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OZET
FARELERDE KUPRIZON ILE OLUSTURULAN DEMIYELINIZASYONDA
PATOLOJIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL CALISMALAR

Amac: Demiyelinizasyon sinirleri kaplayan miyelin kilifin yikimini ya da kaybini ifade
eder. Demiyelinizasyonun mekanizmasi hala bilinmeyenlerle doludur ve arastirma
konusudur. Ostrojen ve progesteron gibi beyinde de sentezlenebilen ndrosteroidlerin
merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferal sinir sistemi tizerindeki koruyucu etkileri giin
gectikce netlik kazanmaya baglamaktadir. Calismada bu iki ndrosteroidin kuprizon ile
olusturulan demiyelinizasyon ve sonrasinda kendiliginden olusan remiyelinizasyondaki
rollerinin arastirilmasi amaclanmustir.

Materyal Metod: Calismada, ortalama 25+5¢g agirliginda, 3 aylik, erkek C57BL/6 1rki
36 adet fare kullanildi. 12 hayvan 8 hafta boyunca kuprizonlu yem ile (Grup 1), 12
hayvan 8 hafta boyunca kuprizonlu yem ve hemen takibinde 4 hafta boyunca normal
yem ile (Grup I1), 12 hayvan ise kontrol olarak 12 hafta boyunca sadece normal yem ile
(Grup III) beslendi. Farelerin % 4’lilkk paraformaldehit ile perfiizyonu sonrasi
nekropsileri yapildi.

Bulgular: Kuprizon ile MSS’nin korpus kallozum (KK), kornu ammonis (KA) ve
serebellar siiperior pediinkiil (SSP) bolgelerinde demiyelinizasyon olustuktan sonra bu
bolgelerde olusan lezyona yanit olarak sirasi ile Ostrojen ve progesteron’un sentezini
katalize eden P450 aromataz (P450arom) ve 3Beta hidroksi steroid dehidrojenaz
(3BHSD) gibi steroidojenik enzimlerin glia hiicrelerinden salimmlarinin  arttigi,
remiyelinizasyon doneminin sonunda ise kontrollere yakin seviyeye geriledigi tespit
edildi.

Sonug: P450arom ve 3BHSD saliniminin artmasi steroid hormon sentezini arttirdig1 ve
bu hormonlarin onarict etkisi ile demiyelinizasyonun gerileyip remiyelinizasyonun
sekillenmeye baslamig olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: 3Beta hidroksi steroid dehidrojenaz, demiyelinizasyon, kuprizon,

P450 aromataz, remiyelinizasyon.

Mehmet Onder KARAYIGIT, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Aralik - 2012



ABSTRACT
IMMUNOHISTOCHEMICAL AND PATHOLOGICAL STUDIES IN
CUPRIZONE-INDUCED DEMYELINATION IN MICE

Aim: Demyelination describes destruction of myelin sheaths covering nerves.
Although, it is known that demyelination mechanism of which is still not yet fully
understood and it is subjected to various researches. The protective effects of
neurosteroids including estrogen and progesterone synthesized in the brain over the
central nervous system (CNS) and peripheral nervous system are becoming more
evident. Study aims to roles of this two steroids in the demyelination and spontaneous
remyelination associated with the cuprizone toxication.

Material and Method: In the study, 12 weeks old, 36 male C57BL/6 mice (n=24 for
the experimental group and n=12 for the control group) with an average weight of 25 +
5g were used. 12 mice were fed for 8 weeks with cuprizoneated rodent chow (Group 1),
12 mice were fed with cuprizon eated rodent chow for 8 weeks and animals continued
to fed with normal rodent chow for furhter 4 weeks (Group Il). 12 mice in the control
group were fed with with normal rodent chow for 12 weeks (Group Il1). At the end of
experiment animals were sacrificed with 4 % paraformaldehyde perfusion and
necropsied.

Results: The present study revealed that the expression levels of steroidogenic enzymes
such as P450 aromatase (P450arom) and 3Beta hydroxy steroid dehydrogenase
(3BHSD) that catalysed synthesis of estrogen and progesterone increased in the glial
cells following demyelination occurred in the the corpus callosum (CC), cornu ammonis
(CA), and in the cerebellar siiperior peduncule (CSP) of the CNS as a result of
cuprizone administration. It decreased to near control levels were determined at the end
of the period of remyelination.

Conclusion: Increased expression levels of steroidogenic enzymes such as P450arom
and 3BHSD could increase estrogen and progesterone and this contribute significantly
through regression of the demyelination and progression of the remyelination.

Key Words: 3Beta hydroxy steroid dehydrogenase, cuprizone, demyeliniation, P450
aromatase, remyelination.

Mehmet Onder KARAYIGIT, PhD Thesis
University of Ondokuz Mayis Samsun, December— 2012
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1. GIRIS

Miyelin, merkezi sinir sisteminde (MSS) oligodendrosit plazma
membranlarinin ~ 6zellesmis  uzantilar1  tarafindan  olusturulan  bir  yapidir.
Demiyelinizasyon miyelin kilifin yikimin1 ya da kaybii ifade eder. Demiyelinizasyon
ya direk miyelin kilifin dejenerasyonu seklinde ya da akson dejenerasyonu sonrasinda
meydana gelebilir. Anoksik, iskemik, enfeksiydz ve toksik nedenlerle demiyelinizasyon
sekillenebilir. Miyelin kilifin kayb1 ya da harabiyeti sonucu sinirler goérevlerini tam
yapamazlar ve etkilenen yere bagli olarak klinik belirtiler ortaya cikar. Insanlarda ¢ok
yaygin ve énemli hastaliklardan biri olan multiple sklerozis (MS) ve kopeklerde goriilen
kopek genglik hastaligi (KGH) demiyelinizasyon ile seyreden hastaliklardandir. Gerek
MS’de gerekse KGH’da yaygin demiyelinizasyonun sekillendigi bilinmesine ragmen,
demiyelinizasyonun mekanizmasi hala bilinmeyenlerle doludur ve arastirma konusudur.
Son yillarda, beyinin kendi iirettigi ve ‘norosteroidler’ olarak adlandirilan hormonlarin
bu hastaliklar iizerinde olumlu etkiler yaratabilecegini gosteren ¢aligmalar yapilmistir

(Peter ve ark., 2009; Taylor ve ark., 2010; Yarim ve ark., 2002; 2007; 2010).

Kuprizonun miyelin hasar1 olusturdugu bilinmektedir (Matsushima ve Morell,
2001). Fareler kuprizon ile demiyelinizasyon calismalar i¢in en uygun hayvanlardir
(Carlton, 1969). Kuprizon, genc¢ erkek farelere yedirildiginde demiyelinizasyon
sekillendigi gorilmistiir (Morell ve ark., 1998). Merkezi sinir sistemin’de lezyonlarin
sekillendigi alanlarda hiicresel, molekiiler, biyokimyasal ve morfolojik parametrelerde
degisiklikler tespit edilmistir (Morell ve ark., 1998; Matsushima ve Morell, 2001).
Ayrica, kuprizonun farelerin diyetinden c¢ikarilmast sonrasinda yavas yavas
remiyelinizasyonun sekillendigi de tespit edilmistir (Matsushima ve Morell, 2001).
Kuprizon toksikasyonunda goézlenen demiyelinizasyonun sadece oligodendrositlerin
etkilenmesi sonucu mu sekillendigi, yoksa diger MSS hiicrelerinin de roliinlin olup

olmadigi tartisma konusudur.

Yapilan bu tez ile kuprizon toksikasyonu sonucunda olusturulan
demiyelinizasyon ve yemden kuprizonun ¢ikarildigi  donemde sekillenen
remiyelinizasyon silirecinde Ostrojen ve progesteron gibi norosteroid hormonlarin

sentezini katalize eden P450 aromataz (P450arom) ve 3Beta hidroksi steroid



dehidrojenaz (3BHSD) gibi enzimlerin salinimlarina bakilacaktir. Bununla birlikte bu
iki steroidojenik enzimlerin sentezini katalize ettigi Ostrojen ve progesteronun
hormonlarinin demiyelinizasyon ve remiyelinizasyondaki rolleri hakkinda bilgi sahibi

olmak amaglanmuistir.

Bu tezde C57BL/6 ki farelerde kuprizon toksikasyonu ile korpus kallozum
(KK), kornu ammonis (KA) ve serebellar siiperior pediinkiil (SSP) bolgelerinde
demiyelinizasyon olusturuldu, olusan demiyelinizasyonun derecesi belirlendi ve bu
olaylar sirasinda MSS’de meydana gelen histokimyasal degisiklikler degerlendirildi.
Immunohistokimyasal olarak da, demiyelinizasyon ve sonrasinda sekillenen
remiyelinizasyon ile iliskisi oldugu diisiiniilen P450arom ve 3HSD nin hiicresel bazda
salinimlarina bakilarak bu steroidojenik enzimlerin ve glial hiicrelerin artisinin veya

azalisinin demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon olaylari ile iliskisi incelendi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Miyelinin Yapisi

Merkezi sinir sistemi miyelini, oligodendrosit plazma membranlarinin
Ozellesmis uzantilar tarafindan olusturulan bir yapidir. Miyelinin yapisinin % 70’ini
lipid, % 30’unu protein olusturmaktadir. Miyelin kilifin1 olusturan lipidlerin bilesiminde
fosfolipidler % 46, galaktolipid % 29 ve kolesterol % 25 oraninda bulunmaktadir
(Benjamins, 2003).

Proteolipid protein (PLP) ekstraseliiler alanda hiicre membranin dis
yiizeyindedir. Miyelin kilifi, akson pargasi etrafinda spiral seklinde sarilmis olan uzun
ve modifiye bir plazma membranidir. Bazi ¢alismalarda gelismekte olan aksonla
miyelin arasinda bir sinerjinin oldugu ve miyelin yoklugunda akson yapisinin diizgiin
gelismedigi iddia edilmektedir (Brady ve ark., 1999). Merkezi sinir sistemin’de aksonun
bulunmadigi in vitro kosullarda oligodendrositlerde miyelin gen salinimi artabilmekte,
ancak gen salimminin yiiksek seviyelere ulasabilmesi ve yaygin ¢ok katli miyelin
yapisinin olusabilmesi i¢in aksonal etkilesim gerekmektedir (Benjamins, 2003). Son
yapilan caligmalar miyelinin yapimindan sorumlu hiicreler olan oligodendrositlerin
astrositler, noronlar ve onlarin aksonlari ile siki bir iliski i¢inde oldugunu gostermistir.
Ornegin, noronlar oligodendrositlerin proliferasyonu ve fonksiyonlarmin devamlilig:
tizerinde etkilidirler. Oligodendrositler de ndronlar1 etkileyebilirler. Tiim bu hiicreler

birbirleri ile yakin iliskide olan bir ag olusturmaktadirlar (Edgar ve Garbern, 2004).

2.1.1. Miyelin Proteinleri
Proteolipid Protein

Miyelinin iki 6nemli yapisal proteini PLP ve miyelin temel proteindir (MBP).
PLP miyelin protein agirligmin yaklasik % 50’sini olusturmaktadir. PLP dort sarmal
icermektedir. Bunlar lipid membran1 ge¢ip ekstraselliiler alana uzanarak burada bir
sonraki spiral lobun miyelin membranindaki PLP ile homofilik iliski kurmaktadirlar
(Weimbs ve Stoffel, 1992). Yaymlanan baz1i c¢alismalar, PLP’nin aksonal

metabolizmanin devaminda metabolik rol oynadigin1 gostermektedir (Knapp, 1996).



Miyelin Temel Protein

Miyelin temel proteinler ayn1 molekiiler yapiya sahip farkli dizilimler gosteren
izoformlardan olusur. MBP, miyelin protein agirliginin % 30-40’m1 olusturdugu
(Barkovich, 2000) ve PLP protein ile etkilesim ig¢inde oldugu bilinmektedir (Wood ve
ark., 1984; Edwards ve ark., 1989). Miyelin temel protein, MSS’deki sinirlerin
miyelinizasyonunda ¢ok 6nemli oldugu diisiiniilen bir proteindir. Miyelin temel protein
eksik olan knock out farelerde MSS’nin miyelinizasyonunda yetersizlikler goriilmiis,
tremor ve nobetlerlerle seyreden bozukluklar meydana gelmis ve erken oliimler

gozlenmistir.

Miyelin temel protein o6zellikle de MS gibi demiyelinizasyonla seyreden
hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir. Yapilan birgok ¢alisma MS’nin patogenezisinde
MBP’nin roliiniin oldugunu ortaya koymustur (Berger ve ark., 2003). Disaridan verilen
MBP kan beyin bariyerinin permeabilitesini arttirmaktadir. Miyelin temel protein,
farelerde deneysel olarak oluisturulan kuduzun tedavisinde kullanilmis ve kan beyin
bariyerinin permeabilitesini arttirarak kuduz virusunun replike oldugu bolgede immun
hiicrelerin beyne gecisini kolaylastirdigi saptanmistir. Miyelin temel protein verilen
gruplardaki 6liim orani kontrol grubuna gore % 20 - 30 daha diisiikk bulunmustur (Roy
ve Hooper, 2007).

2' 3' - Siklik-Niikleotide 3' - Fosfodiesteraz

Miyelin biyogenezisinde 2', 3' - siklik-niikleotide 3' - fosfodiesteraz (CNPaz),
MSS’de ilk 6nce sentezlenen ve toplam miyelin proteininin % 4’iinii meydana getiren
miyelin ile iliskili bir enzimdir. 2, 3' - siklik-niikleotide 3' - fosfodiesteraz CNP geni
tarafindan kodlanan bir enzimdir. Yasla birlikte Onemli degisikliklere ugradig
distiniilmektedir (Hinman ve ark., 2007). Bu isim, 2, 3' - siklik niikleotidlerin
fosfodiester hidrolizlerini 2' - niikleotidlere katalize edebildigi igin verilmistir (Kursula,
2008).

Merkezi sinir sisteminde bu protein, gelisen oligodendrositlerden sunulur

(Kasama-Yoshida ve ark., 1997). CNPaz’in miyelinizasyonda kritik bir rol oynadigi


http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphodiester_bond
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrolysis

distintilmektedir (Gravel ve ark., 1996). CNPaz, kendisinin oligodendrosit plazma
membrani ile yakin iligki kurmasina aracilik eden aktin iskeleti i¢in baglayic1 bir
yatkinlik da gosterir (Braun ve ark., 1990; De Angelis ve Braun, 1996). CNPaz’in
fizyolojik rolii tam anlasilabilmis degildir. Bununla birlikte CNPaz’in yogunlugu
demiyelinizasyon ve yikima ugrayan miyelin kilif hakkinda bilgi verir (Banik ve ark.,

1979).

2.2. Miyelinin Yapisinda Bulunan Diger Proteinler

Miyelin yapisinda bagka proteinler de belirlenmis olup, halen bunlara yenileri
eklenmektedir. Miyelin iligkili glikoprotein (MAG) miyelin kilifinin gelisiminde 6nemli
bir yere sahiptir. MAG miyelinizasyonun baslamasinda temel olusturan aksonal — glial
temasta 6nemli bir aracidir (Li ve ark., 1994; Schnaar ve ark., 1998). MAG’1n diger
onemli bir gérevi de ana yapisal proteinler yapilana kadar bir iskelet gibi davranarak
olgunlagsmamis miyelin kivrimlarint belirli mesafelerde tutmaktir. MAG aksonal
kilavuzluk gorevi de iistlenmektedir. Buna ragmen halen MAG miyelin kilifinin temel

yapisal proteini olarak kabul edilmemistir (Trapp, 1998).

2. 3. Kuprizon

Kuprizon (bis-cyclohexanone oxaldihydrazone) (Sekil 1) klinik kimyada
kullanilmak igin tiretilmis bir bakir selatoriidiir. Bakir selatorii olan kuprizon, farelerin
yemlerine katildiginda, bakir eksikligi ile beraber MSS’de demiyelinizasyon meydana
gelmektedir (Suziki ve Kikkava, 1969; Blakemore, 1972; Blakemore, 1973; Ludwin,
1978; Benetti ve ark., 2010). Kuprizonla meydana gelen bakir eksikliginde,
oligodendrositlerde dejenerasyonun yanisira sitokrom C seviyelerindeki metabolik
degisimlerden kaynaklanan karacigerde megamitokondriler sekillenmektedir (Suzuki ve
Kikkawa, 1969). Kuprizonun diisiik seviyelerine bile oligodendrositler olduk¢a duyarl
iken, MSS’deki diger hiicre tiplerinde minimal seviyede hasar meydana gelmektedir
(Blakemore, 1973; Ludwin, 1978; Cammer ve Zhang, 1993). Farelere kuprizon
verilmesi beyindeki bir bagka mitokondrial enzim olan sitokrom oksidaz aktivitesini de

azaltir (Venturini, 1973).



