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OZET

Tiftikcioglu Bi. Noroaktif Steroid Hormonlarin Eriskin Insan Kemik Iligi
Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Oligodendroglial Farkhlasmalar
Uzerine Olan Etkileri. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim
Dal, Uzmanlik Tezi, Ankara, 2006. Noroaktif steroid hormonlar santral sinir sitemi
icerisinde ¢ok sayida ve Oonemli etkilere sahiptir. Multipl skleroz(MS) hastalarinda
cinsiyet farkinin klinik seyir ve tedaviye verilen yanit1 etkiledigine dair gozlemler
olmasi, steroid hormonlarmin MS patogenezindeki etkilerine dikkati ¢ekmistir. Insan
eriskin kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreleriMKH), MS dahil pek ¢ok
norolojik hastalikta kok hiicre tedavisi i¢in {imit vaat etmektedir. Bu calismada,
noroaktif steroidlerin in vitro ortamda MKHlerinin oligodendroglial farklilagmasi
iizerine olan etkileri incelenmistir. MKHIer tizerindeki steroid hormon reseptorlerinin
varlifina immiinsitokimyasal olarak bakilmistir. Ardindan hem erkek hem de kadin
vericilerden elde edilen kemik iligi kaynakli MKHler 17- 6stradiol(E2), progesteron
(PROG) veya dihidrotestosteron(DHT) ile 7 glin boyunca muamele edilmis ve
oligodendrosit dnciil hiicre belirleyicilerinin varligi i¢in incelenmistir. Son olarak,
Ozgiil reseptor antagonistlerinin, hormonlarin yaptig1 farklilagsma etkisi iizerine olan
etkilerine bakilmistir. Insan MKHleri ndroaktif steroid reseptorlerini tasimakta ve
ifade etmektedirler. Noroaktif steroidler MKH vericisinin cinsiyetine bagli olarak
farklilagma iizerine etki gdstermektedir. SOyle ki, DHT daha yiiksek oranda erkek
vericiden elde edilen kemik iligi kaynakli MKHlerde A2BS5 ekspresyonunu
arttirirken, E2’nin daha yiiksek oranda kadin vericiden elde edilen MKHIlerde A2B5
ekspresyonunu arttirdigr izlenmistir. E2 ve DHT en yiiksek etkiyi 100nM
konsantrasyonda gdsterirken, PROG 250nM konsantrasyonda gostermistir. Noroaktif
steroidlerin indiikledigi oligodendroglial farklilasma E2, PROG ve DHT’ye karsi
gelistirilmis 6zgiil reseptdr antagonistlerinin ortama ilave edilmesiyle engellenmistir.
Noroaktif steroidlerin yiiksek konsantrasyonlari cinsiyet farki gézetmeksizin toksik
etki gdstermistir. Bu sonuglar, steroid hormonlarin MKHIlerin farklilagsmasinda rol
oynayabilecegini ve daha oOnemlisi MS ve diger hastaliklar i¢in MKH nakli

tedavisinin gelistirilmesinde dnemli bir faktor olabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Noroaktif steroidler, mezenkimal kok hiicreler,
oligodendrositler, hiicre farklilagmasi, multipl skleroz
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ABSTRACT

Tiftikcioglu BI. Neuroactive Steroid Hormones Modulate The Oligodendroglial
Differentiation Of Adult Human Mesenchymal Stem Cells. Hacettepe University
Faculty of Medicine, Department of Neurology, Thesis in Neurology, Ankara,
2006. Neuroactive steroid hormones exert numerous and important effects within the
CNS. The observation that gender affects clinical course and therapeutic response of
patients with multiple sclerosis (MS) stimulated much interest in the effects of
steroid hormones in MS pathogenesis. Adult human bone marrow mesenchymal stem
cells (hMSCs) are a promising candidate cell population for use in reparative cellular
therapy for neurological diseases, including MS. We examined the effect of
neuroactive steroids on the in vitro oligodendroglial differentiation of these cells. The
presence of steroid hormone receptors on hMSCs was examined
immunocytochemically. Additionally, hMSCs from both male and female donors
were cultured with the neuroactive steroids 17-f estradiol(E2), progesterone(PROG)
or dihydrotestosterone(DHT) for 7 days. Cells were then examined for the presence
of oligodendrocyte precursor markers. Finally, the influence of specific receptor
antagonists was examined. Human MSCs express receptors for neuroactive steroids.
Neuroactive steroids exert differential effects depending on the gender of the hMSC
donor; DHT was responsible for maximal A2B5 expression in hMSCs from male
donors whereas E2 exerted the greatest effect on differentiation of ‘female’ hMSCs.
Maximal effects of E2 and DHT were observed at a concentration of 100nM, PROG
at 250nM. Specific receptor antagonists for E2, PROG and DHT abrogated the
neuroactive steroid-induced increase in oligodendroglial differentiation. High
concentrations of neuroactive steroids were toxic for hMSCs, irrespective of gender.
These results suggest a role for steroid hormones in the differentiation of hMSCs and
may have important implications for the development of MSC transplantation

therapy for MS and other diseases.

Keywords: Neuroactive steroids, mesenchymal stem cells, oligodendrocytes, cell

differentiation, multiple sclerosis
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1. GIRIS

Multipl Skleroz (MS) miyelin kilifinin hasar1 ile karakterize santral sinir
sisteminin (SSS) kronik, inflamatuvar, demiyelinizan, otoimmiin kdkenli bir
hastaligidir. Bat1 diinyasinda o6zellikle geng erigkinlerde en sik izlenen norolojik
hastaliktir. Klinik seyir, benign formdan hizli ilerleyen forma kadar degiskenlik
gostermekte, ancak hastalarin ¢ogunda relaps ve remisyonlar ile giden seyir
gozlenmektedir. Genetik olarak duyarli bireylerde g¢evresel faktorler tarafindan
tetiklenen  otoimmiin mekanizmalarin  etiyopatogenezde sorumlu  oldugu
diisiiniilmektedir (1). Ilging bir bulgu olarak, addlesan dénemden sonra kadinlari

daha ¢ok etkilemektedir (2, 3).

Noroaktif steroidler, sentez edildikleri yerden bagimsiz olarak, noral
aktiviteyi degistirebilen steroid yapidaki hormonlardir (4). Santral sinir sistemi
icerisinde klasik/genomik ya da hizli/non-genomik yolaklar {izerinden etki
gostermektedirler (5). Onceleri, steroid hormon sentezinin yalmzca adrenal bezler ve
gonadlar gibi periferik organlarda gergeklestigi diisiiniilmekteydi. Ancak, 1981°de
Baulieu ve arkadaslarinin gonadektomi ve adrenalektomi yapilmis deney
hayvanlarinda  dihidroepiandrosteron — siilfat’mmn  (DHEAS) sinir sisteminde
kolesterolden yeni bastan (de novo) sentezlendigini gostermelerinden sonra bu goriis
degismistir. Takip eden donemde, pregnenalon(PREG), progesteron, oOstradiol,
testosteron ve dihidrotestosteron gibi cinsiyet hormonlar1 dahil pek ¢ok steroid
hormonun ve bunlarin sentezlenebilmeleri i¢in gerekli ¢ok dnemli enzimlerin varlig
noral dokularda gosterilmistir (6, 7). Noroaktif steroidler, 6zellikle miyelin yapimini
saglayan glial hiicreler basta olmak iizere, astrositler ve noronlarda sentezlenmektedir
(8). Noroaktif steroidler santral sinir sistemi igerisinde, hiicrelerin noral yolaklarda
cogalma ve farklilasmasinin disinda, bircok degisik etkiye de sahiptir (8-11). Son
yillarda bazi arastiricilar, miyelin iireten ve MS’de hasar goren hiicreler olan
oligodendrositlerin noroaktif steroid hormon reseptdrlerini exprese ettiklerini ve
noroaktif steroidlerin oligodendrositler (8, 12-14), oligodendrosit onciilleri
(progenitér; OP) (15), ve hatta bunlardan daha oOnceki bir basamakta olan

oligodendrosit onciil-onciil hiicreleri (pre-progenitér; OPP)(16, 17) iizerine etkileri



oldugunu bildirmistir. Daha yeni olarak da, noroaktif steroidlerin kok hiicreler

iizerine bir takim farkl etkilerde bulunabildigine dair kanitlar 6ne stiriilmiistiir (18).

