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OZET

Amag: Multipl skleroz (MS) Merkezi Sinir Sistemi’ni (MSS) etkileyen kronik,
otoimmun, inflamatuvar demiyelinizan bir hastaliktir. MS patofizyolojisinde genetik
ve cevresel risk faktorlerinin dnemli rol oynadigi disiiniilse de MS’e spesifik bir
patogenez yeterince tanimlanamamistir. Bu nedenle, bu ¢alismanin amact sistemik
kuprizonun demiyelinizasyona etkilerini incelemek ve MS patogenezi ile ilgili daha

cok bilgiye ulagilmasini saglamaktir.

Yontem: 40 tane erkek C57BL/6 tiirii fare randomize olarak 4 gruba ayrildi:
(1) Demiyelinizasyon kontrol grubu 6 hafta boyunca normal yem ile beslenen grup;
(2) Demiyelinizasyon grubu 6 hafta boyunca gavaj ile %0,2 kuprizon verilen grup;
(3) Remiyelinizasyon grubu 6 hafta boyunca gavaj ile %0,2 kuprizon verilen ve
sonrasinda 6 hafta boyunca normal yem ile beslenen grup; (4) Remiyelinizasyon
kontrol grubu 12 hafta boyunca normal yem ile beslenen grup. Demiyelinizasyon ve
remiyelinizasyon gruplarma yliriime, a¢ik alan ve tail-flick testleri uygulandi.
Demiyelinizasyonu gostermek i¢in  hippocampus ve corpus callosum’da
immunohistokimyasal yontemler kullanilarak myelin basic protein (MBP) ve glial

fibrially asidic protein (GFAP) yogunluklar1 belirlendi.

Bulgular: Demiyelinizasyon grubunun hippocampus’unda ve corpus callosum’unda
kontrol ve remiyelinizasyon gruplarina gore, GFAP yogunlugunun arttigin1 ve MBP
yogunlugunun azaldigin1 goézlemledik. Demiyelinizasyon grubunun yiiriime testi
sonucunda overlap ve sag arka topuk ile sol 3. parmak arasi uzaklik (TOF)
mesafesinin arttigi, agik alan test sonucunda alinan yol miktar1 ve hizin azaldigi
saptandi. Ayrica kuyruk ¢ekme testi sonucunda demiyelinizasyon grubunun bekleme

sliresinin remiyelinizasyon grubuna gére daha uzun oldugu belirlendi.

Sonu¢: Sonuclarimiza gore kuprizon, farede MS modeli olusturmak i¢in uygun bir
ajandir. Mevcut c¢alismanin  devaminda santral ve periferik olusumlarin

incelenmesinin yeni projelere kaynaklik edebilecegi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Multipl skleroz, kuprizon, gavaj, demiyelinizasyon, hayvan

modeli.



ABSTRACT

Objective: Multiple sclerosis (MS) is a chronic, autoimmune, inflammatory,
demyelinating disease that affects the central nervous system (CNS). Genetics and
environmental risk factors are thought to play an important role in the MS
pathophysiology, specific pathogenesis to MS is not well described. Aim of this
study was to investigate the systemic effects of cuprizone on demyelination and to
get more information on MS pathogenesis. We have allowed reaching a good
knowledge of the pathogenesis of MS.

Method: 40 male C57BL/6 mice were randomly divided into four groups.
(1) Demyelination control group which was fed 6 weeks with normal chow;
(2) Demyelination group was administered 0.2% cuprizone for 6 weeks via gavage
daily; (3) Remyelination group was administered 0.2% cuprizone for 6 weeks via
gavage and then fed with normal chow for 6 weeks; (4) Remyelination control group
which was fed with normal chow for 12 weeks. Demyelination and remyelination
groups were evaluated to walking, open field and tail-flick tests and determined the
myelin basic protein (MBP) and glial fibrially acidic protein (GFAP) expressions by

using immunohistochemical techniques on hippocampus and corpus callosum.

Results: We observed increased GFAP and also decreased MBP expressions in
hippocampus and corpus callosum of demyelination group compared to the control
and remyelination groups. Walking test results of the demyelination group showed
that increased overlap and the orthogonal distance from the toe of one paw to the
hind pad of the opposite paw (TOF). Open field area test results of the demyelination
group showed that decreased locomotor activity. Tail flick test results indicated that

demyelination group’s latency was longer than remyelination group.

Conclusion: According to our results, cuprizone is a suitable agent for creating MS
model on mice. In the continuation of the current work, we believe that the

examinations of central and peripheral formations can be used for new projects.

Key Words: Multiple sclerosis, cuprizone, gavage, demyelination, animal model.
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1. GIRIS

Multipl Skleroz (MS), genelde geng erigkinlerde goriilen, merkezi sinir sistemini
(MSS) etkileyen, kronik, otoimmun ve demiyelinizan bir hastaliktir (Hafler ve ark.,
2005).

MS ilk olarak 1838 yilinda tanimlanmig ve takip eden 6 dekat boyunca Alman ve
Fransiz doktorlar hastaligin klinik ve patolojik ozelliklerini ortaya koymuslardir.
MS’in son 30 yil icindeki toplam goriilme sikligi, 100.000’de 83 oraninda olmakla
birlikte kuzey iilkelerinde daha yiiksektir. Yayginlik oranlari, tim iilkeler ele
alindiginda kadmlar da daha yiiksektir. Avrupa’da tahmini ortalama yillik MS
insidans orani, her 100.000 i¢cin 4.3 hastadir. MS ile ilgili epidemiyolojik veriler ¢cok
olmasmma ragmen, Avrupa llkeleri arasinda epidemiyolojik indekslerin
karsilagtirilmast zordur ve c¢ofu zaman yaklasik tahminlere sebep olmaktadir

(Pugliatti ve ark., 2006).

Tiirkiye’de gergeklestirilen epidemiyolojik ¢alismalarda da, MS prevelansmin 1000
yetigskinde 0,4-1 arasinda oldugu bildirilmistir (Turk Boru ve ark., 2006).

MS oldukca heterojen bir hastalik olup MSS’nin etkilendigi bolgeye gore; motor,
duyu, otonom ve kognitif bozukluklar1 igeren ¢ok degisken klinik belirti ve bulgulara
sahiptir (Noseworthy ve ark., 2000). MS hastaligimmin klinik progresyonundan
sorumlu mekanizmalar 6zellikle de relapsing-remitting formdan progresif forma
gecisteki mekanizmalar hala tam olarak anlasilamamistir (Bielekova ve Martin,
2004). Hastalik genellikle erken eriskin donemde baslamakta, hastalarin ¢ogunda 10-
30 yillik bir siire i¢ginde ciddi ve geri doniisii olmayan norolojik hasarlara yol
agmaktadir. MS’in klinik semptom ve bulgular1 olduk¢a ¢esitlidir (Compston ve
Coles, 2002).

MS patofizyolojisinin tam olarak anlasilamamis olmasi, mevcut tedavilerin yetersiz
kalmasi ve sik goriilen bir geng eriskin hastaligi olmasi bu hastaligi 6dnemli bir
arastrma konusu haline getirmektedir (Karabudak, 2013). Bugiine kadar MS
patofizyolojisinde genetik ve c¢evresel risk faktorlerinin 6nemli rol oynadigi
tartigilmasina ragmen spesifik bir MS patogenezi tanimlanamamistir. MS hastalig1

uzun yillardir c¢alisilmasmna ragmen, hastaligin sadece bazi yan etkilerine karsi



tedaviler gelistirilebilmistir. MS ile ilgili calisan arastirmacilarin insanlardan MS
dokular1 elde etme imkani olmadigindan, hayvan ¢aligmalar1 ¢ok daha fazla 6nem
kazanmustir (Aleksandar ve ark., 2011). Bu nedenle, MS hayvan modelleri, hastaligin
baslangic1 ve progresyonunun anlasilmasinda ve hastalik icin yeni tedavi

yaklagimlarinin test edilmesinde dnemli rol oynamaktadir.

Literatiirde MS hastalig1 ile ilgili yapilmis pek c¢ok hayvan g¢alismasi olmasma
ragmen (Hibbits ve ark., 2009; Kipp ve ark., 2009; Hochstrasser ve ark., 2017)
Tiirkiye’de bu konuda yapilmis ¢alismalarin sayis1 olduk¢a azdir (Karayigit, 2012;
Terzioglu, 2012; Basoglu, Boylu, ve Kose, 2013; Karabulut, 2013).

Calismamizin amaci, gavaj ile verilen %0,2’lik kuprizon araciligi ile sistemik
demiyelinizasyon yaratip, MS modelinin olusturulmasi ve hastaligin patogenezi ile

ilgili mekanizmalarin aydinlatilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Multipl Skleroz

2.1.1. Tamim ve Tarihge

MS, genelde geng erigkinlerde goriilen ve MSS’yi etkileyen, kronik, otoimmun ve
demiyelinizan bir hastaliktr. MS, MSS’nin prototip inflamatuvar otoimmun
bozuklugu olup geng yetiskinlerde ndrolojik 6ziirliiligiin en yaygin sebebidir. Tim
bu kompleks 6zelliklerin yaninda MS heniiz tanimlanamayan cevresel faktorler ve
yatkin genler arasindaki bir etkilesime bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu faktorler,
immun sistemin de dahil oldugu, akson ve glialarda akut inflamatuvar hasar,
fonksiyonel ve yapisal onarmm, post-inflamatuvar gliozis ve ndrodejenerasyon
yolagin1 tetiklemektedir (Compston ve Coles, 2002).

MS ilk olarak 14. yilizyilda tanimlanmis olup (Kumar ve ark., 2011); izleyen 6 dekat
boyunca Alman ve Fransiz doktorlar hastaligin klinik ve patolojik 6zelliklerini ortaya
koymuslardir (Lublin, 2005; Murray, 2009).

Sir Robert Carswell sinir sisteminde goriilen yaygin demiyelinizan lezyonlari
tanimlayan ilk kisi olmakla birlikte bunu klinik ile iliskilendirememistir (Kumar ve
ark., 2011). Demiyelinizan lezyon gelistiren bir hastanin klinik bulgularmi ilk
belgeleyen Jean Cruveilhier olmustur. Fakat bu bulgularin sonuglar1 tam olarak
anlasilamamustir ( Pearce, 2005; Murray, 2009). Bu bulgular MS’e 6zgii olmamasina
ragmen, bu hastalig1 sinir sistemini etkileyen benzer hastaliklardan ayirma

girisiminde bulunuldugu i¢in 6nemlidir (Poser ve Brinar, 2001).

MS semptomlar1 ile otopsi Orneklerinde goriilen patolojik degisikler arasindaki
baglantiyr ilk olarak Fransiz nérolog Jean-Martin Charcot (1825-1893)
tanimlamugtir. Charcot gordiigli bu degisiklikleri “la sclérose en plaques” (skleroz ve

plaklar) olarak tanimlayip ve MS’in yeni bir hastalik oldugunu fark etmistir.

Boylelikle Charcot’un, ventrikiilden serebral hemisferlere kadar lezyonlarin
genislemesini gosteren ilk ¢izimleri esliginde, 1868 yilinda MS’in ayrmtili
tanimlamasi1 yapilmistir (Lublin, 2005; Murray, 2005; Pearce, 2005). Charcot, daha

sonra post-mortem bulgularla semptomlar: iligskilendirerek MS’in ¢esitli formlarini



(sefalik, spinal ve spinal/serebrospinal) tanimlamaya devam etmistir. Bunun disinda

miyelin kaybi gibi histolojik degisiklikleri de tanimlamistir (Pearce, 2005).

Bu hastalik hakkinda diizenli olarak dersler veren Charcot, MS’i bir hastada teshis
eden ilk kisi olmustur ( Pearce, 2005; Kumar ve ark., 2011). Charcot, MS triadinin
(nistagmus, esansiyel tremor, agir aksak konusma) bulundugu tani kriterlerinin
gelistirilmesine de katkida bulunmustur (Kumar ve ark., 2011). MS plaklarinda
aksonal faaliyet ve remiyelinizasyonun yaninda histopatolojik gézlemlerin sonuglar1
ve hastalikla iligkileri ancak yakin zamanlarda tanimlanabilmistir (Murray, 2009).
MS’in farkli bir hastalik olarak tanimlanmasi o donem i¢in biiyiik bir basar1 olarak
algilanmistir. Cilinkdi, 19.yy’da smiflanan pek c¢ok hastalik gibi norolojik ya da
psikiyatrik olarak smiflandirilacak olsaydi, bireysel kosullar arasinda ayrim
yapilmaksizin “sinirsel hastaliklar” adi altinda genel bir smiflandirmaya gore
gruplandirilmis olacakti (Murray, 2009). Ancak, noérolojik hastaliklarin bu sekilde
smiflandirilmasi, Charcot’dan dnce dikkate alinmamisti. O donemde sadece epilepsi,
parapleji ve norosifiliz gibi kiigiik bir grup noérolojik hastalik tanimlanmist1 (Murray,
2009). Onceden sadece olgular seklinde belirtilen bu hastalik 20.yy’in baslarinda
norolojide en sik goriilen hastaliklardan biri haline gelmistir. Simdilerde diinyada 2,5
milyon MS hastas1 bulunmaktadir ve bu hastalarin tedavisi ve bakimi milyar

dolarlara mal olmaktadir (Compston ve ark., 2006).

2.1.2. Epidemiyoloji

Diinya ¢apinda 1 milyondan fazla MS hastas1 bulunmakla birlikte (Pithadia, Jain, ve
Navale, 2008) hastaligin son 30 yil i¢indeki toplam goriilme sikligi, 100.000°de 83
oranindadir. Avrupa da tahmini ortalama yillik MS insidans orani, her 100.000 i¢in

4.3 hastadir (Pugliatti ve ark., 2006).