Sekil 1. Kuprizonun kimyasal yapisi. (Muniz-Miranda ve arkadaglari’ndan, 2008)

Onceleri serumdaki bakir1 belirlemek amaci ile kullanilan kuprizonun, oral
yolla verilmesinin MSS’de siddetli spongiozis (Carlton, 1967; Suziki ve Kikkava,
1969), demiyelinizasyon ve hepatik lezyonlar (Suziki ve Kikkava, 1969) meydana
getirdigi dikkati ¢ekmistir. Daha sonra hayvanlara kuprizon verilerek demiyelinizasyon
ile iligkili hastaliklar i¢in model olusturulmaya baslanilmistir. Kuprizon verilen farelerin
beyin kokiinde (6zellikle orta beyin ve ponsun sap kisminda), diensefalonda (talamik
niikleusta), serebral ve serebellar ak maddede yaygin spongiozis tespit edilmistir.
Merkezi sinir sistemin’de kuprizon ile olusan demiyelinizasyonda baslica
oligodendrositlerin yikimlandig: bildirilmistir (Matsushima ve Morell, 2001; Stidworthy
ve ark.,, 2003; Binder ve ark., 2008). Bu durumun, mikroglialarin aktivasyonu
sonucunda meydana geldigi diisiiniilmektedir (Raivich ve Banati, 2004). Aktive olan
mikroglialarin oligodendrositlere zarar verebilecek sitokin ve radikal oksijen tiirlerini
iceren yangi baslatict molekiilleri salgiladiklar1 belirlenmistir (Bakker ve Ludwik, 1987;
Binder ve ark., 2008).

Serebral korteks ve talamusta bakir eksikligi ile mikroglial aktivasyon arasinda
bir iliski mevcuttur (Hiremath ve ark., 1998; Pasquini ve ark., 2007; Zucconi ve ark.,
2007). Bununla birlikte kuprizon ile meydana getirilen hastaliklarin patolojik
semptomlari, kalitsal bakir eksikligi sonucu sekillenen Menkes ve Wilson
hastaliklarinda da meydana gelen gec¢ gelisim, hepatik yetmezlik, serebral atrofi ve
serebellar demiyelinizasyon (Kaler ve ark., 1995; Geller ve ark., 1997; Kodama ve ark.,
1999; Madsen ve Gitlin, 2007), gri maddede dejenerasyon ozellikle de hipokampus ve
serebellumda noronal kayip gibi semptomlar ile benzerlik gostermektedir (Barnard ve

ark., 1978; Oder ve ark., 1991; Okeda ve ark., 1991).



Kuprizonun bakir ile selat olusturabilme kabiliyeti bilinmesine ragmen
norotoksik mekanizmasi hala kesinlik kazanmamustir (Zatta ve ark., 2005; Messori ve

ark., 2007).

2.3.1. Kuprizon ile Olusturulan Demiyelinizasyonun Mekanizmasi

Kuprizon ile oligodendrosit yikimmin mekanizmasi hala tam olarak
anlasilabilmis degildir. Kuprizon ile beslenme sonucunda karacigerde dev mitokondri
olusumu iyi bilinmektedir. Dev mitokondri olusumu iki farkli mekanizma ile meydana
gelebilmektedir. Normal boyutlardaki mitokondri genislemis veya kaynasmistir (Hoppel
ve Tandler, 1973; Kipp ve ark., 2009). Hem mitokondrial kaynasma hem de genisleme
mega mitokondri meydana getirebilmektedir (Hoppel ve Tandler, 1973; Wakabayashi
ve ark., 1974). Bununla birlikte mitokondrial boliinmenin engellenmesi de varsayilan
bir mekanizma olarak kabul gormektedir (Flatmark ve ark., 1980). Kuprizon
mitokondrial morfolojide degisiklikler meydana getirdigi i¢in, mitokondrinin anahtar
fonksiyonu olan hiicresel solunumun bozulmasi nedeniyle bakir ile selat olusturan
bilesimin norotoksik ozelliklerinin olabilecegini diisiindiirmiistiir (Arnold ve Beyer,
2009). Bunun yaninda mitokondrial morfolojide meydana gelen yapisal degisiklikler,
kuprizonun verildigi ilk haftalarda veya gilinlerde miyelin kaybindan o6nce birtakim
enzimlerin aktivitesini bozmaktadir. Kuprizon verilmesini takiben karacigerde ve
beyinde monoamin oksidaz ve sitokrom oksidaz aktiviteleri azalmaktadir (Venturini,
1973). Sitokrom oksidaz 13 alt iiniteden olusan kompleks bir enzimdir. Bunlardan 3’
mitokondri genomu tarafindan kodlanir ve katalitik fonksiyonlari yerine getirir. Niiklear
kodlu diger 10 initesi ise enzime diizenleyici gii¢ saglar (Arnold ve Beyer, 2009).
Karbonik anhidraz II aktivitesi kuprizon verilen hayvanlarin beyninde demiyelinizasyon
olugsmadan once azalir (Komoly ve ark., 1987; Cammer ve ark., 1995). Bu enzim
beyinde pH’daki akut degisikliklerde 6nemli rol oynar. Beyindeki pH’in bozulmasi
(asidozis) oligodendrositik strese ve sonug olarak hiicre 6liimiine yol agabilir (Kida ve
ark., 2006). Miyelin kiliftaki karbonik anhidraz II, miyelin membranlarindan su ve
iyonlarin akisini ve birlikte taginmasini uyararak miyelinin saglam bir yap1 kazanmasini

saglar (Carlton, 1966; 1967). Bunun yaninda hayvanlara bakir ile selat olusturulmus



kuprizon yedirildiginde enzimatik aktivitenin etkilenmedigi gdzlenmistir (Venturini,

1973).

Kuprizon ayni zamanda demir (Fe*?), mangan (Mn*?) ve cinko (Zn*?) gibi
diger agir metallerle de selat olusturabilir (Hoppel ve Tandler, 1973; Venturini, 1973;
Zatta ve ark., 2005). Gergekte bakir, demir veya mangan gibi metallerin tek basina
eksikligi, kuprizonun yalniz basina meydana getirdigi selasyon ile olugan mekanizma
sonucu gergeklesen biyokimyasal ve morfolojik degisiklikleri meydana getirmez. Elde
edilen sonuglar kuprizonun metabolitleri sonucunda da meydana gelebiliyor olabilir.
Bununla birlikte buradaki mekanizmada kuprizonun metabolik doniisiimiine ait bir kanit
da bulunamamistir. Bir bagka mekanizma olarak, oligodendrosit 6nciil hiicrelerin (OPC)
farklilagsmasinin engellenmesi (Cammer, 1999) ve aktive olan mikroglia/makrofajlardan

yangiy1 baslatan sitokinlerin salgilanmasi {izerinde durulmaktadir (Pasquini ve ark.,

2007).

2.4. Demiyelinizasyon Meydana Getiren Nedenler

Kuprizon, lizolesitin, hekzaklorofen ve etidium bromid gibi demiyelinizasyon
olusturabilen kimyasallarin yani sira (Winchell ve ark., 1982; Gensert ve Goldman,
1997; Redwine ve Armstrong, 1998; Levine ve Reynolds, 1999; Peter ve ark., 2009;
Pott ve ark., 2009) kopeklerde Kopek Genglik Hastaligi Virusu (KGHV), insan ve
kemirgenlerde Kizamik virusu, koyunlarda Maedi-Visna Virus, farelerde Vezikiiler
Stomatitis Virus, fare ve insanlarda Herpes Simpleks Virus demiyelinizasyon
olusturabilmektedir (Redwine ve Armstrong, 1998; Cenci di Bello ve ark., 1999; Levine
ve Reynolds, 1999). Merkezi sinir sistemin’deki bu lezyon, MS gibi etiyolojisi
belirlenemeyen hastaliklarda da meydana gelmekle beraber (Dangond, 2005),
Angiostrongylus cantonensis (Lin ve Lai, 2009) gibi parazit de sicanlarda

demiyelinizasyon sekillendirebilmektedir.

2.4.1. Multiple Sklerozis

Multiple sklerozis, MSS’de demiyelinizasyon ve yangisal degisiklikler ile

karakterize bir hastaliktir. Miyelin kilifin yikimlanmasi sinir izolasyonunun kaybina yol



acar ve iletim sisteminde bozukluk meydana gelir. Akson ve noronlar hasar goriir ve

hastaligin ilerleyen donemlerinde kaybolurlar (Trapp ve ark., 1999).

Multiple sklerozis, genetik olarak yatkin kisilerde; ¢evresel faktorler, viral ya
da bakteriyel ajanlar, yangisal ve otoimmun cevap sirasinda salgilanan sitokinler ve
heniiz tanimlanamayan baz1 etiyolojik ajanlarin kombinasyonu sonucu gelisir. Hastalik,
MSS’de marjinal demiyelinizasyondan, oligodendrositlerin tam kaybina kadar degisen
doku kaybi, agir glial skar gelisimi ve aksonal kesilerin olusmasi ile sekillenmektedir.
MS lezyonlar1 yangi hiicreleri, astrositik skar olusumu, miyelin artiklarr, miyelini
fagosite etmis makrofajlar, hiicreler aras1 matriks azalmasi, ¢iplak aksonlar, OPC ve kan

beyin bariyerinin yapisinin bozulmasindan ibarettir. (Noseworthy ve ark., 2000).

Insanda en sik goriilen demiyelinizan hastalik olan MS’de, oligodendrositler
demiyelinizasyonun tamirinde (remiyelinizasyon) basarisiz kalmaktadirlar. Sonucta
kalic1 miyelin ve oligodendrosit kayb1 ile sekillenen lezyonlar ve ndrolojik bozukluklar
gelismektedir. Hastaligin erken donemlerinde bir miktar miyelin tamiri olusmaktadir.
Bunlar, olgunlasmamis oligodendrositler tarafindan olusturulan normalden daha ince
miyelinize aksonlar olarak goriilmektedir (Wolswijk, 1998). Merkezi sinir sistemin’de
remiyelinizasyonu saglamaya yonelik tedavi stratejilerini gelistirebilmek ig¢in, MS’de

miyelin onarimindaki yetersizligin mekanizmalari iyi bilinmelidir.

MS’de deneysel demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon c¢aligsmalari i¢in toksin
(kuprizon veya Lysolecihitine) ve miyelin antijenlerinin kullanildigi demiyelinizasyon
modelleri vardir. Ilging olarak, miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG) gibi miyelin
proteinlerine  karst  antikorlar ~ deneysel  otoimmun  ensefalomyelitisteki
demiyelinizasyonda (Linigton ve ark., 1988) 6nemli bir rol oynarlar ve MS lezyonlari
gozlenirken (Raine ve ark., 1999), diger antikorlar deneysel otoimmun ensefalomyelitis
ve tayler fare ensefalomiyelitis virus (TFEV) ile olusan demiyelinizasyonda

promiyelinize 6zellikler tasirlar (Rodriguez ve Lennon, 1990; Miller ve ark., 1997).

Olgun oligodendrositler aksonlara besleyici destek saglar ve noronlar
apoptozdan korurlar (Wilkins ve ark., 2001; Taniike ve ark., 2002). Hedef proteinlere
otoimmun yanit sirasinda OPC’in olgunlasip ve hasar goren oligodendrositleri
yenilemek i¢in yikimlanan doku bolgesine goc ettikleri  diistiniilmektedir.

Oligodendrosit onctlil hiicreler subventrikiiler ve ventrikiiler bolge boyunca



yerlesmislerdir ve olgun oligodendrositlere farklilasma yetenegine sahiptirler (Stangel
ve Hartung, 2002). Olgun oligodendrositler MBP, PLP, MAG sunabilirken, tam
olgunlagsmamis olanlar CNPase salinimi saglarlar. MS lezyonlarinda olgun OPC varligi
tespit edilmistir (Scolding ve ark., 1998), fakat yanginin kendisininde OPC gogiinii
saglamis olabilecegi bildirilmektedir (Tourbah ve ark., 1997). Bununla birlikte MS
plaklarinda kismi remiyelinizasyon saglayan primer hiicrelerin, yeni gelen OPC’den mi,
yoksa hasara ugramamis oligodendrositlerin veya lezyonlu bdlgede zaten bulunan

OPC’den mi oldugu hala bilinmemektedir.

2.4.2. Kopek Genglik Hastahgi

Kopek genclik hastaligi, kopeklerde ve diger etgillerde siddetli immun
baskilanma ve MSS’nin gri ve ak maddesinde multifokal lezyonlarla karakterize
norolojik bozukluklara neden olan bir hastaliktir (Summers ve Appel, 1994). Beyaz
maddede meydana gelen lezyon ilerleyici demiyelinizasyondur (Kabakg1 ve ark., 2004).
Hastaligin erken doneminde sekillenen demiyelinizasyon beyaz maddede virusun
replikasyonuna iliskindir ve miyelin transkripsiyonundaki diizensizlik ve miyelin tireten
hiicrelerin metabolik hasari sonucu meydana gelmektedir. Fakat bu hiicrelerde nekroz
veya apoptoz sekillendigine dair herhangi bir kamt mevcut degildir.
Oligodendrositlerdeki degisiklikler bu hiicrelerde transkripsiyonun meydana gelmesi
fakat, translasyonun olmamasi ile iligkilidir. Ayn1 zamanda akut lezyonlarda mikroglial
hiicrelerin aktivasyonu da sekillenmektedir. Hastaligin ilerleyen safhalarinda meydana
gelen immunolojik iyilesme ile beraber, bazi hayvanlarda lezyonlarin ilerlemesi ile
demiyelinizasyon plaklar1 sekillenmektedir. Hastalifin seyri ile iligkili olmamakla
beraber otoimmun reaksiyon da sekillenmektedir. Hastaligin ilerlemesi virusun MSS’de

kalic1 olmasina baglidir (Vandevelde ve Zurbriggen, 2005).

Hastalikta miyelin hasarinin baglamasi, immun sistemin baskilandig1 periyotta
olur ve yangi gozlenmez (Vandevelde ve ark., 1982). Baslangi¢ lezyonlar1 beyaz
maddede vakuolizasyon ile birlikte miyelin kilifin balon gibi siskinlesmesi ile
karakterizedir. Yapilan bircok immunohistokimyasal ve in-situ hibridizasyon
caligmalar1 demiyelinizasyonun beyaz maddede glial hiicrelerdeki virus replikasyonu ile

ayni zamanda sekillendigini gostermektedir (Vandevelde ve ark., 1985; Zurbriggen ve
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ark., 1987). Demiyelinizasyonun olusumunda oligodendrositlerin enfeksiyonu olagan
bir durumdur. Higgins ve ark., (1982) KGH’da segmental demiyelinizasyon bulgulari
ile ilk defa oligodendrosit hasarin1 destekleyen goriisler ortaya koymuslardir. Bu yiizden
sonraki arastirmalar daha ¢ok KGH’da oligodendrositlerin rollerine yoneliktir. Diger
taraftan 151k mikroskobik seviyede etkilenen hiicrelerin biiyiik bir kisminin astrositler
oldugu goriilmiis (Mutinelli ve ark., 1989) ve elektron mikroskobik calismalar ile de
KGH’da oligodendrosit enfeksiyonunun ¢ok az oldugu belirlenmistir (Raine, 1976;
Blakemore ve ark., 1989; Mutinelli ve ark., 1989). Yapilan bir ¢alismada (Zurbriggen
ve ark., 1998) oligodendrositlerin yaklasik % 8’nin etkilendigi bildirilmistir. KGHV
proteinlerinin veya viral niikleokapsitlerin oligodendrosit kiiltiirinde olduk¢a nadir
oldugu, aksine astrosit ve mikroglial hiicrelerde KGHV enfeksiyonunun daha fazla
oldugu belirlenmistir (Vandevelde ve ark., 1985; Zurbriggen ve ark., 1986; 1987).

Son yillarda KGHYV ile enfekte kopeklerin serebellumlarinda meydana gelen
demiyelinizasyonda ¢esitli faktorlerin etkili olabilecegi tizerinde durulmaktadir.
Ozellikle de nérosteroid hormonlarm rol oynadigim 6ne siiren galigmalar yapilmistir
(Yarim ve Kabake1, 2002; Yarim ve ark., 2010). Periferal ve MSS tarafindan
sentezlenen progesteron ve pregnenolon, nérosteroidler olarak adlandirilirlar (Tsutsui ve
ark., 1999). Periferal sinir sisteminde meydana gelen bir hasardan sonra Schwann
hiicrelerinden sentezlenen progesteronun yeni miyelin kilif olusumunu tetikledigi
bilinmektedir (Koenig ve ark., 1995). KGH’da olusan demiyelinizasyonda
immunohistokimyasal olarak progesteron salinmmin demiyelinize alanlardaki
astrositlerde  arttifi  bildirilmistir. Bu  steroid hormonun MSS’de  olusan
demiyelinizasyonun ardindan astrositlerden saliniminin artmasi, progesteronun KGH’da
MSS’de olusan lezyon sonrasi koruyucu etki yapabilecegi yoniinde yorumlanmistir

(Yarim ve Kabakg1, 2002).

KGH virusu ile enfekte kopeklerde yapilan bir calismada, enfekte kopeklerin
serebellumundaki astrositlerden P450arom salinimimin arttigi immunohistokimyasal
olarak gosterilmistir. Bu durum, demiyelinizasyon olusan bolgedeki Ostrojen
saliniminin artmasi olarak yorumlanmistir. Arastirmacilar, beyinde hasar goren bolgede
astrositlerden Ostrojen saliniminin artmasiin progesteron salimmini da tetikleyerek
demiyelinizasyonu onarmak amaci ile meydana gelmis olabilecegini belirtmislerdir

(Yarim ve ark., 2010).
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2.5. Demiyelinizasyonda Rol Oynayan Glial hiicreler
2.5.1. Oligodendrositler

Bu hiicreler MSS’de miyelin kilifi iretir ve siirekliligini saglarlar.
Miyelinizasyon esnasinda oligodendrosit plazma membrani aksonun etrafini sikica
sarar, miyelin kilifin kalinlig1 tabaka sayisiyla belirlenir. Merkezi sinir sistemin’de
miyelinsiz aksonlar ¢evresinde bir zarf olusturmaz, bazal laminayla ¢evrelenmez ve
MSS hasarlar1 sonrasi rejenerasyona nispeten zayif katkida bulunabilir. Karbonik
anhidraz enzimi kullanarak MSS’de ekstraselliiler pH kontroliinii saglayarak asit-baz
dengelenmesinde de kritik rol oynarlar (Miiftiioglu ve ark., 2009).