Eriskin kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler (MKHler), arasinda
hepatosit, iskelet ve kalp kasi hiicreleri, kemik, kikirdak ve yag hiicrelerinin de
sayilabilecegi pek ¢ok farkli hiicre fenotipine farklilasabilen ¢ok yonlii (multipotent)
hiicrelerdir (19-22). Bu hiicrelerin néroektodermal belirleyicileri de eksprese ettikleri
(23-25) ve hem fenotip hem de islev gérme acisindan miyelin {ireten glial hiicrelere
farklilagabildigi (26-28) gosterilmistir. Bu 6nemli bulgular, bir¢ok noérodejeneratif
hastaliga yaklasimda yeni potansiyel tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in bir umut

kaynagi olmustur (29).

Bu c¢alisma ile, noroaktif steroid hormonlarin MKHIlerin davraniglari ve
biyolojisi iizerine olas1 etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu olasilig1 arastirmak
tizere insan MKHlIerinde se¢ilen noroaktif steroid reseptor ekspresyonlar: bakilmis ve
noroaktif steroidlerin (17B-0stradiol (E2), progesteron (PROG) ve dihidrotestosteron
(DHT)) MKHlIerin in vitro ortamda oligodendroglial farklilagmalari {izerine etkileri

0zgll belirleyicilere bakilarak incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKHler) ilk kez 1961°de Friedenstein tarafindan
tanimlannustir (30). Insan kemik iliginden elde edilen eriskin MKHIeri hepatosit,
myosit, kardiyomyosit, osteoblast, kondrosit ve adipositlere farklilagabilen ¢ok yonlii
hiicrelerdir (19). Son yillarda yapilan caligmalarda bu hiicrelerin degisik noral
fenotiplere de farklilagabildigi gosterilmistir (31). Bu nedenle, multipl skleroz dahil
birgok norodejeneratif hastalikta hiicresel onarim tedavileri icin potansiyel bir
kaynak haline gelmistir. izole edilmeleri ve kiiltiir ortaminda yetistirilmeleri kolaydir
(Sekil 2.1.1).

Sekil 2.1.1. MKHlerin faz kontrast mikroskop ile goriintiillenmesi (x20)

2.2. Multipl Skleroz

Multipl skleroz, santral sinir sisteminin (SSS) otoimmiin, demiyelinizan,
kronik bir hastaligidir. SSS beyaz cevherinde inflamasyon, demiyelinizasyon ve glial

skar alanlar1 gelismekte, beraberinde aksonal ve ndronal hasar da meydana



gelmektedir. Ozellikle 20-40 yas arasinda, niifusun nispeten gen¢ ve iiretken
kesimini etkilemesi nedeniyle de topluma 6nemli 6l¢lide sosyal ve ekonomik bir yiik
getirmektedir. Hastalarin yaridan fazlasi hastalik baslangicindan onbes yil sonra
yardimc yiiriime araglarina ihtiya¢ duyar hale gelmektedir. Hastalik patogenezinde
oncelikle SSS’de miyelin yapimindan sorumlu hiicreler olan oligodendrositlerin
otoimmiin ataklar sonucunda hasar gérmesi sorumlu tutulmaktadir (1). Miyelin
onartmi MS tedavisinin 6nemli bir hedefini olusturmakta ve bu konuda yogun

caligmalar yapilmaktadir.

Hastalikla ilgili ilk bilgiler 1824°’te, Charles Prosper Ollivier tarafindan
yaymlanmistir (32). izleyen yillarda yapilan diger vaka bildirileri ile hastaligm klinik
ve patolojik ayrintilar1 tanimlanmistir. Ancak MS’in epidemiyolojik, genetik ve
immiinopatolojik 6zelliklerine ait ayrintili veriler son 50 yilda yapilan arastirmalar

neticesinde elde edilmistir.

Ik kez 1965’te, ultrayapiyr inceleyen calismalar ile MS lezyonlarinda
spontan remiyelinizasyonun gergeklestigine dair kesin deliller tespit edilmistir (33).
Bu bulgu miyelin onarim tedavilerinde yeni bir ¢igir agmis; onarim mekanizmasini
bastan yaratmaya calismak yerine, zaten isleyen, ancak pek de basarili olamayan
spontan mekanizmay1 uyarmak ve desteklemek hedeflerden biri haline gelmistir.
Eriskin oligodendrositlerden ziyade, oligodendrosit onciil hiicrelerinin (OPC)

spontan remiyelinizasyonun biiyilik kismindan sorumlu oldugu diistiniilmektedir (34).

Spontan remiyelinizasyon mekanizmalarinin hangi yollar iizerinden nasil
isledigine dair kesin kanitlar elde olmamakla birlikte, bir hipoteze gore eriskin
MKHIler bunda rol oynamaktadir (34-37). MKHIlerin birkag mekanizma ile bu
isleyise katkida bulundugu ileri siiriilmiistiir. Birincisi, hasarli bolgeye ulastiktan
sonra salgiladig1 trofik faktorler ile mikrogevreyi diizenleyerek ve lokal onciil
hiicreleri harekete gecirerek; ikincisi, Onciil hiicrelere farklilagarak ve bir digeri de,
yerel hiicrelerle fiizyon yoluyla etki gdsterdigi diistiniilmektedir. Nitekim, MHKIerin
intravendz yol ile enjekte edilmesini takiben hasarli dokulara ulastigi, rejenerasyona

katkida bulundugu, motor ve norolojik hasar1 azalttig1 gosterilmistir (38, 39).



Buna dayanarak kok hiicre uygulamalarinin bir yerine koyma tedavisinden
cok, dogada gergceklesmekte olan bir isleyise destek vermek, gesitli yollar ile bu
isleyisi hizlandirmak olarak goriillmesi miimkiin olabilir (40). Bunu etkileyen
faktorleri belirleyebilmek de ancak hastaligin biyolojik temellerinin ve hiicrelerin

farkli ortamlardaki davranis 6zelliklerinin anlasilmasi ile gerceklesebilir.

2.3. Oligodendrositler

Oligodendrositler beyinde germinatif alanlarda bulunan (ventrikiiler ve
subventrikiiler alanlarda yerlesik) onciil hiicrelerden kaynaklanirlar. Kemirgenlerde
dogumu izleyen donemde norogenez biiylik Ol¢lide tamamlanmistir ancak, glial
oncil hiicreler aktif olarak cogalmaya devam etmektedirler. Oligodendrosit onciilleri
beyaz cevhere go¢ ederler ve miyelin iireten olgun oligodendrositlere farklilagirlar.
Bu farklilagma sirasinda oligodendroglial hiicreler bir seri fonksiyonel, antijenik ve
morfolojik degisiklikten gecerler. Oligodendrosit pre-progenitér hiicreleri (OPP)
hakkindaki bilgiler kisitli olmakla birlikte, bir sonraki evrede daha iyi tanimlanmig
olan oligodendrosit progenitér (OP) ve onciil hiicreler (OPC) bulunmaktadir (Sekil
2.3.1).

OPP, kiiclik, yuvarlak, hareket etme ve ¢ogalma yetenekleri olan hiicrelerdir
(41) ve hiicre belirleyicisi olarak PSA-NCAM tasirlar (42). OP, oligodendrosit
yolaginin iyi tamimlanmis erken bir Onciil hiicresidir. Bunlarin da hareket etme ve
cogalma kapasiteleri bulunur ve bi- ya da tripolar morfolojik karaktere sahiptirler.
Hiicre belirleyicisi olarak A2B5, NG2, PDGFa ve GD3-gangliosidini tasirlar (43-
47). OP ilerleyen basamakta OLG’lere doniisiir. OLG’lerin daha karmasik, dallanmis
membran uzantilart bulunur. OLG’lerin hareket etme yetenegi yoktur ve
¢ogalamazlar. Galaktozilseramid (GalC), myelin basic protein (MBP) gibi baz
miyelin protein ve lipidlerini tasirlar (48)(Sekil 2.3.1).