Tiirkiye’de gerceklestirilen epidemiyolojik ¢aligmalarda, MS prevelans1 1000 geng
yetiskinde 0,4-1 arasinda izlenmistir (Turk Boru ve ark., 2006). Tiirkiye’de MS’in
baslangi¢ yasinin yaklasik 30 oldugu ve ailesel MS goriilme sikliginm %11,5 oldugu
bildirilmistir (Bulut, Kilig, ve Demir, 2011).

MS hastaliginin kadinlarda goriilme sikligmin, erkeklerden 1,5-2 kat fazla oldugu
bildirilmistir. Hastaligin baslangi¢ yasina gére dagilma siklig1 geng erigkinlerde, ileri



yaslardaki kisilere gore daha fazladir (Sekil 2.1) ( Paradiso, 1996; Compston ve ark.,
2006; Bulut, Kilig, ve Demir, 2011).
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Sekil 2.1. MS hastaliginin, hastalarin yaslarina gore dagilma yiizdeleri (Bulut, Kilig, ve Demir, 2011).

Diinyada, MS prevalansi ile ilgili degisik etnik kokenlerde ve bolgelerde yapilan
calismalar hastaligin dagiliminda farkliliklar oldugunu gostermektedir. Bu hastaliga
Amerikan Kizilderilileri’'nde rastlanmaz iken, Avrupa 1wklarinda siklikla
rastlanmaktadr (Rosati, 2001). Kuzey Avrupa, Giiney Kanada, Israil, Kuzey
Amerika, Yeni Zelanda ve Giliney Avustralya’da goriilme sikligmnin yiiksek oldugu
belirtilmistir. Bu bolgelerde prevalans 1000°de 3’lere kadar ¢ikmaktadir. Asya’da ise
cok daha seyrek goriilmektedir (Nielsen ve ark., 2005).

Gelismis tlkelerde hijyen sartlarnin daha iyi olmasma bagli olarak, bir grup
calisgmact MS gibi otoimmiin hastaliklar i¢cin Hijyen Teorisi’ni 6ne siirmiislerdir.
Hijyen Teorisi’ne gore kiigiik yasta hastalik etmenlerine maruz kalmayan bireylerin

bagisiklik sisteminin gelisemedigi diisiiniilmektedir (Terzioglu, 2012).

Ekvatordan uzaklastik¢a hastaligin goriilme siklig1 artmakta ve buna paralel olarak
ekvatordan uzaklastik¢a alinan giines 15181 miktar1 da azalmaktadir. Bu da giines 15181
alimi ile direkt olarak baglantili olan D vitamini ile ilgili ¢alismalar yapilmasma
sebep olmustur. Bol D vitamini igerigine sahip olan balik ile beslenen kisilerde MS
prevelanst hem daha diisiiktiir hem de hastalik daha hafif seyretmektedir (Hayes,
2000).



2.1.3. Klinik Bulgular

MS her yasta goriilebilen fakat, geng eriskinlerde daha sik rastlanan bir hastaliktir.
Hastalik genellikle erken eriskinlik doneminde baslayip, hastalarin ¢ogunda 10-30
yillik bir siire i¢inde ciddi ve geri doniisii olmayan ndrolojik sakatlhiga dontismektedir
( Lucchinetti ve ark., 2000; Compston ve Coles, 2002). MS oldukga heterojen bir
hastalikk olup MSS’nin etkilendigi bolgeye goére motor, duyu, otonom ve kognitif
bozukluklar1 igeren ¢ok degisken klinik semptomlari olabilmektedir (Noseworthy ve
ark., 2000; Turan, 2013) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. MS hastaligmin klinik bulgulari.

Motor

Semptomlar

Somatosensoriyal
Semptomlar

Kognitif ve Psikiyatrik

Semptomlar

Diger Semptomlar

Kortikospinal yol
tutulumu

Baslangicta tek
bacakta daha sonra
iki tarafli tutulum

Derin tendon
reflekslerinde artis

Uyusukluk
Yanma
Gerilme
Karmcalanma

Govde ve ekstremitelerde
bant seklinde anormal

Depresyon

Bipolar bozukluk

Gorsel ve isitsel dikkat eksikligi

Bellek ¢agirisim sorunlart

Yorgunluk
Bulanik gérme
Dizartrik konugma
Optik norit

Baslangicta yiiriime
ataksisi, kronik

duyular hastalarda govde

Spasitede artig

Boynun ani 6ne ataksisi
igr?s'lii;;gezgim fleksiyonunda omurilikte, Miksiyon ve
’ 7 kol ve bacaklarda ani defekasyon
elektriklenme, carpilma bozukluklari

hissi

2.1.4. Patogenez

Hastaligin etiyolojisi hala tam olarak anlasilamamis olsa da MS hastalarinin MSS’ye
ait dokularindaki temel patolojik Ozellikler hastaligin patogenezi i¢in bir ipucu
olusturmaktadir. MS’in otoimmun niteligi {izerindeki tartismalar devam ederken,
miyelin ve sinir hiicrelerinin yikimina immun sistemin direkt olarak katildig1 kesin
olarak saptanmistir. MS hastalarinda MSS’de inflamatuvar infiltrasyonlar,
astrogliozis, demiyelinizasyon ve erken aksonal hasar gibi ¢esitli lezyonlar

goriilebilmektedir (Lucchinetti ve ark., 2000).

MS’de beyaz cevher plaklari, normal goriiniimlii beyaz cevher, gri cevher plaklari,
antijen sunucu hiicre (APC) ve T hiicre aktivasyonu, aksonal ve ndronal hasar gibi

patolojik degisiklikler goriilebilmektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. MS patogenezi. iImmun sistemde bulunan oto-reaktif T hiicreleri MSS’nin disinda aktive
olur. Lokal aktivasyondan sonra, T hiicreleri mikroglia ve astrositleri stimule edici sitokin salmimini
gerceklestirirler. Plazma hiicreleri tarafindan da antikor tiretimi tetiklenir. Anti-miyelin antikorlar,
aktive makrofaj/mikroglialar ve sitotoksik T hiicreleri miyelin ve akson hasar1 yaratmak igin is birligi
yaparlar. MHC: major histokompatibilite kompleksi, TCR: T-hiicre reseptoril.

Beyaz Cevher Plaklarn

MSS’deki inflamatuvar demiyelinizasyon plaklari, MS igin ayirt edici bir patolojik
belirtegtir (Compston ve ark., 2006; Frohman, Racke, ve Raine, 2006). Lezyon
olusumunun ilk asamasinda akut MS plaklar1 goriilir ve bu plaklarda yogun
inflamatuvar infiltrasyon ile birlikte lezyon boyunca yayilmis demiyelinizasyon
goriilir (Frohman, Racke, ve Raine, 2006; Schmidt, 2010). Akut plaklarin
histolojisinde, miyelin kaybina bagl olarak diizensiz yapilar, parankimal 6dem ve
bagisiklik hiicrelerinin infiltrasyonu dikkat ¢cekmektedir (Frohman, Racke, ve Raine,
2006). Lenfositler (baskin olarak T hiicreleri), monositler ve makrofajlar damarlarin
etrafina infiltre olup, perivaskuler manset olusturur. Kronik plaklar, glial skarlagsma
ve miyelin kaybiyla birlikte hiposeliiler bir alan ile karakterizedir. Post-mortem
dokularm incelenmesinde, MSS’nin hedeflenen alanlarinda ¢ogunlukla siki kronik
plaklar goriiliir ve rengi bozulmus olanlar fark edilir. Histolojik incelemelerde kronik
plaklarin lezyon kenarlar1 akut plaklarinkine kiyasla daha belirgindir. Aktif plaklar
erken aktif ve gec aktif plaklar olmak iizere iki gruba ayrilir. Erken aktif plaklar hem



mindr miyelin proteinlerini (2°,3’-siklik niikleotid 3’-fosfodiesteraz (CNPase),
myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG), myelin associated glycoprotein
(MAG)) hem de major miyelin proteinlerini (myelin basic protein (MBP), myelin
proteolipid protein (PLP)) igerirken; ge¢ aktif plaklar sadece major miyelin
proteinlerini icerir (Bruck ve ark., 1995). Yavas genisleyen beyaz madde plaklari,
tipik olarak aktif mikroglialarla ¢evrilidir (Frischer ve ark., 2015).

Radyolojik incelemelerde FLAIR agirhkli goriintiilerde akut ve kronik MS’de
birbirine benzer perikallozal demiyelinizan plaklar izlenebilmektedir (Sekil 2.3).

Kontrast madde verilmesini takiben ¢ekilen T1 agirlikli goriintiilerde ise aktif MS

plaklarinda kontrast madde tutulumu goriiliirken; kronik plaklarda goriilmemektedir

(Ikeda ve ark., 2011) (Sekil 2.4).

Sekil 2.3. FLAIR agirlikli goriintiide perikallozal demiyelinizan plaklar. A) 30 yasinda kadin hasta
(Akut MS), B) 24 yasinda kadin hasta (Kronik MS) (MR goriintiileri Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Radyoloji Anabilim Dali izniyle kullanilmistir).



Sekil 2.4. MS plaklarmi postkontrast transvers T1 agirlikli MR goriintiisiic A) 30 yasinda kadin
hastada gorintiide aktif plaklara ait kontrast madde tutulumu izlenmektedir. B) 24 yasinda kadin
hastada plaklarda kontrast madde tutulumunun olmadig: izlenmektedir (MR goriintiileri Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Radyoloji Anabilim Dali izniyle kullanilmistir).

Normal Goriiniimlii Beyaz Cevher

MS’li hastalarda normal goriiniimlii beyaz cevherin histopatolojik incelemesinde,
plaklarin etrafinda immunopatolojik degisikliklere benzer degisiklikler izlenmistir
(Kutzelnigg ve ark., 2005). Normal goriinimlii beyaz cevherde de mikroglial
aktivasyon, T hiicre infiltrasyonu ve perivaskiiler manset varligi kaydedilmistir
(Ikeda ve ark., 2011).

Gri Cevher Plaklan

MS plaklar1 beyaz cevher ile smirli degildir. Gri cevher lezyonlari, manyetik
rezonans goriintiileme (MRG) ve patolojik 6rneklerin incelenmesi ile saptanmaktadir
(Geurts ve ark., 2005). Progresif MS hastalarinda yapilan ¢alismalarda MSS i¢indeki
gri cevher ¢ekirdeklerinin ¢ogunun etkilenebildigi gosterilmistir. Ancak, MSS’de
baz1 bolgeler 6zellikle motor korteks, medulla spinalis ve cerebellum gri cevher

dejenerasyonuna daha hassastirlar (Gilmore ve ark., 2009).



MS’te Antijen Sunucu Hiicrelerin Rolii

APC, T hiicrelerine antijen sunar ve MHC’ nin de Katilimiyla sitokin sekresyonu, ko-
stimulator sinyaller ve adaptif immun yanitin olusturulmasini saglarlar (Chastain ve
ark., 2011). Plaklar ve smirindaki alanlarda lenfosit infiltrasyonunun goriilmesi,
ozellikle T lenfositler tarafindan uyarlanan adaptif immun yanitin, MSS’deki miyelin
ve sinirlerin hasarlanmasinda araci oldugunu diisiindiirmektedir (Wu ve Alvarez,
2011).

MS’te Aksonal ve Noronal Hasar

MS’teki yogun inflamatuvar yanit aksonal hasarla iligkilendirilmistir. MS, aksonal
miyelin kaybi ile karakterize bir hastalik olarak tanimlansa da, MS lezyonlarinin
erken donem patolojik bulgularinda aksonal hasarda gosterilmistir. MS lezyonlarinin
oldugu aktif inflamatuvar alanlarda hasarli aksonlar1 gosterebilmek igin anti amiloid
oncii protein’ler (anti-APP) kullanilmakta ve hasarin boyutu degerlendirilmektedir

(Ferguson ve ark., 1997).

2.1.5. Tam

MS hastaliginda erken donemde tan1 koyabilmek, hastaya uygulanacak uygun tedavi
se¢cimi ve takibi i¢in Onemlidir. Hastaligin kesin tanisi i¢in kullanilabilecek bir
laboratuvar yontemi bulunmamaktadir. MS tanisi, hastanin sikayetlerine, hastaligin
gidisatina ve muayenesine dayanmaktadir. Tani tibbi 6ykii, ndérolojik muayene,
goriintiileme/MRG, BOS tetkiki, uyarilmis potansiyeller, gorsel uyarilma
potansiyelleri (VEP) yardimiyla kolayca konulabilmektedir (Boz, 2013).

2.1.6. Klinik Siniflandiriima

MS hastalig1 seyrine gore; benign (iyi huylu), relapsing-remitting (RR), sekonder
progresif (SP), primer progresif (PP), progresif relapsing (PR) olmak iizere klinik
tiplere ayrilmaktadir (Oh ve ark., 2008).
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Klinik seyir bes baslik altinda tanimlanmaktadir;

1) Benign MS
Akut ataklar1 izleyen tam ya da tama yakin diizelme donemleri mevcuttur. Ataklar

arasinda hastalikta ilerleme gozlenmemektedir (Sekil 2.5).

2) RR MS
Hasta onceden kestirilemeyen ataklarla kotiilesmekte, ara donemlerde ise diizelme

gostermektedir, fakat hastalik sabit bir egilimle kotiiye gitmektedir (Sekil 2.5).

3) SP MS

Ortalama 5-6 yillik erken donem sonrasi sekonder progresif donemdir. Atak ve
tyilesmeler ile giden bir donemin ardindan atak sayisinin azaldigi, diizelmenin az
oldugu, ozirliligiin giderek arttigi tablolardir (Sekil 2.5). SP MS, RR formda
baslayip SP forma donmektedir.

4) PP MS

Genellikle iyilesme kaydedilmeden, baslangigtan itibaren hastaligin ilerlemesi ile
karakterize klinik tablodur. Seyir hizli ya da yavas olabilmektedir (Sekil 2.5) (Unal,
Mavioglu, ve Emre, 2016).

