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ÖZET 

FARELERDE KUPRİZON İLE OLUŞTURULAN DEMİYELİNİZASYONDA 

PATOLOJİK VE İMMUNOHİSTOKİMYASAL ÇALIŞMALAR 

 

Amaç: Demiyelinizasyon sinirleri kaplayan miyelin kılıfın yıkımını ya da kaybını ifade 

eder. Demiyelinizasyonun mekanizması hala bilinmeyenlerle doludur ve araştırma 

konusudur. Östrojen ve progesteron gibi beyinde de sentezlenebilen nörosteroidlerin 

merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferal sinir sistemi üzerindeki koruyucu etkileri gün 

geçtikçe netlik kazanmaya başlamaktadır. Çalışmada bu iki nörosteroidin kuprizon ile 

oluşturulan demiyelinizasyon ve sonrasında kendiliğinden oluşan remiyelinizasyondaki 

rollerinin araştırılması amaçlanmıştır. 

Materyal Metod: Çalışmada, ortalama 25±5g ağırlığında, 3 aylık, erkek C57BL/6 ırkı 

36 adet fare kullanıldı. 12 hayvan 8 hafta boyunca kuprizonlu yem ile (Grup I), 12 

hayvan 8 hafta boyunca kuprizonlu yem ve hemen takibinde 4 hafta boyunca normal 

yem ile (Grup II), 12 hayvan ise kontrol olarak 12 hafta boyunca sadece normal yem ile 

(Grup III) beslendi. Farelerin % 4’lük paraformaldehit ile perfüzyonu sonrası 

nekropsileri yapıldı.  

Bulgular: Kuprizon ile MSS’nin korpus kallozum (KK), kornu ammonis  (KA) ve 

serebellar süperior pedünkül (SSP) bölgelerinde demiyelinizasyon oluştuktan sonra bu 

bölgelerde oluşan lezyona yanıt olarak sırası ile östrojen ve progesteron’un sentezini 

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

(3βHSD) gibi steroidojenik enzimlerin glia hücrelerinden salınımlarının arttığı, 

remiyelinizasyon döneminin sonunda ise kontrollere yakın seviyeye gerilediği tespit 

edildi.  

Sonuç: P450arom ve 3βHSD salınımının artması steroid hormon sentezini arttırdığı ve 

bu hormonların onarıcı etkisi ile demiyelinizasyonun gerileyip remiyelinizasyonun 

şekillenmeye başlamış olabileceği sonucuna varıldı. 

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

P450 aromataz, remiyelinizasyon. 

Mehmet Önder KARAYİĞİT, Doktora Tezi 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi - Samsun, Aralık - 2012 
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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 I), 

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 II). 12 mice in the control 

group were fed with with normal rodent chow for 12 weeks (Group III). 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 

(3βHSD) 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 süperior 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 3βHSD 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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SİMGE VE KISALTMALAR 

 

3βHSD   3 Beta Hidroksi Steroid Dehidrojenaz 

AEC 3-amino-9-etilkarbazol 

AR Androjen Reseptörü 

BSA Sığır Serum Albumin 

CC 1 Olgun Oligodendrosit Belirteci 

cm   Santimetre 

CNPase 2', 3' - Siklik-Nükleotide 3' – Fosfodiesteraz 

DAB 3,3’-Diaminobenzidin Tetrahidroklorid 

Dk Dakika 

GFAP Glial Fibriler Asidik Protein 

H2O2 Hidrojen Peroksit 

HADYEK Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 

HCL Hidrojen Klorür 

IGF-1 İnsülin  Benzeri Büyüme Faktörü 

IL-1 İnterlökin 1 

KA   Kornu Ammonis 

KGH   Köpek Gençlik Hastalığı 

KGHV   Köpek Gençlik Hastalığı Virusu 

KK   Korpus Kallozum 

LFB Luxol Fast Blue 

MAG Miyelin İlişkili Glikoprotein 

MBP Miyelin Temel Protein 

ml Mililitre 

MOG   Miyelin Oligodendrosit Glikoprotein 

MS   Multiple Sklerozis 

MSS   Merkezi Sinir Sistemi 

NG2 Nöral / Glia Antijen 2 

OMÜ Ondokuz Mayıs Üniversitesi 

OPC Oligodendrosit Öncül Hücre 
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ÖR Östrojen Reseptörü 