Oligodendroglial hiicre biyolojisinin incelenmesi, miyelinizasyon isleminin

ve remiyelinizasyon silirecinin daha iyi1 anlasilmasini saglayacaktir.
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Fre-progenitér hiicre  Progenitér hiicre  Oligodendrosit dncil Olgunlagsmamig Oligodendrosit
(OPP) (OP) hiicresi (OPC) oligodendrosit (OLG)

PSA-NCAM
nestin
vimentin
AZ2B5/GD3/PDGFa/NG2
04

GalC/CNPaz
PLP/MBP/MAG

Sekil 2.3.1. Oligodendrosit farklilagsma yolag1 ve hiicrelerin farkli basamaklarda
tagidiklar1 belirleyiciler

2.4. Noroaktif Steroid Hormonlar

Lipofilik yapilar1 nedeniyle steroid hormonlar endokrin organlardan
salgilanmalarinin ardindan kan-beyin-bariyerini kolaylikla ge¢ip SSS’ne ulasabilirler.
Ancak, bir grup noroaktif steroid hormon periferik kaynaklara ihtiyag duyulmadan
beyinde de sentezlenebilmektedir. Bu steroidler beyinde kolesterolden “de novo”
sentezlenmekte ve noral aktiviteyi degistirebildiklerinden dolayr “noroaktif
steroidler” olarak adlandirilmaktadir (8). Siganlarda adrenalektomi ve gonadektomi
yapildiktan (8, 49) ve maymunlarda da adrenal baskilanma saglandiktan sonra (50)
beyinde steroid hormon varlig1 devam etmektedir. Ilging olarak, adrenalektomi ve
orsiektomi yapilan ve kontrol grubu olarak da sadece cerrahi insizyon uygulanan
erkek sicanlarda, operasyon sonrasi ikinci glinde, beyinde muhtemelen strese karsilik
noral lokal cevap olarak, dihidroepiandrosterodion siilfat (DHEAS) diizeylerinde
gecici bir yilikselme saptanmistir (51). Beyinde steroid sentezini destekleyen diger

kanitlar sigan glial hiicre kiiltiirlerinden gelmektedir. Hiicreler radyoaktif isaretli



kolesterol oOnciilleri ve tirevleri ile muamele edildikten sonra steroidleri

sentezlemislerdir (8).

Sinir sisteminin pek ¢ok hiicresi kolesterolii sentezleyebilmektedir (52). Glial
hiicreler de bunlardan biridir. 1980’lerin sonunda noroaktif steroidlerin sentez
basamaklarinda kritik bir rol oynayan P450scc enziminin beyaz cevherde (53, 54) ve
oligodendrositlerde (52, 55) bulundugu gosterilmistir. Daha sonra yapilan
calismalarda sentez basamaklarindaki diger enzimlerin de sinir sisteminde bulundugu
kanitlanmistir (6, 7, 56, 57). Steroid hormonlarin biyosentez basamaklarinda yer alan

enzimler Sekil 2.4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.4.1. Steroidlerin biyosentez yolagi. ilk hiz kisitlayici basamak sitokrom
P450scc tarafindan kolesteroliin pregnenolona doniistiiriildigli basamaktir. 3 5~
HSD=3 f-hidroksisteroid dehidrogenaz; 3a-HSOR=3 o-hidroksisteroid
oksidorediiktaz; 17 -HSOR=17 f-hidroksisteroid oksidorediiktaz. (Schumacher M ve
dig, 2000°den degistirilerek alinmistir (58)).

Noroaktif steroidlerin sinir sisteminde, davranis biyolojisinden, biligsel
performansa, hafizaya, gelisim ve yaslanma siireci ile miyelinizasyon iizerine trofik
etkilere kadar uzanan ¢ok genis, olduk¢a karmasik ve onemli etkilere sahip olduklar

distiniilmektedir (8). Noroprotektif, sedatif, hipnotik, anksiyolitik, anestetik,



antikonviilzan, antipsikotik, antidepresan ve uyku diizenleyici etkilerini incelemeye

yonelik ¢caligmalar mevcuttur (59).

Noroaktif steroidlerin genomik etkilerini (klasik yol) gosterdikleri hiicre i¢i
steroid reseptorlerinin disinda, non-genomik (hizli) sinyal iletimi i¢in GABAa
reseptorleri ve bir ¢cok ligand-kapili iyon kanalin1 da modiile edebildikleri ¢ok sayida
arastirma ile gosterilmistir (59). Bahsedilen reseptorler ile noroaktif steroidlerin

yaptig1 etkiler ve etki ettikleri konsantrasyon araliklar1 Tablo 2.4’te 6zetlenmistir.

Tablo 2.4. Noroaktif steroidler tarafindan modiile edilen ndrotransmitter reseptorleri.

Etkin

Reseptor Steroid konsantrasyon
arahgi

GABA, 3a,50THP Pozitif 10%-10° M (60)
30.,5B-THP Pozitif 10%-10° M (61)
3a,50-THDOC Pozitif 10%10°M
PS Negatif 10°-10° M
DHEA-S Negatif 10°-10° M

Nikotinik PROG Negatif 10°-10* M (62)

asetilkolin 10°-10* M (63)
3a,50-THP Negatif 10°-10* M (63)

Glisin PROG Negatif 10°-10° M (64)
PS Negatif 10 M*

5-HT3 Ostradiol (o ve B) Negatif 10°-10* M (65)
PROG Negatif 10°-10* M
Testosteron Negatif 10° M*
30,50-THP Negatif 10° M*

PS Yok 10° M®

NMDA E2 Negatif 5x10° M* (66)
PREG-S Negatif 10°-10° M (67)
PREG hemisiiksinat Negatif 10 M? (68)
PS Pozitif 10°-10° M (69)

10°-10* M (70)

AMPA PS Negatif 104 M* (69)

Kainat PS Negatif 104 M* (69)
E2 Pozitif 10%-10° M (71)
PROG Pozitif 10°-10° M (72)

Oksitosin PROG Negatif 10°-10° M (73)

Sigma Tip1  DHEA-S Pozitif 107-10° M (74)
PS Negatif 107-10° M
PROG Antagonist 10%-10° M

DHEA-S: dihidroepiandrosteron siilfat; PREG: pregnenalon; PS: pregnenalon siilfat;
THDOC: tetrahidrodeoksikortikosteron; THP: tetrahidroprogesteron.
*:Sadece tek konsantrasyon test edilmis.

(Rupprecht R. ve Holsboer F., 1999’dan alinmistir (59))



2.4.1. Ostrojen

1966°da, Curry ve Heim 0Ostrojen uygulanmasinin yenidogan sicanlarda SSS
miyelinizasyonunu arttirdigin1 bildirilmiglerdir (75). Bu bulgu, arastiricilarin ilgisini

bu yone ¢ekmis ve daha sonraki ¢aligmalar i¢in bir temel olmustur.

Ostrojen genomik etkilerini dstrojen reseptorii-o. (ERa) ve dstrojen reseptorii-
B (ERP) ile son yillarda yeni tanimlanan Ostrojen reseptorii-X (ER-X) iizerinden
yapmaktadir. ERa ve ERP, niikleer reseptor siiper ailesinden olan steroid
reseptorleridir. Zhang ve dig., in vitro sartlarda oligodendrosit hiicre serilerinde ERa
ve ERB bulundugunu; ERo’nin niikleer, ERB’nin ise sitoplazma yerlesimli oldugunu
gostermistir (76). Ayni ¢calismada, daha 6nce Jung-Testas ve dig.,1992’de bildirdigi
gibi (77), primer glial hiicre kiiltlirlerine 6striol eklenmesinin doza bagimli olarak
OLG farklilagmasini arttirdigt da saptanmustir. Takao ve dig. tarafindan Ostrojen
uygulanmasinin doza bagimli olarak OLG ve Onciilleri iizerinde toksik uyaranlara

kars1 koruyucu etki gosterdigi ve bu nedenle de noroprotektif oldugu bildirilmistir

(78).

Ostrojenin, kaspaz-6 aracili néronal hiicre &liimiinii  onledigi  (79),
hipokampal néronlarda amiloid-B peptid toksisitesini azalttigr (80, 81), yine bu
hiicreleri eksitatuar amino asitler, kimyasal hipoksi ve hemoglobin ile tetiklenen

oksidatif strese karsi korudugu (82, 83) bildirilmistir.

2.4.2. Progesteron

PROG ‘un sinir sistemi lizerine olan etkileri de uzun yillardir aragtirmalara
konu olmustur. Bildirilen noéroprotektif etkilerinin (84, 85) disinda, PROG yeni
miyelin kilifi yapimi sirasinda bir sinyal molekiilii olarak da gorev yapmaktadir. Bu
bulgu ilk olarak periferik sinirlerde gézlenmistir. Schwann hiicreleri tarafindan lokal
olarak sentezlenen PROG, periferik sinir hasar1 sonrasinda yeni miyelin kiliflarinin
olusmasini (remiyelinizasyonu) arttirmistir (86, 87). Miyelinizasyon lizerindeki bu

etkisini iki farkli sinyal iletim mekanizmas iizerinden gergeklestirmektedir; birincisi,



hiicre i¢i progesteron reseptorii (PR) ve ikincisi, hiicre membraninda yerlesik

GABA4 reseptorleri.