Embriyonik sinir sisteminde tiim makroglia (oligodendrosit ve astrositler) ve
noronlar, ventrikiiler tabakada yerlesen Onciil hiicrelerden gelismektedirler. Ventrikiiler
tabaka, lateral ventrikiillerin rostral ucundan spinal kanalin kaudal ucuna kadar uzanan
hiicrelerden olugmaktadir (Sekil 2). Subventrikiiler bolge ventrikiiler tabakaya hemen
bitisik olarak yerlesen, 6zellikle eriskindeki glial onciil hiicrelerin kaynagi olan bolgedir
(Skoff, 2003). Gelisim esnasinda ndronal ve glial hiicreler, subventrikiiler bolgedeki
onciil hiicre haline doniismiis noral kok hiicrelerinden koken alirlar (Baumann ve Pham-

Dinh, 2001).
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Sekil 2. Subventrikiiler bolge: Lateral ventrikiilleri (LV) cevreleyen ependim hiicrelerine (EP) komsu
birka¢ tabakadan olusan bolge. A: néral onciil hiicreler, B: astrosite doniisecek noéral kok
hiicreleri, C: multipotent onciil hiicreler, OPC: Oligodendrosit onciil hiicreler. (Imitola ve

arkadaslari, 2003’den uyarlanmistir)

Merkezi sinir sistemin’de meydana gelen demiyelinizasyonda oligodendrosit
hasar1 meydana gelmekte ve buna bagli olarak miyelin kilif yeterli sekillenememektedir.
Kuprizon  olgun  oligodendrositleri ~ apoptoza  ugratarak  demiyelinizasyon
sekillendirmektedir (Mason ve ark., 2000). Kuprizon ile olusturulan deneysel
demiyelinizasyon ¢alismalarinda, demiyelinizasyon sekillenen bdlgede olgun
oligodendrositlerin sayisinin, bolgesel olarak kontrol hayvanlarla karsilastirildiginda
azaldig1 gézlenmistir (Skripuletz ve ark., 2008; Norkute ve ark., 2009; Peter ve ark.,
2009; Taylor ve ark., 2010). Bu azalma besinci haftada maksimum seviyeye cikarken,
altinci haftadan sonra yavas yavas bdlgede olgun oligodendrositlerin sayisinin tekrar
arttig1 ve remiyelinizasyonun sekillenmeye basladigi goézlenmistir. Bu durumun,
demiyelinizasyon olustuktan sonra olgun oligodendrositlerin yikimlanmasi ile ¢evredeki
ve subventrikiiler bolgedeki OPC lezyonlu bdlgeye goc¢ etmesi ve daha sonra olgun
oligodendrositlere farklilasmasi ile meydana geldigi diisiiniilmektedir (Matsushima ve

Morell, 2001). Olusan demiyelinizasyona karsi yanitta bu hiicreler boliiniir ve
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kaybolanlarin yerine yeni oligodendrositlerin olusmasini saglamak i¢in farklilagirlar.
Olgun OPC mekanik yaralanma, ekzotoksisite ve viral enfeksiyonlar gibi MSS’de
olusan bir ¢ok hasar durumunda aktive olup ¢ogalmaktadir. Bu hiicreler muhtemelen
akson rejenerasyonunu engelleyen kondriotin siilfat proteoglikanlar1 salgilar (Levine ve

ark., 2001).

Remiyelinizasyon, lezyon ve onun etrafinda endojen OPC boéliinmesi ile
baslayan bir siirectir. Oligodendrosit onciil hiicrelerin lezyonlu bélgede hizli bir sekilde
cogalmast ve daha sonra yeni oligodendrositlere farklilasmasi, hizli bir
remiyelinizasyonun anahtaridir. Olgun OPC MSS’de glial hiicre populasyonunun
yaklasik % 5-8’ini meydana getirir. Morfolojik olarak bu hiicreler 10-15 um ebadinda
ve birgok dallanmis ¢ikintilara sahiptirler. Gri maddede bu ¢ikintilar merkezden kenara
dogru iken beyaz maddede ¢ikintilar daha uzunlamasina ve sinir iplikleri ile ayn1 yonde
seyrederler (Ong ve Levine, 1999; Bergles ve ark., 2000). Oligodendrosit 6nciil hiicreler
immunohistokimyasal olarak Noral / Glia Antijen 2 (NG2) proteoglikan antikoru ile

goriiliir hale getirilebilmektedir (Levine ve ark., 2001).

Diyet igerisine kuprizon katilmasi hiicredeki mitokondriyal fonksiyonu
engellemektedir. Fakat bundan neden engok oligodendrositlerin etkilendigi hakkinda
hala smirli veri mevcuttur. Oligodendroglial hiicrelerdeki metabolik ihtiyag yiiksek
oldugu icin bu hiicrelerin tercithen daha yatkin hale geldigi diistiniilmektedir.
Oligodendrositlerdeki hasar, miyelin destegini ve spesifik genlerin sentezini azaltir.
Mitokondrilerdeki hasar en sonunda oligodendrositlerde apoptoza yol agar. Bazi
¢oziilebilir faktorler, mikroglialarin proliferasyonu ve i¢ go¢iiniin baslamasi esnasinda
salimabilirler. Mikroglialardan salinan faktorler (belki Onceleri sadece IL-1)
oligodendrosit Onciillerin poliferasyonunu, i¢ goclini ve sonu¢ olarak bunlarin
farklilasmasini  baglatir. Onciil hiicrelerin bilyiik bir kismi, i¢ goc ile gelir ve
farklilagirlar, bu durum remiyelinizasyon boyunca devam eder. Ilging olarak bu durum
kuprizon verilmesinin devam edildigi siirecte de gerceklesir. Bu durumun, seviyesi
artan IGF-1’in (sentezlenmesi ve astrosit, oligodendrosit gibi glia hiicrelerinden
salinmasi sayesinde) yeni sekillenen bir¢ok olgun oligodendrositleri apopitotik hiicre
Olimiinden korumasi sayesinde gerceklestigi diisiiniilmektedir. Eger kuprizon diyetten

cikarilirsa remiyelinizasyon ve iyilesme devam eder (Matsushima ve Morell, 2001).
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2.5.2. Mikroglialar

Demiyelinizasyonun mikroglia proliferasyonu ve astrogliozis ile birlikte
seyrettigi bilinmektedir (Blakemore, 1972; 1973; Ludwin, 1978). C57BL/6 1k
farelerde kuprizon ile olusturulan demiyelinizasyonda ilk iki hafta sonunda
mikroglia/makrofaj birikimi tespit edilmis ve bu hiicre birikiminin 4-6. haftalarda en st
diizeyde oldugu gdzlenmistir (Hiremath ve ark., 1998; Morell ve ark., 1998). ilk yapilan
ultrastruktural ¢alismalar kuprizonun mikroglial mitozu uyarmadigimi gostermistir
(Blakemore, 1972; 1973). Mikroglialarin sayilarinin demiyelinizasyon bolgesinde
artmasi; bolgesel olarak bu hiicre tipindeki bir proliferasyondan veya beynin diger
bolgelerinden gogten kaynaklanmaktadir. Mikroglialar, demiyelinizasyon meydana
gelen bolgede miyelin kalintilarini temizleme gorevi yapmaktadirlar (Blakemore, 1972;
Smith, 1999). Buna ilave olarak oligodendrositlerin remiyelinizasyon siirecine olumlu
katki saglamak amaciyla stratejik olarak c¢ogaldiklart da gegerli bir goristiir
(Matsushima ve Morell, 2001). Mikroglialarin ortaya ¢ikisi, kuprizon ile olusturulan
demiyelinizasyonun 3. haftasinda OPC’lerin ve astrositlerin sayisinin artmasi ile es
zamanli olmaktadir (Hiremath ve ark., 1998; Morell ve ark., 1998; Mason ve ark.,
2000). Mikroglialarin varligit ve remiyelinizasyona yol acan olaylar arasinda
muhtemelen hiicreden hiicreye sinyal yolu ile meydana gelen fonksiyonel bir iliski
bulunmaktadir. Bu amagla, kuprizon ile olusturulan demiyelinizasyon ve kuprizon
diyetten ¢ikarildiktan sonraki remiyelinizasyon siirecinde bazi sitokinler ve biiyiime
faktorlerinin varhigin1 gostermeye yonelik bir ¢calismada (Matsushima ve Morell, 2001)
ilging olarak Interlokin-1 (IL-1) ve insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) gibi
sadece belirli sitokinler ve biliylime faktorlerinin 3-6. haftalar arasinda biriktigi

gozlenmistir

Kuprizon ile olusturulan demiyelinizasyonda IGF-1 ii¢ haftada yiikselmistir
(Mason ve ark., 2000). Ayn1 zaman diliminde OPC birikimi veya i¢ gog¢iiniin goze
carptig1 ve daha dnce bolgede bulunan oligodendroglialarin apopitotik 6liimiiniin devam

ettigi bildirilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Kuprizon toksikasyonunda sekillenen akut demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon esnasindaki

morfolojik, hiicresel ve biyokimyasal degisiklikler (Mason ve arkadaglari 2000’den

uyarlanmustir)

Yapilan immunohistokimyasal boyamalar ile IGF-1’in hem astrositler hem de
mikroglialar tarafindan salgilandigi goriilmistiir. IL-1 seviyelerinin IGF-1 den 6nce bile
arttigr belirtilmistir. Bu durum mikroglialar tarafindan salinan bu sitokinin, IGF-1
iretimi ve salinimina yol agan basamaklar1 baslatabilecegini akla getirmistir. Bu sayede
mikroglialar iyilesme siirecinde bir sicrama baglatabilmektedir (Sekil 4). Tiim bunlar
IGF-1’in her nasilsa oligodendrosit farklilagmasini ve hayatta kalabilme giiciinii

arttirabildigini diistindiirmistiir (Matsushima ve Morell, 2001).
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Sekil 4. Kuprizon ile olusturulan demiyelinizasyon ve sonrasinda olusan remiyelinizasyon esnasinda

oligodendrosit, astrosit ve mikroglialar arasindaki etkilesim (Matsushima ve Morell, 2001’den

uyarlanmustir)

2.5.3. Astrositler

Astrositler  beynin intersitisyel hiicreleri  gibidirler. Noronlar  ve
oligodendrositler cevresinde, perivaskiiler ve subpial boélgelerde en ¢ok bulunan
noroglial hiicre tipidir. Astrositler, sitoplazmik uzantilarindan bir kismi ile kan kapillar
duvarina genislemis bir ayak ile oturur ve diger uzantilari ile sinir hiicreleri arasinda
sinapslar olusturarak kan ile sinir hiicreleri arasinda 6zellikle su ve mineral olmak {izere
madde aligverisini saglarlar. Ayrica, astrositlerin uzantilart MSS’nin destek stromasi
olan glia agmi ya da noropilin biiylik boliimiinii olusturur. Sinir hiicresi i¢in zararli
olabilecek kandaki maddelerin gegisine olanak vermezler (Kan-beyin bariyeri).
Astrositlerin destek ve aligveris fonksiyonlarinin disinda, zedelenmelerde onarim

fonksiyonlar1 da vardir (Aytekin ve ark., 1998; Nishiyama ve ark., 2005).

Yapilan bir¢ok c¢alismada deneysel olarak olusturulan demiyelinizasyondan

sonra lezyonun meydana geldigi bolgelerde astrositozis gozlenmistir (Norkute ve ark.,
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2009; Pott ve ark., 2009). Astrositler patolojik ve dejeneratif durumlarda bolgesel olarak
enerji gereksinimini saglarlar (Horvat ve ark., 2006). MS hastaliginda aktif
demiyelinizasyonda astrositlerin proliferasyonu bilinen bir olaydir (Keegan ve ark.,
2005; Lassmann, 2008). Astrositler demiyelinizasyon ve dejenerasyon esnasinda
yangiy1 ilerleterek oligodendrositlerin ve aksonlarin hasara ugramasi ve glial skar
dokusu olusmasinda Onemli bir rol oynayabilirler. Fakat ayn1 zamanda
remiyelinizasyon, OPC gocii, proliferasyonu ve farklilagsmasi igin de uygun ortam
olusturabilirler (Williams ve ark., 2007). Astrositler, prostaglandinler (Johann ve ark.,
2008) kadar, TNF- o veya IL-1 gibi beyin dokusuna zarar verebilecek sitokinleri de
salgilayabilirler (Kipp ve ark., 2007). Bunun sonucunda oligodendrositler hasara ugrar
ve demiyelinizasyon ilerler. Diger taraftan bu hiicreler IGF-1 ve bazik fibroblast
biiylime faktor gibi oligodendrosit apoptozunu oOnleyen maddeler salgilayarak
remiyelinizasyonda 6nemli rol oynayabilirler (Komoly ve ark., 1992; Mason ve ark.,
2000). Astrositler TNF- o veya IL-1 salgilayarak akut fokal demiyelinizasyon esnasinda
ve hastaligin ilerleme doneminde yikimlayici etki gostermektedirler (Aktas ve ark.,
2007; Kipp ve ark.,, 2007). Fakat hastaligin ge¢ devresinde yeniden olgun
oligodendrosit olusumunu saglayarak remiyelinizasyonu saglayabilmektedirler (Mason
ve ark., 2001; Barnett ve Prineas, 2004). Son yillarda yapilan ¢alismalarda kuprizonla
olusturulan demiyelinizasyonda, astrositlerden IGF-1 salinimi tespit edilmis ve OPC’in
yeni oligodendrosit sentezini meydana getirerek remiyelinizasyonu sekillendirdigi

bildirilmistir (Norkute ve ark., 2009).

Glial fibriler asidik protein (GFAP) MSS’nde astrositlerden expresse edilir. Bu
hiicre yapisi, haraket, hiicre iletisimi ve kan beyin bariyerinin fonksiyonu gibi bir ¢ok
hiicresel fonksiyon gerektirir. GFAP hiicredeki diizenlenen filament ag1 ile mitozda rol
oynar. Mitoz esnasinda fosforilasyona ugramis GFAP miktarinda bir artis meydana gelir
ve hiicre boliinmesi meydana gelen kirllma bdlgesindeki modifiye protein hareket eder
(Tardy ve ark., 1990). GFAP aynmi zamanda astrosit-ndron etkilesiminde de rol
oynamaktadir. In vitro ortamda GFAP’tan yoksun astrositler genellikle varolan
noronlarla birlikte fazladan sekillenmemektedirler. GFAP knockout farelerde purkinje
hiicrelerinde normal yapt meydana gelmemekte ve bu fareler géz kirpma testi gibi

deneylerde eksiklik gostermektedirler. Bu ylizden GFAP Purkinje ve belki de diger
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bircok noronal hiicre tiplerinin iletisiminde biiyiik rol oynamaktadir (Goss ve ark.,

1991).

2.6. Norosteroidler

Daha onceleri steroidlerin gonadlar, adrenal bezler ve plasenta tarafindan
sentezlendigi disiiniilmekteydi. Bu steroidlere ek olarak, bazi steroidlerin beyinde de
sentezlenebildigi ve noronal uyarilabilirligi degistirebildikleri ve beyin ve islevlerini
etkiledikleri bildirilmistir. Bu steroidlere ‘norosteroidler’ adi verilmistir (Paul ve Purdy,
1992; Baulieu, 1998). Bir steroidin noérosteroid olarak tanimlanmasi igin iki temel esas
vardir. Birincisi steroidin steroidojenik endokrin bezlerin yoklugunda da beyinde var
olmasi, ikincisi sinir sisteminde enzimatik aktivite gosterebilmesi ve burada salinimimnin

yapilabilmesidir (Schumacher ve ark., 2004).

Norosteroid yapiminin temelini kolesteroliin noronlarin ve glia hiicrelerinin
mitokondrilerine girerek burada birtakim enzimlerin katalizorliigli vasitasiyla
mineralokortikoidlere, glikokortikoidlere ve cinsiyet hormonlarina ¢evrilmesi olusturur.
Bu ¢evrilme olayinin periferal steroidojenik organlarda ve beyinde olusum mekanizmasi
aynidir (Mellon ve ark., 2001). Bu olay ndronlarda ve glia hiicrelerinin (oligodendrosit
ve astrosit) mitokondrilerinde ger¢eklesmektedir (Schumacher ve ark., 2000).
Kolesterol, dis mitokondri zari {izerinde yerlesmis olan periferal tip benzodiazepin
reseptorleri yolu ile mitokondri igine geger. Kolesterol daha sonra pregnenolona
doniistiiriiliir ki bu steroid yapiminda hiz sinirlayict bir basamaktir ve i¢ mitokondri
membraninda yerlesmis olan sitokrom P450 side chain cleavage (P450ssc) enzimi
tarafindan katalizlenir. Pregnenolon daha sonra pregnanlara ve androstanlara metabolize

olur (van Broekhoven ve Verkes, 2003) (Sekil 5).
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Sekil 5. Steroid sentezinin semasi1 (Mellon ve Griffin, 2002’den uyarlanmustir)

Norosteroid sentezindeki biyokimyasal yollarin ¢ogu agiga ¢ikarilmis olmasina
ragmen, norosteroid sentezleyen hiicrelerin aktivitesini kontrol eden sema halen tam
olarak bilinememektedir. Gama amino butirik asit (GABA)’in kendisi ve reseptor
kompleksinin norosteroid yapan enzim aktivitelerini baskiladigi gosterilmistir.
Noroaktif steroidler de GABAA reseptor etkinligini degistirerek kendi yapimlarimi
diizenleyebilecekleri bildirilmistir (Do-Rego ve ark., 2000).