5) PR MS
Bu formda baslangigtan itibaren ataklar yasansa da siirekli bir ilerleme mevcuttur

(Sekil 2.5) (Oh ve ark., 2008).

Sabit
Niiksetme

. 3. Sekonder-Progresif MS
2. Relapsing-Remitting MS

o A_.n.‘".'" /)(HAAL/; 2. Relapsing-Remitting MS
Oziirliilik ‘\

1. Bening (iyi huylu) MS

>
Zaman

/\ _ 5.Progresif Relapsing MS
" 4.Primer Progresif MS
Artan ‘ /\ c - =

Oziirliiliik 7 /\

Zaman

Sekil 2.5. Hastaligm klinik seyri, tiplerine gore gosterilmesi.
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RR formda MS goriilen hastalarin ¢ogu 8-15 yil i¢inde, aksonal kayip belli bir esik
degerini astiginda SP forma gegmektedir (Turan, 2013).

Aslinda MS, PP MS harig bir veya birkag sistemi tutan klinik izole sendrom (KIS) ile
baslar. En iyi bilinen KIS’ler optik nérit, beyin sapy/serebellar tutulum ve omurilik
parsiyel etkilenmesidir. Her KIS MS’e déniismemektedir. Yapilan ¢alismalarda 5 y1l
icinde KiS’in MS’e doniisme olasiigmin BOS ve MRG negatif ise %30, BOS ve
MRG’den biri pozitif ise %50, her ikisi de pozitif ise %80 oldugu bildirilmistir
(Karabudak, 2013).

MS hastaligmin klinik gidisatindan sorumlu mekanizmalar 6zellikle RR formdan
progresif forma gecis mekanizmalar1 heniiz tam olarak anlagilamamistir (Bielekova

ve Martin, 2004).

Vakalarin %90’ min ndrolojik defisitleri tam veya kismi iyilesme gostermektedir (RR
MS). Bu hastalarin %50’s1 norolojik fonksiyonlarin progresif olarak kayboldugu ve
tyilesmenin artik gerceklesmedigi progresif faza girmektedir (SP MS). Hastalarin
%10’unda, hastaligin baslangicindan itibaren norolojik defisitler goriilmektedir (PP

MS) ( Lucchinetti ve ark., 2000; Compston ve Coles, 2002).

2.1.7. Tedavi

MS Atak Tedavisi

MS ataklarinda tedavi olarak intraven6z metilprednizolon altin standarttir
(Berkovich, 2013). Steroide yanit vermeyen ya da ciddi steroid yan etkisi olan
hastalarda plazmaferez tercih edilmektedir (Gedizoglu, 2013).

MS’de hastalik seyrini degistiren immiinomodiilator etkili tedavi segenekleri olarak;
enjeksiyon tedavileri, oral tedaviler, inflizyon tedavileri, immiinosiipresan tedaviler

kullanilmaktadir.

2.2. Miyelin Kihif

Beyaz cevher ve gri cevher arasindaki morfolojik farkliliklar, sinir sistemi galisan
arastirmacilar i¢in olduk¢a 6nemlidir. Parlak beyaz goriiniimde olan beyaz cevher,
miyelinli aksonlardan, glial hiicrelerden ve kan damarlarmdan olusmaktadir. Gri

cevher ise sinir hiicresi govdelerini ve onlarin dendritik uzantilarini icermektedir.
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Miyelin kilif, aksonun etrafin1 spiral tarzda saran genislemis ve modifiye olmus
plazma membranidir. Beyaz cevherin baskin bileseni olan miyelin kilif, total kuru
agirhigin yaklasik %50’sini olusturmaktadir ve beyaz cevher ile gri cevher arasindaki

farkliliktan sorumludur (Quarles, Macklin, ve Morell, 2005).

Miyelinsiz liflerde Na* kanallar1 akson ve membrani1 boyunca dagilmistir ve uyar1 bir
dalga formatinda art arda iletilmektedir. Miyelinli aksonlarda ise miyelin kilif
diizenli aralia sahip dar ve halka seklinde bogumlanmalar gostermektedir. Bu
bogumlara, ‘Ranvier nodu’ adi verilmektedir. Ranvier nodlar Na® kanallarinmn
bulundugu yer olup, akson uyarilinca sinaptik ileti bir noddan digerine sigrar. Bu tarz
iletime saltotorik iletim denir. Depolarizasyon dalgasmnin bu hareketi miyelinsiz

liflerdekine gére daha hizlidir (Quarles, Macklin, ve Morell, 2005).

Miyelin kilifin meydana gelme siirecine miyelinizasyon adi verilmektedir (Dere,
2000). Miyelinizasyon, kompleks bir yapiy1 olusturmak i¢in birgok hiicrenin nasil is
birligi yaptiginin ¢arpict bir 6rnegidir. Son derece uzmanlagmis miyelin iireten glial
hiicreler, periferik sinir sisteminde (PSS) Schwann hiicreleri iken MSS’de
oligodendrositlerdir (Boiko ve Winckler, 2006). Her oligodendrosit 50 farkli aksonun
miyelin kilifi olusumuna katkida bulunabilmektedir. Aksonu saran Schwann ve
oligodendrosit hiicreleri, bazen aksonun veya glia hiicresinin fazlaca yer
degistirmesine bagli olarak birbirini saran, kalin es merkezli tabakalar olusturarak

miyelin kilifi yapmaktadirlar (Dere, 2000).

Demiyelinizasyon, aksonlara zarar vermeksizin miyelin kilifin yapisinin tahrip

olmasina neden olan patolojik siireci ifade etmektedir (Lampert, 1978).

Demiyelinizan hastaliklara 6rnek olarak MS, optik ndrit, optik néromiyelit (Devic’s
hastalig1), transvers miyelit, akut dissemine ensefalomiyelit (ADEM) ve santral
pontin miyelinoliz gosterilebilmektedir. MS, MSS’de en sik goriilen demiyelinizan
hastaliktir (Mehanna ve Jankovic, 2013). Klinik belirtilere sebep olan lezyonlar
ozellikle ventrikulus lateralis’lerin ¢evresinde, beyin sap1 beyaz cevherinde,

cerebellum’da ve omurilikte bulunur (Ocek ve ark., 2014).
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2.2.1. Miyelin Yapis1

Canli dokudaki miyelin %40 oraninda su icermektedir. Sinir sisteminde miyelinin
kuru agrhgmin %70-85’1 lipid ve %15-30’u proteinden olusmaktadir (Morell,
Quarles, ve Norton, 1994).

Biyolojik membranlar, proteinden daha ¢ok yag oranina sahiptirler. Miyelin kilif gibi
membranlarda  bu  oran  diger  sistemlerdeki  biyolojik = membranlarla
karsilastirildiginda yapisindaki yag orani daha da ¢oktur. Giiniimiizde kabul edilen
membran modeli, ¢ift katl lipid membran modelidir. Bu modelde integral membran
proteinleri her iki tabaka igerisine gomiiliiyken, periferal proteinler zayif baglarla
tabakalarin dis ylizeyine tutunmaktadirlar. Bu ¢ift katli membran icerisinde proteinler
ve parsiyel olarak da yaglar asimetrik olarak dagilmistir. Miyelin kilifin molekiiler
mimarisi de bu modele uymaktadir. Miyelin kilif modelleri, elektron mikroskobisi,
immun boyamalar, X-ray kirilmalari, yiizey prob ¢alismalarindan elde edilen verilere
dayanmaktadir (Quarles, Macklin, ve Morell, 2005).

2.2.2. Miyelin Proteinleri

MSS’de, MBP ve hidrofobik PLP olarak adlandirilan proteinler miyelin
proteinlerinin biiyiik bir kismuni olusturmaktadirlar (Less ve Brostoff, 1984). Bu iki
protein, tiim memelilerin MSS miyelin membranlarmin major bilesenidir ve birgok
alt tiirin miyelin membranlarinda benzer proteinler bulunmaktadir (Quarles,

Macklin, ve Morell, 2005).

MOG ise miyelin kilifin kiigiik bir bilesenidir ve total miyelin proteinlerinin
%0,05’ini olusturmaktadir (Johns ve Bernard, 1999). PSS’de MBP, total miyelin
proteinin %5’ ile %18’i arasinda degisirken MSS’de %30’°a yakin miktarda
bulunmaktadir (Quarles, 2005).

MBP, miyelin membranin sitoplazmik yiiziinde yerlesim gostermektedir. Elektron
yogunlugunda bir bilesiktir ve elektron mikroskobu ile agiga ¢ikarilan biiyiikk yogun

¢izginin ana bileseni oldugu diisiiniilmektedir (Morell, Quarles, ve Norton, 1994).
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2.2.3. Miyelin Fonksiyonu

Sinir sisteminin diizgiin bir sekilde fonksiyonlarini yerine getirebilmesi i¢in bilgilerin
zamaninda iletilmesi esastir. Miyelinizasyonun aksonal iletim hizinda sagladigi artis,
noron govdeleri ile akson uzantilar1 arasindaki uzak mesafelerde sinyallerin hizli bir
sekilde iletilmesini ve bdylece gelismis bilissel fonksiyonu saglamaktadir (Fields,
2008). Bu ileti hizt motor yeteneklerin ve duyusal entegrasyonun ayarlanmasini

saglamaktadir (Seidl, 2014; Ullén, 2009).

Sonug olarak, iletim hiz1 i¢cin 6nem tasiyan iki 6zellesmis yapida (miyelin kilif ve
ranvier nodu) meydana gelecek bir bozukluk duyusal algiy1, bilissel siireci ve motor
faaliyetleri etkileyecektir. Miyelin kilif kaybindan dolayr MS, felg, omurilik
yaralanmasi ve serebral palsi gibi sonuglar ortaya ¢ikmaktadir (Arancibia-Carcamo
ve Attwell, 2014).

2.3. Hayvan Modelleri

MS, kesfinden bu yana yapilan kapsamli arastrmalara ragmen, ancak birkag
semptomatik tedavinin gelistirilebildigi, etiyolojisi tam olarak bilinmeyen ve etkili
bir tedavisi olmayan kompleks bir hastaliktir. Arastirmacilarin, insandaki aktif MS
doku Orneklerine erisimi kisithdir. Bunun yami swra, deneysel kosullarin
modifikasyonu insan ¢aligmalarinda hayvan calismalarina kiyasla ¢ok daha smirhdir.
Bu sebeplerden dolayr hastaligmm altinda yatan bagisiklik mekanizmalarini ve
patolojik mekanizmalar1 agiklayabilmek ve yeni tedavi yaklasimlar1 denemek icin
hayvan modellerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Tek bir fare modelinin MS’in tiim klinik,
radyolojik, patolojik ve genetik 6zelliklerini yansitmasi miimkiin degildir. Ancak MS
hayvan modelleri ile yapilan calismalar sayesinde, giiniimiizde az da olsa MS

patogenezi aydinlatilmis, yeni ilaglarm denenmesine olanak saglanmistir (Procaccini

ve ark., 2015).

En yaygin ¢aligilan MS hayvan modelleri su sekilde siniflandirilabilir (Denic ve ark.,
2011):

1) Otoimmiin model

2) Viral model

3) Toksin kaynakli demiyelinizasyon modelleri

4) Genetik model

15



2.3.1. Otoimmun Model

Temel olarak otoimmun modellerde deneysel otoimmun ensefalomiyelitisten (EAE)
bahsedilmektedir. Bu model tipik olarak, miyelin tiirevi proteinler yada peptidlerin,
adjuvan igerisinde yada aktif miyelin-spesifik CD4+T lenfositlerinin pasif transferi
ile indiiklenir (Robinson ve ark., 2014). EAE, beyinde as1 sonrasi gelisen ensefalit ve
genel inflamasyonun gosterilmesi igin mikemmel bir model olup, MS’in

inflamatuvar 6zelliklerini modellemek i¢in siklikla kullanilmaktadir (Denic ve ark.,

2011).

EAE modelinde miyelini olusturan MBP, PLP, MOG gibi ¢esitli proteinler biitiin ya
da kismi antijen olarak adjuvan ile birlikte hayvana enjekte edilir ve kan beyin
bariyeri (KBB) biitiinliigiinii kaybeder. MSS’ye infiltre olan immiin sistem hiicreleri
kendi miyelin dokularina karsi reaksiyon olustururlar (Paus ve ark., 1999). MS
hastalarmm ve EAE’ye sahip hayvan modellerinin arastirilmasi, lezyonlarin ve
norolojik  bozukluklarm olusum mekanizmalarinin  anlagilmasma  olanak
saglamaktadir (Brok ve ark., 2001). Ancak; hi¢cbir EAE modeli MS’i tam olarak
temsil etmemektedir. Bu nedenle bu model MS’te terapotik stratejiler gelistirmek

icin degerli bir ara¢ degildir (Sriram ve Steiner, 2005).

2.3.2. Viral Model

Epidemiyolojik ¢alismalar, genetik zemin varliginda, erken yasta gecirilen bir viral
enfeksiyonun, MSS dokusuna karsi immun sistem-aracili saldir1 yapabilecegini
gostermektedir. Bu model, viriis ile hayvanlarin direkt intraserebral enfeksiyonu ile
indiiklenmektedir. Bu enfekte hayvanlarda akut ensefalomiyelitise sebep olmaktadir.
Hastaligin seyri ve mortalitesi, enfeksiyon i¢in kullanilan virlis susunun viriilansina
ve spesifik anti-viral T hiicre yanit1 baslatmak igin konak¢i hayvanlarin genetik
yatkinligma baglidir (Lassmann ve Bradl, 2017).