Yenidogan sicanlardan alinan glial hiicre kiiltiirlerinde dokuz giin siireyle
PROG uygulanmasi, hiicre ¢ogalmasini azaltmig, OLG belirleyicisi olan MBP-
pozitif (myelin basic protein) ve CNPase-pozitif (2',3'-cyclic nucleotide-3'-
phosphodiesterase) hiicre sayisini arttirmistir (88). Bu bulgu, OPC’lerin PROG etkisi
altinda OLG yolunda farklilasma gdsterdiginin bir igaretidir.

Gago ve dig., PROG’un sadece OPC farklilasmasimnin erken evrelerinde
sentezlenebildigini, ancak olgunlasmis OLG tarafindan yiiksek miktarlarda
kullanildig1 ve metabolize edildigi bildirilmistir. Ustelik, bir ndroaktif steroid olan

30, 5B-THPROG un esas olarak OPC tarafindan iiretildigi de kaydedilmistir (16).

PROG SSS’de de OLG tarafindan saglanan miyelin yapimin1 uyarmaktadir.
Yedi giinlik sigan ve farelerden alinan serebellum doku Kkiiltiirlerine PROG
uygulanmasi, cinsiyetten bagimsiz olarak, miyelin olusumunu hizlandirmistir. Bu
etkinin hiicre i¢ci PR {izerinden gerceklestigi saptanmis ve PR antagonisti
mifepristone uygulanmasii takiben bu etki Onlenmistir. Ayni c¢alismada, PR
tasimayan (PR knock-out) farelerde PROG’un miyelinizasyon iizerine etkisinin
olmadig1 da kaydedilmistir (13). Bir baska arastirmada, eriskin siganlarda SSS’de
toksinle indiiklenen demiyelinizasyon olusturulmasini takiben bes hafta siireyle
verilen PROG tedavisinin, yavas remiyelinizasyon siirecini destekledigi bildirilmistir

(89).

2.4.3. Dihidrotestosteron

Androjenlerin sinir sistemi iizerine olan etkileri dstrojen ve progesterondan
daha az arastinlmistir. Testosteron nodroprotektif etkisini ya dogrudan ya da
aromatizasyon ile Ostrojene doniiserek gosterir (90). Androjenlerin, ozellikle de

testosteronun, SSS demiyelinizan hastaliklarinin patofizyolojisindeki rolii biraz
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tartismalidir. MS kadinlarda daha yiiksek oranda goriilmekle birlikte, erkeklerde bu
hastalik daha hizli ve ilerleyici seyretmektedir (91). Caruso ve dig., testosteronun
OLGleri eksitotoksik hiicre 6liimiine daha hassas hale getirdigini bildirmistir (92).
Buna karsin, testosteronun DAE modelinde koruyucu oldugunu ileri siiren yayilar

mevcuttur (93).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alismanin tiim laboratuvar asamalar1 European Neurological Society
tarafindan saglanan burs destegi ile, Subat-Mayis 2005 tarihleri arasinda, Bristol
Universitesi, Klinik Noérobilim Enstitiisii, Glial Hiicre Biyolojisi Laboratuari’nda,

caligmacinin kendisi tarafindan gerceklestirilmistir.

3.1. Kemik Iligi Ornegi Alinmasi

Aragtirma ile ilgili olarak hastalardan kemik iligi 6rnegi alinabilmesi igin
oncelikle lokal etik komite izni alinmistir. Kalga protezi yerlestirilmek {izere cerrahi
girisim yapilacak olan ortopedi hastalari ile cerrahi Oncesinde gorisiilerek bilgi
verilmig ve hastalardan bilgilendirilmis hasta onam formu ile onaylari alinmistir.
Cerrahi islem sirasinda ¢ikartilan ve normal kosullarda atilacak olan kemik dokusu,
heparin ve RPMI-1640 iceren tiipe konulmustur. Ornek, aym giin igerisinde oda

sicakliginda muhafaza edilerek laboratuara ulastirilmis ve isleme alinmistir.

3.2. MKHlerin izole Edilmesi ve Hiicre Kiiltiirii Hazirlanmasi

Calismada iki erkek hasta ile bir kadin hastadan elde edilen kemik iligi
ornekleri kullanilmistir. Steril kosullarda petri kutusuna alinan kemik iligi dokusu
Hanks soliisyonu ile birka¢ kez yikandiktan sonra, 50mL tiipe aktarilmistir. Ardindan
tizerine lymphoprep (Lymphoprep, Axis-Shield PoC AS) eklenerek, konsantrasyon
gradienti olusmas1 saglanmistir. 3000rpm hizda 30 dakika santrifiij edilmistir.
Ayrilan mononiikleer hiicreler pipet yardimiyla ayrilip Hanks soliisyonu ile
yikanmustir. Igerikteki kirmizi kiireleri eritmek amaciyla buzdolabinda +4°C’de, on
dakika boyunca 0,15M amonyum klorid, 0,01M potasyum bikarbonat ve 0,15mM
EDTA karisimu ile bekletilip santriftij edilmistir. Hiicre sayimi yapildiktan sonra
4x10°/cm” hiicre yogunlugunda olacak sekilde 25 ve 75 cm” hiicre kiiltiir ortamina
(flask) ekilmistir. Uzerine MKHler icin &zel olarak gelistirilmis hiicre soliisyonu
[standart MKH soliisyonu; 10% foetal bovine serum (FBS, StemCell Technologies

Inc., Canada, 06471) ile zenginlestirilmis Dulbecco's modified eagle's medium

12



(D5523, Sigma)] eklenmistir. Hiicreler 37°C , %5 CO, ve %95 nem ihtiva eden
etiivde, hiicre kiiltlir ortami sartlarinda tutulmustur. 72 saat sonra yiizeye yapismayan
hiicreler, soliisyon degistirilerek atilmistir. Soliisyon 5-7 giinde bir degistirilerek taze

kalmas1 saglanmistir. Hiicre yogunlugu >%80 oldugunda hiicreler pasajlanmustir.

Pasajlanma islemi icin kiiltiir ortamina yapismis olan hiicreler %25 EDTA
iceren trypsin soliisyonuyla (Trypsin-EDTA, BE17-161E, Cambrex) inkiibe edilip
ylizeyden ayrilmalar1 saglanmistir. Santrifiij edilmis ve hiicre sayisi tespit edildikten
sonra 1x10%/cm? hiicre yogunlugunda olacak sekilde PLL-kapli (P5899, Sigma) cam
ortam (coverslip; 12mm, No.1) iizerine ekim yapilmistir. Bu cam ortamlar daha
onceden PLL ile kaplanip, 4-kuyucuklu tabakalara yerlestirilmis olup, kullanima
hazir olarak bekletilmektedir. Kuyucuklar icerisindeki cam ortamlara ekilen hiicreler
tizerine standart MKH soliisyonu eklenmistir. Pasajlanan ve yeniden ekim yapilan

hiicreler yine etiivde kiiltiir sartlarinda takip edilmistir.

Ekimden 24 saat sonra kuyucuklar igerisindeki soliisyon, farkl
konsantrasyonlarda E2 (E2758, Sigma), PROG (P7556, Sigma) ya da DHT (A8380,
Sigma) eklenmis olan MKH soliisyonlar1 ile degistirilmistir. Androjen olarak,
ortamdaki aromataz enzimi araciligiyla Ostrojene doniismedigi icin DHT
kullanilmigtir ~ (Sekil 3.2.1). Etanol ¢dOzeltisi olarak hazirlanan 1000nM
konsantrasyondaki E2, PROG ve DHT stok soliisyonlar1 0,01nM, 0,1nM, 1nM, 5nM,
10nM, 50nM, 100nM, 250nM, 500nM ve 1000nM konsantrasyonlarina uygun
gelecek sekilde diliie edilerek MKH kiiltiirlerine eklenmistir (Sekil 3.2.2). Kiiltiir

ortaminda en son etanol konsantrasyonu %0.03’ten kii¢iiktiir.

Ostron

17p-ketorediklaz

Testosteron HsC o
HC W‘
Ostradiol
0
S-rediiktaz

Dihidrotestosteron (DHT)

Sekil 3.2.1. Testosteron aromatizasyonu

13



(uoAsnios wuot @
uepueis) INUQ INUOS
Wuto'o @  WuooT @
WUT'o @  WU0SZ
NUT Wuoos @
UG WuoooT @
uoAsesyuesuoy|

ISIULI0)SQS

apurazn 23[oz13 JIunLeso] Lp[UoASeIUesuUoY ULIR[UOULIOY PIOIdS Jiyeolou ueuendAn) ‘7'z € IS

(6o]) uejuoAsesyuesuoy] UOWIOH

14



Noroaktif steroidlerin en etkin konsantrasyonlar1 tek bir erkek vericiden
alinan hiicreler lizerinde saptanmistir. Her bir noroaktif steroid i¢in saptanan en etkin
konsantrasyon daha sonra ikinci bir erkek verici ve bir kadin vericiden alinan

MKHlIer iizerinde de incelenmistir.