P450arom P450 Aromataz 

PBR   Periferal Benzodiazepin Reseptör 

PBS   Fosfatlı Tampon Solüsyonu 

PDGF-α Platelet Kökenli Büyüme Faktörü Alfa 

PLP Proteolipid Protein 

PR Progesteron Reseptörü 

SABK Strepto Avidin Biotin Peroksidaz Kompleks 

SLM Stratum Lakunozum Molekülare 

SSP Serebellar Süperior Pedinkül 

TNF-α Tümör Nekrozis Faktör Alfa 
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1. GİRİŞ 

 Miyelin, merkezi sinir sisteminde (MSS) oligodendrosit plazma 

membranlarının özelleşmiş uzantıları tarafından oluşturulan bir yapıdır. 

Demiyelinizasyon miyelin kılıfın yıkımını ya da kaybını ifade eder. Demiyelinizasyon 

ya direk miyelin kılıfın dejenerasyonu şeklinde ya da akson dejenerasyonu sonrasında 

meydana gelebilir. Anoksik, iskemik, enfeksiyöz ve toksik nedenlerle demiyelinizasyon 

şekillenebilir. Miyelin kılıfın kaybı ya da harabiyeti sonucu sinirler görevlerini tam 

yapamazlar ve etkilenen yere bağlı olarak klinik belirtiler ortaya çıkar. İnsanlarda çok 

yaygın ve önemli hastalıklardan biri olan multiple sklerozis (MS) ve köpeklerde görülen 

köpek gençlik hastalığı (KGH) demiyelinizasyon ile seyreden hastalıklardandır. Gerek 

MS’de gerekse KGH’da yaygın demiyelinizasyonun şekillendiği bilinmesine rağmen, 

demiyelinizasyonun mekanizması hala bilinmeyenlerle doludur ve araştırma konusudur. 

Son yıllarda, beyinin kendi ürettiği ve ‘nörosteroidler’ olarak adlandırılan hormonların 

bu hastalıklar üzerinde olumlu etkiler yaratabileceğini gösteren çalışmalar yapılmıştır 

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

 Kuprizonun miyelin hasarı oluşturduğu bilinmektedir (Matsushima ve Morell, 

2001). Fareler kuprizon ile demiyelinizasyon çalışmaları için en uygun hayvanlardır 

(Carlton, 1969). Kuprizon, genç erkek farelere yedirildiğinde demiyelinizasyon 

şekillendiği görülmüştür (Morell ve ark., 1998). Merkezi sinir sistemin’de lezyonların 

şekillendiği alanlarda hücresel, moleküler, biyokimyasal ve morfolojik parametrelerde 

değişiklikler tespit edilmiştir (Morell ve ark., 1998; Matsushima ve Morell, 2001). 

Ayrıca, kuprizonun farelerin diyetinden çıkarılması sonrasında yavaş yavaş 

remiyelinizasyonun şekillendiği de tespit edilmiştir (Matsushima ve Morell, 2001). 

Kuprizon toksikasyonunda gözlenen demiyelinizasyonun sadece oligodendrositlerin 

etkilenmesi sonucu mu şekillendiği, yoksa diğer MSS hücrelerinin de rolünün olup 

olmadığı tartışma konusudur. 

 Yapılan bu tez ile kuprizon toksikasyonu sonucunda oluşturulan 

demiyelinizasyon ve yemden kuprizonun çıkarıldığı dönemde şekillenen 

remiyelinizasyon sürecinde östrojen ve progesteron gibi nörosteroid hormonların 

sentezini katalize eden P450 aromataz (P450arom) ve 3Beta hidroksi steroid 
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dehidrojenaz (3βHSD) gibi enzimlerin salınımlarına bakılacaktır. Bununla birlikte bu 

iki steroidojenik enzimlerin sentezini katalize ettiği östrojen ve progesteronun 

hormonlarının demiyelinizasyon ve remiyelinizasyondaki rolleri hakkında bilgi sahibi 

olmak amaçlanmıştır. 