Sinir sisteminde norosteroidler hem glia hiicreleri hem de ndronlardan
sentezlenir. Ornegin P450scc baslica astrositler (Mellon ve Deschepper, 1993),
oligodendrositler (Jung-Testas ve ark., 1989) gibi glial hiicreler yaninda sinir sisteminin
baz1 bolgelerinde néronlar (Ornegin siiperior servikal ganglion) ve serebellar Purkinje

hiicrelerinden de sentezlenir (Furukawa ve ark., 1998; Ukena ve ark.,1998).

2.6.1. Norosteroidlerin Sinir Sistemi ve Davramis Uzerine Etkileri

Norosteroidlerin embriyonik aksonal ve dentritik biiyiime, néron koruyucu ve
miyelinizasyondaki (Baulieu, 1998; Tsutsui, 2006) etkilerinin yanisira depresyon, uyku,
stres gibi birgok davraniglar1 kontrol ettigi diisiiniilmektedir (Biggio ve ark., 2001).
Eldeki veriler norosteroidler premenstriiel distforik bozukluk (Girdler ve ark., 2001),

yeme bozukluklar1 (Monteleone ve ark., 2001), dikkat eksikligi, hiperaktivite (Strous ve
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ark., 2001), anksiyete (Bicikova ve ark., 2000) ve panik bozukluklar: (Brambilla ve ark.,
2003), hafiza modiilasyonu (Baulieu ve Robel, 1998), Alzheimer hastaligindaki agresif
davraniglar1 (Bernardi ve ark., 2000), agresyon (Nicolas ve ark., 2001) ve alkoliin

etkileri (Khisti ve ark., 2002) gibi durumlarda da rolii oldugunu gostermektedir.

2.6.2. Beyin Hasar1 ve Miyelinizasyonda Rol Alan Norosteroidler ve

Steroidojenik Enzimler
Aromataz P450 ve Ostrojen

Aromataz P450 oOstrojen biyosentezinde gerekli olan anahtar bir enzimdir
(Garcia-Segura ve Melcangi, 2006). Buna bagli olarak P450arom ovaryumlardan
(Stocco, 2008), adrenal bezlerden (Moreau ve ark., 2009) ve testislerden (Carreau ve
ark., 2007) sunulur. P450arom salinimi sadece klasik endokrin bezlerle siirli degildir.
Gebelik veya gelisim siireglerinde farkli dokulardan ve hiicre tiplerinden de
sunulabilirler (Simpson ve ark., 2002). P450arom salimimi seviyelerinin kolayca
Olgiilebilecegi diger dokular arasinda kemik (Yanase ve ark., 2003), fotal karaciger
(Toda ve ark., 1994), plasenta (Mendelson ve Kamat, 2007), deri (Zouboulis ve ark.,

2007), meme kanser hiicreleri (Bulun ve Simpson, 2008) ve beyin (Naftolin, 2008)

sayilabilir.

BEYIN HASARI: mekanil hasar hipoksi;'i;emi kimyasal lezyon

>.-‘3'lstrog||a| Aromataz<
Fi'rogestmler k
‘/Str‘cuj enler

andrcujenler
_"\\I
| | AR 1
PR} \_) @p ?
NOROMNKORUYUCU ETKI: apoptozis, yang, anjiyogenezis, ndrogenezis

Sekil 6. Beyinde meydana gelen bir hasar heniiz ¢ok az anlagilabilen bir mekanizma ile memelilerde ve
kuslarda radial glia (astroglia) ve reaktif astrositlerde P450arom translasyon ve
transkripsiyonunun diizenlenmesi ile sonuglanir. PR: Progesteron reseptorii, OR: Ostrojen

reseptorii, AR: Androjen reseptorii (Saldanha ve arkadaglari, 2009°dan uyarlanmustir)
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Aromatazin noronal hasar1 takiben hiicre gocilinii ve sitogenezisi diizenledigi
diisiiniilmektedir. Omurgalilarin beyninde olusan hasarda da radial glialarda P450arom
salimiminin meydana geldigi bildirilmistir (Peterson ve ark., 2004). Radial glia hiicre
tiplerinin ndronal hasar sonrasinda hiicre gocii ve sitogenezisin diizenlenmesinde 6nemli
olabilecegi diisiiniilmektedir. Radial glialarda P450arom saliniminin beyin hasarini
takiben beyin yapisinin ve fonksiyonunun onarildigi bélgelerde néronal gog i¢in anahtar
gorevi gordiigii diistiniilmektedir. Beyindeki P450arom’un sitogenezis, ndronal hasar,
noronal migrasyon ve noéronal hayatta kalma siiresi ilizerine birtakim mekanizmalarla

katkida bulundugu bildirilmistir (Saldanha ve ark., 2009).

Ostrojen, hasara ugrayan bir ndronun iyilesmesine, ndronal uzantilarin
rejenerasyonuna ve hasar olan bolgede normal kan akisinin saglanmasina katkida
bulunur (Garcia-Segura ve ark., 1999). Ostrojenin, astrositler iizerine etki ederek bir
norosteroid olan ve miyelinizasyonu ilerleten progesteronun astrositlerden lokal
sentezini arttiric1 etkiye sahip olabilecegi diisliniilmektedir (Sinchak ve ark., 2003;
Micevych ve ark., 2008; Micevych ve Sinchak, 2008). Astrosit kiiltiiriine Gstrojen
eklenmesi astrositlerden progesteron sentezini arttirmistir (Sinchak ve ark., 2003).
Kuslarda ve memelilerde beyin hasar1 olan bolgede P450arom’un transkripsiyonu ve
translasyonunu  hizlandirarak ~ Gstrojen  sentezini  gergeklestirdigi  gorlilmiistiir.
P450arom’un salimimminin yiikselmesi, lokal Ostrojen seviyesini yiikseltir ve bdylece
apopitotik yollar1 aksatir. Bunun sonucunda sekonder dejenerasyon azalir ve sonunda
hasar azaltilmis olur (Sekil 6). Buna benzer yapilan calismalarla aromatizasyonun
beyinde olusan hasara bagli sitogenezisi etkiledigi ve dejenerasyonu yavaglatip onarimi
hizlandirarak, bir dizi mekanizma ile néron koruyucu olarak rol oynadigi kabul

gormektedir (Saldanha ve ark., 2009).

Ostrojen deneysel otoimmun ensefalomyelitisli hayvanlarda klinik semptomlari
azaltmaktadir (Bebo ve ark., 2001). Ayrica Ostrojen primer kemirici oligodendrosit
hiicre kiiltiirlerinde OPC proliferasyonunda ve membran kilif olusumunda etkili
olmustur (Ghoumari ve ark., 2003; Marin-Husstege ve ark., 2004). Ayni1 zamanda

Ostrojen kiiltiir igerisinde toksin ve oksijen iligkili oligodendrosit 6liimiinii ve neonatal
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sicanlarin ak maddesindeki oksijen iligkili miyelin temel protein kaybini da dnledigi
bildirilmistir (Takao ve ark., 2004; Gerstner ve ark., 2007). Ostrojen verilmesi
oligodendrositlerden yangi baslatici sitokinlerin salinimini azaltmistir (Bruce-Keller ve
ark., 2000; Drew ve Chavis, 2000; Vegeto ve ark., 2006). Ostrojenin beyinde
demiyelinizasyon {lizerine etkisini arastiran bir ¢aligmada, C57BL/6 1rki farelerden
olusan iki deneme grubu ve bir kontrol grubu olusturulmustur. 1. deneme grubu
C57BL/6 ki farelerin yemine % 0.125 oraninda kuprizon eklenmis, 2. deneme
grubunun yemine yine % 0.125 oraninda kuprizon eklenirken ayni zamanda da bu
gruptaki farelere deri alti implant seklinde &strojen uygulanmistir. Ugiincii grup ise
kontrol grubu olarak normal yem ile beslenmeye alinmistir. 5. hafta sonunda kuprizon
ile beslenen her iki grupta olusan demiyelinizasyon oranina bakildiginda, kuprizon ile
beslenen fakat implant uygulanmayan hayvanlarda siddetli  demiyelinizasyon
olusurken, kuprizon ile beslenen ve ayni zamanda da Ostrojen implanti uygulanan
hayvanlarin myelin miktar1 normal yem ile beslenen kontrol gruplarma yakin
bulunmustur.  Ostrojen  verilmesi  kuprizonun  etkisini  engelleyerek  olgun

oligodendrositlerin hayatta kalmasini saglamistir (Taylor ve ark., 2010).

3 Beta Hidroksi Steroid Dehidrojenaz ve Progesteron

Sinir sisteminde lokal olarak sentezlenen ya da dolasimdan gelen pregnenolon,
3BHSD tarafindan progesterona gevrilir. 3HSD’a serebellum, hipokampus, korteks,
striatum, septum ve bulbus olfaktoryus taki néronlarda rastlanmigtir (Guennoun ve ark.,
1995).

Progesteron perifer sinirler, omurilik ve beyinde sentezlenir. Progesteronun
onciilii olan pregnanolon MSS’de ya dogrudan dolasimdan gelir ya da P450scc enzimi
aracilifiyla kolesterolden sentezlenir. Pregnenolon 3BHSD enzimi tarafindan
progesterona cevrilir. /n situ hibridizasyon calismalarinda bu enzimin sigan beyni,
omurilik ve dorsal kok gangliyonlarindaki néronlardan sentezlendigi gosterilmistir.
Astrosit ve oligodendrosit gibi glial hiicreler ve Schwann hiicreleri progesteron
sentezleme yetenegine sahiptir. Fakat, bu hiicrelerdeki 3HSD salinimi ve aktivitesi
hiicresel etkilesim sonucunda meydana gelir. Boylelikle Schwann hiicreleri néronal

uyartya yanit olarak pregnenolonu progesterona ¢evirebilir. P450scc ve 3BHSD’nin
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insan sinir sisteminden de salinimi yapilabilir. Progesteronun néron koruyucu etkisi
Wobbler farelerin omurilik motor néron dejenerasyonunda ortaya konmustur. Wobbler
farelerin progesteron ile 15 giinlik semptomatik tedavisi ile omurilik motor
noronlarinda noropatolojik degisiklikler azalmis ve hayvanlarin yasam stireleri ile kas
boylarimin uzunluklarinda olumlu degisiklikler meydana gelmistir. Progesteron,
noronlarin ve hasar sonrasinda hormon duyarli hale gelen glial hiicrelerin spesifik
genlerini diizenleyerek ndron koruyucu etkisini gosterir. Progesteron ayn1 zamanda da

miyelinizasyonu saglamaktadir (Schumacher ve ark., 2004).

Progesteronun néron koruyucu etkisini agiklamak i¢in bir¢ok mekanizma one
stiriilmiistiir (Stein, 2001; Gonzalez ve ark., 2002). Bunlardan ilki, progesteronun
serbest radikaller tarafindan hiicre membraninin bozulmasini ve lipid peroksidasyonunu
azaltmasidir (Roof ve ark., 1997). Ikincisi, progesteron ve onun metabolitleri
ndrotransmiter reseptdrlerin aktivitesini diizenleyerek noronal uyarilabilirligi azaltirlar
ve hasar sonrasi ekzotoksik hiicre 6liimiinden néronlar1 korur (Ogata ve ark., 1993).
Ugiinciisii ise progesteron hasardan sonra hormonlara duyarl hale gelebilen néron ve
glia hiicrelerindeki spesifik genlerin salinimini diizenler. Progesteron néron koruyucu
etkisini ya dogrudan néronlari, ya da dolayli olarak hasar bolgesini ¢evreleyen glia

hiicrelerini etkileyerek gosterir (De Nicola ve ark., 2003).

Progesteronun yeni miyelin kilif olusumuna olumlu etki yaptig1 bilinmektedir
(Schumacher ve ark., 2001). Bu, ilk defa siyatik sinirlerde ortaya konmustur. Schwann
hiicreleri aksonal sinyale yanit olarak fonksiyonel 3BHSD salinim1 gergeklestirirler ve
3BHSD siyatik sinirlerdeki progesteron seviyesini belirlemekte kullanilir (Koenig ve
ark., 1995). Erkek sicanlarin siyatik sinirlerinde soguk ile olusturulan bir lezyondan
sonra 3BHSD mRNA seviyeleri, periferal miyelin proteinlerindeki degisiklikler ile
paralellik gostermistir. Bu durum, lokal olarak progesteron sentezinin miyelinizasyonda
onemli rol oynayabilecegini diislindiirmiistiir (Robert ve ark., 2001). Diger taraftan,
soguk ile olusturulan lezyondan sonra lokal olarak progesteron sentezini (trilostan) ya
da aktivasyonunu (mifepriston) engelleyen maddeler verildiginde ise yeni miyelin kilif
olusumu biiyiikk 6l¢iide engellenmistir. Fakat, lokal olarak yiiksek doz progesteron

verilmesi miyelinizasyonu ilerletmistir (Koenig ve ark., 1995).
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Omurilikte olusturulan bir hasardan sonra beyaz maddede ve gri maddede OPC
hiicreleri belirleyen NG2 belirteci orta derecede pozitif reaksiyon vermesine ragmen,
kontrollerde negatif sonu¢ vermistir. Ayn1 kosullarda MBP saliniminin azalmasi hasar
sonrast demiyelinizasyonun arttigini igaret etmektedir. Omurilik hasarindan sonra
progesteron uygulanmasi, MBP ve NG2 salimiminin, progesteron uygulanmayan
omurilik lezyonlarina gore yiliksek derecede arttirmaktadir. Bir ¢alismada, 3 ve 21 giin
stire ile ginlik 16 mg/kg progesteron uygulanip omurilikte OPC ve olgun
oligodendrosit sayilar1 ile MBP, PLP ve MOG ve oligodendrosit kusaginda
farklilasmay1 (olig2 ve Nkx.2.2) ve remiyelinizasyonu (oligl) uyaran transkripsiyon
faktorlerinin salinimlarma bakilmistir. Normal kosullarda omurilikte olusan lezyondan
sonra 3 ve 21 giinliik periyotlardan sonra olusan lezyon dorsal ve ventral yollardaki
beyaz maddede OPC’nin ¢ogalmasini uyarmistir. Fakat, OPC’deki bu ¢ogalma
demiyelinizasyon olusmasini engellememistir. Cilinkii immunohistokimyasal olarak
bakildiginda hem 3 hem de 21 giinde olgun oligodendrositlerin sayisinda oldugu kadar
MBP ve PLP salinimlarinda da azalma meydana gelmistir (De Nicola ve ark., 2009).
Transkripsiyon faktérde meydana gelen bir azalma miyelinizasyon ve miyelinizasyon
iligkili oligodendrosit olgunlasmasinda yetersizlik ile sonuglanmistir. Franklin ve
Kotter, (2008)’e gore remiyelinizasyonun bozulmasi, OPC’nin defektif ¢ogalmasindan
¢ok, OPC’nin defektif olgunlagmasi ve farklilasmasindan kaynaklanmaktadir. Fakat
olusan lezyondan sonra 3 ve 21 giinliik periyotlarda giinlilk progesteron uygulanmasi
remiyelinizasyon olusumunu saglayabilmistir. U¢ giinliik progesteron uygulamasindan
sonra reaktif morfoloji gosteren OPC sayisinda, MBP mRNA, transkripsiyon faktorler
olig2 ve Nkx.2.2 mRNA seviyelerinde daha fazla bir artis meydana gelmistir. Nkx.2.2,
temel miyelin proteinlerinin direk sentezinin kontrolii i¢in PLP ve MBP diizenleyicileri
tarafina baglanir. OPC’de olig2 ve Nkx.2.2 progesteron stimiilasyonu bunlarin olgun
formlara farklilasmasini ve aymi zamanda da oligodendrositlerde hayatta kalmayi

uyariyor olabilir (Watanabe ve ark., 2004; Ligon ve ark., 2006).

Buna ek olarak 21 giin siire ile progesteron uygulanmasi da miyelinizasyon
tizerinde olumlu etkiler yapmistir. Bu zaman diliminde de progesteron uygulanmasi
OPC’nin farklilasmasini ve olgunlasmasini saglamistir. Bu degisiklikler PLP protein ve

oligl transkripsiyon faktoriin artis1 ile birlikte meydana gelmektedir. Oligl, kuprizon
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veya lysolecithin ile olusan demiyelinizasyonda, demiyelinizasyonun tamirinde ve
oligodendrogeneziste gereklidir (Arnett ve ark.,, 2004). Bu yapilan calismalar,
progesteronun OPC’nin farklilasmasin1 ve olgunlasip miyelinli oligodendrosite

dontistimiini arttiric1 etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 7).