3.3. MKHIer Uzerinde Steroid Hormon Reseptorlerinin Isaretlenmesi

Hem erkek, hem de kadin vericiden alinan MKHIer cam ortamlara ekildikten
sonra standart MKH soliisyonunda bekletilmis ve immiinsitokimyasal boyama
yontemi ile noroaktif steroidlere ait reseptorlerin varlig1 acisindan incelenmistir. Bu
amagla, hiicreler %5 NGS ile bloklamay:1 takiben, %4 paraformaldehit (Alrich
15,812-7) ile fikse edilmistir. Methanol ile -20°C’de on dakika siireyle bekletilip
hiicre zar1 gecirgenligi saglanmistir. Bloklama islemi otuz dakika siireyle
tekrarlandiktan sonra birincil antikorlar [anti-Ostrojen reseptor-a (anti-ERot; mc-20,
Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, 1ug/ml), anti-Ostrojen reseptor-B (anti-ER[;
AB1410, Chemicon, UK, 1:300), anti-progesteron reseptor (anti-PR; MAB462,
Chemicon, UK, 1:1000) ve anti-androjen reseptor (anti-AR; PG-21, Chemicon, UK,
1:100) antikorlar1] ile oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan uygun ikincil
antikorlar (AF488 goat anti-rabbit IgG ya da AF488 goat anti-mouse IgGa,,
Molecular Probes, Invitrogen, UK, 1:1000) kullanilarak isaretleme yapilmistir. Hiicre
cekirdekleri Hoescht ile boyanarak goriiniir hale getirilmistir. Boyama islemlerinin
sona ermesiyle birlikte cam ortamlar lam iizerine Vectashield (H1000, Vector Lab.,
CA) kullanilarak yapigtirilmig ve kenarlar1 hava almayacak sekilde miihiirlenmistir.

Immiinfloresan mikroskop altinda pozitif hiicre sayimi gergeklestirilmistir.
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3.4. Noroaktif Steroidlerin MKHIlerin In Vitro Oligodendroglial Farkhlagsmalari
Uzerine Olan Etkisi

Erigkin erkek vericiden alinan MKHIer farkli konsantrasyonlardaki E2,
PROG ya da DHT ihtiva eden kiiltiir soliisyonlarinda 7 giin siireyle bekletilmis ve bu
siirenin sonunda erken oligodendroglial hiicre belirleyicilerinin ekspresyonu igin
incelenmistir. Hiicreler, ikili isaretleme yoOntemiyle A2B5 (MABI1416, R&D
Systems, UK, 2pg/ml) ve nestin (MAB5326, Chemicon, UK, 1:400) belirleyicileri
icin boyanmistir. A2B5 boyamasi hiicreler heniiz canli iken yapilmistir. Soyle ki,
hiicreler etiivde otuz dakika boyunca %SNGS ile bekletilmis hemen ardindan anti-
A2B5 antikoru ile inkiibe edilmistir. Takiben hiicre i¢i boyama i¢in yukarida
bahsedilen yontem kullanilmistir. Hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinda (44, 46, 94), tipki
daha onceki oligodendrosit yolagi ve steroid yapidaki cinsiyet hormonlari
calismalarinda (95) da tercih edildigi gibi, oligodendroglial yolagin ve bu yondeki
farklilasmanin (oligodendroglial onciil hiicreler) kabul gormiis giiclii bir belirleyicisi

olmasi nedeniyle dncelikle A2B5 ekspresyonunun incelenmesi tercih edilmistir.

3.5. ikili Isaretleme ile Steroid Hormon Reseptérleri ve A2B5 Ekspresyonun

Gosterilmesi

PLL-kaplt cam ortamlar {izerine ekilmis olan MKHIer saptanan en etkin
konsantrasyonlardaki E2, PROG ve DHT ile kiiltiir ortaminda bekletilmistir. Ekimin
yedinci giinlinde, cam ortamlar ikili isaretleme yontemiyle uygun néroaktif steroid

hormon reseptor antikoru ve anti-A2B5 antikoru ile boyanmustir.

3.6. Steroid Hormon Etkisinin Ozgiilliigii
Noroaktif steroid hormonlarin saptanan etkilerinin kendi reseptorleri

aracilifiyla olup olmadigini aragtirmak amaciyla ilgili reseptor antagonistleri ICI

182,780 (1000nM, Tocris, UK), mifepriston (10,000nM, M8046, Sigma, UK) ve
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flutamid (100nM, F9397, Sigma, UK), sirasiyla 6zgiil E2, PROG ve DHT reseptor

antagonistleri olarak kullanilmistir (96-98).

3.7. Diger Oligodendrosit Onciil Hiicre Belirleyicileri ile isaretleme

Saptanan en etkin konsantrasyonlarda (100nM E2, 250nM PROG ya da
100nM DHT) 7 giin siireyle bekletilen MKHIer diger oligodendroglial 6nciil hiicre
belirleyicileri olan anti-PDGFoR, anti-NG2 ve anti-O4 antikorlar1 icin de

boyanmustir.

3.8. MTT Hiicre Sagkalim Testi

Canli hiicre sayisi ya da hiicre cogalma miktar1 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT; M5655, Sigma, UK) hiicre sagkalimi testi
ile  Olglilmiistiir. Yasayan hiicreler aktif mitokondrileri araciligryla MTT’yi
indirgeyerek gozle goriiniir koyu lacivert formazan reaksiyonu iiriiniine
dontstiirmektedir. Kisaca, MKHIer 96-kuyucuklu plakalara ekilmis ve ertesi giin
Img/ml MTT igeren standart MKH soliisyonu ile etiivde bir saat bekletilmistir.
Stipernatan aspire edildikten sonra ve hiicre igeren kuyucuklara isopropanol
konulmustur. Formazan iiriinii isopropanolde ¢o6ziinmektedir. Spektrofotometre
(Multiskan Ascent spectrophotometer) ile 540nm’deki 6zgiil 15181 sogurma miktari
tespit edilerek, ¢oziinmiis formazan iiriini miktari, dolayisiyla da canli hiicre miktari

saptanmistir.

3.9. Hiicre Sayim
Immiinsitokimyasal yontemler ile boyanan cam ortamlardaki hiicreler,

floresans mikroskobi (Leica FW4000-TZ fluorescent microscope) ile goriintiilenmis

ve Onceden belirlenmis alanlar maniiel olarak sayilmistir. Leica DFC350-FX dijital
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kamera ve Leica FW4000 Fluoresan Goriintiileme Yazilimi kullanilarak fotograflar
cekilmistir. Toplam hiicre sayilart Hoescht-pozitif hiicre ¢ekirdekleri sayilarak

hesaplanmastir.

3.10. istatistiksel Yontemler

Istatistiksel degerlendirme SPSS 13.0 Istatistik Paket Programi kullanilarak
yapilmistir. Sonuglar, ortalama +2 standart hata ortalamasi ve %95 giiven aralig1
verileri olarak sunulmustur. Degisik noroaktif  steroid hormon
konsantrasyonlarindaki veriler ile standart soliisyonla muamele edilen hiicrelerin
farklilasma verileri, tek yonli degiskenlik analizi (ANOVA) kullanilarak
karsilagtirilmistir. Post-hoc ¢oklu karsilastirmalar ise Dunnett’in ¢oklu karsilagtirma
testi ile yapilmigtir. P degeri 0.05°ten diisiik degerler istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MKHIlerin Nestin Ekspresyonu

Nestin, erigkin sinir sisteminde degisik noral tiplere farlilagabilen ¢ok yonlii
hiicrelerin bir belirleyicisi olup, hiicre iskeletinin yapisal bir elemanidir. MKHIerin
standart MKH soliisyonuyla bekletilmesini takiben bir grup hiicrenin nestin eksprese

ettigi goriilmustiir (Sekil 4.1.1).

—————————————————————————————

Sekil 4.1.1. MKHlIerin nestin ekspresyonu (yesil: Nestin, mavi: Hoescht)

4.2. MKHIlerin A2B5 Ekspresyonu

A2BS, oligodendroglial farklilagsma yolundaki onciil hiicrelerin hiicre zarinda
bulunan gangliosid yapisinda bir belirleyicisidir. MKHIerin standart MKH soliisyonu
ile bekletilmeyi takiben diisiik oranlarda A2BS5 eksprese ettikleri izlenmistir (Sekil
4.2.1).
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50 pm

Sekil 4.2.1. MKHlerin A2B5 ekspresyonu (kirmizi: A2BS, mavi: Hoescht)

Bazi MKHIlerin her iki antijeni de tasidiklarinin saptanmasi ilging bir

bulgudur (Sekil 4.2.2).