 Bu tezde C57BL/6 ırkı farelerde kuprizon toksikasyonu ile korpus kallozum 

(KK), kornu ammonis (KA) ve serebellar süperior pedünkül (SSP) bölgelerinde 

demiyelinizasyon oluşturuldu, oluşan demiyelinizasyonun derecesi belirlendi ve bu 

olaylar sırasında MSS’de meydana gelen histokimyasal değişiklikler değerlendirildi. 

İmmunohistokimyasal olarak da, demiyelinizasyon ve sonrasında şekillenen 

remiyelinizasyon ile ilişkisi olduğu düşünülen P450arom ve 3βHSD’nin hücresel bazda 

salınımlarına bakılarak bu steroidojenik enzimlerin ve glial hücrelerin artışının veya 

azalışının demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon olayları ile ilişkisi incelendi. 



 

 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Miyelinin Yapısı 

 Merkezi sinir sistemi miyelini, oligodendrosit plazma membranlarının 

özelleşmiş uzantıları tarafından oluşturulan bir yapıdır. Miyelinin yapısının % 70’ini 

lipid, % 30’unu protein oluşturmaktadır. Miyelin kılıfını oluşturan lipidlerin bileşiminde 

fosfolipidler % 46, galaktolipid % 29 ve kolesterol % 25 oranında bulunmaktadır 

(Benjamins, 2003). 

Proteolipid protein (PLP) ekstraselüler alanda hücre membranın dış 

yüzeyindedir. Miyelin kılıfı, akson parçası etrafında spiral şeklinde sarılmış olan uzun 

ve modifiye bir plazma membranıdır. Bazı çalışmalarda gelişmekte olan aksonla 

miyelin arasında bir sinerjinin olduğu ve miyelin yokluğunda akson yapısının düzgün 

gelişmediği iddia edilmektedir (Brady ve ark., 1999). Merkezi sinir sistemin’de aksonun 

bulunmadığı in vitro koşullarda oligodendrositlerde miyelin gen salınımı artabilmekte, 

ancak gen salınımının yüksek seviyelere ulaşabilmesi ve yaygın çok katlı miyelin 

yapısının oluşabilmesi için aksonal etkileşim gerekmektedir (Benjamins, 2003). Son 

yapılan çalışmalar miyelinin yapımından sorumlu hücreler olan oligodendrositlerin 

astrositler, nöronlar ve onların aksonları ile sıkı bir ilişki içinde olduğunu göstermiştir. 

Örneğin, nöronlar oligodendrositlerin proliferasyonu ve fonksiyonlarının devamlılığı 

üzerinde etkilidirler. Oligodendrositler de nöronları etkileyebilirler. Tüm bu hücreler 

birbirleri ile yakın ilişkide olan bir ağ oluşturmaktadırlar (Edgar ve Garbern, 2004).  

 

2.1.1. Miyelin Proteinleri 

Proteolipid Protein 

Miyelinin iki önemli yapısal proteini PLP ve miyelin temel proteindir (MBP). 

PLP miyelin protein ağırlığının yaklaşık % 50’sini oluşturmaktadır. PLP dört sarmal 

içermektedir. Bunlar lipid membranı geçip ekstrasellüler alana uzanarak burada bir 

sonraki spiral lobun miyelin membranındaki PLP ile homofilik ilişki kurmaktadırlar 

(Weimbs ve Stoffel, 1992). Yayınlanan bazı çalışmalar, PLP’nin aksonal 

metabolizmanın devamında metabolik rol oynadığını göstermektedir (Knapp, 1996).  
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Miyelin Temel Protein 

Miyelin temel proteinler aynı moleküler yapıya sahip farklı dizilimler gösteren 

izoformlardan oluşur. MBP, miyelin protein ağırlığının % 30–40’ını oluşturduğu 

(Barkovich, 2000) ve PLP protein ile etkileşim içinde olduğu bilinmektedir (Wood ve 

ark., 1984; Edwards ve ark., 1989). Miyelin temel protein, MSS’deki sinirlerin 

miyelinizasyonunda çok önemli olduğu düşünülen bir proteindir. Miyelin temel protein 

eksik olan knock out farelerde MSS’nin miyelinizasyonunda yetersizlikler görülmüş, 

tremor ve nöbetlerlerle seyreden bozukluklar meydana gelmiş ve erken ölümler 

gözlenmiştir.  