Bugiine kadar MS olusumuna primer sebep olan spesifik bir viriis bulunmamastir.
MS’e spesifik giincel viriis enfeksiyonu bulunmamasina ragmen, viriis ile indiiklenen
inflamatuvar demiyelinizasyon deney modelleri temel mekanizmalara, beyinde ve
omurilikte bodyle patolojik bir durumun neden indiiklenebilecegine veya
yayilabilecegine dair fikir verebilmektedir. Ayn1 zamanda bu tiir ¢aligmalar MS ile
ilgili  inflamasyon = mekanizmalar1  iizerinde, demiyelinizasyonda  ve

norodejenerasyonda ek bilgi saglayabilmektedir (Lassmann ve Bradl, 2017). Bazi
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caligmalarda Epstein-Barr virus enfeksiyonlarinin MS ile iliskilendirilebildigi
goriilmektedir. MS hastaliginda viriislerin  etkilerini modellemek i¢in, baz1
arastirmacilar viriise bagli demiyelinizasyon modellerini kullanmislardir (Aleksandar

ve ark., 2011).

Theiler’in - murin  ensefalomiyelit virisi (TMEV), tek sarmalli RNA
pikornaviriislerine ait bir patojendir ve 2 alt grubu bulunmaktadir. Alt gruplardan
biri, siddetli ensefalit olusturmasi nedeni ile 6ldiiriicii suslardan olusmaktadir. ikinci
grup ise c¢cok daha az Oldiiriicidiir ve MS fare modeli olarak kullanilmaktadir.
EAE’nin aksine, hastalik duyarli farelerde her zaman kronik ilerleyici olmaktadir.
TMEV modeli, viriis kaynakli patolojinin insan MS’i ile benzerlikleri oldugundan,
iyl bir model olarak goriilmektedir. Fakat TMEV modelinde demiyelinizasyonun
kesin mekanizmasi konusunda fikir birligi yoktur (Olson ve ark., 2001; Tsunoda ve
Fujinami, 2002).

Murin hepatitis viriis (MHV) modelinde, MSS’de demiyelinizasyon, inflamasyon, ve
yiliksek viral seviyeler monofazik durumlar1 meydana getirmekte, devaminda viral
yiklin yavas yavas azalmasi, demiyelinizasyon ve inflamasyonun kismi olarak
yilesmesi izlenmektedir. Fakat, viriisiin tam olarak temizlenmemis olmasi ve
muhtemelen MSS’nin bolgelerinde viriisiin lokal reaktivasyonundan dolayr uzun

stireler boyunca yeni demiyelinizasyon alanlar1 ortaya ¢ikmaktadir (Pachner, 2011).

2.3.3. Toksin Kaynakh Demiyelinizasyon Modelleri

Kimyasal temelli modellerde ¢esitli metotlarla hayvanlara verilen kimyasal ajanlar
sayesinde demiyelinizasyon olusturulmaktadir. Bu modelde kullanilan kimyasal
maddeler: etidyum bromiir, lizolesitin, 6-aminonikotinamid, anti

galaktoserebrozid+antikor komplement ve kuprizondur (Terzioglu, 2012).

Lizolesitin modelinde %1 lizolesitin omurilige 2 pl enjeksiyonu ile demiyelinizasyon
alanlart hizli bir sekilde indiiklenmektedir. 30 yili askin siire Once,
demiyelinizasyonun oligodendrosit iizerine sekonder etkilerden ziyade temel
etkisinin miyelin kilifi yok etmesi lizerine oldugu one siiriilmiistiir. Bu modelde
demiyelinizasyon bagisiklik aracili degildir ve yetersiz baZisikliga sahip olan
farelerde bile belirgindir. Lizolesitin enjeksiyonu takiben akut fazda, lezyon

bolgelerine siklikla T hiicreleri, B hiicreleri ve makrofajlar infiltre olmaktadir. Bu
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kisa siireli infiltrasyon MSS onarmminda faydali bir rol oynamaktadir. Bununla
birlikte lezyonlarda kronik infiltrasyon minimal diizeydedir ve 5-6 hafta da tam
remiyelinizasyon meydana gelmektedir. Eger gen¢ hayvanlar kullanilirsa,
lizolesitinin olusturdugu lezyonlar hizli bir sekilde onarilmaktadir. Aksine daha yaslh

hayvanlarda daha yavas bir onarim goriilmektedir (Denic ve ark., 2011).

Kuprizon modeli diyet ile uygulama kolayligindan dolayr en yaygm kullanilan
demiyelinizasyon modellerinden biridir. Bakir selatorii olan kuprizon, 4-6 haftalik
farelere yem ile verilmekte, bu sayede corpus callosum (CC), commissura anterior
(CA), bulbus olfactorius, chiasma opticum, beyin sapi, cerebellum, putamen, nucleus
caudatus, cerebral cortex ve cingulum’da tekrarlanabilir demiyelinizasyon

lezyonlarini indiiklemektedir (Aleksandar ve ark., 2011).

Demiyelinizasyonda spesifik hedefler metabolik talebi yerine getiremeyen ve
sonugta apoptoza ugrayan olgun oligodendrositlerdir (Aleksandar ve ark., 2011).
Demiyelinizasyonun oligodendrositlere karsi, o6zellikle de miyelin olusturan bu
hiicrelerin mitokondriyal kompleks IV’lerinin tahribat1 yoluyla, gelisen segici
toksisiteye  baglh  oldugu  disiiniilmektedir (Rawji ve Yong, 2013).
Demiyelinizasyonun kronik olmadigi ve aksonlarin saglam kaldig1 diisiintildiiglinde
kuprizon maruziyetinden neden Ozellikle oligodendrositlerin etkilendigi hala
bilinmemektedir (Aleksandar ve ark., 2011). Kuprizonun kesilmesinden sonraki 3-4
hafta igerisinde, Oncii oligodendrosit hiicrelerinin (OPCs) farklilasmasmi ve
iyilesmesini, sonu¢ olarak da remiyelinizasyonu sagladigina dair c¢alismalar
literatiirde yer almaktadir (Rawji ve Yong, 2013). Ancak kuprizon verilmeye devam
edilirse oligodendrositler tamamen yok olmakta ve demiyelinizasyon kalic1 hale

gelmektedir.

Kuprizon modeli uygulamasi kolay ve tekrarlanabilir olmast nedeniyle diger fokal
demiyelinizasyon modellerine gore avantajhidir. Fakat, istenilen demiyelinizasyonun
gerceklesmesi i¢in birka¢ haftadan daha uzun siire gereklidir. Ayrica, kuprizonun
kesilmesinden sonra remiyelinizasyonun hizlica gergeklesmesi nedeniyle
remiyelinizan ilaglarin etkisi gibi remiyelinizasyonun spesifik olaylarmi gdstermek

zordur (Rawji ve Yong, 2013).
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2.3.4. Genetik Model

Taiep rat, Shieverer (MBP mutant1), Rumpshaker ve Jimpy (PLP mutant1) gibi
miyelin mutantlari, ayn1 zamanda miyelin iligkili glikoprotein (MAG) knockoutu gibi
gen knockout hayvanlar dismiyelinizasyon ve norotransmitter maddelerde
degisiklikler gosterirler, bazi klinik hastaliklarda miyelinizasyon ¢aligmalarinda

kullanilmaktadirlar (Baker ve Jackson, 2007).

2.4. Kuprizon Hayvan Modelinde Patogenez

Kuprizon intoksikasyonu, oligodendrosit hasar1 ve remiyelinizasyonu inceleyen
calismalarda kullanilmaktadir (Denic ve ark., 2011). C57BL/6 farelerin bu bakir
selatoriinii yemesi, MSS’de demiyelinizasyonun gelismesine sebep olmaktadir

(Schmidt ve ark., 2013).

Kapsamli olarak ¢alisilan bu modelde beyindeki patolojinin, hem dogal bagisikligin
aktivasyonundan hem de hiicre spesifik toksisiteden kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
Oligodendrositlerin 6liimiine, mikroglia ve makrofaj aktivasyonu, astrogliozis ve
inflamatuvar sitokinlerin artis1 eslik etmektedir (Messori ve ark., 2007; Buschmann
ve ark., 2012). Bununla birlikte bu komplike in vivo inflamasyon ortamu,
oligodendrosit hasarina hangi intrinsik yolaklarin neden oldugunun belirlenmesini

zorlastirmaktadir (Taraboletti ve ark., 2017).

Bir¢ok ¢alismada, bakirmm biyolojik sistemlerdeki ¢ok yonlii fonksiyonlar1
gosterilmistir. Ozellikle bakirm insanda goriilen bazi hastaliklarda etken olmast,
bakir transportunun molekiiler fizyolojisi iizerine odaklanan caligmalarin 6nemini
arttrmustir (lakovidis, Delimaris, ve Piperakis, 2011). Kuprizonun etkili bir bakir
selatorii olmasi sebebiyle, toksisitenin beyindeki bakir dengesindeki bozulma
sonucunda gelistigi diisiiniilmektedir. Ancak kuprizon intoksikasyonu sirasinda
yapilan beyin bakir seviyesi 0l¢lim sonuglar1 tutarsizdir. Bir calismada kuplrizon-Cu+2
oligomerlerinin barsaklarda biriktigi ve bunun beyin dahil tiim viicutta yaygin bakir
eksikligine neden oldugu gosterilmistir (Benetti ve ark., 2010). Kuprizonun bakira
baglanmasi ile ilgili yapilan bagka bir calismada ise bu calismanin aksine diisiik
dozda kuprizon ile uzun siire beslenmenin beyindeki bakir seviyesinde artiga neden
oldugu gosterilmistir (Messori ve ark., 2007). 6 haftalik kuprizon tedavisinin
ardindan beyindeki bakir, demir ve manganez seviyelerinin 6l¢iildiigii bir ¢calismada

sadece manganez seviyesinde azalma saptanmigtir (Moldovan ve ark., 2015). Bu
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calismalar beyindeki bakir seviyesindeki degisimlerin oligodendrosit Oliimii ile

iliskili olmayabilecegini gostermektedir.

Kuprizon uygulamasi sitokrom oksidaz ve monoamin oksidazin beyindeki
aktivasyonunun azalmasma da neden olmaktadir. Bakiwr, bakir-¢cinko dismutaz ve
seruloplazmin dahil olmak tizere metalloenzimler i¢in vazgegilmez bir elementtir

(Matsushima ve Morell, 2001).

Bazi1 c¢alismalarda kuprizon toksisitesinin monoamid oksidaz inhibisyonuna
(Kesterson ve Carlton, 1971), elektron transport sisteminde dengesizliklere (Acs ve
ark., 2013), bakir-¢inko siiperoksit dismutazda bozulmalara (Acs ve ark., 2013)
neden oldugu bildirilmistir. Bu degisiklikler oligodendrosit 6liimii ile sonuglanan

mitokondriyal disfonksiyona sebep olabilmektedir (Taraboletti ve ark., 2017).

In vitro, oligodendrosit kiiltiirlerinde kuprizon tedavisinde malondialdehit artis1 ile
lipid peroksidasyonu gozlemlenmistir (Xu, Yang, ve Li, 2014). Oksidasyonda ve
lipid sentezinde anahtar rol oynayan peroksizomlar, normalde peroksizom baglh
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz tarafindan temizlenen H,O,’nin biiyiik bir
kismini tretmektedir. OPCs olgunlagmasi sirasinda peroksizomlarm sayica artmasi,
bir yandan oligodentrositlerin miyelin kilif lipidlerini sentezlenmesini saglarken bir
yandan da H,0,’de artisa dolayisiyla da oksidatif stresin artmasina neden olmaktadir.
In vitro oligodendrosit kiiltiirlerinde kuprizonun CAT aktivitesini azalttigi

gosterilmistir (Xu, Yang, ve Li, 2014).

Metallotioninlerin (MT) o©nemli anti-oksidan fonksiyonlar1 vardir. Kuprizon
tedavisini  takiben astrositlerde @ MT  ekspresyonunda artis  goriiliirken,
oligodendrositlerde az miktarlarda MT ekspresyonu goriilmektedir. Bu durum
oligodentrositleri oksidatif strese hassas hale getirmektedir (Biancotti, Kumar, ve de
Vellis, 2008; Witherick ve ark., 2010). Bir baska calismada ise kuprizonun
oligodentrositlerdeki  toksisitesinin, aminoasit metabolizmasindan  sorumlu
enzimlerin bozulmasi sonucunda reaktif oksijen radikallerinde artis ve enerji

eksikligi sebebiyle olabilecegi one siiriilmiistiir (Taraboletti ve ark., 2017).

Sonug olarak mevcut literatiir, bakir selatorii olan kuprizon intoksikasyonunun birgok
enzimin isleyisinde degisiklige sebep oldugunu goéstermektedir. Bu degisiklikler de

oligodendrositlerin son derece hassas oldugu, artmis oksidatif stres ile
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sonu¢lanmaktadir. Oksidatif stresin yaninda kuprizon, aminoasit seviyesinde
azalmayla birlikte endoplazmik retikulumda da strese ve miyelin lipid ve protein
sentezinde bozulmaya neden olmaktadir. Bunun sonucunda ise miyelin kilifta

bozulma gergeklesmektedir (Praet ve ark., 2014) (Sekil 2.6).

A B

T hiicreleri
hiicumu

Saghkh Sinir Hicresi MS Sinir Hlicresi

Sekil 2.6. Saglikli ve MS hastaligindaki sinir hiicresi miyelin kilifinin sematize sekli. A) Saglikli bir
sinir hiicresi, B) MS hastaliginda, sinir hiicresinin miyelin kilifinda meydana gelen demiyelinizasyon
gosterilmektedir.