Sekil 4.2.2. MKHlerde ikili isaretleme ile nestin ve A2BS5 ekspresyonu
(yesil:nestin; kirmizi: A2B5; mavi:Hoescht).
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4.3. Eriskin insan MKHIler Néroaktif Steroid Hormon Reseptorlerini Eksprese
Etmektedir

Hem erkek hem de kadin vericilerden alinan MKHler néroaktif steroid
hormon reseptorlerinin varligi agisindan ilgili antikorlar ile boyanmis ve tim
hiicrelerin E2, PROG ve DHT reseptorlerini tasidiklar1 goriilmistiir. ERa
sitoplazmada da saptanmasina karsin daha yiiksek oranda hiicre c¢ekirdeginde
eksprese olmaktadir (Sekil 4.3.1). ERP} ise esas olarak sitoplazmada yerlesmistir
(Sekil 4.3.2). PR ve AR hiicre ¢ekirdeginde bulunmaktadir (Sekil 4.3.3 ve sekil
4.3.4). 1lgili steroid hormonlar ile muamele edilmis MKHlerde bu reseptdrlerin
gozlenebilir yogunlugunda degisim izlenmemistir. Bir diger deyisle, MKHIler
hormonlarin etkisi altinda birakildiginda ilgili reseptér dagilimi ya da yogunlugunda

belirgin bir degisiklik meydan gelmemektedir.

Sekil 4.3.1. MKHIlerde ERa ekspresyonu
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Sekil 4.3.2. MKHIlerde ER[ ekspresyonu

Sekil 4.3.3. MKHlerde PR ekspresyonu
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Sekil 4.3.4. MKHIlerde AR ekspresyonu

4.4. Noroaktif steroid Hormonlar MKHIlerin Oligodendroglial Onciil Hiicreler

Yoniinde Farklilasmasin1 Arttirmakta ve Hiicre Artisim1 Engellemektedir

Tek bir erkek vericiden alinan MKHIerin degisik konsantrasyonlardaki
noroaktif steroidler ile muamele edilmesi hiicrelerin oligodendroglial onciil hiicreler

yoniinde farklilagmasini istatistiksel olarak anlamli miktarda arttirmistir.

DHT, E2 ve PROG, oligodendrosit onciil hiicre belirleyicisi olan A2BS5
ekspresyonunu uygulanan tiim konsantrasyonlarda arttirmistir. Ancak bu etki E2 ve
PROG ig¢in ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (0.01nM) ya da PROG i¢in ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda (1000nM) anlamli bulunmamistir. Test edilen her ndroaktif
steroid i¢in doz-cevap egrileri c¢izilmis ve en fazla etkinin saglandigi
konsantrasyonlar belirlenmistir. Tespit edilen en etkin konsantrasyonlar E2 ve DHT
icin 100nM, PROG i¢in de 250nM’dur (p<0.01). Ortama tek basina etanol eklenmesi

A2BS5 ekspresyonu iizerine bir etkide bulunmamastir.

Her ii¢ noroaktif steroid de noral kok hiicre serisi belirleyicisi olarak kabul

edilen nestin ekspresyonunu azaltmistir. Bu etki DHT i¢in 1-250nM (p<0.01), E2
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icin 0.1-1000nM (p<0.05)ve PROG i¢in ise tiim konsantrasyonlarda (p<0.01)
kaydedilmistir. Hiicre kiiltiirlerine tek basina etanol eklenmesi (%0.03) nestin

ekspresyonu iizerine etkide bulunmamustir.

Farkli steroid hormonlarin etkilerini karsilagtirabilmek amaciyla bir indeks
deger kullanilmistir. Bu indeks deger, her bir noroaktif steroid ile muamele edilmis
kiiltiirlerdeki ortalama A2B5(ya da nestin)-pozitif hiicre sayisinin, standart
sollisyonla muamele edilmis kontrol kiiltiirlerindeki ortalama A2B5(ya da nestin)-

pozitif hiicre sayisina olan orani kullanilarak hesaplanmustir.

A2BS5 ekspresyonunu test edilen en etkin konsantrasyonlarda, E2 2.5 kez,
PROG 2.2 kez ve DHT de 4.8 kez arttirmistir (Sekil 4.4.1). Diger yandan, E2, PROG
ve DHT nestin ekspresyonunda sirasiyla 0.65 kez, 0.57 kez ve 0.61 kez azalmaya
neden olmustur (Sekil 4.4.2).
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Sekil 4.4.1. En etkin konsantrasyonlarda noroaktif steroidlerin A2B5 ekspresyonu

lizerine etkilerinin karsilastirilmast
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Sekil 4.4.2. En etkin konsantrasyonlarda noroaktif steroidlerin nestin ekspresyonu

tizerine etkilerinin karsilastirilmasi

Belirlenen etkin konsantrasyonlar daha sonra ikinci bir erkek vericiden ve bir
kadm vericiden alinan MKHler iizerinde de incelenmistir. Ikinci erkek vericiden
alman MKHlerde de elde edilen sonuglar birinci 6rnektekini tekrarlamistir. Noroaktif
steroidlerle muamele edilen kiiltiirlerde E2, PROG ve DHT, A2B5 ekspresyonunu
strastyla 3.4 kez, 4.1 kez ve 5.3 kez arttirirken (Sekil 4.4.3), nestin ekspresyonunu da
sirastyla 0.54 kez, 0.58 kez ve 0.55 kez azaltmustir (Sekil 4.4.4).
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Kadin vericiden alinan MKHIlerde ise hormon etkisi altindaki kulturlerde

sadece 100nM E2 varliginda A2BS5 ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli dlciide
artig gostermistir (2.4 kez) (Sekil 4.4.5). E2, PROG ve DHT, kadin MKHIlerde de

nestin ekspresyonunu 0.72 kez, 0.73 kez ve 0.66 kez azaltmistir (Sekil 4.4.6).
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Sekil 4.4.5. Kadin MKHIlerinde noroaktif steroidlerin etkin konsantrasyonlarda A2B5

lzerine olan etkileri
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Nestin uzerine olan etkileri

4.5. Ikili Isaretleme Yontemi ile Steroid Hormon Reseptorleri ve A2B5

Ekspresyonunun Birlikte Gosterilmesi

Noroaktif steroidler ile muamele edilen hiicrelerde ilgili reseptor dagilimi
acisindan fark gozlenmemis ve A2B5 ile ko-ekspresyonu acisindan da bakilmistir
(Sekiller 4.5.1 - 4.5.4). Tim hiicrelerin hormonla maruz birakilmadan Oncesine

benzer sekilde reseptor dagilimi gosterdigi izlenmistir.
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Sekil 4.5.1. ikili isaretleme ile ERo ve A2B5 ekspresyonu
(yesil:ERa, kirmiz1: A2B5, mavi:Hoescht)

50 pm
I ——E Y

Sekil 4.5.2. ikili isaretleme ile ERB ve A2B5 ekspresyonu
(yesil:ER, kirmizi:A2B5, mavi:Hoescht)
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Sekil 4.5.3. ikili isaretleme ile PR ve A2B5 ekspresyonu
(yesil:PR, kirmiz1:A2B5, mavi:Hoescht)

Sekil 4.5.4. ikili isaretleme ile AR ve A2B5 ekspresyonu
(yesil:AR, kirmizi:A2B5, mavi:Hoescht)
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4.6. Es-zamanh Noroaktif steroid ve Ozgiil Reseptor Antagonisti Uygulanmasi

Farklilasma Etkisini Onlemektedir

Ozgiil reseptdr antagonistlerinin ICI 182,780, mifepriston ve flutamid’in
sirastyla E2, PROG ve DHT ile birlikte MKHlere uygulanmasi neticesinde onceki
deneylerle tespit edilen farklilagsmay1 arttirict etki gozlenmemistir. Yedinci giinde,
ortamdaki A2B5 (Sekil 4.6.1) ve nestin (Sekil 4.6.2) pozitif hiicre sayilarinin kontrol
kiiltiirlerindeki hiicre sayilarindan farkli olmadig1 saptanmistir. Bu bulgu, néroaktif
steroidlerin etkilerini ilgili steroid reseptdrleri iizerlerinden gerceklestigini ve ERa,
ERB, PR ve AR’nin MKHlerin oligodendroglial farklilasmasi iizerinde islevsel

gorevleri olduguna isaret etmektedir.
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4.7. Diger Oligodendrosit Onciil Hiicre Belirleyicilerinin Ekspresyonu

Noroaktif steroidlerin etkin konsantrasyonlarinda (100nM E2, 250nM PROG
ve 100nM DHT) yedi giinlik siirenin sonunda MKHlIer, diger alternatif
oligodendrosit dnciil hiicre belirleyicileri olarak kabul edilen PDGFaR, NG2 ve O4
ekspresyonu agisindan da incelenmistir. Hormon etkisi altinda birakilan hiicrelerde
PDGFaR ekspresyonunun arttigr ancak bunun istatistiksel olarak anlamli degerlere

ulagmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.7.1). Beklenmedik bir sekilde, tiim hiicrelerin NG2

antikorlar ile pozitif boyanma gdstermistir.