 Miyelin temel protein özellikle de MS gibi demiyelinizasyonla seyreden 

hastalıklarda önemli rol oynamaktadır. Yapılan birçok çalışma MS’nin patogenezisinde 

MBP’nin rolünün olduğunu ortaya koymuştur (Berger ve ark., 2003). Dışarıdan verilen 

MBP kan beyin bariyerinin permeabilitesini arttırmaktadır. Miyelin temel protein, 

farelerde deneysel olarak oluışturulan kuduzun tedavisinde kullanılmış ve kan beyin 

bariyerinin permeabilitesini arttırarak kuduz virusunun replike olduğu bölgede immun 

hücrelerin beyne geçişini kolaylaştırdığı saptanmıştır. Miyelin temel protein verilen 

gruplardaki ölüm oranı kontrol grubuna göre % 20 - 30 daha düşük bulunmuştur (Roy 

ve Hooper, 2007). 

 

2', 3' - Siklik-Nükleotide 3' - Fosfodiesteraz  

Miyelin biyogenezisinde 2', 3' - siklik-nükleotide 3' - fosfodiesteraz (CNPaz), 

MSS’de ilk önce sentezlenen ve toplam miyelin proteininin % 4’ünü meydana getiren 

miyelin ile ilişkili bir enzimdir. 2', 3' - siklik-nükleotide 3' - fosfodiesteraz CNP geni 

tarafından kodlanan bir enzimdir. Yaşla birlikte önemli değişikliklere uğradığı 

düşünülmektedir (Hinman ve ark., 2007). Bu isim, 2', 3' - siklik nükleotidlerin 

fosfodiester hidrolizlerini 2' - nükleotidlere katalize edebildiği için verilmiştir (Kursula, 

2008).  

Merkezi sinir sisteminde bu protein, gelişen oligodendrositlerden sunulur 

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

http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphodiester_bond
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrolysis
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düşünülmektedir (Gravel ve ark., 1996). CNPaz, kendisinin oligodendrosit plazma 

membranı ile yakın ilişki kurmasına aracılık eden aktin iskeleti için bağlayıcı bir 

yatkınlık da gösterir (Braun ve ark., 1990; De Angelis ve Braun, 1996). CNPaz’ın 

fizyolojik rolü tam anlaşılabilmiş değildir. Bununla birlikte CNPaz’ın yoğunluğu 

demiyelinizasyon ve yıkıma uğrayan miyelin kılıf hakkında bilgi verir (Banik ve ark., 

1979). 

 

2.2. Miyelinin Yapısında Bulunan Diğer Proteinler 

Miyelin yapısında başka proteinler de belirlenmiş olup, halen bunlara yenileri 

eklenmektedir. Miyelin ilişkili glikoprotein (MAG) miyelin kılıfının gelişiminde önemli 

bir yere sahiptir. MAG miyelinizasyonun başlamasında temel oluşturan aksonal – glial 

temasta önemli bir aracıdır (Li ve ark., 1994; Schnaar ve ark., 1998). MAG’ın diğer 

önemli bir görevi de ana yapısal proteinler yapılana kadar bir iskelet gibi davranarak 

olgunlaşmamış miyelin kıvrımlarını belirli mesafelerde tutmaktır. MAG aksonal 

kılavuzluk görevi de üstlenmektedir. Buna rağmen halen MAG miyelin kılıfının temel 

yapısal proteini olarak kabul edilmemiştir (Trapp, 1998).  

 

2. 3. Kuprizon 

Kuprizon (bis-cyclohexanone oxaldihydrazone) (Şekil 1) klinik kimyada 

kullanılmak için üretilmiş bir bakır şelatörüdür. Bakır şelatörü olan kuprizon, farelerin 

yemlerine katıldığında, bakır eksikliği ile beraber MSS’de demiyelinizasyon meydana 

gelmektedir (Suziki ve Kikkava, 1969; Blakemore, 1972; Blakemore, 1973; Ludwin, 

1978; Benetti ve ark., 2010). Kuprizonla meydana gelen bakır eksikliğinde, 

oligodendrositlerde dejenerasyonun yanısıra sitokrom C seviyelerindeki metabolik 

değişimlerden kaynaklanan karaciğerde megamitokondriler şekillenmektedir (Suzuki ve 