21



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Modelinin Olusturulmasi ve Kullanilan Deney Hayvanlari

Calisgmamizda Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde iiretilen
demiyelinizasyona yatkin oldugu bilinen bir tiir olan C57BL/6 tiirii 8 haftalik 19-23
gram agirliginda 40 adet erkek fare kullanildi (Acs ve ark., 2009; Norkute ve ark.,
2009). Fareler; oda sicakligi ortalama 22-24°C, bagil nem oran1 %55-60, 12 saat
karanlik-12 saat aydinlik olan laboratuvar ortaminda barindirildi. Hayvanlar deney
siiresince ad libitum olarak beslendi. Calismamiz Akdeniz Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan (09/11/2015 tarihinde 2015/14 sayili karar no

ile) onay alinarak yapildi.

3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Fareler her grupta 10 adet fare olacak sekilde randomize olarak 4 gruba ayrildi:

1. Demiyelinizasyon kontrol (DK) grubu: 6 hafta boyunca normal yem ile
beslenen ve hergiin gavaj ile misir yagi verilen grup.

2. Demiyelinizasyon (D) grubu: 6 hafta boyunca normal yemin disinda gavaj ile
%0,2 kuprizon verilen grup (kuprizon musir yagi igerisinde hazirlanmistir).

3. Remiyelinizasyon kontrol (RK) grubu: 12 hafta boyunca normal yem ile
beslenen ve hergiin gavaj ile misir yagi verilen grup.

4. Remiyelinizasyon (R) grubu: 6 hafta boyunca normal yemin diginda gavaj ile
%0,2 kuprizon verilen ardindan 6 hafta boyunca normal yem ile beslenerek

remiyelinizasyona birakilan grup.

6. haftanin sonunda D ve DK grubu hayvanlara Biyofizik Anabilim Dali
laboratuvarlarinda davranis testleri ve tail flick testi uygulandiktan sonra anestezi
altinda hayvanlar sakrifiye edildi. Cerrahi islemler Deney Hayvanlar1 Unitesinde,
steril sartlarda yapildi. Anestezi, intraperitoneal olarak 150 mg/kg ketamin (ketamine
hydrochloride, Ketalar®; EWL Eczacibasi Warner Lambert istanbul-Tiirkiye) ve 5
mg/kg ksilazin (Rompun®, Bayer, Tiirkiye) karisimi kullanilarak uygulandi. Sonraki

asamada kafatasi agilarak beyin izolasyonu gerceklestirildi.

10. haftanin sonunda R grubu ve RK grubu hayvanlara davranis testleri ve tail flick

testi uygulandiktan sonra 12. haftanin sonunda hayvanlar anestezi altinda sakrifiye
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edildi. Sonraki asamada kafatas1 acilarak beyin izolasyonu gerceklestirildi (Sekil
3.1).

—31. DK — . 2.ve 6.hafta - 6.Ha.ft'a
(6 hafta normal yem) Yirtime testi Sakrifikasyon _ o
Tail Flick P
Open Field = o
=
2. D . 2.ve 6.hafta | 6-Hafta 55
' Yilt e test Sakrifikasyon = 8
(6 hafta %0,2 kuprizon) Tail Flick c g
Open Field _< %
12.Hafta 25
. 2.,6.vel0.hafta - 2 =
——3. RK Mg Sakrifikasyon -
T c
(12 hafta normal yem) Tail Flick c 5
Open Field o g
m £
4. R - . 2.,6.vel0.hafta . | 12.Hafta
% Yiirlime testi Sakrifikasyon
(6 hafta %0,2 kuprizon Tail Flick
- Open Field
6 hafta normal yem) e =

Sekil 3.1. Deney modeli sematize edilmistir. DK: Demiyelinizasyon Kontrol, D: Demiyelinizasyon,
RK: Remiyelinizasyon Kontrol, R: Remiyelinizasyon seklinde kisaltildi.

3.3. Davrams Testleri

3.3.1. Yiiriime Testi

Calismamizda yiirlime testinde, ayak izlerini elde etmek i¢cin arka ve On ayaklar
sirastyla kirmizi ve mavi toksik olmayan boya ile boyandi. Daha sonra hayvanlara
kapali bir diizenegin igine 50 ¢cm uzunlugunda ve 4 cm genisliginde pist boyunca
yiiriimeleri i¢in izin verildi. Her ¢alisma i¢in beyaz bir kagit yaprak, pistin tabanina
yerlestirildi. Olusan ayak izleri dijital kumpas ile Ol¢iilerek analiz edildi. Asagidaki

parametreler 6l¢iildii;

1) Adim uzunlugu; her bir adim arasinda ileriye hareketin ortalama mesafesi,
2) Toe Spread (TS); 1. parmak ile 5. parmak aras1 uzaklik,

3) Intermediary Toe Spread (ITS); 2. ile 4. parmak ucu arasindaki uzaklik,
4) Print length (PL); topuktan 3. parmak ucuna olan uzaklik,

5) TOF; sag arka topuk ile sol 3. parmak ucu aras1 uzaklik,

6) Overlap; sol veya sag 0n ayak izi / arka ayak izinin iist iiste gelmesi.

Overlap, birbirini izleyen sol veya sag 6n ayak izi / arka ayak izinin st {iste gelmesi
ve aralarindaki mesafeyi kuprizona maruz birakilan deney gruplar1 ile kontrol

gruplarinda degerlendirmek i¢in kullanildi. Arka ayak izi merkezi 6nceki 6n ayak izi
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merkezinin iistiine diistiigiinde, sifir degeri kaydedildi. On ve arka ayak izleri
ortiismedigi zaman, ayak izlerinin merkezleri arasindaki mesafe kaydedildi. Her
kosuda her bir parametre i¢in, baslangi¢ ve bitis ayak izleri hari¢ 3 deger kaydedildi.
Bu ii¢ degerin ortalamasi sonraki analizlerde kullanildi (Inserra, Bloch, ve Terris,
1998; Carter ve ark., 1999).

3.3.2. Acik Alan Testi

Acik alan testi ile farelerin motor koordinasyonlart ve lokomotor aktiviteleri
degerlendirildi. Ag¢ik alan testleri duvar yiiksekligi 40 cm, tabam 50x50 cm?
ebatlarinda olan kare seklinde beyaz mat tabanli diizenekte yapildi. Alan birbirine
esit 16 kiigiik daireye boliindii. Olgiim testinin yapilacag: giinden 6nce hayvanlar
deney diizeneginde alistirma siirecinden gecirildi. Kayitlar Noldus Etho Vision
sisteminde alindi. Deneyin baslangicinda fareler tek tek bu alanin merkezine birakildi
ve 5 dakika boyunca hareketleri dijital olarak kaydedildi. Bu siire igerisinde farelerin
aldiklar1 yol ve hizlar1 oOlgiilerek motor fonksiyonlar1 degerlendirildi. Denekler

arasinda diizenek her defasinda temizlendi (Li ve ark., 2015).

3.4. Tail Flick Testi

Tail flick test diizeneginde (katalog no TF211-01 TAIL FLICK SYSTEM for Rart’s)
kuyrugun hemen altinda bulunan lamba ve fotosensor araciligiyla kuyrugun distal
ucunun yaklasik 3 cm {stiine belirli bir noktaya 1s1 uygulandi. Farenin agriyi
hissettigi anda kuyrugunu c¢ekmesiyle fotosensor araciligiyla devre kapandi.
Uygulamanin basladig1r andan kuyrugun 1s1 uygulanan noktadan ¢ekilmesine kadar
gecen siire tespit edildi. Fotosensoriin etkilenmemesi i¢in deneyler karanlik bir
ortamda yapildi. Doku hasarin1 en aza indirmek icin diizenegin cut-off siiresi 20

saniye olarak belirlendi (Vakilzadeh ve ark., 2015).

3.5. Histolojik Inceleme

3.5.1. Parafine Gomme islemi i¢cin Doku Takibi

Farelerden alman beyin dokular1 %10’luk formalin fiksatifi igine alinarak 24 saat
fikse edildi. Fiksasyondan sonra dokular 2 saat akar suda yikandi. Ardindan, dokular
strastyla %70, %80, %90’lik etil alkollerde 24’er saat ve %100’liik etil alkolde ise 3
saat tutularak dokulardan suyun uzaklasmasi saglandi. Ksilol icinde {i¢ defa iicer
dakika bekletilerek seffaflagtirildi. 56°C’ye ayarlanmis etiivde sivi  parafin

serilerinden gegirilerek parafin bloklar hazirland1.
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3.5.2. Immiinohistokimya Yontemi
Fare beyin dokusunda GFAP ve MBP ekspresyon miktarimi gostermek amaciyla
kullanildi.

Kullanilan Soliisyonlar

1X PBS (Phosphate Buffer Saline):

7,2 gr Disodyum Hidrojen Fosfat (Na;HPO,)(#1.06585.5000; Merck)

0,8 gr Potasyum Hidrojen Fosfat (KH,PO,4)(#1.05101.1000; Merck)

16 gr Sodyum Kloriir (NaCl)(#1.06400.1000; Merck)

Yukaridaki kimyasallar 2 litre distile su igerisinde ¢oziildii ve pH’s1 2N NaOH ile
pH=7,4 olacak sekilde ayarlandi.

Sitrik Asit Tamponu:
2,1 gr Sitrik asit (C6H807.H,0) (#1.0044.1000; Merck) 900ml distile su igerisinde
¢oOziildii ve pH’s1 2N NaOH ile pH=6,0 olacak sekilde ayarlandu.

%3’liik H,O; Soliisyonu:
92 ml metanol (CH3OH) (#1.06009.2500; Merck) ve 8 ml %35’lik H,0,
(#1.07961.0100; Merck) karistirilarak sale icerisinde hazirlandi.

Bloklama Soliisyonu:

Ultra V Block (#TA-125-UB; Thermo Scientific/LabVision)

Antikor Diliient Soliisyonu:

Antibody Diluent Solution (#ab64211; Abcam)

Primer Antikor:
Anti-Myelin Basic Protein antibody (#ab40390, Abcam)
Anti-GFAP antibody (#ab7260, Abcam)

Sekonder Antikor:
Biotinli Anti rabbit Vector Laboratories (#BA-1000)

Streptavidin Peroksidaz Kompleksi:
Streptavidin Horseradish Peroxidase (HRP) (#85-9043; Invitrogen)
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Kromojen:
Diaminobenzidine tabletleri (#D4168; Sigma)

Mayer’in Hematoksileni:

Mayer Hematoksilen (#1.09249.1000; Merck)

Kapatma Soliisyonu:

Entellan (#1.07961.0100; Merck)

Immiinohistokimya boyamasi i¢in 5 pm kalmhgmda kesitler; Poly-L lizinle kapl
lamlar {izerine alind1 ve bu kesitlerde atlastan belirlenen CC ve hippocampus alanlar1
immunohistokimyasal analizler i¢in ayrildi. Ayrilan kesitler, 45°C’deki etiivde bir
gece ve takiben sabahta 60°C’deki etiivde 1 saat bekletildi. Bu asama; parafinin
slaytlar iyice yapismasi i¢in gereken Onemli bir adim olup, sonrasinda parafini
slaytlarin lizerinden uzaklastirmak i¢in 10’ar dakika 2 kez ksilolden gecirildi ve
takiben 3’er dakika azalan alkol serilerinde (%2100, %90, %80, %70) bekletilmesiyle
deparafinize (parafinden kurtarma) olmasi saglandi. Alkol serilerinden sonra kesitler
3 dakika distile su igerisinde hidrate (suya indirme) edildi. Ardindan dokudaki
antijenik maskelenmeyi ortadan kaldirmak amaciyla taze hazirlanmis sitrik asit
(pH=6,0) tamponunda 750 W’da 7 dakika mikrodalga isinimina maruz birakild:.
Kesitler mikrodalga uygulamasi sonrasinda oda 1sisinda 20 dakika sogutulduktan
sonra, distile su ile 5 dakika yikandi. Daha sonra, dokulardaki endojen peroksidaz
aktivitesi %3’liik H,O; soliisyonu ile oda 1sisinda 15 dakika bekletilerek yok edildi.
Takibinde kesitler 3 kere 5’er dakika PBS ile yikandiktan sonra, 6zgiil olmayan
baglanimlar1 bloke etmek icin bloklama soliisyonu ile oda 1sisinda 7 dakika
bloklandi. Bu islem sonrasinda herhangi bir yikama basamagi yapilmadan kesitler,
pozitif gruplara diliie edilmis MBP (1:1400), GFAP (1:400) ve negatif gruplara da
ayni oranda IgG igeren immunglobulinler damlatildi. Kesitler nemli muhafaza
kutularina almarak +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda
kesitlerdeki soliisyonlar uzaklastirildi. Primer antikoru test etmek i¢in kullanilan IgG
negatif kontroliimiiz boyanmalar1 test etmemizi sagladi. Ertesi sabah 3 kez 5’er
dakika PBS’de yikanan kesitler biotin ile isaretlenmis anti-rabbit sekonder antikorda
(1/400) oda isisinda 2 saat inkiibe edildikten sonra, 3 kez 5’er dakika PBS’de
yikandi. HRP-konjuge Streptavidin damlatilarak 40 dakika oda 1sisinda bekletildi.

Yikamanin ardindan DAB (Diaminobenzidin) substrati damlatilarak enzim substrat
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iliskisi sonucunda olusacak olan kahverengi boyanmalar gozlendi. GFAP i¢in 22
saniye, MBP i¢in 35 saniye inkiibe edilerek gelisen reaksiyon mikroskop altinda
degerlendirildi. Ardindan Mayer’in hematoksileninde zit boyama yapildi. Ornekler
daha sonra artan alkol serilerinden (%70, %80, %90, %100) gecirilerek dehidrate
(sudan kurtarma) edildi, ksilolden gegirildi. Daha sonra kesitler entellan ile kapatild1.
Zeiss Axioplan 151k mikroskobunda CC ve hippocampusta GFAP ve MBP dagilimlar1

ve immunoreaktivite dereceleri Image J programi kullanilarak degerlendirildi.