Sekil 4.7.1. DHT uygulanmis erkek MKHIerinde PDGFa-R ekspresyonu
(yesil: PDGFaR, mavi: Hoescht)

Ilging olarak, 100nM DHT etkisi altinda birakilan erkek verici kaynakli
MKHlIeri O4 antikorlar1 ile boyandiginda, ti¢ coverslipten sadece 1 tanesinde tek bir
pozitif hiicre varlig1 dikkati ¢cekmistir (Sekil 4.7.2). Ayni sekilde E2 etkisi altindaki
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hiicreler arasinda da tek bir hiicrenin O4 antikorlar1 ile boyanmis olmasi ilging bir

bulgu olarak kaydedilmistir (Sekil 4.7.3).

&0 pm
e |

Sekil 4.7.2. DHT uygulanmis erkek MKHIerinde O4 ekspresyonu

(kirmizi: O4, mavi:Hoescht)

50 pm
P—

Sekil 4.7.3. E2 uygulanmis erkek MKHlerinde O4 ekspresyonu

(kirmiz1:04, mavi:Hoescht )
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4.8. Noroaktif steroid Hormonlar Yiiksek Konsantrasyonlarda MKHler Uzerine

Oliimciil Etkide Bulunmaktadir

MTT testi ile bakildiginda her iic noroaktif steroidin de yiiksek
konsantrasyonlara ¢ikildiginda erigkin insan MKHIlerin sayilarinda azalmaya neden
olduklar1  gorilmiistir. PROG ve DHT’nin 1000nM ve {izerlerindeki
konsantrasyonlarda hiicreler iizerine paraformaldehit uygulanmasina benzer sekilde

belirgin hiicre 6liimii ile sonug¢lanan toksik etki gosterdikleri tespit edilmistir.
E2’nin yiliksek dozlar1 hiicre sayilarinda azalmaya neden olmus ancak bu

azalma PFA etkisi kadar 6limciil olmamis ve PFA etkisi ile karsilastirildiginda

toksik etki agisindan anlamli bir benzerlik saptanmamistir (Sekil 4.8.1).
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Hiicrelerin Sagkalim Yiizdesi
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Sekil 4.8.1. MTT hiicre sagkalim testi sonuglari

(*: istatistiksel olarak anlamli fark yok)
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5. TARTISMA

Gilintimiizde MS tedavisinde ii¢ temel stratejik hedef vardir. Birincisi, atak
hizin1 ve inflamasyonu azaltmak; ikincisi, beyin dokusunu dejenerasyondan
korumak; {tgilinclisii de, hasar gormiis miyelin dokusunu, noronal biitiinligii

koruyarak, yeni ve fonksiyonel miyelin kiliflar1 olusturmak suretiyle tamir etmektir.

MS’de spontan remiyelinizasyon oldugu 1965°ten beri bilinmektedir (33).
Fakat problem, hastalikta bu mekanizmanin gerektigi kadar etkin isleyememesidir.
Remiyelinizasyon siireci i¢in ¢ok sayida onciil hiicreye ve yeterli yogunlukta uyarici
ve destekleyici sinyale gereksinim vardir. Sorunun, remiyelinizasyon i¢in gerekli
hiicrelerin (OLG, OPC vb.) ortamda olmamas: degil, elimizdeki bilgiler 1s1ginda
mekanizmanin islemesi i¢in gerekli sinyallerin yetersizligi oldugu diistiniilmektedir.
Bu sinyallerin neler oldugunu tespit etmek yillardir, remiyelinizasyon iizerine

yapilan ¢aligmalarin en temel hedefini olusturmaktadir.

Kok hiicre tedavileri tasidiklar birgok etik, genetik ve yontemsel sorunlarin
disinda, bir grup hastalikta eksojen hiicre destegi saglayabilecegi i¢in son yillarda ilgi
odagi olmustur. Mezenkimal kok hiicreleri eriskin kaynakli olmasi, kolay elde
edilebilir ve kolay islenebilir olmasi dolayisiyla one ¢ikmaktadir. MKHIerin
remiyelinizasyon mekanizmasina hem salgiladiklar1 lokal trofik faktdrler hem de
bizzat Onciil hiicrelere farklilasma suretiyle katkida bulunabilecekleri one

stiriilmiistiir (34-37).

MS’de hem hastalik insidans1 hem de prevalansi kadinlarda erkeklere oranla
iki kat fazladir (2). Diger yardimc1 T hiicre Tip-1 (Th-1) aracili otoimmiin
hastaliklar, (romatoid artrit, psdriazis, otoimmiin tiroidit vb.) gibi kadinlarda daha
baskin halde izlenmektedir. Buna karsin, erkeklerde MS hastaliginin fenotipi daha
agir seyretmekte, ozirliilligin daha erken ve agir oldugu primer progresif seyir ile

daha ¢ok karsilasilmaktadir (99).
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MS ve bu hastalifin kabul edilen hayvan modeli olan deneysel allerjik
ensefalomyelit (DEA)’te hipotalamo-hipofizer-gonadal hormon déngiisiinde bozulma
ve cinsiyet hormon diizeylerinde azalma oldugu bildirilmistir. Ek olarak, MS
hastalarinda saglikli kontrollere gore daha diisiik dstron siilfat diizeyleri saptanmistir
ancak bu durum ile hastalik siddeti arasinda korelasyon bulunmamistir (100). DAE
gelistirilmis erkek farelerde ve erkek MS hastalarinda serum testosteron diizeyleri
diisiik tespit edilmistir (101). Gebelikte Ostrojenler viicut bagisiklik sistemde
Thl’den Th2’ye kayma saglayarak MS aktivitesini diizenlemektedir (102, 103).
Gebelikte viicutta baskin Ostrojen olan Ostriol ile tedavi uygulanmasi, relapsing-
remitting MS hastalarinda aktif lezyon sayisinda gegici olarak azalma saglamaktadir
(104). Benzer etki DAE modelinde de gozlenmistir. Gebelik, DAE modelinde hem
hastalik basglama zamanin1 (105), hem de ataklari baskilamaktadir (106). Dahast,
gonadektomi yapilmasi cinsiyetten bagimsiz olarak DAE modelinde hastalik seyrini
siddetlendirmektedir (107, 108); diger yandan Ostrojen ya da androjen ile tedavi
uygulanmasi ise hastaligi hafifletmektedir (109-112).

Calismada kullanilan noroaktif steroid hormonlar lipofilik yapilar1 dolayisiyla
kan-beyin-bariyerinden kolaylikla gegebilmekte ve periferik konsantrasyonlari
beyindeki konsantrasyonlarini etkileyebilmektedir. Ancak bu hormonlar de novo
sentezlenebildigi i¢in serum diizeylerinin beyindeki varliklarini ya da miktarlarim
yansitmasi sart degildir. Steroid hormon miktarlarinin beyinde bdlgesel olarak
farklilik gosterdigi, dolayisiyla da bu hormonlarin lokal sentezlerinde de degiskenlik
olabilecegi bildirilmistir (113, 114). Tiim bu sebeplerden dolay1, beyin ya da serum
diizeylerindeki degisikliklerin otoimmiin aracili hastaliklarin klinik seyri {izerine

etkide bulunmas1 muhtemeldir.