3 Gun Progesteron 21 Giin

OPC Pre-oligodendrosit Miyelinsiz Miyelinli
oligodendrosit oligodendrosit

Proliferasyon _ -
Farklilasma Mly’ﬂlnlzasyon. _
a $ o . -//_: : A r . a___- --/|_:I
y — '_@ K X . 2 v S .
ko 2 | = otig 1 éf‘;\’\\
Nkx 2.2 . g .. , ;
NG2+ NG2+ NG2- NG2.
MEP MEP CC1+ CC1+
PLP.  PLP. MEBP+ MEB P+
SR PLP+ PLP+

Sekil 7. Oligodendrosit onciil hiicreler ve pre-oligodendrositler NG2 i¢in immun pozitiftir fakat olgun
oligodendrosit belirteci (CC1) miyelin proteinleri igin negatif reaksiyon vermektedir.
Miyelinize ve miyelinize olmayan oligodendrositler NG2 negatif fakat CC1, MBP, PLP
pozitiftir. 3 giin progesteron verilmesi OPC yogunlugunu arttirmis ve transkripsiyon faktorler
olig2 ve Nkx2.2’nin salinimini arttirarak OPC’nin farklilagmasini uyarmistir. Hasardan sonra
21 giin progesteron verilmesi ise oligodendrosit olgunlagsmasimi ilerletmis ve oligl
(demiyelinize lezyonlarin onarimi i¢in gerekli) artigin1 saglayarak remiyelinizasyonu
ilerletmistir. Bu oligodendrosit nesillerinin ilerlemesi, miyelin proteinleri {izerinde
progesteronun etkisi ile paralellik gostermektedir ve bu omurilikte meydana gelen travmatik
hasarin tamirinde temel bir basamak olusturuyor olabilir (De Nicola ve arkadaslari, 2009’dan

uyarlanmigtir)
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Deney Hayvanlan

Calisma igin etik kurul izni alindi (OMU HADYEK, 2008/01). Calismada
TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi’nden saglanan, ortalama 25+5g agirliginda, 3
aylik, C57BL/6 1rk1 36 adet erkek fare kullanildi. Bunlardan 24 adedi deneme, 12 adedi

ise kontrol olarak tutuldu. Deneme siiresince fareler ad libitum beslendi.

3.2. Kuprizonlu Yemin Hazirlanmasi

Farelerde toksikasyon kuprizon (Sigma, C9012) ile olusturuldu. Standart toz
halindeki 50 kg fare yeminin igerisine 100 gr kuprizon katilarak, karisim iyice

homojenize edildi. % 0.2 oraninda kuprizon igeren karisim, pelet yem haline getirildi.

3.3. Deneme Gruplari ve Toksikasyonun Olusturulmasi

Calismada 12 adet fare 8 hafta siireyle kuprizonlu yem ile beslenirken (Grup 1),
12 adedi 8 hafta siireyle kuprizonlu yem ve bunu takiben 4 hafta siireyle normal yem ile
beslendi (Grup I1), 12 fare ise 12 hafta siireyle atandart fare yemi ile beslenerek kontrol
olarak tutuldu (Grup IlI). Tim farelerin igme suyuna ad libitum ulagmalar1 saglandi.
Calisma sonunda tiim fareler 3 mg/kg ketamin HCI anestezisi altinda perfiizyonlarini
takiben nekropsileri yapildi. Gruplarin dagilimi ve toksikasyon siireleri Tablo 1’de

gosterilmistir.



Tablo 1. Deneme planina gore olusturulan gruplar, kuprizonun verilis donemi ve deneme siireleri

Grup Verilen kimyasal ajan Deneme siiresi (hafta)

Grup | % 0.2’lik kuprizonlu yem 8

(Demiyelinizasyon grubu)

Grup Il % 0.2°lik kuprizonlu yem (8 hafta) + 12

(Remiyelinizasyon grubu) Normal yem (4 hafta)

Grup I Standart yem 12

(Kontrol grubu)

3.4. Perfiizyon Tekniginin Uygulanmasi

Perflizyon i¢in distile su igerisinde % 4’liikk paraformaldehit solusyonu
hazirlanip pH’1 7.4’e¢ ayarlandi. Takibinde perfiizyon isleminden 6nce damarlar
yikamak amaci ile % 0.9°luk NaCl solusyonu hazirlandi. Sivi verilirken yiiksek basing
nedeni ile damarlarin zarar gérmesini 6nlemek amaci ile verilecek sivinin akis hizinin
20 ml/dk olmast i¢in hazirlanan her iki soliisyon sisesi operasyon masasindan 100 cm
yiikseklige asildi (dakikada 20 ml/dk akis saglayacak sekilde). Her bir hayvan 3 mg/kg
dozda ketamin HCI anestezisi altinda uyutulduktan sonra g6giis boslugu agilarak kalp
ortaya ¢ikarildi. Sol ventrikulustan ince uglu intraket (5 mm’lik) ile girildi ve verilen
stvinin viicudu dolagtiktan sonra ¢ikisini saglamak amaciyla sag atriyuma kesit atilarak
once % 0.9’luk 200 ml NaCl ile damarlar yikandi (Eksanguinasyon metodu ile 6tenazi) .
Daha sonra 200 ml, % 4’lik paraformaldehit ile perfiizyon yapildi (Australian

Phenomics Network).

3.5. Histopatolojik inceleme I¢in Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi

Perfiizyon sonunda hayvanlarin beyinleri cikarilarak, Harward Universitesi

tarafindan fareler i¢in hazirlanmis beyin atlasina gore 165, 315 ve 446. bolgelerden
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gecerek KK (Sekil 8), KA (Sekil 9) ve SSP (Sekil 10) bolgeleri agiga ¢ikacak sekilde
beyin ii¢ pargaya ayrildi (Anonim). Trimlenen beyin 6rnekleri % 4’likk paraformaldehit
ile +4 C° de 24 saat daha tespit edildikten sonra bir giin boyunca akarsu altinda yikand1
ve alkol-ksilol serilerinden gegirilerek parafinde bloklandi. Daha sonra Rotary (Leica,
RM 2125) mikrotomda 6 pm kalinliginda kesitler alindi. Dokularin bir kismi ise frozen
kesit almak tizere ayrildi. Frozen kesit alinacak dokular ise +4 C° de 24 saat post
fikzasyondan sonra % 30’luk sukroz igerisinde 48 saat daha bekletildi. Bu siire sonunda
dokulardan kryostat ile (Leica, CM 1510-1) yaklasik 6 um kalinliginda kesitler alinarak

saklandi.

Sekil 8 Harward Universitesi tarafindan fareler igin hazirlanmis beyin atlasna goére beynin 165.

bolgesinden gecen kesitte KK un goriinimi (anonim)
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Sekil 9. Harward Universitesi tarafindan C57BL/6 fareler igin hazirlanmis beyin atlasina gore beynin

315. bolgesinden gegen kesitte KA’nin gériiniimii (anonim)

Sekil 10. Harward Universitesi tarafindan C57BL/6 fareler i¢in hazirlanmis beyin atlasina gére beynin

446. bolgesinden gecen kesitte SSP’iin goriiniimii (anonim)
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3.6. Luxol-Fast Blue Crsyl Violet Teknigi

Alman tiim doku kesitlerine demyelinizasyon-remyelinizasyonu belirlemek
amaciyla Luxol-Fast Blue (LFB) metodu ile miyelin boyasi yapildi. Kesitler ksilol’de
deparafinize edilip, seri alkollerden gecirilerek dehidre edildikten sonra 56 C° 1sida,
LFB solusyonu igerisinde bir gece bekletildi. Bu siire sonunda boyanin fazlasinm
gidermek amaci ile kesitler % 95°lik alkol igerisinde bes dakika bekletildikten sonra
distile suya alindi. Boyanan kesitler farklilagtirmalarinin saglanmasi amaci ile 30 saniye
(sn) lityum karbonat solusyonuna daldirildi. Farklilagtirma islemine % 70’lik alkolde 30
sn daha devam edilip, kesitler distile suya alindi. Bu islemlerden sonra mikroskop
altinda gri maddenin ak maddeden keskin bir siirla ayrildigi gozleninceye kadar
farklilastirma islemine devam edildi. Sonrasinda kesitler distile suya alindi. Daha sonra
cresyl-violet ile 30-40 sn. kadar ¢ekirdek boyasi yapildi ve kesitler tekrar distile suya
alindi. Bu islemi takiben kesitler % 95’lik alkollerden 2 kere 5’er dk ve % 100’lik
alkollerden gegirilip ksilende 2 kere 5’er dk daha bekletildikten sonra, Entellan (Merck)
kullanilarak kapatildi (Ashley ve ark., 2006). Sonuglarin degerlendirilmesi Nicon
Eclipse E600W 151k mikroskobu yardimiyla yapildi ve gerekli goriilen alanlarin Nikon,
DS Camera Head DS-5M ile mikroskobik fotograflari ¢ekildi.

3.7. immunohistokimyasal Boyama Teknigi

Parafinde hazirlanan doku bloklarindan alinan kesitlere Tablo 2’de isimleri
verilen proteinlerin varligimi belirlemek igin strepto avidin biotin peroksidaz kompleks
teknigi (SABK) uygulandi. Primer antikorlar, {iretici firmanin 6nerileri dogrultusunda
ve daha Once yapilan 6n ¢aligmalarla belirlenen oranlarda phosphate buffered saline
(PBS, pH 7.4) ile sulandirildi (Tablo 2). Immunohistokimyasal boyamalarda SABK
teknik icin alinan hazir kit (Zymed, Histostain Plus Kit, California, USA) kullanildi1 ve
tiim uygulamalar onerilen standart prosediire gore yapildi Buna gore kesitler, aseton-3-
etoksipropilamin (Merck, katolog no: 8.21619, 100 ml aseton, 2 ml 3-etoksipropilamin)
ile kaplanmis lamlara alindi. 30 dakika 58 °C’lik etiivde kurutuldu. Kesitler ksilolde
deparafinize edilip seri alkollerde dehidre edildi. Formalinin dokudaki antijenik yapiy1

maskeleyici etkisini gidermek igin, kesitler sitrat tamponlu soliisyonda mikrodalga
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firnda 600 watta 20 dakika kaynatildi ya da % 0,1’lik sigir serum albiimin-triton x100
karisimi (BSA, Sigma-Aldrich, A9418) damlatilarak 20 dakika bekletildi. Kesitler,
endojen peroksidaz aktivitesini gidermek iizere metanolde hazirlanmis %3’liik H,0;’te
7 dakika bekletildi ve protein bloke edici serumda 10 dakika tutuldu. Daha sonra tablo
2’de gosterildigi gibi primer antikorlar ile +4 C° inkiibe edildi. Primer antikorlarin
tiretici firmalarmin onerileri dogrultusunda pozitif kontroller ile negatif kontrol olarak
PBS (pH 7.4) kullanildi. Yikamay1 takiben kesitlere biotinle isaretli sekonder antikor
damlatilarak 30 dakika bekletildikten sonra streptavidin peroksidaz enzimi (Histostain-
Plus Kits, California, USA) ile 30 dakika inkiibe edildi. Protein bloke edici serumu ile
inkubasyon agamasi hari¢ tiim iglemlerden sonra kesitler 2 kez 5 dakika siireyle PBS ile
yikandi. Son olarak kesitler 3-amino-9-etilkarbazol (AEC) (Zymed AEC RED substrat
kit, ABD) kromojeni ile mikroskop altinda kontrollii olarak 10 dakika siireyle boyandi.
Gill’s hematoksilen ile karsit boyamalar1 yapildi. Su bazli yapistirict (Shandon Immu-

mount) ile kesitler kapatildi ve 151k mikroskobunda (Nikon, Y'S 100) incelendi.

Glial  fibriler asidik protein, P450arom, 3pHSD ve NG2 ile
immunohistokimyasal boyama yapilan kesitlerin degerlendirilmesi, her ii¢ beyin

bolgesinde de boyanan hiicre stoplazmasi sayilarak yapild.

3.8. Triton x100 Solusyonunun Hazirlanmasi

100 ml PBS igerisine 0.1 gr BSA (Sigma A-4503) katilarak eritildi. Daha sonra
tizerine 30 pl triton x100 (AMRESCO, 0694) eklenip karigtirildi (Cell staining

protocol).
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Tablo 2. Immunohistokimyasal boyamalar igin ¢alismada kullanilan antikorlar ve

bu antikorlarin

ozellikleri
Antikor Antikor tiirii Antijeni agiga Sulandirma Uretici firma
(Klon) cikarma yontemi oram
Sitrat tamponlu
MBP Monoklonal solusyonda 1/100 Abcam
Mikrodalga firinda
600watt 20 dk (ab7349)
3BHSD Poliklonal BSA 20 dk. 1/3000 Abcam
Oda 1sisinda (ab65156)
P450arom Poliklonal BSA 20 dk. 1/1000 Novus
Oda 1s1s1nda (AP00001PU-
N)
GFAP Poliklonal Sitrat tamponlu | 1/500 Abcam
solusyonda (ab7779)
Mikrodalga firinda
600watt 20 dk
NG2 Poliklonal BSA 20 dk. 1/1000 Abcam
(ab81104)

Oda 1s1sinda
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3.9. Demiyelinizasyonun Degerlendirilmesi

Luxol-Fast Blue ve MBP ile yapilan boyama sonuglarina gére demyelinizasyon
ve remyelinizasyon derecelerini belirlemek amaci ile 0 dan 3’e kadar iki patolog
tarafindan kor olarak skorlandi. 3, normal yem ile beslenen kontrol gruplarindaki
miyelin miktarini, 2, hafif derecede demiyelinizasyonu, 1, siddetli ve 0 ise tam

demyelinizasyonun sekillendigini ifade etti (Peter ve ark., 2009).

3.10. Hiicre Sayimi1 Metodu

Harward Universitesi tarafindan C57BL/6 fareler icin hazirlanmis beyin
atlasina gore KK, KA ve SSP bolgelerinden gececek sekilde alman kesitler
immunohistokimyasal olarak GFAP, NG2, P450arom ve 3BHSD antikorlar1 ile boyand1
ve Nikon, DS Camera Head DS-5M sistemi ile 20°lik objektifle ad1 gegen bdlgelerin
timi fotograflandi. Elde edilen fotograflarda immunohistokimyasal olarak sitoplazmasi

pozitif boyanan herbir hiicre, her {i¢ bolge icin ayr1 ayr1 sayildi.

3.11. istatistiksel Analiz Metodu

Calismada gruplar arasindaki farkliliklar organlara gore tek yonlii varyans
analizi teknigine gore yapildi. Gruplar arasi farkliliklar DUNCAN c¢oklu karsilastirma
testi ile arastirldi. Ayrica, gruplar icin tanitict istatistikler Tablo 4’de ozetlendi.

Sonuglar  SAS, (2009) istatistik paket programi kullanilarak elde edildi.

34



4. BULGULAR
4.1. Klinik Bulgular

Deneme gruplarindaki farelerde, kuprizonlu yem ile beslenmeye baslandiktan
bir hafta sonra klinik bulgu olarak sadece durgunluk goézlendi. Deney siiresince erken

Oluimlere rastlanmada.

4.2. Makroskobik Bulgular

Kuprizonlu yem ile beslenmeye alinan farelerin MSS’de herhangi bir

makroskobik bulgu gézlenmedi.

4.3. Histokimyasal Bulgular

Calisma gruplar ile kontrol gruplarma ait KK, KA ve SSP bdlgeleri, miyelin
miktarini belirlemek amaci ile immunohistokimyasal olarak MBP antikoru ile ve
histokimyasal olarak LFB ile boyandi. Degerlendirme semikalitatif olarak yapildi. Her
iki boyanma sonrasinda ayni veriler elde edildi. LFB ile boyanma sonucu Tablo 3’te
gosterilmistir. Miyelin temel protein antikoru ile boyanma sonuglart Sekil 15 ve 16’da

gosterilmistir.

Tablo 3. LFB ve MBP ile boyanan gruplarin semikalitatif olarak ortalama degerleri

Korpus Kallozum Kornu Ammonis Serebellar Siiperior
Pediinkiil
Grup | ortalamasi 1 0 1
Grup Il ortalamasi 2 2 2
Grup Il (Kontrol) 3 3 3
ortalamast

0=Tam demiyelinizasyon, 1=Siddetli demiyelinizasyon, 2=Hafif demiyelinizasyon, 3=Tam

miyelinizasyon



Kontrol grubundaki farelerin KK bodlgesinde meydana gelen boyanma (Sekil
11 a, 12 a) ile kiyaslandiginda 1. deneme grubunda KK bolgesinde miyelin kaybinin
genel olarak hem orta hem de lateral bolgede daha siddetli oldugu gozlenirken (olgu no:
1,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12) (Sekil 11 b, 12 b), 1 farede hafif oldugu dikkati ¢ekti
(olgu no: 2). II. deneme grunda ise miyelin kaybinin 10 farede hafif derecede oldugu
belirlenirken (olgu no: 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 11, 12), 2 farede miyelin miktarinin
kontrollerin miyelin miktar1 ile ayn1 oldugu (olgu no: 6, 10) gozlendi (Sekil 11 ¢, 12 ¢).

:-’ w' X ‘&
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Sekil 11. KK’nin orta bolges1 a: LFB ile boyanan miyelin (ok), kontrol grubu, b: Kuprlzonlu yem
yedirilen farelerde KK’da sekillenen demiyelinize alanlar (ok), I. deneme grubu, c: KK’da
demiyelinizasyonun ardindan normal yeme gecildikten sonra miyelin kilifin yeniden olustugu

alanlar (ok), 11. deneme grubu, LFB x4 objektif

Sekll 12. KK’nin lateral bolgesi a: LFB ile boyanan mlyelln (oklar), kontrol grubu, b: Kuprlzonlu yem
yedirilen farelerde KK’da sekillenen demiyelinize alanlar (oklar), I. deneme grubu, c: KK’da
demiyelinizasyonun ardindan normal yeme gegildikten sonra miyelin kilifin yeniden olustugu

alanlar (oklar), 11. deneme grubu, LFB x4 objektif
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Kornu ammonisin stratum lakunozum molekiilare (SLM) katmanindaki
boyanmalar kontrol gruplar: (Sekil 13 a, b) ile karsilagtirildiginda I. deneme grubunda 8
farede tam demiyelinizasyon meydana gelirken (olgu no: 1, 2, 3,4, 7, 8, 9, 10) (Sekil 13
¢, d), 3 farede siddetli (olgu no: 5, 6, 11), 1 farede ise hafif demiyelinizasyonun ($ekil
13 e, f) sekillendigi tespit edildi (olgu no: 12). Il. deneme grubunda 10 farede hafif
siddette demiyelinizasyon gozlenirken (olgu no: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 12), 2 farede
siddetli derecede (olgu no: 10, 11) demiyelinizasyonun oldugu gézlendi.