3.5.3. Beyin Dokularinin Fotograflanmasi
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dalinda
yapilan immunohistokimyasal boyanmalar1 goriintiilemek ve fotograflamak icin

Zeiss-Axioplan (Oberkochen, Germany) mikroskop kullanildi.

3.5.4. Image J Analizi

Beyin dokusundan 6 farkli hayvandan alman Orneklere immiinohistokimya
boyanmasi yapildiktan sonra elde edilen preparatlardan rastgele olarak 8’er alanin
fotograflar1 ¢ekilerek Image J programi yardimiyla boyanmis kisimlarm tiim alana

orani hesaplanarak boyanma yiizdesi ¢ikarilmistir.

3.6. Istatistiksel Analiz

Image J programi ile hesaplanan yiizdeler istatistiksel olarak degerlendirildi.
Tanimlayic1 istatistikler ortalama, standart sapma, medyan, minimum ve maksimum
degerleri ile sunulmustur. Normallik varsayimi Shapiro Wilk Testi, q-q plots,
carpiklik ve basiklik degerleri (-1 ile 1 arahiginda olma) kontrol edilerek
incelenmistir. Ikiden fazla grubun sayisal verileri veriler normal dagilima
uymadiginda Kruskal Wallis Testi, fark anlamli ¢iktig1 durumda ikili karsilagtirmalar
Bonferroni-Dunn prosediirii ile yapilmistir. Veriler normal dagilima uydugunda Tek
Yonlii Varyans Analizi (One Way ANOVA) yapilmistir. Anlaml fark bulundugunda
ikili karsilastirmalar Bonferroni Testi ile yapilmistir. Zamana bagl agirliklardaki
degisimi degerlendirmek icin tekrarli dlgclimler varyans analizi (Repeated Measures
Anova) yapilmistir. Bonferonni metodu ile ikili karsilastrmalar yapilmistir. Yiiriime
analizinden elde edilen degerler One-way ANOVA ile analiz edilmistir ve post-hoc
test olarak Tukey testi kullanilmistir. Agik alan testinin verileri One-way ANOVA ile
analiz edilmistir ve post-hoc test olarak Tukey testi kullanilmistir. D grubunun hiz

parametreleri kendi i¢inde degerlendirilirken ikili karsilastirmada Paired T testi
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kullanilmustir. Tail flick testinin verileri Kruskal-Wallis varyans analizi ile test

edilmistir ve ikili karsilastirmada Mann Whitney-U testi kullanilmistir.

Analizlerde SPSS 23.0 paket programi kullanilmistir ve p<0,05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

4.1.1. Viicut Agirh@

Viicut agirligi i¢in hayvanlarin baslangic degerlerine gore degisimi hesaplandi.
Demiyelinizasyon grubunda 0., 1., 2., 4. ve 6. haftalardaki viicut agirlig
dlciimlerinde en az bir dlgiim farkli bulundu (p<0,001). ikili karsilastrmada D
grubundaki hayvanlarin viicut agirliklar1 0. giine gore 1. haftanin sonunda azalmis
olarak bulundu (p<0,001). 0. giin agirliklar1 ile 2. haftadaki agirliklar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmezken (p=0,226), 4. ve 6. haftalarda
anlaml bir artis ile karsilasildi (p=0,004, p=0,001). R grubunda ise ilk 6 hafta D
grubu ile ayn1 degisiklikler goriildii. Ek olarak hayvanlarin viicut agirliklar1 0. giine
gore 8. haftada ve 10. haftada agirliklar1 anlamli sekilde artmis olarak bulundu
(p=0,002, p<0,001) (Sekil 4.1).

30,0

28,0

26,071

24,071

R=rx —GCxp

22,07

20,07

18,0

T T T T

0 1 2 4 6
HAFTA

Sekil 4.1. Hayvanlarm viicut agirliklarinin haftalara gore degisimi.

4.1.2. Yiiriime Testi
Caliymamizda Olgiilen uzakliklar arasinda TOF ve overlap (dikey) degerleri

acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildii.

D grubunun 6. haftasindaki TOF degerleri ile R grubunun 10. haftasindaki TOF
degerleri ayn1 haftalardaki kontrol gruplarina gore yiiksekti (p<0,001).
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Olgiilen overlap (dikey) degerlerinde, DK grubu 6. haftasmmda, RK grubu 10.
haftasinda ve R grubu 10. haftasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmedi. D
grubunun 6. haftasinda 6lgiilen dikey overlap mesafesi diger 3 grubun Ol¢iimlerine

gore yiiksekti (p<0,001) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Yiiriime testine ait goriintiiler. D grubuna ait ayak izi goriintiisinde DK, RK ve R grubuna
gore overlap mesafesindeki artig ve ayagi siirtme izi goriilmektedir (p<0,001).

4.1.3. Acik Alan Testi
Calismamizin agik alan testinde her grup kendi base-line verisine gore total distance

(alman yol) ve velocity (hiz) parametrelerine bakilarak degerlendirildi.
Deney gruplarinda alinan yol miktarlarinin degerlendirilmesi:

Kontrol gruplarmin (DK grubu ile RK grubu) tekrarlayan parametreleri arasinda

alinan yol uzunlugu miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmedi.

D grubundaki hayvanlarin 6. haftadaki aldiklar1 yol miktari, DK grubu hayvanlarinin
6. haftasindaki aldiklar1 yol miktarina gére daha az bulundu (p<0,01) (Sekil 4.3 A). R
grubundaki hayvanlarin 10. haftada aldiklar1 yol miktar1 ise, D grubunun 6. haftasina
gore daha fazla bulundu (Sekil 4.3 A). Ayrica D grubunun 6. haftasinda alinan yol
miktar1 da D grubunun 2. haftasina gore daha az bulundu (p<0,01) (Sekil 4.3 B).
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Deney gruplarinda hizlarm degerlendirilmesi:

Kontrol gruplarinin tekrarlayan parametreleri arasinda hizlarinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi. Fakat D grubundaki hayvanlarm 6. haftasindaki hizlari,
DK grubu hayvanlarmin 6. haftasindaki hizlarma gore daha az bulundu (p<0,01)
(Sekil 4.3 C). R grubundaki hayvanlarin 10. haftadaki hizlar1 ise, D grubunun 6.
haftasina gore daha fazla bulundu (Sekil 4.3 C). Ayrica D grubundaki hayvanlarin 6.
haftasindaki hizlar1 D grubunun 2. haftasindakine gore daha az bulundu (p<0,01)

(Sekil 4.3 D).
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Sekil 4.3. Alinan yol miktarina ve hizlarma ait grafikler. A) Alinan yol miktari, D grubunun 6.
haftasinda kontrol grubuna goére azalmistir (*p<0,01), R grubunda ise alinan miktar1 artmistir
(*p<0,01). B) D grubunun 6. haftasinda alinan yol miktar1 2. haftada alinan yol miktarma gore
azalmistir. C) Hizlari, D grubunun 6. haftasinda kontrol grubuna gore yavaslamistir (¥*p<0,01), R
grubunda ise hiz artmistir (*p<0,01). D) D grubunun 6. haftasinda da 2. haftasina gore hayvanlarmn

hizlar1 azalmistir (*p<0,01).
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4.1.4. Tail Flick Testi
Kuprizon tedavisi bittikten sonra yapilan tail flick testi i¢in, D grubunun 6. haftas1 ve
DK grubunun 6. haftasi ile R grubunun 10. haftasi1 ve RK grubunun 10. haftasinda

alinan veriler analiz edilerek kargilastirildi.

DK grubunun 6. haftasinda, RK grubu ve R grubu 10. haftasinda alinan veriler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gorilmez iken D grubunun 6.
haftasindaki kuyruk ¢ekme siiresinin diger 3 gruptan da yiiksek oldugu goriildi
(p<0,001) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Tail flick testinde ortalama kuyruk ¢cekme siireleri. D grubundaki farelerin 1siya karsilik
kuyruklarmni cektikleri ortalama siirenin, DK, RK ve R grubuna goére uzadig1 dikkat ¢ekmektedir
(*p<0,001).

Gruplar Ortalama (sn) Standart hata
DK 10 6 2,5375 0,42086
D 10 6 7,2214 0,74163
RK 10 10 3,23 0,70617
R 10 10 3,4 0,7663
Total 40 10 4,4951 0,46767

4.2. immunohistokimyasal Bulgular

Kuprizonun meydana getirdigi hasar1 farelerin beyin dokusunda goérebilmek igin
GFAP ve MBP antikorlar1 immunohistokimya teknigi ile isaretlendi. Beyin
dokusunun atlas yardimi ile belirlenen CC ve hippocampus bolgeleri total olarak ve

anatomik alt béliimlerine ayrilarak ayr1 ayr1 analiz edildi.

4.2.1. Hippocampus’ta GFAP ve MBP Ekspresyonlari

Total hippocampus degerlendirildiginde;

Total hippocampus GFAP ekspresyon miktart,

D grubunda DK grubuna gore yiiksek (p<0,001). R grubunda ise GFAP ekspresyonu
D grubuna gore diisiik saptandi (p<0,001) (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).

Total hippocampus MBP ekspresyon miktari;
D grubunda DK grubuna goére MBP ekspresyonu diisiik saptand1 (p<0,001) (Sekil 4.4
ve Sekil 4.5).
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Sekil 4.4. DK, D, RK ve R gruplarma ait beyin dokularinda hippocampus’u gésteren GFAP’nin ve
MBP’nin immunohistokimyasal ekspresyonlari. Oklar: hippocampal alani isaret etmektedir. Olgek

200 pm.
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Sekil 4.5. Total hippocampus’ta % GFAP ve % MBP ekspresyon miktarlari. A) Total hippocampus’ta
gruplara gore % GFAP ekspresyonu (*p<0,001, **p<0,001), B) Hippocampus’ta gruplara gore %
MBP ekspresyonu (*p<0,001). Grafiklerde, GFAP ve MBP ekspresyonlarinin total hippocampus’un
tiim alanlarinda image J analizi ile elde edilen boyanma paternlerinin istatistiksel olarak gruplara gére

degerlendirilmesi goriilmektedir.
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Hippocampus CA alanlarina gore degerlendirildiginde;
Hippocampus’un CAl, CA2 ve CA3 kisimlar1 incelendiginde GFAP ve MBP
ekspresyon yogunlugunda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlhi fark ile

karsilagildi (p<0,05).

Hippocampus 'un CAl, CA2 ve CA3 kisimlarinda GFAP ekspresyonu;
CAl’de D grubunda DK grubuna gore daha yiiksek saptandi (p<0,001). R grubunda
D grubuna gore daha diisiik bulundu (p<0,001) ve RK ile R arasinda bir fark

goriilmedi.
CA2’de 4 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p=0,25).

CA3’de D grubunda DK grubuna gore daha yiiksek saptandi (p<0,001). R grubunda
D grubuna gore daha diisiikken (p=0,001) ve RK grubuna gére daha yiiksek bulundu
(p=0,033) (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

Sekil 4.6. Hippocampus’un CA alanlarinda GFAP immunreaksiyonlar1 gériilmektedir. Olgek 50 pm.
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CA alanlarinda GFAP ekspresyonu
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Sekil 4.7. Hippocampus CA alanlarinda % GFAP ekspresyonu. A) CAl alaninda (*p<0,001,
**p<0,001), B) CA2 alaninda (p=0,25), C) CA3 alaninda (*p=0,001, **p=0,033) gruplara gére GFAP
ekspresyonunun image-J analizi sonucunda istatistiksel olarak degerlendirilmesi goriilmektedir.

Hippocampus'un CAI, CA2 ve CA3 kisimlarinda MBP ekspresyonu;

CA1 ve CA2 alanlarinda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmazken (sirasiyla p=0,667, p=0,091), CA3’de D grubunda DK grubuna gore
ekspresyon miktar1 daha az saptandi (p=0,001) (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Hippocampus’un CA alanlarinda MBP immunreaksiyonu. Kontrol gruplarindaki reaksiyon
siddeti demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon gruplarina gore daha yogun goériinmektedir. Olgek 50
pm.
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CA alanlarinda MBP ekspresyonu
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Sekil 4.9. Hippocampus CA alanlarinda % MBP ekspresyon miktarlari. A) CAl alaninda (p=0,667),
B) CA2 alaninda (p=0,091), C) CA3 alaninda (*p=0,001) MBP ekspresyonunun gruplara gore
ekspresyon dagilimi goriilmektedir.

4.2.2. CC’da GFAP ve MBP Ekspresyonlari
CC’da GFAP ve MBP ekspresyonlar1 total olarak ve splenium, trunkus, genu

kisimlarina ayrilarak degerlendirildi.

Total CC’da GFAP ekspresyon miktari:
D grubunda DK grubuna goére (p=0,017) ve R grubunda RK grubuna goére (p<0,001)

yiikksek saptandi. Ayrica R grubunda D grubuna gore ekspresyon miktar1 diisiik
bulundu (p<0,001) (Sekil 4.10 A).

Total CC’da MBP ekspresyon miktari:
D grubunda DK grubuna gore diisiik saptandi (p<0,001) (Sekil 4.10 B).
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Sekil 4.10. Total CC’da % GFAP ve % MBP ekspresyon miktarlari. A) % GFAP ekspresyonunun
gosterilmesi (*p<0,017, **p<0,001, ***p<0,001), B) MBP ekspresyonunun gosterilmesi (¥*p<0,001).

CC splenium, trunkus ve genu kisimlarina gore degerlendirildiginde;

GFAP ekspresyon miktar,

Splenium’da, D grubunda R grubuna gore yiiksek saptandi (p<0,001) (Sekil 4.11 ve

Sekil 4.12).

Trunkus’ta, gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil 4.11 ve Sekil

4.12).