Bu c¢aligmada MKHler kiiltiir ortam1 iginde oligodendroglial farklilasma
yoniinde artis saglayacak herhangi bir indiikksiyon serumuna maruz birakilmadan
yalnizca steroid hormon varliginda incelenmislerdir. Dolayisiyla elde edilen verilerde

steroid hormonlarina bagli degisiminin incelenmesi amaglanmistir.
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MKHIer, uygun birkag giinliik kiiltiir ortam1 sartlarinda inkiibasyonu takiben
spontan olarak diisiik oranlarda Nestin ve ¢ok diisiik oranlarda A2B5 ekspresyonu
gostermektedirler. Oligodendroglial farklilasma sirasinda hiicrelerin  eksprese
ettikleri belirleyiciler ve donemler Sekil. 2.3.1°de gosterilmistir. Nestin, farklilasma
yolunun ¢ok basinda olan ve heniiz farkli hiicresel fenotiplere doniisme potansiyeli
tagiyan hiicrelerin eksprese ettikleri bir hiicre i¢i yapisal proteindir. A2B5 ise,
oligodendrosit farklilasma yolagina daha 6zgiil, ancak yine farklilagmanin erken
evrelerinde eksprese edilen bir yiizey belirleyicisidir. Ayni hiicrenin hem Nestin,
hem A2BS5 tasiyor olmasi da, hiicrenin bu iki belirleyiciyi de birlikte eksprese ettigi,
kisa gecis doneminde oldugunu diistindiirmektedir. Bu sekilde her iki belirleyiciyi de
eksprese eden hiicre sayisi oldukca azdir. Ne yazik ki, ¢alisma sirasinda kullanilan
immiinsitokimyasal boyama yontemi ile ayni hiicrede Nestin varlig1 azalirken, A2B5
ekspresyonunun artisin1 gostermek teknik nedenlerle miimkiin degildir. Bdyle bir

veri elbette ki, hipoteze daha giiclii bir destek saglayacakti.

Calisma sirasinda farklilasmanin  daha ileri evrelerindeki alternatif
belirleyicilere de bakilmis ve istatistiksel anlamliliga ulasmayan PDGFaR
ekspresyonu artisi ile, ilging olarak iki hiicrede O4 pozitifligi saptanmistir. Yalnizca
iki hiicrede O4 ekspresyonu izlenmis olmasi, bu sonucu hipotezi destekler tarzda
yorumlamay1 gii¢ kiltyor olsa da, yine de diisiindiiriicii ve iimitlendirici olarak kabul
edilmistir. Bu sonug, hormonlara maruz birakilma siiresinin kisalig1 (7 giin) ya da
indiiksiyon serumlarinin kullanilmamis olmasina baglanabilir. Farklilagsmanin erken-
orta evresinde eksprese olmasi beklenen NG2 antikorlar1 ile tiim hiicrelerin pozitif
boyanma gdstermis olmasi, bu belirleyicinin perivaskiiler hiicreler tarafindan da
yiiksek yogunlukta eksprese edilmesi ile agiklanabilir. Kullanilan kok hiicrelerin
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler olmasi bu belirleyicinin anlamli netice

vermesine engel teskil etmistir.

MKHler c¢alismada kullanilan noroaktif steroid hormonlarin reseptorlerinin

varlig1 agisindan ilgili antikorlar ile boyanmis ve tiim hiicrelerin E2, PROG ve DHT

39



reseptorlerini tasidiklar tespit edilmistir. Reseptorlerin, ilgili hormonlarla muameleyi
takiben, hormonlarin uyarisi neticesinde down-regilasyon, up-regilasyon ya da
translokasyon nedeniyle hiicre i¢i dagilim ve yogunlugunda degisme olabilecegi goz
O6niinde bulundurularak, hiicreler hormon etkilerine maruz birakildiktan sonra tekrar
reseptor dagilimi agisindan incelenmistir. Bu degisime immiinfloresan mikroskop
altinda gozlem yapilarak bakilmis ve yine tiim hiicrelerin, hormona maruz
birakilmadan onceki dagilimda ve yogunlukta reseptorleri eksprese ettikleri
gozlemlenmistir. Hormonlarin etkisiyle A2BS ekspresyonunun arttig1 hiicrelerde de,

ilgili reseptorlerin dagilimi ve yogunlugu agisindan degisim kaydedilmemistir.

Bu c¢alisma neticesinde elde edilen ve ilk kez bildirilen en dnemli bulgu,
MKHlIerin noroaktif steroidlerin etkisine duyarli oldugu ve herhangi bir indiiksiyon
ortami  kullanilmadigt halde MKHIlerin noéroaktif steroidlerin  varliginda
noroektodermal farklilasma yolunda ilk adimlar1 attigidir. Erkek vericiden elde
edilen MKHlerin daha yiiksek oranda DHT’ye, kadin vericiden elde edilen
MKHlerin ise Ostrojene daha fazla oranlarda yanit vermis olmasi da hem fizyolojik

hem de klinik agidan 6nemlidir.

PROG ve DHT hormonlarmin 1000nM gibi yiiksek dozlarina ¢ikildiginda
hiicrelere PFA uygulanmasina benzer oOliimciil etkide bulundugu goriilmiistiir.
PROG, dozun artmasiyla birlikte hiicre sayilarinda bir miktar artisa neden olsa da
1000nM dozda toksik etki gostermekte ve yasayan hiicre sayisini fazlasiyla
azaltmaktadir. DHT de doz artis1 ile birlikte hiicre sayilarinda azalmaya yol agmakta
ve 1000nM dozda toksik etki gostermektedir. E2’nin yiiksek dozlarina ¢ikilmasiyla
birlikte hiicre sayilarinda azalma olmakta ama bu etki toksik degerlere
ulagsmamaktadir. Bu bulgular 1s18inda norosteroid hormonlarin uygun dozlarda
uygulanmasinin 6nemi agiga ¢ikmaktadir. Noroaktif steroid hormonlar, maksimal
etkin dozlarin (E2:100nM, PROG:250nM, DHT:100nM) c¢ok {izerindeki yiiksek
dozlarda (1000nM) hiicrelerin farklilagma siirecine katki saglamadigi gibi yasamsal

fonksiyonlarini da bozup, toksik etki gostermektedirler.
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Sonuglar, oldukca erken ve ilerideki ¢alismalar ile desteklenmesi gereken
bulgular sunmakta ise de, elde edilen verilerin, klinik seyir sirasinda izlenen
remiyelinizasyon siirecini hizlandirmak ve destek vermek amaci ile ve MKH
tedavilerinin gelistirilmesinde hem klinisyenlere, hem de arastiricilara degerli

katkilarda bulunacagi inancindayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Ozetle, multipl sklerozun klinik seyrini inceleyen ¢aligmalar ve
miyelinizasyon biyolojisi hakkinda bilinenler 151831nda, kadin cinsiyet hormonlarinin
MS seyrini hafifletici etkiye sahip oldugu ve SSS’de miyelinizasyon ve
remiyelinizasyon siirecindeki glial hiicreler iizerine de olumlu etkileri oldugu

goriilmektedir. Bu bulgu bazi arastiricilarin da dikkatini ¢gekmistir (12, 115)

Bu calismanin bulgulari, néroaktif steroidlerin hiicre farklilagsmasinda sahip
olduklar1 gorevin aydinlatilmasinda daha da faydali olacaktir. Elde edilen veriler,
eriskin mezenkimal kok hiicrelerinin noroaktif steroidlere duyarl olduguna, néroaktif
steroidlerin nestin ekspresyonunu, dolayisiyla da hiicre ¢ogalmasini, azalttigini ve
oligodendroglial farklilasmay1 arttirdigina isaret eden ilk kanitlar1 ortaya
koymaktadir. Bu gozlemler, noéroaktif steroidlerin hastaligin remiyelinizasyon
stirecini hizlandirmak amaciyla tedavi olarak da kullanilabilir. Dahasi, gelecekte kok
hiicre tedavilerinin gelistirilmesi hakkindaki bilgiler artip derinlestikge, mevcut
noroaktif steroidlerin kok hiicre onarim tedavilerini destekleyici ve hizlandiric

olarak kullaniminin giindeme gelmesine yardimci olabilir.

Ancak bu ¢aligmadan ortaya ¢ikan ve dikkat edilecek bir diger 6nemli nokta
ise, noroaktif steroidlerin, 6zellikle PROG ve DHT, yiiksek dozlarda toksik etkiye
sahip olduklaridir. Bu da, uygunsuz ve fizyolojik dozun ¢ok iizerinde kullanilacak
hormonlarin, onarim mekanizmalarina ve dogal isleyise olumlu katkida bulunmanin

Otesinde, SSS rejenerasyonuna hasar verebilecegi olasiligini diisiindiirmektedir.

Remiyelinizasyon isleyisini hizlandirmak 6nemli oldugu kadar ilging ve
gercekei bir tedavi hedefidir. Mekanizmanin isleyisindeki eksiklikler ve hatalar
anlasildikca, etkin tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi ve bunlarin klinikte

uygulanmas1 miimkiin hale gelecektir.
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