Kikkawa, 1969). Kuprizonun düşük seviyelerine bile oligodendrositler oldukça duyarlı 

iken, MSS’deki diğer hücre tiplerinde minimal seviyede hasar meydana gelmektedir 

(Blakemore, 1973; Ludwin, 1978; Cammer ve Zhang, 1993). Farelere kuprizon 

verilmesi beyindeki bir başka mitokondrial enzim olan sitokrom oksidaz aktivitesini de 

azaltır (Venturini, 1973).  
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Şekil 1. Kuprizonun kimyasal yapısı. (Muniz-Miranda ve arkadaşları’ndan, 2008) 

 

 Önceleri serumdaki bakırı belirlemek amacı ile kullanılan kuprizonun, oral 

yolla verilmesinin MSS’de şiddetli spongiozis (Carlton, 1967; Suziki ve Kikkava, 

1969), demiyelinizasyon ve hepatik lezyonlar (Suziki ve Kikkava, 1969) meydana 

getirdiği dikkati çekmiştir. Daha sonra hayvanlara kuprizon verilerek demiyelinizasyon 

ile ilişkili hastalıklar için model oluşturulmaya başlanılmıştır. Kuprizon verilen farelerin 

beyin kökünde (özellikle orta beyin ve ponsun sap kısmında), diensefalonda (talamik 

nükleusta), serebral ve serebellar ak maddede yaygın spongiozis tespit edilmiştir. 

Merkezi sinir sistemin’de kuprizon ile oluşan demiyelinizasyonda başlıca 

oligodendrositlerin yıkımlandığı bildirilmiştir (Matsushima ve Morell, 2001; Stidworthy 

ve ark., 2003; Binder ve ark., 2008). Bu durumun, mikrogliaların aktivasyonu 

sonucunda meydana geldiği düşünülmektedir (Raivich ve Banati, 2004). Aktive olan 

mikrogliaların  oligodendrositlere zarar verebilecek sitokin ve radikal oksijen türlerini 

içeren yangı başlatıcı molekülleri salgıladıkları belirlenmiştir (Bakker ve Ludwik, 1987; 

Binder ve ark., 2008). 

Serebral korteks ve talamusta bakır eksikliği ile mikroglial aktivasyon arasında 

bir ilişki mevcuttur (Hiremath ve ark., 1998; Pasquini ve ark., 2007; Zucconi ve ark., 

2007). Bununla birlikte kuprizon ile meydana getirilen hastalıkların patolojik 

semptomları, kalıtsal bakır eksikliği sonucu şekillenen Menkes ve Wilson 

hastalıklarında da meydana gelen geç gelişim, 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 özellikle de hipokampus ve 

serebellumda nöronal kayıp gibi semptomlar ile benzerlik göstermektedir (Barnard ve 

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



7 
 

Kuprizonun bakır ile şelat oluşturabilme kabiliyeti bilinmesine rağmen 

nörotoksik mekanizması hala kesinlik kazanmamıştır (Zatta ve ark., 2005; Messori ve 

ark., 2007).  

 

2.3.1. Kuprizon ile Oluşturulan Demiyelinizasyonun Mekanizması 

Kuprizon ile oligodendrosit yıkımının mekanizması hala tam olarak 

anlaşılabilmiş değildir. Kuprizon ile beslenme sonucunda karaciğerde dev mitokondri 

oluşumu iyi bilinmektedir. Dev mitokondri oluşumu iki farklı mekanizma ile meydana 

gelebilmektedir. Normal boyutlardaki mitokondri genişlemiş veya kaynaşmıştır (Hoppel 

ve Tandler, 1973; Kipp ve ark., 2009). Hem mitokondrial kaynaşma hem de genişleme 

mega mitokondri meydana getirebilmektedir (Hoppel ve Tandler, 1973; Wakabayashi 

ve ark., 1974). Bununla birlikte mitokondrial bölünmenin engellenmesi de varsayılan 

bir mekanizma olarak kabul görmektedir (Flatmark ve ark., 1980). Kuprizon 

mitokondrial morfolojide değişiklikler meydana getirdiği için, mitokondrinin anahtar 

fonksiyonu olan hücresel solunumun bozulması nedeniyle bakır ile şelat oluşturan 

bileşimin nörotoksik özelliklerinin olabileceğini düşündürmüştür (Arnold ve Beyer, 