Genu’da ise R grubunda RK grubuna gore yiiksek bulundu (p=0,006) ve R grubunda
D grubuna gore diisiik saptandi (p=0,003) (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. CC’un splenium, trunkus ve genu alanlarinda GFAP immunreaksiyonu. Olgek 50 pm.
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Sekil 4.12. CC’un splenium, trunkus ve genu alanlarinda gruplararasi % GFAP ekspresyon dagilimi.
A) Splenium’da (*p<0,001), B) Trunkus’ta, C) Genu’da (*p=0,006, **p=0,003).
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MBP ekspresyon miktari:

Splenium, trunkus ve genu kisminda D grubunda DK grubuna gore daha az saptandi
(p<0,001). Ayrica genu’da R grubunda D grubuna gore daha yiiksek bulundu
(p=0,042) (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. CC’un splenium, trunkus ve genu alanlarinda MBP immunreaksiyonu. Olgek 50 pm.
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Sekil 4.14. CC’un splenium, trunkus ve genu alarinda gruplararast % MBP ekspresyon dagilimi.
A) Splenium (*p<0,001), B) Trunkus (*p<0,001), C) Genu (*p<0,001, ** p=0,042) alanlarma ait
CC’un splenium, trunkus ve genu alanlarinda
demiyelinizasyona bagli MBP ekspresyon miktarindaki azalis dikkati cekmektedir.

ekspresyona bagli istatistiksel analizlerdir.
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5. TARTISMA

MS, diinya c¢apinda 2 milyondan fazla insani etkileyen kronik néroinflamatuvar bir
hastaliktir  (Alvarez-Sanchez ve ark., 2017). Bu hastaligin patogenezini
aydinlatabilmek i¢in birkag farkli hayvan modeli tanimlanmistir (Kipp ve ark., 2009).
Bu modellerden otoimmun kaynakli MS’i en iyi yansitan EAE modeli olup
ndroinflamasyonu net olarak yansitan demiyelinizasyon siireglerinin incelenebildigi
bir modeldir (Procaccini ve ark., 2015). Ancak, EAE modelinin patogenezinde ortaya
cikan farklar ve demiyelinizasyonda lezyonlarin yerlesiminin belirlenememesi bu
modelin kullanimmi sinirlandirmaktadir (Gudi ve ark., 2014). Ayrica bu model MS
progresyonu hakkinda c¢ok az bilgi saglarken; lezyonlarin lokalizasyonu ve ortaya
cikis zamanmi degiskenlik gosterdigi icin remiyelinizasyonun c¢alisilmas: da
zorlagmaktadir (Procaccini ve ark., 2015). Temelde EAE, omuriligin beyaz cevherini
etkileyen bir hastalik iken MS, cerebellar cortex ve cerebrum’un belirgin
demiyelinizasyonu ile karakterizedir. Literatiirde de sinirli sayida ¢alisma EAE’de
cortex’in demiyelinizasyonuna isaret etmektedir (Procaccini ve ark., 2015).
Remiyelinizasyonun calisilmasi, ilerleyici MS’in tedavisi ve engellenebilmesinde
biliyiik 6nem tasimaktadir. EAE’de de bu mekanizmanin sinirlanmasi, arastirmalari
daha ileri boyutlara tasiyamamaktadir (Ransohoff, 2012; Mashayekhi ve Salehi,
2016; Tejedor ve ark., 2017).

Viral modeller, MS’deki inflamatuvar demiyelinizasyonun ana &zelliklerini
yansitabilmektedir. Ancak, virus modellerinin en biiyilk dezavantajlari, dogrudan
viriis kaynakl etkilerinin olmasi, anti viral bagisiklik ve ek otoimmiin basamaklari
iceren kompleks mekanizmalar varhigidir. Ayrica, MS patogenezinde viriislerin
roliinii gostermek, indirekt ve kisithdir. Bugiine kadar MS i¢in spesifik bir viriis
enfeksiyonu da tanimlanmamigtir (Lassmann ve Bradl, 2017). TMEV modelinde
demiyelinizasyonun mekanizmasi1 hakkinda kesin bir fikir birligi yoktur (Denic ve
ark., 2011). Viral modellerde, EAE modelinde de oldugu gibi demiyelinizasyon ve
remiyelinizasyonun ayni zamanda meydana gelmesi sebebiyle remiyelinizasyonun

degerlendirilmesi de oldukga zordur (Gudi ve ark., 2014).
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Genetik modeller miyelinizasyon ve aksonal iletimdeki fonksiyon bozuklugunu
arastrmak i¢in kullanighdir. Ancak, remiyelinizasyonu arastirmak icin uygun

degildir (Gudi ve ark., 2014),

Toksik modeller ise, hem demiyelinizasyon hem de remiyelinizasyon
mekanizmalarmi ¢ézmek igin olduk¢a kullanighidir (Lassmann ve Bradl, 2017). Bu
nedenle, toksik ajan olarak kuprizonun kullanilmasiyla olusturulan modellerde
tutarl, anatomik olarak tekrarlanabilir bir demiyelinizasyon ve spontan
remiyelinizasyon saglanmaktadir. MS dahil bircok demiyelinizasyonla iliskili
hastaligin arastirilmasinda da bu nedenle tercih edilmektedir (Skripuletz ve ark.,
2011; Praet ve ark., 2014; Tagge ve ark., 2016). Calismamiz, MS’in en onemli
bulgusu olan demiyelinizasyon ve bunun perifere yansitacagi yanitlarin
degerlendirilmesi temeline dayanmaktadir. Toksik ajan olarak tercih edilen kuprizon
ile fare modelinin olusturulmasinin ardindan hem perifer, hem de MSS’deki yanitlar1

gorebilmek amaciyla dizayn edilmistir.

Kuprizon ile olusturulan tiim MS modeli ¢alismalarinda; kuprizonlu yemlerin her
giin taze olarak hazirlanip hayvana verilmesi s6z konusudur. Ancak, 2013 yilinda
Basoglu ve arkadaslar1 (Basoglu, Boylu, ve Kose, 2013) ile 2017 yilinda Zhen ve
arkadaglarinin (Zhen ve ark., 2017) yaptiklar1 ¢alismalarda kuprizonun gavaj ile
hayvana verilmesinde, hazirlama sirasinda inhalasyona bagh toksisitenin de ortadan
kalktig1 gosterilmistir. Zhen ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda kuprizonun gavaj yoluyla
verilmesinin ¢ok daha avantajli bir model oldugunu vurgulamaktadirlar. Bu alternatif
modelin avantajlarmi, kuprizon tiiketiminin kontrollii ve esit oranda toksik ajana
maruz kalimmasma baglamislardir. Bu uygulamanin, hayvanlardaki demiyelinizasyon
farkin1 en aza indirdigi, dolayisiyla da farmakolojik degerlendirmeler i¢in tutarl bir
model olusturdugu soylenmektedir (Zhen ve ark., 2017). Kuprizon inhalasyonu
potansiyel olarak insanlar igin de toksiktir (Hochstrasser ve ark., 2017). Bu nedenle
alternatif metotlar gelistirilerek 6nceden kuprizonlu olarak hazirlanmis pelet yemler
(Soundarapandian ve ark., 2011), ya da suya karistirilmis kuprizon (Zatta ve ark.,

2005) ile denenmistir.

Kuprizonun farkli uygulanmasma bagli olarak, demiyelinizasyon miktarlarinda da
farkhliklar goriilebilmektedir. Ogiitiilmiis yeme karistirilarak verilen kuprizon CC’da

neredeyse tama yakin demiyelinizasyona ve ciddi mikrogliozise sebep olurken,
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kuprizon pelet yeme karistirilarak verildiginde CC’da demiyelinizasyon agikca
tamamlanmamakta ve daha az mikrogliozis goriilmektedir (Hochstrasser ve ark.,
2017). Pelet yemlerin igerisinde bakir bulunmasinin kuprizonu inaktive ederek daha
az demiyelinizasyona sebep olabilecegi ve bunu dnlemek icin de caligma sirasinda
kuprizonun taze olarak hazirlanmasinin énemi vurgulanmigtir (Hochstrasser ve ark.,
2017). Ayrica, kuprizonun distile suya karistirilarak verilmesi kuprizonun su
icerisinde diisiik ¢oziinmeye sahip olmasi sebebiyle tam demiyelinizasyon igin
uygulama siiresini 9 aya kadar uzatabilmektedir (Zatta ve ark., 2005). Tiim bu olas1
sorunlar dikkate alindiginda, ¢calismamizda misir yaginda ¢oziilen kuprizonun gavaj

yoluyla her hayvana esit dozda verilmesi planlanmistir.

Literatiirde kuprizonun dozu ile ilgili caligmalar yer almaktadir. Yapilan bu dozaj
calismalarinda %0,1 dozda 6 haftaya kadar demiyelinizasyonun tamamlanmadigi,
fakat %0,2 veya daha yiiksek dozlarda kuprizon uygulanmasinin 6 hafta sonra
belirgin demiyelinizasyon yarattigi gorilmistir (Hiremath ve ark., 1998). Ayni
calismada miyelini isaretleyen bir antikor ile lifler boyanarak kontrol gruplarinin
hasarsiz oldugu gosterilmistir. Buna ek olarak, %0,2 ve %0,3 dozlarinda kuprizona
maruz bwrakilan farelerde ayni1 antikor ile yapilan immunohistokimyasal
boyanmalarda miyelin kaybinin az ve daginik bir sekilde oldugu gdsterilmistir. %0,4,
%0,5 ve %0,6 dozda kuprizon verilen farelerde ise CC’da demiyelinizasyon
olugsmasma ragmen beraberinde karaciger toksisitesi de saptanmustir. Kuprizonun
karaciger toksisitesi olusturmadan demiyelinizasyonu meydana getirdiginden
CS57BL/6 tiirii farelerin tolere ettigi maksimum dozun %0,2 ile %0,3 oldugu
goriilmistiir (Hiremath ve ark., 1998). Bu nedenle ¢alismamizda %0,2 kuprizonu
uyguladik. Steelman ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada 5 hafta boyunca
%0,2 dozda yeme karistirarak kuprizon verdikleri farelerde intoksikasyona bagli
olarak ilk 1 hafta da agirliklarmin %10 oraninda diistiigii, takip eden 4 haftada da
asamali olarak arttig1 goriilmistiir (Steelman, Thompson, ve Li, 2012). Franco-Pons
ve arkadaglarinin caligmalarinda ise, kuprizon verilen hayvanlarda ilk 1 haftadan
sonra %3,6 oraninda agirlik kayb1 goriilirken kontrol grubunda %3 oraninda agirlik

artis1 ile karsilasilmistir (Franco-Pons ve ark., 2007).
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Bizim c¢aligmamizda da literatiirle uyumlu olarak demiyelinizasyon grubundaki
farelerin agirliklarinda 1. haftanin sonunda anlamli bir azalig goriiliirken sonraki

haftalarda diizenli bir artis saptanmistir.

Bir¢ok calismada kuprizon modelinde, demiyelinizasyonun direk sonucu olduguna
inanilan anormal davraniglarm ve biligsel bozukluklarin da  gorildigi
belirtilmektedir (Skripuletz ve ark., 2008; Taylor, Gilmore, ve Matsushima, 2009;
Taylor ve ark., 2010; Wang ve ark., 2013). Calismalarda davranigsal bozukluklar1
degerlendirmek icin acgik alan, tail flick gibi testler kullanilmaktadir (Li ve ark.,
2015; Vakilzadeh ve ark., 2015; Vakilzadeh ve ark., 2016). Acik alan testi uygulanan
bir ¢aligmada alman total yol miktar1 kuprizon grubundaki hayvanlarda, kontrol
grubuna yakin olarak bulunmustur. Vakilzadeh ve arkadaslarinin 2014 yilinda
(Vakilzadeh ve ark., 2015) ve 2015 yilinda (Vakilzadeh ve ark., 2016) yapmis
olduklar1 ¢aligmalarinda, agik alan testinde alinan yol miktar1 ve hizin kuprizon
verilen deney grubunda kontrol grubuna gore azalmasi dikkat g¢ekici olup, bizim
sonuglarimizda bu literatiirle uyumlu bulunmustur. Motor bozuklugunun karakterize
edildigi bir ¢alismada yapilan yiirime testinde, hayvanlarin yaslar1 ilerledikge
overlap mesafesinin arttigini géstermislerdir (Carter ve ark., 1999). Calismamizda da
demiyelinizasyon grubunun overlap mesafesinin uzunlugunun, kontrol grubuna gore
artmis olarak bulunmasi olusturulan demiyelinizasyonun yliriiylis bozukluguna sebep
olabilecegini diistindiirmistiir. Tail-flick testi uygulanan bir ¢alismada ise, kuprizon
verilen grubun nosiseptif yanitlarinda kontrol grubuna gore anlamli bir fark olmadigi
goriilmiistiir. Motor fonksiyon bozukluk olugsmasmna ragmen, EAE modelinde
noropatik agrinin davranigsal belirtileri gozlenmemistir (Vakilzadeh ve ark., 2015).
Literatiirden farkl olarak ¢alismamizda, demiyelinizasyon grubunda kuyruk ¢cekme
stiresindeki  gecikme, iki modelin mekanizmalar1 arasindaki farkliliktan
kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Karsilasilan bu farkin mekanizmasini
anlayabilmek i¢in periferik sinirlerin de histolojik olarak incelenmesinin, bu konunun

aydinlatilmasina katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Literatiirde yer aldig1 gibi, kuprizon uygulanan gruplarda kontrol grubuna kiyasla
CC’da yogun bir miyelin kaybi immunohistokimya ydntemiyle ekspresyonu
degerlendirilen antikorlar araciligiyla gosterilebilmektedir (Partridge ve ark., 2016).

Calismamizda da literatiir ile uyumlu bir sekilde CC’da belirgin bir demiyelinizasyon
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goriilmiis ve bu da immunohistokimyasal olarak MBP’nin ekspresyonunun

degerlendirilmesiyle yorumlanmustur.