Sekil 13. KA’de LFB boyamalari, a ve b: LFB ile boyanan miyelinize alanlar (oklar), kontrol grubu, c ve

d: Kuprizonlu yem ile beslenen farelerde KA’da olusan demiyelinize alanlar, I. deneme grubu,
e ve f: Normal yeme gectikten sonra tekrar sekillenen miyelin (oklar), 11. deneme grubu, LFB,
a, ¢, e X10 objektif ve b, d, f x20 objektif
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Kontrol grubundaki fareler (Sekil 14 a) ile kiyaslandiginda I. deneme grubunun
SSP’ilinde 3 adet farede tam (olgu no: 4, 6, 8), 7 farede siddetli (olgu no: 1, 2, 3, 5, 10,
11, 12), 2 adet farede ise (olgu no: 7, 9) hafif derecede demiyelinizasyonun meydana
geldigi gozlendi (Sekil 14 b). II. deneme grubunda 1 adet farede siddetli (olgu no: 12), 9
adet farede hafif siddette (olgu no: 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10) demiyelinizasyon
sekillenirken, 2 adet faredeki miyelin miktar1 kontrol gruplar1 ile ayni bulundu (olgu no:

4, 11) (Sekil 14 ¢).

. . —— ""* / g _?"‘ - | s
Sekil 14. SSP‘de LFB boyamalari, a: Kontrol grubundaki yogun miyelinize alanlar (yildiz), b:
Kuprizonlu yem ile beslenen farelerde olusan demiyelinizasyon (yildiz), I. deneme grubu, c:

II. deneme grubunda remiyelinizasyon alanlari (yildiz), LFB, x4 objektif

4.4. Iimmunohistokimyasal Bulgular
4.4.1 Miyelin Temel Protein

Miyelin temel protein antikoru ile boyanan calisma gruplari ile kontrol
gruplarina ait KK, KA ve SSP bdlgelerinin incelemesi semikalitatif olarak yapildi ve
sonuglar Tablo 3’°te degerlendirildi.

KK bolgesinde yapilan immunohistokimyasal boyamada kontroller ile
karsilagtirildiginda demiyelinizasyon grubunda (grup I) siddetli miyelin kaybinin
oldugu gozlendi. Remiyelinizasyon grubunda ise (II. deneme grubu) boyanmanin I.
deneme grubuna oranla fazla, fakat kontrol gruplarindan daha az yogunlukta oldugu
dikkati ¢ekti (Sekil 15).
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Sekil 15. KK’daki MBP Immunopozitifligi, KK, a: Siddetli MBP immunopozitif alanlar (oklar), kontrol
grubu, b: KK’da olugsan demiyelinize alanlar (oklar), I. deneme grubu, ¢: Kuprizon ile olusan
demiyelinizasyonun ardindan normal yeme gectikten sonra KK bolgesinde MBP

immunopozitifligi (oklar), I1. deneme grubu SABK metod/AEC, x4 objektif

KA bolgesinde SLM’de yapilan immunohistokimyasal boyamalarda kontrol
gruplarinda miyelin kiliflarda yogun bir boyanma gozlenirken, demiyelinizasyon
grubunda (grup I) bu bolgede herhangi bir boyanma meydana gelmedi. II. grupta ise
kontrollere yakin yogunlukta bir boyanma gozlendi (Sekil 16).

SSP Dbolgesinde ise kontrol gruplarinda yogun sekilde bir boyanma elde
edilirken, I. deneme grubunda siddetli demiyelinizasyonu isaret eden ¢ok az miktarda
miyelin boyanmasi gerceklesti. Remiyelinizasyon grubunda (II. deneme grubu) ise,

kontrollere yakin bir boyanmanin meydana geldigi belirlendi.
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Sekil 16. KA’de MBP immunopozitifligi a ve b: SLM’deki MBP immunopozitif alanlar (oklar), kontrol
grubu, ¢ ve d: SLM’de tam demiyelinizasyon sekillenen bolgedeki MBP immunonegatif
alanlar, I. deneme grubu,, e ve f: SLM’de tekrar sekillenen miyelin kilifta meydana gelen MBP
immunopozitif alanlar (oklar), Il. deneme grubu, SABK metod/AEC, g, c, e x10 objektif ve b,
d, f x20 objektif

4.4.2. Glial Fibriler Asidik Protein

Deneme ve kontrol gruplarindaki farelerin KK, KA ve SSP bolgelerinde GFAP
antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamalar sonucunda elde edilen bulgularin
semikalitatif degerleri ve istatistiksel farkliliklarini ortaya koyan sonuglar Tablo 4’te

gosterilmektedir.
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Glial fibriler asidik protein antikoru ile yapilan boyamada sitoplazmik,
homojen tarzda bir boyanma elde edildi. Kontrol gruplarinda KK bdélgesinde ¢ok az
sayida kisa ¢ikintilara sahip GFAP pozitif astrositler belirlendi (Sekil 17 a, b). I. deneme
grubunun KK bolgesinde ise GFAP pozitif hiicre sayisinin kontrol grubu ile
kiyaslandiginda oldukg¢a artmis oldugu belirlendi (Sekil 17 ¢, d). Bu iki grup arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamliydi (P<0.01). Bununla birlikte I. deneme grubunda
GFAP antikoru ile immunopozitif boyanan astrositler, kontrol grubundaki GFAP pozitif
olarak boyanan astrositlere oranla hipertrofik ve daha uzun ¢ikintilara sahiptiler. II.
deneme grubunda ise, GFAP pozitif astrosit sayis1 kontrollere gore anlamali derecede
artmig olmakla birlikte, I. deneme grubu ile kiyaslandiginda daha az sayida oldugu
belirlendi (P<0.01) (Sekil 17 e, f).

Kornu ammonisin  SLM  bolgesinde GFAP  antikoru ile yapilan
immunohistokimyasal boyamalar sitoplazmik ve homojen karakterde gergeklesti.
Kontrol grubunda bolgede az sayida GFAP pozitif astrosit tespit edildi (Sekil 18 a, b). L.
deneme grubunda ise siddetli astrogliozisin meydana geldigi ve buradaki astrositlerin de
kontrollere oranla hipertrofik ve daha uzun ¢ikintilara sahip olduklar1 dikkati g¢ekti
(Sekil 18 ¢, d). Remiyelinizasyon grubunda kontrollere kiyasla daha fazla sayida GFAP
pozitif astrosit (Sekil 18 e, f) tespit edilirken, bu gruptaki pozitif hiicrelerin I. deneme
grubundan daha az sayida oldugu belirlendi. Yapilan degerlendirme sonucunda tiim
gruplarda KA’de GFAP pozitif boyanan hiicre sayis1 arasindaki bu farkliliklarin
istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlendi (P<0.01).
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Tablo 4. KK, KA ve SSP’de yapilan immunohistokimyasal boyama sonuglarinin istatistiksel degerleri

Organlar Calisma Gruplari GFAP P450arom 3gHSD NG2
166.16£10.37 | 33.91£2.06 | 25.33+2.00 | 42.50+17.0
I. Deneme Grubu a a a a
84.75+4.42 13.41+1.47 9.66+1.32 18.50+1.89
1. Deneme b b b b
KK Grubu
23.00+1.86 0.00+0.00 0.00+0.00 10.25+0.75
Kontrol Grubu c c c c
79.9+ 4.4 8.71+0.60 11.16+0.94 -
I. Deneme Grubu a a a
39.7+4.8 4.4+0.64 5.00+0.73 }
1. Deneme b b b
KA Grubu
15.7+1.38 0.00+0.00 0.00+0.00 )
Kontrol Grubu c c c
87.25+4.85 13.00+1.23 15424134 | 47.00+7.31
I. Deneme Grubu a a a a
29.25+2.54 6.87+0.83 6.57+1.46 21.60+5.36
1. Deneme b b b b
SSP
Grubu
13.75+1.23 0.00+0.00 0.00+0.00 13.00+2.12
Kontrol Grubu c c c c

a, b, ¢, farkhh harfi tasiyan sttunlarda grup ortalamalar1 arasindaki fark istatistiki olarak Onemlidir

(P<0.01), (Degerler median cinsten elde edilen ortalama degerlerdir)
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Sekil 17. KK’da GFAP immun boyanmalari, a ve b: GFAP immunopozitif astrositler (oklar), kontrol
grubu, ¢ ve d: Kuprizonlu yem ile beslenme sonucunda KK bdolgesinde olugan astrogliozis ve
hipertrofik GFAP pozitif astrositler (ok), I. deneme grubu, e ve f: Kuprizonlu yem verilmesi
kesildikten sonra remiyelinizasyon gergeklesen KK bdolgesindeki sayisi tekrar azalmaya
baglayan GFAP pozitif astrositler (ok), Il. deneme grubu, SABK metod/AEC, a, c, e x20
objektif ve b, d, f x40 objektif
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Sekil 18. KA’da GFAP immun boyanmalari, a ve b: Az sayida GFAP pozitif astrositler (oklar), kontrol
grubu, ¢ ve d: Kuprizonlu yem ile beslenme sonucunda boélgede olusan astrogliozis ve
hipertrofik GFAP pozitif astrositler (oklar), I. deneme grubu, e ve f: Kuprizonlu yem verilmesi
kesildikten sonra remiyelinizasyon gerceklesen bolgede GFAP pozitif astrositler (oklar), II.
deneme grubu, SABK metod/AEC, a, ¢, e x20 objektif ve b, d, f x40 objektif

Serebellar siiperior pediinkiil bolgesinde GFAP antikoru ile yapilan
immunohistokimyasal boyamada homojen ve sitoplazmik bir boyanma elde edildi.
Kontrol grubunda diger bolgelerde oldugu gibi ¢cokaz sayida GFAP pozitif astrosit tespit
edilirken, 1. deneme grubunda yine ¢ok siddetli boyanan belirgin bir astrositozin oldugu
dikkati ¢ekti (Sekil 19 a-d). II. deneme grubunda orta siddette astrositozisin varlig1 goze
carpti (Sekil 19 e, f). Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan anlamliydi (P<0.01).
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grubu, ¢ ve d: Kuprizonlu yem ile beslenen grupta sekillenen astrositozis ve GFAP pozitif
astrositler (ok), |. deneme grubu, e ve f: Kuprizonlu yem verilmesi kesildikten sonra
remiyelinizasyon olusan bolgede orta derecede astrositozis ve GFAP pozitif hiicreler (ok), II.

deneme grubu, SABK metod/AEC, a, ¢, e x20 objektif ve b, d, f x40 objektif

4.4.3. NG2 Kondroitin Siilfat

Deneme ve kontrol gruplarindaki farelerin KK ve SSP bolgelerine ait NG2
antikoru ile yapilan boyama sonuglarinin semikalitatif degerleri ve istatistiksel

farkliliklarini ortaya koyan sonuglar Tablo 4’te 6zetlenmektedir.
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NG2 antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamada homojen
sitoplazmik bir reaksiyon elde edildi. Kontrol gruplarindaki hayvanlarin KK’da az
sayida pozitif hiicrelere rastlanirken, I. deneme grubunda bu hiicrelerde belirgin bir artis
gozlendi (Sekil 20 a-d). Il. deneme grubundaki fareclerin KK’da ise yogun fakat I.
deneme grubu ile kiyaslandiginda daha az sayida pozitif hiicre belirlendi (Sekil 20 d, e).

Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.01).

Serebellar siiperior pediinkiil bolgesinde NG2 antikoru ile yapilan
immunohistokimyasal boyamada kontrol gruplarinda az sayida pozitif hiicreye rastlandi
(Sekil 21 a, b). I. deneme grubunda meydana gelen boyanmada, pozitif hiicre sayisi
kontrollere gore oldukca artmigti (P<0.01) (Sekil 21 ¢, d). II. deneme grubunda ise
kontrollerde boyanan pozitif hiicrelerden daha fazla fakat I. deneme grubundan daha az

sayida pozitif hiicre mevcuttu (P<0.01) (Sekil 21 d, e).
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Sekil 20. KK’da NG2 immun boyanmalari, a ve b: Az sayida NG2 pozitif hiicreler (0k), kontrol grubu, ¢
ve d: Kuprizonlu yem verilen demiyelinizasyon grubundaki sayisi artmig NG2 immunopozitif
hiicreler (ok), 1. deneme grubu, e ve f: Remiyelinizasyon grubunda NG2 immunopozitif
hiicreler (ok), 1. deneme grubu, SABK metod/AEC, a, c, e x20 objektif ve b, d, f x40 objektif

Kornu ammonis bolgesinde NG2 antikoru ile yapilan immmunohistokimyasal

boyamalarda her ii¢ grupta da herhangi bir boyanma elde edilemedi.
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Sekil 21. SSP’de NG2 immun boyanmalari, @ ve b: Az sayida NG2 pozitif hiicreler (ok), kontrol grubu, ¢
ve d: Kuprizonlu yem verilen demiyelinizasyon grubunda demiyelinizasyon alaninda sayisi
artmig olan NG2 pozitif hiicreler (ok), I. deneme grubu, e ve f: Remiyelinizasyon olusturulan

gruptaki NG2 pozitif hiicreler (ok), II. deneme grubu, SABK metod/AEC, a, c, e x20 objektif ve
b, d, f x40 objektif

4.4.4. Aromataz

Deneme ve kontrol gruplarindaki farelerin KK, KA ve SSP bolgelerine ait
P450arom antikoru ile yapilan immun boyama sonucunda elde edilen bulgularin

semikalitatif degerleri ve istatistiksel farkliliklarini ortaya koyan sonuglar Tablo 4’te

gosterilmektedir.
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Aromataz antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyanmada sitoplazmik ve
homojen yapida bir boyanma elde edildi. Kontrol gruplarinda KK boélgesinde herhangi
bir boyanmaya rastlanmadi (Sekil 22 a, b). I. deneme grubunda yapilan boyamada
KK’da yogun bir sekilde boyanma gozlenirken, II. deneme grubunda I. deneme
grubuyla kiyaslandiginda daha az sayida glial boyanma dikkati ¢ekti (P<0.01) (Sekil 22

e, ).

Sekil 22. KK’da P450arom immun boyanmalari, a ve b: P450arom negatif alan, kontrol grubu, c ve d:

P450arom pozitif glia hiicreleri (oklar), 1. deneme grubu, e ve f: Kuprizonlu yem verilmesi
kesildikten sonra remiyelinizasyon gergeklesen KK bolgesindeki P450arom immunopozitif
glialar (oklar), Il. deneme grubu, SABK metod/AEC, a, c, e x20 objektif ve b, d, f x40 objektif
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Aromataz antikoru ile KA bolgesinde yapilan immunohistokimyasal boyamada
kontrol gruplar1 hari¢ (Sekil 23 a) diger iki grupta da pozitif boyanmalar elde edildi. I.
deneme grubunda orta derecede bir boyanmaya rastlanirken (Sekil 23 b), bu oranin II.
deneme grubunda azaldig gozlendi (Sekil 23 ¢). I. ve II. deneme gruplar1 arasindaki bu

farkin istatistiki olarak anlamli oldugu belirlendi (P<0.01).
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Sekil 23. KA’da P450arom immun boyanmalari, a: P450arom negatif alan, kontrol grubu, b: P450arom
pozitif glia hiicreleri (oklar), I.deneme grubu, ¢: P450arom immunopozitif glia hiicreleri (oklar),

I1. deneme grubu, SABK metod/AEC, x40 objektif

Serebellumda  SSP  bolgesinde  P450arom  antikoru ile  yapilan
immunohistokimyasal boyamada homojen ve sitoplazmik bir boyanma meydana geldi.
Kontrol gruplarinda bu bélgede de herhangi bir pozitif boyanma sekillenmedi (Sekil 24
a, b). I. deneme grubunda orta derecede bir boyanma elde edildi (Sekil 24 c, d). II.
deneme grubunda P450arom immunopozitif glia hiicreleri mevcuttu, fakat pozitif
boyanan bu hiicre sayilarinin I. deneme grubuna oranla azaldigi saptandi (P<0.01)

(Sekil 24 ¢, ).
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Sekil 24. SSP’de, P450arom immun boyanmalari, a ve b: P450arom immunonegatif alan, kontrol grubu,
¢ ve d: P450arom pozitif glia hiicreleri (oklar), I. deneme grubu, e ve f: Kuprizon verilmesi
kesildikten sonra remiyelinizasyon gergeklesen SSP bolgesindeki P450arom pozitif glialar
(oklar), 11. deneme grubu, SABK metod/AEC, g, ¢, e x20 ve b, d, f x40 objektif

4.4.5. 3 Beta-Hidroksi Steroid Dehidrojenaz

Deneme ve kontrol gruplarindaki farelerin KK, KA ve SSP bolgelerine ait
3BHSD antikoru ile yapilan boyama sonucundan elde edilen bulgularin semikalitatif

degerleri ve istatistiksel farkliliklarini  ortaya koyan sonuglar Tablo 4’te

gosterilmektedir.
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Kontrol hayvanlarin KK bdlgesinde herhangi bir boyanma elde edilemezken, 1.
deneme grubunda orta siddette bir boyanmanin meydana geldigi gozlendi (Sekil 24 a-

d). Ancak, bu boyanma siddetinin II. deneme grubu olan remiyelinizasyon grubunda

azaldig1 dikkati ¢ekti (Sekil 24 e, f). Bu iki grup arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlendi (P<0.01).

