakli oldugu ve iskemik hasarin tekrar edilebilir sekilde tim gruplar i¢in benzer sekilde
olusturuldugunun géstergesidir. iskeminin etkiledigi bolgeden kaynakli hasar sonrasi in vivo
iskemik hayvanlarda ve klinikte hastalarda goérilen anksiyete benzeri davranis; bu teste
kapali alanda gegirilen slire olarak yansimaktadir. Sekilde goéruldigu tzere iskemi dncesi
hayvanlar agik alanda zaman gecirirken, iskemik hasarin en ¢ok gérildigu 3. ginde acgik
alanda zaman gecirmeyi tercih etmemislerdir. Bu durum zamanla herhangi bir tedavi olmasa
da dizelse de uzun donemde hem CDNF hem de MANF tedavileri agik alanda gegirilen
sureyi istatistiksel olarak anlamli Olglde arttirarak, olusan anksiyete ve korkuyu azaltmistir
(Sekil 4.11.4.1.). iskemi sonrasi fonksiyonel iyilesmenin ve spontan motor aktivitelerin ve
arastirma benzeri davraniglarin dlgilebilmesi igin agik alan testi yapiimistir ve zamana bagli
olarak gruplardaki degisimler degerlendirilmigtir (Sekil 4.11.5.1.). iskemi sonrasi 3. giinde
yapilan testteki degerler iskemi oOncesiyle kiyaslandiginda hesaplanan dugugun iskemi
kaynakli oldugu ve iskemik hasarin tekrar edilebilir sekilde tim gruplar i¢in benzer sekilde
olusturuldugunun géstergesidir. iskeminin etkiledigi bolgeden kaynakli hasar sonrasi in vivo
iskemik hayvanlarda ve klinikte hastalarda gorllen spontan hareketliligin azalmasi; bu teste

hareketli kalinan siire olarak odlciilebilmektedir. iskemi ©ncesiyle kiyaslandiginda, iskemi
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sonrasi hareketlilik sUresi dismekte ve bu disls zamanla dizelmektedir. Uzun dénemde
MANF tedavisi bu dususU istatistiksel olarak anlaml olmasa da azaltmistir (Sekil 4.11.5.1.).
Yine bu testle belirlenebilen hayvanlarin kenar (Sekil 4.11.5.2.), gegis (Sekil 4.11.5.3.) ve
merkez (Sekil 4.11.5.4.) gibi farkli bolgelerde gecirdikleri surenin de degerlendiriimesiyle
anksiyete ve korku benzeri davraniglar incelenmistir. iskemi sonrasi hayvanlar kenar
bdlgesinde testin yluksek duvarlarinin yaninda zaman gecgirmeyi bu alanda kendilerini daha
guvende hissettikleri icin tercih etmektedirler. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda uzun
donemde hem CDNF tedavisi hem de MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli olmasa da
kenar bolgesinde gecirilen sireyi azaltmistir (Sekil 4.11.5.2.). Laboratuvar hayvanlarinda
kendi iclerinden gelen arastirma benzeri davraniglar ve yeni yerleri kesfetme icglidiisu vardir.
Bu gibi davraniglar da bu teste gecgis ve merkez alaninda gecirdikleri sureler olarak
yansimaktadir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda uzun dénemde hem CDNF tedavisi hem de
MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli olmasa da gecis ve merkez alaninda gegirilen
sureyi arttirmistir (Sekil 4.11.5.3. ve 4.11.5.4.).

Uzun donemde aksonal projeksiyonun belirlenmesi icin 55 gun setindeki tum
gruplardan her bir hayvandan alinan kesitler immunofloresan yéntemi ile boyanmis ve
kontralateralden ipsilaterale gecgebilen aksonlar degerlendiriimistir. Akut olarak iskemik
bdlgedeki néronlarin hayatta kalimini saglamak ve apoptotik hiicre 6lumini azaltmak kadar
kronik dénemde kontralateralden ipsilateral akson uzamasini saglamak da tercih edilen
tedavi mekanizmalari arasinda yer almaktadir. Uzun dénemde gdrtlen davranis testlerinin
sonugclariyla paralel olarak kontrol grubuyla kiyaslandiginda hem CDNF tedavisi hem de
MANF tedavisi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde aksonal projeksiyonu arttirmistir (Sekil
4.12.1.). Literatirda daha dnce 6zellikle immuinohistokimya boyamalari kullanilarak yapilan
c¢alismalarda, fokal iskemi sonrasi iskemik hemisferde kisa mesafe de olsa aksonal
uzamanin oldugu (Carmichael vd., 2001) tarafindan ve yeni dentrit olusumu gdsterilmistir
(Brown vd., 2007). Bu sonuclar CDNF ve MANF’In kontralateral hemisferde yeniden doku

modellenmesinde gorev alarak aksonal uzamayi sagladigini gostermektedir.

Tum bu datalar incelendiginde iskemi sonrasi hem CDNF hem de MANF tedavisinin
apoptotik hucre sayisini azalttigi, yeni noron olusumunu arttirdigi, glial yara alanini
dusurdugu, motor koordinasyon ve el gekme/kavrama gucUnu arttirarak fonksiyonel geri
kazanimi sagladigi ve Ozellikle kontralateral striatumda gen ve protein seviyesinde yaptigi

degisiklikler sayesinde aksonal uzamay: arttirarak plastisiteyi sagladigi gérulmustur.

Sonug olarak bu tez calismasi kapsaminda, CDNF ve MANF gibi diger nérotrofik

faktorlerden hem daha kiguk hem de daha farkli bir yapiya sahip olan iki norotrofik faktorin
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iskemik hasarda zamana bagll olarak etki ettigi mekanizmalarin ortaya ¢ikariimasi
hedeflenmistir. Zamana bagl olarak hasara ve plastisiteye etki eden mekanizmalarin
arastirnimasiyla birlikte elde edilen bilgilerle bu norotrofik faktorlerin veya benzer
mekanizmalari kullanabilecek baska hedef molekdlllerin translasyonel c¢alismalarda

kullaniima potansiyeli oldugu disinilmektedir.
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