Kemirgenlerde hippocampus, gyrus dentatus ve lateral hippocampus dahil farkli
bolgelerden olusmaktadir ve CA1, CA2 ve CA3 olmak iizere 3 alana boliinmiistiir
(Norkute ve ark., 2009). Geurts ve arkadaslar1 (2007) MS hastalarinda mikroglia ve
makrofajlarin invazyonu ve aktivasyonuyla paralel olarak hippocampus’ta yaygin
demiyelinizasyon ve bununla korele kognitif diisiis goriildiigiini bildirmislerdir
(Geurts ve ark., 2007). Bizim c¢alismamizda hippocampusta GFAP ekspresyon
miktarindaki artisa ek olarak, MBP ekspresyon miktarindaki azaligin gosterilmesi de
kuprizonun yarattig1 hasar1 kanitlamaktadir. SPMS siirecinde diffiiz beyaz cevher
hasarma ek olarak gri cevherde goriilen doku hasar1 da hastalik slirecinin 6nemli
bilesenlerinden biridir. Son yillarda MS’te gri cevher hasarini arastiran ¢alismalarin
sayis1 giderek artmaktadir. Normal goriiniimlii beyaz cevherli MS’te oldugu gibi, gri
cevher hasarmna; hem cortex hem de hippocampus ve thalamus gibi subkortikal

alanlar yaygin bir sekilde dahil olabilmektedir (Kipp ve ark., 2017).

Dutta ve arkadaslar1 MS hastalarinda olas1 hafiza bozuklugu mekanizmalarini
arastirmak i¢in yaptiklar1 bir ¢aligmada, postmortem MS’li beyin dokularmdan
aldiklar1 kesitlerde demiyelinize hippocampus’ta ve miyelin kaybina bagli morfolojik
degisikliklere ilaveten molekiiler kaynaklar1 da incelemislerdir. Demiyelinize
hippocampus’un CA1 ve CA2/3 bolgelerinde 6nemli néronal kayip meydana geldigi
gozlemlenmesine ragmen, bu calismada demiyelinizasyona ugramis CAl, CA3
bolgelerindeki bu farklarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmiistiir (Dutta

ve ark., 2011).

MS’teki hippocampal demiyelinizasyonu sistematik olarak degerlendiren ilk
calismay1 Geurts ve arkadaslar1 yapmustir. Bu ¢alismada, CA1l ve gyrus dentatus’un
molekiiler tabakasi lezyonlardan etkilenirken, gyrus dentatus’un hilusu ve CAZ2
alanlar1 tim MS vakalarinda tutarh bir sekilde korunmustur (Geurts ve ark., 2007).
Bizim calismamizda da, Geurts ve arkadaslarmin g¢alismasina benzer sekilde
hippocampus’un CA2 alaninin, demiyelinizasyondan korundugu goriilmektedir.
Ayrica, CAl ve CA3’te demiyelinizasyona bagli olarak ortaya ¢ikan hasar sebebiyle
GFAP’nin ekspresyon miktarmin artist ve MBP ekspresyon miktarmin azaligi da

sonuglarmmizi tutarl kilmaktadir.
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Norkute ve arkadaslari, calismalarinda farkli yaslardaki farelerde kuprizon ile
demiyelinizasyon olusturarak hippocampus alanlarmni incelemislerdir. 8 haftalik
farelere %0,2 kuprizon vererek olusturduklar1 modelde medial ve lateral alveus’u,
fimbria’1 ve commissura hippocampi dorsalis’i (DHC) arastirmiglar ve literatiirle
benzer sekilde CA2/3 ve gyrus dentatus’un hilus bdlgelerinde miyelinizasyona bagl
bir kayip (%80) oldugunu belirtmislerdir (Norkute ve ark., 2009). Norkute ve
arkadaglarinin ¢aliymalarinda kullandiklar1 dozla ayni oranda ancak gavaj yoluyla
uyguladigimiz kuprizon modelinde; hippocampusun CA1l alaninda miyelin kaybi1
acisindan kontrol gruplariyla fark olmamasi ve CA3 alaninda deney grubunda ciddi

bir miyelin kaybinin gériilmesi bulgularimizi bu ¢alismayla uyumlu kilmaktadir.

Sun ve arkadaglarinin yaptigi kuprizon ile olusturulan modelde, hippocampal
cortex’te MBP, CNPase ve PLP gibi miyelinle iliskili proteinler degerlendirilmis ve
kontrol grubuna kiyasla MBP ekspresyonunun hippocampusta onemli 0Olgiide
azaldig1 belirtilmistir. Benzer sekilde, CNPase ve PLP dahil diger miyelin iliskili
proteinlerin ekspresyonunda az miktarda kaybin ifade edilmesi dikkati cekmektedir.
Immiinofloresan boyamalarda CAl, CA3 ve gyrus dentatus dahil hipokampal
korteks’in alt bolgelerindeki MBP ekspresyonunun azaldigi saptanmistir (Sun ve
ark., 2016). Bu c¢alisma da hippocampus’un CA3 alaninda MBP ekspresyonunun
azalmasi bakimindan bizim ¢alismamiz ile uyumlu olup tek fark ¢alismamizda CAl

alaninda MBP ekspresyonunda gruplar arasinda anlamli bir degisimin olmamasidir.

Franco-Pons ve arkadaslar1 ¢alismalarinda CC’da miyelin kaybmi LFB boyama ve
MBP antikoruyla isaretleyerek gdstermislerdir. Her ikisinin de sonucunda birbiriyle
uyumlu olarak demiyelinizasyon, kuprizonun 5-6 hafta boyunca verildigi grupta 4
hafta maruz birakilanlara gore daha belirgin sekildedir (Franco-Pons ve ark., 2007).
Bu yontemlerin her ikisi de daha once literatiirde gosterildigi gibi demiyelinizasyonu
ve spontan remiyelinizasyon siirecini gostermektedir (Matsushima ve Morell, 2001;
Armstrong ve ark., 2002). Bizim c¢aligjmamizda da CC’da demiyelinizasyon ve
devaminda gergeklesen remiyelinizasyon hem davranig testlerine hem de

immunohistokimyasal olarak degerlendirilen ekspresyon analizlerine yansimistir.

Norkute ve arkadaglar1 5 hafta boyunca kuprizon uygulanmasinin 3 haftaya kiyasla
daha ciddi sonuglar doguracagint ve bunun da MBP ve PLP ekspresyon oranlarina

yansidigim gostermislerdir. Benzer sekilde, 5 ile 7 haftalik uygulama sonrasinda da
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GFAP ekspresyonunun CC ve cortex’te maksimum degere ulastigr dikkati ¢ekmistir
(Norkute ve ark., 2009). Calismamizda 6 hafta boyunca gavaj yoluyla uyguladigimiz
kuprizonun, hayvanlarim CC’unda GFAP ekspresyonunda artisa ve MBP

ekspresyonundaki azalisa sebep olmasi da literatiir ile uyumludur.

Goldberg ve arkadaslarinin ¢alisgmasinda CC’un orta hatt1 ya da globus pallidus gibi
mikrogliozisin  yiilksek oldugu bolgelerde c¢ok siddetli astrositozis ile
kargilasmiglardir. Kuprizon intoksikasyonundan etkilendigi bilinen CC’un medial ve
lateral kismi, putamenin caudal bolimiiniin lateral kismi, 16ko-kortikal sinirdaki
cortex’in derin tabakalarinda siddetli mikrogliozis goriilmiistir (Matsushima ve
Morell, 2001). Bizim calismamizda da, CC’un splenium ve genu bdlgesinde

astrositozis nedeniyle GFAP ekspresyon miktar1 kuprizon verilen grupta artmustir.

Steelman ve arkadaglar1 c¢alismalarinda  demiyelinizasyona ek  olarak
remiyelinizasyonu da incelemislerdir. Kuprizon verilen grupta, oil red-O boyanmasi
ve MBP ekspresyonundaki azalma demiyelinizasyon bolgelerindeki direncli
mikrogliozis ile uyumlu bulunmustur. CC’un trunkus bolgesinde demiyelinizasyon
ve gliozis derecelerinin daha az oldugu belirlenmistir. CC’un rostral kisminda minor
degisiklikler gozlenirken; genu bdlgesinin yiizeyel parcasinda ise yaklasik olarak
hayvanlarin %80’inde (4/5) orta hatta biiylik 6lciide demiyelinizasyonun varligi
dikkat ¢ekicidir (Steelman, Thompson, ve Li, 2012). Calismamizda da, CC’un
isthmus, splenium ve comissura dorsalis hippocampi’yi i¢eren caudal kisminda
miyelin kayb1 gozlenmistir. Kuprizonun uygulanmasmin birakilmasini takiben 2
haftalik siirecin sonunda da kismen remiyelinizasyonun gercgeklestigi gorilmiistiir.

Fakat 5 hafta remiyelinizasyona birakilanlara gore bu oran daha diisiik bulunmustur.

Hayvanlardaki gliozisin derecesi, en fazla splenium ve isthmus da goriiliirken,
nispeten CC’un trunkus bolgesinde daha az GFAP ekspresyonuyla
demiyelinizasyonu yansitmaktadir. Fakat splenium kisimlar1 incelendiginde, gruplar
arasinda anlaml fark goriilmistiir (Steelman, Thompson, ve Li, 2012). Bu ¢alisma
ile uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da kuprizon verilen gruplarda kontrol grubuna
gore splenium, trunkus ve genuda MBP ekspresyon miktar1 azalmistir; buna paralel
olarak da CC’da GFAP ekspresyonu artmistir. CC’un trunkus bolgesinde GFAP
ekspresyonunda fark bulunmamasi bu ¢aligmanin sonuglariyla uyumludur. Kuprizon

maruziyetinden sonra 6 hafta boyunca normal yem tiiketen grubun CC’unun genu
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bolgesindeki MBP ekspresyon miktari, demiyelinizasyon grubuna gore yiiksek
bulunmustur. Bu durumda siirecte meydana gelen remiyelinizasyonun genu da daha

yogun gerceklestigini gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Toksik bir ajan olan kuprizon intoksikasyonunun, MS modeli olusturmak i¢in
siklikla kullanildig: bilinmektedir (Vakilzadeh ve ark., 2016; Tejedor ve ark., 2017).
Calismamizda, C57BL/6 tiirii farelere %0,2 dozda kuprizonun 6 hafta boyunca gavaj
yoluyla verilmesiyle olusturulan hasarin, lokomotor aktiviteye etkisi ve beyin
dokusunda hippocampus ve CC’de GFAP ve MBP ckspresyonunun
immunohistokimya yOntemi ile isaretlenerek demiyelinizasyondaki degisikligi
degerlendirilmistir. Takiben, 6 hafta normal yem verilerek remiyelinizasyon siirecine
birakilan hayvanlarda da meydana gelen ekspresyon degisiklikleri literatiirdeki farkl

metotlarla olusturulan hayvan modelleri ile tartisilmistir.

Calismamizin yiirtime ve agik alan testinde demiyelinizasyon olusturulan farelerde
lokomotor aktivitede azalma goriilmiistiir. Buna ek olarak tail flick testinde ise
farelerin 1s1ya kars1 verdikleri tepki siiresinde bir uzama ile karsilagilmistir. Bu da
kuprizonun gavaj yoluyla olusturuldugu MS modelinde periferik sinirlerin
etkilenebilecegini ve arastirilmasi gerektigini diisiindiirmektedir. Astrositlere 6zgii
olan GFAP antikorunun ve miyelin proteinine spesifik MBP antikorunun
immunohistokimya yontemi ile isaretlenmesi demiyelinizasyonu yorumlamamizda

onemli bir yonlendiricidir.

GFAP antikoru ekspresyon miktari, hippocampus total olarak degerlendirildiginde D
grubunda DK grubuna gore yiiksekken, hippocampus bolgeleri ayr1 ayri
degerlendirildiginde CA1 ve CA3 alaninda yiliksek bulunmustur. Ayrica R grubunda
D grubuna gére GFAP ekpsresyon miktari, ayni alanlarda diistik saptanmistir. MBP
antikoru ekspresyon miktar1 hippocampus total olarak degerlendirildiginde D
grubunda DK grubuna gore diisiik bulurken, hippocampus bolgeleri ayr1 ayri
degerlendirildiginde CA1 ve CA2’de anlamli bir fark goriilmezken, CA3’de D

grubunda DK grubuna gore diisiik bulunmustur.

GFAP antikoru ekspresyon miktari, CC total olarak degerlendirildiginde D grubunda
DK grubuna gore yiiksek ve R grubunda D grubuna gore diisiik bulunmustur. GFAP
ekspresyon miktari, CC’un alt bolgeleri incelendiginde ise trunkus’ta gruplar

arasinda anlamh fark goriilmezken, spleniumda ve genuda D grubunda R grubuna
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gore yiiksek bulunmustur. MBP ekspresyon miktar1 ise splenium’da, trunkus’ta ve

genu’da D grubunda DK grubuna gore diisiik bulunmustur.

Sonuglarimiza gore kuprizon farede MS modeli olusturmak i¢in uygun bir ajandir.
Ozellikle gavaj yolunun tercih edilmesi de esit dozlarda kullanilmasmi saglamak
amaciyla tercih ettigimiz 6nemli bir yontemdir. Tiim hippocampus’ta olmak iizere
ozellikle CA3 alaninda go6zlenen hasar demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon
caligmalar1 i¢in hippocampus’un uygun oldugunu gostermektedir. Bu baglamda,
calismamizin, hem MSS’e yansiyan hem de MSS’e has inflamatuvar hastaliklarda ve
bunlarin perifere yansiyan yanitlarinin incelenmesinde, yeni projelere kaynaklik
edebilecegi kanaatindeyiz. Modelin sorunsuzca calismasi, hastaligin tedavisinde
kullanilabilecek yeni ajanlarin denenmesine de katki saglayacagindan konuyla ilgili

yeni projelere 11k tutacaktir.
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