2009). Bunun yanında mitokondrial morfolojide meydana gelen yapısal değişiklikler, 

kuprizonun verildiği ilk haftalarda veya günlerde miyelin kaybından önce birtakım 

enzimlerin aktivitesini bozmaktadır. Kuprizon verilmesini takiben karaciğerde ve 

beyinde monoamin oksidaz ve sitokrom oksidaz aktiviteleri azalmaktadır (Venturini, 

1973). Sitokrom oksidaz 13 alt üniteden oluşan kompleks bir enzimdir. Bunlardan 3’ü 

mitokondri genomu tarafından kodlanır ve katalitik fonksiyonları yerine getirir. Nüklear 

kodlu diğer 10 ünitesi ise enzime düzenleyici güç sağlar (Arnold ve Beyer, 2009). 

Karbonik anhidraz II aktivitesi kuprizon verilen hayvanların beyninde demiyelinizasyon 

oluşmadan önce azalır (Komoly ve ark., 1987; Cammer ve ark., 1995). Bu enzim 

beyinde pH’daki akut değişikliklerde önemli rol oynar. Beyindeki pH’ın bozulması 

(asidozis) oligodendrositik strese ve sonuç olarak hücre ölümüne yol açabilir (Kida ve 

ark., 2006). Miyelin kılıftaki karbonik anhidraz II, miyelin membranlarından su ve 

iyonların akışını ve birlikte taşınmasını uyararak miyelinin sağlam bir yapı kazanmasını 

sağlar (Carlton, 1966; 1967). Bunun yanında hayvanlara bakır ile şelat oluşturulmuş 
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kuprizon yedirildiğinde enzimatik aktivitenin etkilenmediği gözlenmiştir (Venturini, 

1973).  

Kuprizon aynı zamanda demir (Fe
+2

), mangan (Mn
+2

) ve çinko (Zn
+2

) gibi 

diğer ağır metallerle de şelat oluşturabilir (Hoppel ve Tandler, 1973; Venturini, 1973; 

Zatta ve ark., 2005). Gerçekte bakır, demir veya mangan gibi metallerin tek başına 

eksikliği, kuprizonun yalnız başına meydana getirdiği şelasyon ile oluşan mekanizma 

sonucu gerçekleşen biyokimyasal ve morfolojik değişiklikleri meydana getirmez. Elde 

edilen sonuçlar kuprizonun metabolitleri sonucunda da meydana gelebiliyor olabilir. 

Bununla birlikte buradaki mekanizmada kuprizonun metabolik dönüşümüne ait bir kanıt 

da bulunamamıştır. Bir başka mekanizma olarak, oligodendrosit öncül hücrelerin (OPC) 

farklılaşmasının engellenmesi (Cammer, 1999) ve aktive olan mikroglia/makrofajlardan 

yangıyı başlatan sitokinlerin salgılanması üzerinde durulmaktadır (Pasquini ve ark., 

2007). 

 

2.4. Demiyelinizasyon Meydana Getiren Nedenler 

Kuprizon, lizolesitin, hekzaklorofen ve etidium bromid gibi demiyelinizasyon 

oluşturabilen kimyasalların yanı sıra (Winchell ve ark., 1982; Gensert ve Goldman, 

1997; Redwine ve Armstrong, 1998; Levine ve Reynolds, 1999; Peter ve ark., 2009; 

Pott ve ark., 2009) köpeklerde Köpek Gençlik Hastalığı Virusu (KGHV), insan ve 

kemirgenlerde Kızamık virusu, koyunlarda Maedi-Visna Virus, farelerde Veziküler 

Stomatitis Virus, fare ve insanlarda Herpes Simpleks Virus demiyelinizasyon 

oluşturabilmektedir (Redwine ve Armstrong, 1998; Cenci di Bello ve ark., 1999; Levine 

ve Reynolds, 1999). Merkezi sinir sistemin’deki bu lezyon, MS gibi etiyolojisi 

belirlenemeyen hastalıklarda da meydana gelmekle beraber (Dangond, 2005), 

Angiostrongylus cantonensis (Lin ve Lai, 2009) gibi parazit de sıçanlarda 

demiyelinizasyon şekillendirebilmektedir. 