, P, T S P ) i 4

Sekil 25. KK’da 3HSD immun boyanmalari, a ve b: 3HSD immunonegatif alan, kontrol grubu, c ve d:
3BHSD pozitif glia hiicreleri (oklar), I. deneme grubu, e ve f: Kuprizonlu yem verilmesi
kesildikten sonra remiyelinizasyon gergeklesen KK bolgesindeki 3BHSD pozitif glialar (ok), 1.
deneme grubu, SABK metod/AEC, g, ¢, e x20 ve b, d, f x40 objektif
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Kontrol gruplarinda KA bolgesinin SML katmaninda 3pHSD antikoru ile
yapilan immunohistokimyasal boyamada herhangi bir immunopozitif boyanmaya
rastlanmadi (Sekil 26 a). I. deneme grubu olan demiyelinizasyon grubunda orta siddette
bir boyanma elde edilirken, remiyelinizasyon grubunda (Il. deneme grubu) ise I.

deneme grubundan daha az sayida hiicrenin boyandigi saptandi1 (P<0.01) (Sekil 26 b, c).
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Sekil 26. KA’de, 3pHSD immun boyanmalari, a: 3HSD immunonegatif alan, kontrol grubu, b: 3HSD
immunopozitif glia hiicreleri (oklar), I.deneme grubu. c: 3BHSD pozitif glia hiicreleri (oklar), II.
deneme grubu, SABK metod/AEC, x40 objektif

SSP bolgesinde 3BHSD antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamada
kontrol gruplarinda herhangi bir immunopozitif boyanmaya rastlanmadi (Sekil 27 a, b).
I. deneme grubunda immunopozitif boyanmanin meydana geldigi, II. deneme grubunda

ise boyanan hiicre sayisinin anlamli derecede azaldigi saptandi (P<0.01) (Sekil 27 c-f).

53



RR A h
Sekil 27. SSP’de 3HSD immun boyanmalari, a ve b: 3BHSD immunonegatif alan, kontrol grubu, ¢ ve
d: 3BHSD immunopozitif glia hiicreleri (oklar), I. deneme grubu, e ve f: Kuprizonlu yem
verilmesi kesildikten sonra remiyelinizasyon gerceklesen SSP  bolgesindeki 3BHSD
immunopozitif glialar (ok), 1. deneme grubu, SABK metod/AEC, a, ¢, e x20 objektif ve b, d, f
x40 objektif
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5. TARTISMA

Kuprizon Klinik kimyada kullanilmak igin iiretilmis ve bakir ile selat olusturan
bir maddedir. Erkek C57BL/6 farelerde kuprizon intoksikasyonu, MSS’de
oligodendrosit kaybi, demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon ¢alismak i¢in kullanilan bir
modeldir (Taylor ve ark., 2010).

Yapilan calismada demiyelinizasyon derecesini belirlemek i¢in LFB ile boyanan
kesitlere yapilan skorlamada; I. deneme grubunda KK, KA ve SSP bolgelerinde siddetli
demiyelinizasyonun sekillendigi gozlendi. Remiyelinizasyon grubu olan Il. deneme
grubunda ise miyelin kiliflarin tekrar olusmaya basladigi, ancak her {i¢ bolgede de hafif
demiyelinizasyon alanlarmin varligi belirlendi. Calismadan elde edilen bu bulgular,
daha 6nce her {i¢ bolgede demiyelinizasyon olusturularak yapilan ¢alisma sonuglari ile
paralellik gostermektedir (Norkute ve ark., 2009; Peter ve ark., 2009). Miyelin temel
protein gibi miyelin proteinleri, ¢ok katmanli kompakt miyelin kilifin sitozolik yiiziine
yapigmis olarak bulunan bir proteindir (Boggs, 2006; Moscarello ve ark., 2007). Bu
protein MSS miyelininin sekillenmesinde simdiye kadar bulunan tek yapisal proteindir
(Boggs, 2006) ve miyelinin yonetici molekiilii olarak kabul edilir (Peter ve ark., 2009).
Bu calismada MBP ile yapilan immunohistokimyasal boyamada demiyelinizasyon
grubunda (I. deneme grubu), kontrol grubu ve II. deneme grubu ile karsilastirildiginda
KK, KA ve SSP bolgelerinde, daha once bildirilen ¢alismalarda oldugu gibi (Ludwin ve
Sternberger, 1984; Peter ve ark., 2009; Skripuletz ve ark., 2009) MBP pozitif alanlarin
oldukca az oldugu tespit edildi. Taylor ve ark., (2010) sekiz haftalik erkek C57BL/6
farelere 5 hafta siire ile % 0.2 oraninda kuprizonlu yem vererek KK bolgesinde
demiyelinizasyon olusturmuslardir. Norkute ve ark., (2009) yaptiklar1 ¢aligmada 8
haftalik erkek C57BL/6 farelere 3-7 haftalik periyotlar halinde % 0.2 oraninda kuprizon
iceren pelet yem vererek beynin KA bolgesinin SLM katmaninda degisik derecelerde
demiyelinizasyon meydana getirmislerdir. Yine, Skripuletz ve ark., (2009) 8 haftalik
C57BL/6 1rki farelere % 0.2 oraninda kuprizon igeren pelet yemi 4, 6, 8, 10, 12, 13, 14
ve 20 haftalik siirelerle ad libitum olarak vererek, SSP bolgesinde haftalara gore degisen
derecelerde demiyelinizasyon olusturmuslardir. Yapilan calismada MSS’nin her ii¢
bolgesinde sekillenen demiyelinizasyon, yapilan bu ¢alismalar ile uyum saglamaktadir.

C57BL/6 farelere % 0.2 oraninda kuprizonlu yem verilerek yapilan bir¢ok calismada,



KK, KA ve SSP bolgelerinde {glinci ve dordincii haftalardan itibaren
demiyelinizasyonun sekillenebildigi (Matsusima ve Morell 2001; Koutsoudaki ve ark.,
2009; Skripuletz ve ark., 2009; Taylor ve ark., 2010), ancak 5. ve 6. haftalarda lezyonun
maksimum seviyelere ¢iktigr gézlenmistir (Norkute ve ark., 2009; Peter ve ark., 2009;
Taylor ve ark., 2010).

Farelerde kuprizon ile sekillendirilen demiyelinizasyonun haftalara gore
siddetini belirleyen bazi faktorler vardir. Bunlardan bir tanesi kuprizonun dozudur.
C57BL/6 1rka fareler % 0.2 oraninda kuprizonlu yemi karaciger toksititesi olusmadan ve
onemli derecede kilo kaybi sekillenmeksizin tolere edebilmektedir (Hiremath ve ark.,
1998). Bir diger faktor ise hayvanin yasidir. Bazi c¢aligmalarda gen¢ hayvanlarda
demiyelinizasyonun 4. haftadan itibaren sekillendigi bildirilirken, daha yash
hayvanlarda 8. haftaya kadar sekillenmedigi gozlenmistir (Blackmore, 1973; Ludwin,
1978; Cammer ve Zhang, 1993). Sunulan calismada 8. Haftadan dnce demiyelinizasyon
siddetine bakilmamigtir. Fakat 8. haftada siddetli demiyelinizasyon gozlenmistir.
Siddetli demiyelinizasyonun farelerin 3 aylik yasta olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
% 0.2 oraninda kuprizonlu yem ile beslenen farelerin dogum agirliklar1 ve biiyiime
oranlarinin farkli olusu, demiyelinizasyonun derecesini ve farelerin hayatta kalma
oranini da etkileyebilmektedir (Matsusima ve Morell, 2001). Yapilan bu c¢alismada, 8
haftalik siire zarfinda siddetli demiyelinizasyon sekillenmis olmasma karsin 6lim
olgularina rastlanmamagtir.

Calismada kuprizonlu yem sonucu sekillenen demiyelinizasyonun mekanizmasi
aydnlatilmamakla beraber, kuprizon toksikasyonun MSS’de bakir eksikliginin yani sira
oligodendrosit hasarmma da yol agtigr seklinde agiklanan bir mekanizma {izerinde
durulmaktadir. Oligodendrositlerin ni¢in daha duyarli oldugu konusu hala netlik
kazanmamustir. Buna karsin, MSS’de oligodendrositlerin diger glia hiicre tiplerine gore
metabolik enerji iiretiminin aksamasina daha fazla duyarli oldugu bilinmektedir.
Kuprizon toksikasyonunda bakir gerektiren sitokrom C aktivitesinin aksamasi nedeni ile
oligodendrositlerin mitokondrilerinde oksidatif fosforilasyon azalmaktadir, buna bagh
olarak sekillenen enerji azalmasi, miyelinin metabolik olarak sentezlenememesine ve
oligodendrositlerin fonksiyon yetersizligine yol a¢maktadir. Oligodendrositlerde

sekillenen bu hasar, spesifik genlerin ve miyelin sentezinin azalmasina yol acar.

56



Mitokondrilerin hasar gérmesi en sonunda da oligodendrositlerin apoptoza ugramasi ile
sonug¢lanir (Matsusima ve Morell, 2001).

Kuprizon ile olusturulan demiyelinizasyondan sonra, normal yeme geg¢ildiginde
kendiliginden remiyelinizasyonun sekillendigi bildirilmistir (Matsusima ve Morell,
2001; Koutsoudaki ve ark., 2009; Skripuletz ve ark., 2009). Yapilan c¢aligmada,
remiyelinizasyon grubunda (II deneme grubu) 8 hafta siireyle kuprizon yedirilen
farelerin bu siire sonunda 4 hafta silireyle normal yemle beslemenin MSS’nin KK, KA
ve SSP bolgelerinde remiyelinizasyon i¢in yeterli bir siire olabilecegini géstermistir. Bu
sonuclar daha once yapilan calismalar ile uyum igerisindedir (Matsusima ve Morell,
2001; Koutsoudaki ve ark., 2009; Skripuletz ve ark.,, 2009). Meydana gelen
remiyelinizasyonun mekanizmasinda, demiyelinizasyon bolgesinde sayis1 artan
mikroglialarin ve astrositlerin pay1 olabilir. Daha 6nceleri yapilan ¢aligsmalar, kuprizon
ile MSS’de olusturulan demiyelinizasyon bolgesindeki mikroglialarin miyelin artiklarini
fagosite etmek iizere toplandiklarini 6ngérmiglerdir (Blackmore, 1973; Smith, 1999).
Matsusima ve Morell, (2001) bu 6ngoriiyii desteklemekle birlikte, demiyelinizasyon
bolgesinde toplanan bu mikroglialarin remiyelinizasyon olugmasinda stratejik rol
oynayabilecegini diisiinmektedir. Kuprizonlu yem ile olusturulan demiyelinizasyon
siirecinde, U¢lincli haftadan itibaren mikroglialarin bolgede ¢ogalmasi ile es zamanlh
olarak, astrosit ve OPC’nin de ¢ogalmaya basladiklar1 belirlenmistir (Hiremath ve ark.,
1998; Morell ve ark., 1998; Mason ve ark., 2000). Bu durum, remiyelinizasyon
olugsmas1 ile mikroglia sayisinin artmasi arasindaki fonksiyonel iligkinin hiicreden
hiicreye sinyal yolu ile olabilecegini akla getirmektedir. Kuprizonlu yem ile yapilan
demiyelinizasyon c¢alismalarinin birgogunda glial hiicrelerden salinan IGF-1 ve bazi
sitokinlerin demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon olaylarinda etkili oldugu goriisii
kabul gérmeye baslamigtir (Mason ve ark., 2000; Matsusima ve Morell, 2001).
Demiyelinizasyon bodlgesindeki mikroglia ve astrositlere immunohistokimyasal olarak
IGF-1 belirteci ile ikili boyama yapildiginda, her iki hiicre tipinde de IGF-1 saliniminin
oldugu gosterilmistir (Komoly ve ark., 1992; Matsusima ve Morell, 2001). Komoly ve
ark., (1992) IGF-1 seviyesi yiikselmeden once IL-1 seviyelerinin artig1 dikkat g¢ekici
oldugunu kaydetmislerdir. Matsusima ve Morell, (2001) mikroglialardan IL-1
saliniminin, mikroglialardan ve astrositlerden IGF-1 salinimimin, tetiklemis

olabilecegini disiinmiisler ve yiikselen IGF-1 seviyelerinin oligodendrosit prekiirsor
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hiicrelerinin ~ demiyelinizasyon alanmma gogiinii ve olgun oligodendrositlere
farklilagsmasini uyardigini ileri siirmiislerdir. Yapilan calismada, MSS’nin her {i¢
bolgesinde sekillenen demiyelinizasyon alaninda, OPC hiicrelerini belirlemek amaci ile
NG2 antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamalarda, demiyelinizasyon
grubunda (grup I) daha 6nce yapilan ¢alismalarla (Mason ve ark., 2000; Matsushima ve
Morell, 2001; Peter ve ark., 2009; Taylor ve ark., 2010) paralellik gdsteren belirgin bir
artis saptanmistir. Calismada I. deneme grubundaki GFAP ile belirlenen astrosit
sayisindaki artis sonucunda sayisi artan astrositlerden IGF-1 salinnminin da artmis
olabilecegi yorumu yapilabilir. Yine IGF-I artisina baglh olarak I. deneme grubundaki
NG2 immunopozitif hiicre sayisinda artis meydana gelmis olabilir. II. deneme grubunda
ise NG2 pozitif hiicre sayilarinin remiyelinizasyon ile beraber azalmaya basladig: tespit
edildi (P<0.01). Elde edilen bu bulgular daha 6nce kuprizonlu yem ile C57BL/6
farelerde yapilan ¢aligmalarin sonuglari ile uyum igindedir (Mason ve ark., 2000;
Matsushima ve Morell, 2001; Taylor ve ark., 2010).

Astrositlerin  demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon asamalarinda birtakim
rollerinin  oldugu oOngérilmistir (Komoly ve ark., 1992). Bu ¢alismada
demiyelinizasyon ve remiyelinizasyonda astrosit dagilimini belirlemek amaci ile GFAP
antikoru ile immunohistokimyasal boyama yapildi. Kontrol gruplarinda KK, KA ve SSP
bolgelerinde az sayida astrosit gézlenirken, demiyelinizasyon grubu olan I. deneme
grubunda her ii¢ bolgede de belirgin bir astrositozis ve astrogliozis tespit edildi. II.
deneme grubu olan remiyelinizasyon grubunda ise kontrollerden daha fazla fakat I.
deneme grubundan daha az sayida pozitif hiicre saptandi. Her ii¢ gruptaki bu pozitif
hiicre sayilar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi. Demiyelinizasyon
sekillenen bolgede ¢ogalan bu astrositlerin kontrol hayvanlardaki normal astrositlerden
daha hipertrofik ve daha uzun c¢ikintilarinin oldugu dikkati ¢ekti. Norkute ve ark.,
(2009) yaptiklar1 ¢alismada, 8 haftalik C57BL/6 farelere % 0.2 oraninda kuprizonlu
yem yedirmek sureti ile KA’nin SLM bolgesinde demiyelinizasyon olusturmuslar ve
yaptiklari analizler sonucunda demiyelinizasyon bolgesinde astrosit sayisinda biiyiik bir
artis oldugunu belirlemislerdir. Bu artis, en siddetli demiyelinizasyonun olustugu 7.
haftada en iist seviyeye ulagmistir. Yapilan baska bir ¢alismada (Skripuletz ve ark.,
2009), % 0.2 oraninda kuprizonlu yem, 8 haftalik C57BL/6 farelere yedirilmis ve SSP

bolgesinde demiyelinizasyonun siddetli oldugu donemde astrosit sayisinda ¢ok belirgin
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bir artis belirlemislerdir. Taylor ve ark., (2010) da ayni fare irkina yine % 0.2 oraninda
kuprizonlu yem yedirmek sureti ile KK bolgesinde olusturduklari demiyelinizasyonda
benzer bulgular elde etmislerdir. Kuprizon ile olusturulan demiyelinizasyonda, bolgede
aktiflesen ve sayisi artan astrositlerden bazi biiylime faktorlerinin salindigini ve bu
maddelerin remyelinizasyon olusmasinda etkili olduklarin1 6ngoéren calismalar vardir
(Komoly ve ark., 1992; Peter ve ark., 2009). Bu biiylime faktorlerinden bir tanesi IGF-
1’dir. IGF-1 insiilin gen familyasinin bir iiriiniidiir (Daughaday ve Rotwein, 1989). IGF-
1’in, OPC ig¢in iyi bir mitojen oldugu ve beyindeki salinimlarinin astrositler tarafindan
yapildigi bildirilmistir (Komoly ve ark., 1992; Zeger ve ark., 2007; Peter ve ark., 2009).
Kuprizon ile olusturulan demiyelinizasyonda lezyonlu bdlgelerdeki sayisi artmis ve
hipertrofik astrositlerden salinan IGF-1, yakin bolgedeki oligodendroglialar {izerindeki
IGF-1 reseptorlerinde parakrin etki gostererek, oligodendroglial fonksiyonu uyarmak
sureti ile miyelin rejenerasyonunu ilerletebilecegi ileri siiriilmektedir (Komoly ve ark.,
1992; Peter ve ark., 2009). Yapilan bu calismada demiyelinizasyon bolgesinde
aktiflesen astrositlerden IGF-1 salinimina bakilmamakla birlikte, diger calismalarla
uyumlu olan demiyelinizasyon esnasinda olusan astrositozis ve sonrasinda meydana
gelen remiyelinizasyon olaylarima bu bilgiler 1s18inda benzer yorumu getirmek
miimkiindiir. Astrositlerin demiyelinizasyon bolgesinde ¢ogalmasinin miyelinizasyon
tizerine olumlu etkileri disinda, demiyelinizasyon bolgesinde ¢ogalan astrositlerin TNF-
a veya IL-1 gibi zararli olabilecek sitokinleri de salgiladiklari bildirilmistir. Bu
durumun oligodendrosit hasart  olusturup, demiyelinizasyonu ilerletebilecegi
diistintilmektedir (Kipp ve ark., 2007).

Ostradiol, sinir dokuda androjen prekiirsdrlerinden lokal olarak sentezlenir.
Androjenleri Ostrojene ¢eviren enzim P450arom’dur. Dokudaki P450arom varligi
bolgede Gstrojen sentezi hakkinda bilgi verir. Merkezi sinir sistemin’de normal kosullar
altinda noronlardan P450arom salinimi sinirlidir (Garcia-Segura ve ark., 1999). Bununla
birlikte in vitro c¢alismalarda, stres durumlarinda astrositlerden de salinimlar
gerceklesebilmektedir. Aynit zamanda in vivo olarak degisik tipteki beyin hasarindan
sonra da reaktif astrositlerden P450arom salinimi meydana gelmektedir. Aromatazin
reaktif astrositlerden salinimi, néron koruyucu bir etki yapmaktadir. Cilinkii bu enzimin
farmakolojik  olarak  baskilandigit  durumlarda ndronlar normal kosullarda

etkilenmedikleri orta siddetteki ndrodejeneratif uyarimlardan bile
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etkilenebilmektedirler. Bu bilgiler 1s1ginda, P450aromun beyin hasari sonrasi reaktif
astrositlerden salinimi ve buna bagl olarak bolgedeki lokal Ostrojen artisinin
norodejeneratif hasar1 azalttigr ifade edilmektedir (Azcoitia ve ark., 2003). Bunun
disinda Gstrojen verilmesinin in vivo oligodendrosit 6limiinii engellenmesi yaninda
(Garcia-Segura ve ark., 1999; Gerstner ve ark., 2007), MSS’de glial aktivasyonu ve
yangiy1 da engelleyebildigi daha 6nce yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur (Matejuk
ve ark., 2001; Vegeto ve ark., 2003; Barreto ve ark., 2007). Diger baz1 ¢alismalarda da
Ostrojenin noronal rejenerasyonu ilerlettigi (Jones, 1994; Jones ve ark., 1997) ve
néronal Sliimii engelledigi (Behl ve ark., 1997a; 1997b) bildirilmistir. Ostrojenin veya
onun prekiirsorii olan testosteronun ndronal yasam siiresini, apoptozu engelleyen
molekiillerin salinimin1 (Garcia-Segura ve ark., 1999), néronal ve dendritik biiylimeyi,
aksonal ve sinaptik rejenerasyonu arttirabilecegini gosteren calismalar yapilmigtir
(Jones ve ark., 1994; Jones, 1997). Garcia-Segura ve ark., (1999) yaptiklar1 bir
calismada, farelerde hem periton igerisine kainik asit vererek, hem de paslanmaz celik
bir kaniil yardimi ile beynin degisik bolgelerinde hasar olusurmak suretiyle beyindeki
glia hiicrelerinden P450arom salinimini incelemislerdir. Yaptiklar1 calismada olusan
beyin hasarindan sonra beynin korteks, KK, striatum, KA, talamus ve hipotalamus gibi
bircok bolgesinde P450arom sunan astrositler gézlemislerdir. Bu durum olusan bir
beyin hasarindan sonra beynin bir¢ok bolgesinde astrositlerde hasar sonrasi P450arom
saliniminin olabildigini gostermistir. Bu bulgularin yani sira kontrol gruplarinda beynin
herhangi bir bolgesinde glia hiicresinde P450arom salinimi elde edilemezken, kontrol
hayvanlarin néronlarinda bu saliniminin sinirli oldugunu belirtilmiglerdir. Sunulan bu
calisma yukaridaki caligmalardan farkli olarak, Ostrojenin kuprizon ile olusturulan
demiyelinizasyon ve sonrasinda sekillenen remiyelinizasyon esnasindaki roliinii ortaya
koymaya yonelik bir ¢aligma olmustur. Calismada KK, KA ve SSP bolgelerinde olusan
demiyelinizasyondan sonra glia hiicrelerinden P450arom salinimi gbzlenmis ve bu artig
remiyelinizasyonun sekillenmeye baslamasi ile azalma egilimine gegmistir. Kontrol
gruplarinda ise beynin bu bolgelerindeki glia hiicrelerinden P450arom salinimi
olmamistir. Calisma, bu yonii ile beyin hasarindan sonra glia hiicrelerinden P450arom
salinimmin oldugunu ifade eden literatiir bilgileri ile uyum gostermektedir.
Astrositlerden bu salinimi baglatan molekiiler sinyal, muhtemelen dejenerasyona

ugrayan noronlardan, reaktif astrositlerden veya mikroglialardan baslatilmaktadir. Beyin
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hasar1 olustuktan sonra, astrositler tarafindan sekillendirilen Ostrojen, hasar goren
noronlar i¢in bir trofik faktor olabilir ve hasarli beyin dokusunun yeniden
yapilandirilmasinda  kullanilabilir.  Ostrojenin  bu etkileri, &strojenin  biiyiime
faktorlerinin sinyal yollarin1 aktive etmesi sonucu olabilir (McMillan ve ark., 1996;
Toran-Allerand ve ark., 1992; Sohrabji ve ark., 1994).

Taylor ve ark., (2010) yaptiklar1 ¢alismada, C57BL/6 farelere kuprizonlu yem
yedirerek demiyelinizasyon olusturmuslar ve Ostrojenin demiyelinizasyon iizerine
etkisini incelemek amaci ile bir gruba kuprizon ile birlikte deri alti implant seklinde
Ostrojen uygulamislardir. Deri alti implant seklinde Ostrojen verilen grupta implant
uygulanmayan gruba kiyasla olgun oligodendrosit kaybi, mikroglia birikimi, IGF-1 ve
TNFa  salimiminin  azaldi@in1  belirlemisler. Disaridan  Gstrojen  verilmesinin,
oligodendrosit apoptozunu 6nlemek yaninda, IGF-1 salinimini da azaltarak mikroglia ve
astrosit aktivasyonunu baskilayabilecegi ve bunun sonucunda da bu hiicrelerden salinan
TNFa gibi zararli maddelerin azalmasi ile demiyelinizasyonun kismen Onlenebildigi
kanisina varmiglardir. Peter ve ark., (2009) ise yine C57BL/6 farelerde
demiyelinizasyon olusumu iizerine disaridan Ostrojen ile birlikte progesteron
verilmesinin Ostrojenin tek basina yaptigi etkiden daha fazla yararli oldugunu
bildirmislerdir. Taylor ve ark., (2010) tarafindan yapilan calismanin aksine, Peter va
ark., (2009) ostrojen ve progesteronun birlikte verilmesinin astrositlerin sayisini
arttirdigim1 ve glia  hiicrelerinden IGF-1’in  salinimimin uyarilmasi1 sayesinde
demiyelinizasyonun biiyiik oranda engellenebildigini vurgulamiglardir. Bu iki ¢aligma
sunulan c¢alisma ile paralel goriinse de, bu calismanin esas kurami, kuprizonun
olusturdugu demiyelinizasyon ve kuprizon kesildikten sonra kendiliginden olusan
remiyelinizasyon esnasinda MSS’de P450arom, dolayistyla dstrojen iireten hiicrelerdeki
degisimleri incelemektir. Diger bir deyisle, demiyelinize MSS’de miyelinizasyonun
nasil sekillendigini ve Ostrojenin buradaki roliinii anlamaya yoneliktir. Kuprizon ile
olusan demiyelinizasyon ve bu esnada ortaya cikan glial aktivasyon yoOniinden bu
calisma, onceki caligmalar (Peter ve ark.,2009; Taylor ve ark., 2010) ile uyum
saglamaktadir. Yapilan ¢alismada remiyelinizasyonu baglatan etkinin bolgede hasara
yanit olarak glia hiicrelerinden sentezlenen Ostrojen ve progesteron oldugu giiclii bir

varsayimdir.
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Kuprizon ile olusturulan demiyelinizasyonda, Ostrojenin glialardan salinan
cesitli biiylime faktorlerinin salinimini uyardigi ve bu maddelerin hem lezyonlu bolgeye
OPC go¢iinii  saglayarak hem de oligodendrosit apoptozunu engelleyerek
remiyelinizasyonu hizlandirdig1 gii¢lii bir hipotez olmaya baslamistir (Garcia-Segura ve
ark., 1999; Kipp ve ark., 2007, Peter ve ark., 2009; Taylor ve ark., 2010). Sonug olarak
Ostrojenin remiyelinizayon {iizerine etkisi i¢in iki mekanizma tlizerinde durulmaktadir.
Bunlardan bir tanesi demiyelinizasyon bolgesindeki glia hiicrelerinden P450arom’un
salinimimin artmasi, lokal olarak Ostrojen iiretimini arttirmaktadir ve artan Ostrojen
bolgedeki glial populasyon iizerine etki ederek, bu hiicrelerden bazi biiyliime
faktorlerinin  salimimin1  uyarabilmektedir. Bu biiylime faktorlerinden bazilar
demiyelinizasyonu tetiklerken, bazilari da OPC gociinii uyararak remiyelinizasyonu
baslatabilecek sinyal basamaklarina olumlu etkiler yapabilmektedir (Peter ve ark., 2009;
Taylor ve ark., 2010). Diger bir mekanizma ise, bolgede sentezi artan Gstrojenin, daha
once miyelinizasyon etkisi incelenen progesteron (Koenig ve ark., 1995; Chan ve ark.,
1998) sentezini arttirarak (Sinchak ve ark., 2003). remiyelinizasyonu sagladig: seklinde
acgiklanmaktadir.

Yapilan bu ¢aligmada, kuprizon ile olusturulan demiyelinizasyon ve sonrasinda
kendiliginden sekillenen remiyelinizasyonda bir norosteroid olan ve miyelinizasyonu
arttirict etkileri oldugu bildirilen (Koenig ve ark., 1995; Ghoumari ve ark., 2003)
progesteronun roliinii arastirmak amaci ile progesteron sentezinden sorumlu olan
3BHSD enziminin glia hiicrelerindeki salinimi incelendi. C57BL/6 erkek kontrol
farelerin MSS’de glial hiicrelerden 3BHSD salinmmi gergeklesmezken, kuprizon yem
yedirilen farelerin MSS’nin KK, KA ve SSP bdélgelerinde olusan demiyelinizasyon
sonrasinda, bu bolgelerindeki glial hiicrelerden 3BHSD enzim salmiminin arttigi
belirlendi. Kuprizon ile MSS’de olusturulan demiyelinizasyondan sonra 3BHSD
salmimina iliskin daha 6nce yapilmis bir ¢alismaya rastlanilmamaktadir. Merkezi sinir
sistemin’de kuprizon ile KK bolgesinde olusturulan demiyelinizasyon esnasinda
progesteron verilerek demiyelinizasyonun belirli derecelerde geriledigini sdyleyen
baska bir ¢alisma mevcuttur (Peter ve ark., 2009). Bu ¢alisma ile Peter ve arkadaslarinin
(2009) c¢alismasinin amaglar1 benzerlik gosterse de, sunulan bu calismada disaridan
progesteron verilmemis ve MSS’de sekillenen demiyelinizasyon gibi bir beyin

hasarindan ~ MSS’nin  kendisinin  progesteron  sentezini  arttirabildigi = ve
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demiyelinizasyonun gerilemesi i¢in dengeleyici etkenlerini devreye sokabildigi
disiiniilmistiir. Yapilan bu ¢alismada, MSS’de kuprizon ile olusturulan lezyona yanit
olarak hiicresel etkilesim yolu ile lokal progesteron sentezinin arttig1 diisiiniilmektedir.
Kuprizonun etkisi kalktiktan sonraki dénemde ise hizli bir sekilde remiyelinizasyonun
meydana geldigi gozlenmistir. Kuprizon ile demiyelinizasyon esnasinda tek basina
progesteron  verilmesinin demiyelinizasyonu bir noktaya kadar gerilettigini
belirtmiglerdir. Fakat demiyelinizasyonun siddetinin biiyiik 0Olglide 6nlenmesi
progestron ile Ostrojenin birlikte verilmesi sayesinde olmustur. Ayrica progesteron ve
Ostrojenin birlikte verilmesinin, etkilenen bolgedeki gen¢ ve olgun oligodendrosit
sayisini, astrogliozisi ve IGF-1’in uyarimini arttirdigini tespit etmislerdir. Sonug olarak
astrositlerden salmman IGF-1’in oligodendrosit Oliimiinii engelleyerek ve c¢evreden
lezyonlu bdlgeye OPC gogilinii tetiklemesi sonucunda demiyelinizasyonun biiyiik 6lciide
engellendigini 6ngérmislerdir.

Sunulan ¢aligmadan elde edilen veriler 15181nda, C57BL/6 farelerde kuprizon
ile olusturulan demiyelinizasyondan sonra normal sartlar altinda glial hiicrelerden
salimim1 az olan ya da olmayan ve MSS’de lokal Ostrojen ve progesteron sentezini
katalize eden P450arom ve 3BHSD gibi steroidojenik enzimlerin salinimlariin arttigini
s0ylemek miimkiindiir.

Calisma sonunda P450arom saliniminin artmasi ile lokal olarak Ostrojen
seviyesinin arttig1 diisiiniilmiistiir. Seviyesi artan Ostrojen, glial hiicrelerden bazi
hiicresel sinyaller yolu ile biiylime faktdrlerinin artigina yol agmak sureti ile hem geng
OPC’lerin uyarilmasi, hem de oligodendrosit apoptozunun Onlenmesi seklindeki
goriiglere katki yapmaktadir. Bununla birlikte Ostrojen lokal olarak progesteron
sentezini arttirabilmekte ve Ostrojenin diger etkilerine ek olarak miyelinizasyona
progesteronun katkisi ile birlestiginde sonucun daha etkili olabildigi diisiiniilmektedir.

Merkezi sinir sistemin’de ¢esitli nedenlerle meydana gelen demiyelinizasyonun
karmasik mekanizmasi hala bilinmeyenlerle dolu olup, mevcut bilgiler dahilinde bu
konuda daha ¢ok arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Gilinlimiizde hem insanlarda hem
de hayvanlarda demiyelinizasyon ile seyreden hastaliklar 6nemli bir saglik sorunu
olmaya devam etmektedir. Bu konuda gelistirilecek daha kapsamli arastirmalar su an
deneme asamasinda olan tedavi yontemlerini kisa silirede sonug¢ almman saha

calismalarina doniistiirebilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Giliniimlizde demiyelinizasyonla seyreden bir¢ok hastaligin patogenezi ¢ok net
degildir ve bunun yaninda tedavisi pek miimkiin olmamaktadir. Son yillarda 6zellikle
bir MS modeli olan kuprizon ile olusturulan demiyelinizasyon {izerinde umut veren
caligsmalar yapilmaya baglanmistir.

Insanlarin  &nemli hastaliklardan biri olan MS ve kopeklerdeki KGH
demiyelinizasyon ile seyreden yaygin hastaliklardan baslicalaridir. Gerek MS’de
gerekse KGH’da demiyelinizasyonun sekillendigi iyi  bilinmesine ragmen,
demiyelinizasyonun mekanizmasi hala sirlarla doludur ve aragtirma konusudur. Fakat
son yillarda demiyelinizasyon ile seyreden hastaliklarda, beynin kendi iirettigi ve
‘norosteroidler’ olarak adlandirilan hormonlarin bu hastaliklar iizerinde olumlu etkiler
yaratabilecegini gosteren ¢ok sayida calisma yapilmaistir.

Ostrojen ve progesteron gibi beyinde de sentezlenebilen ndrosteroidlerin MSS
ve periferal sinir sistemi iizerindeki koruyucu etkileri giin gectikce netlik kazanmaya
baslamaktadir. Yine son yillarda yapilan bir¢cok arastirma ile bu norosteroidlerin
demiyelinizasyon ve iyilesme siirecinde ise karistig1 ortaya konmustur.

Bu c¢alisma ile demiyelinizasyon ile seyreden hastaliklarda beynin kendi
kompanzasyon mekanizmasini devreye sokup progesteron ve dstrojen gibi hormonlari
kendi glial hiicrelerinden sentezleyebildigi diisiiniilmektedir. Birka¢ ¢aligma disinda bu
konuda genis aragtirmalar heniiz yapilmamistir ve giiniimiizde ¢aresiz gibi gériinen ve
demiyelinizasyon ile seyreden hastaliklarin patogenezi, teshisi ve tedavisi i¢in bu

konuda daha ¢ok arastirma yapilmasina ihtiya¢c duyulmaktadir.
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