 

2.4.1. Multiple Sklerozis 

Multiple sklerozis, MSS’de demiyelinizasyon ve yangısal değişiklikler ile 

karakterize bir hastalıktır. Miyelin kılıfın yıkımlanması sinir izolasyonunun kaybına yol 
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açar ve iletim sisteminde bozukluk meydana gelir. Akson ve nöronlar hasar görür ve 

hastalığın ilerleyen dönemlerinde kaybolurlar (Trapp ve ark., 1999).  

Multiple sklerozis, genetik olarak yatkın kişilerde; çevresel faktörler, viral ya 

da bakteriyel ajanlar, yangısal ve otoimmun cevap sırasında salgılanan sitokinler ve 

henüz tanımlanamayan bazı etiyolojik ajanların kombinasyonu sonucu gelişir. Hastalık, 

MSS’de marjinal demiyelinizasyondan, oligodendrositlerin tam kaybına kadar değişen 

doku kaybı, ağır glial skar gelişimi ve aksonal kesilerin oluşması ile şekillenmektedir. 

MS lezyonları yangı hücreleri, astrositik skar oluşumu, miyelin artıkları, miyelini 

fagosite etmiş makrofajlar, hücreler arası matriks azalması, çıplak aksonlar, OPC ve kan 

beyin bariyerinin yapısının bozulmasından ibarettir. (Noseworthy ve ark., 2000). 

İnsanda en sık görülen demiyelinizan hastalık olan MS’de, oligodendrositler 

demiyelinizasyonun tamirinde (remiyelinizasyon) başarısız kalmaktadırlar. Sonuçta 

kalıcı miyelin ve oligodendrosit kaybı ile şekillenen lezyonlar ve nörolojik bozukluklar 

gelişmektedir. Hastalığın erken dönemlerinde bir miktar miyelin tamiri oluşmaktadır. 

Bunlar, olgunlaşmamış oligodendrositler tarafından oluşturulan normalden daha ince 

miyelinize aksonlar olarak görülmektedir (Wolswijk, 1998). Merkezi sinir sistemin’de 

remiyelinizasyonu sağlamaya yönelik tedavi stratejilerini geliştirebilmek için, MS’de 

miyelin onarımındaki yetersizliğin mekanizmaları iyi bilinmelidir. 

MS’de deneysel demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon çalışmaları için toksin 

(kuprizon veya Lysolecihitine) ve miyelin antijenlerinin kullanıldığı demiyelinizasyon 

modelleri vardır. İlginç olarak, miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG) gibi miyelin 

proteinlerine karşı antikorlar deneysel otoimmun ensefalomyelitisteki 

demiyelinizasyonda (Linigton ve ark., 1988)  önemli bir rol oynarlar ve MS lezyonları 

gözlenirken (Raine ve ark., 1999), diğer antikorlar deneysel otoimmun ensefalomyelitis 

ve tayler fare ensefalomiyelitis virus (TFEV) ile oluşan demiyelinizasyonda 

promiyelinize özellikler taşırlar (Rodriguez ve Lennon, 1990; Miller ve ark., 1997). 

Olgun oligodendrositler aksonlara besleyici destek sağlar ve nöronları 

apoptozdan korurlar (Wilkins ve ark., 2001; Taniike ve ark., 2002). Hedef proteinlere 

otoimmun yanıt sırasında OPC’in olgunlaşıp ve hasar gören oligodendrositleri 

yenilemek için yıkımlanan doku bölgesine göç ettikleri düşünülmektedir. 

Oligodendrosit öncül hücreler subventriküler ve ventriküler bölge boyunca 



10 
 

yerleşmişlerdir ve olgun oligodendrositlere farklılaşma yeteneğine sahiptirler (Stangel 

ve Hartung, 2002). Olgun oligodendrositler MBP, PLP, MAG sunabilirken, tam 

olgunlaşmamış olanlar CNPase salınımı sağlarlar. MS lezyonlarında olgun OPC varlığı 

tespit edilmiştir (Scolding ve ark., 1998), fakat yangının kendisininde OPC göçünü 

sağlamış olabileceği bildirilmektedir (Tourbah ve ark., 1997). Bununla birlikte MS 

plaklarında kısmi remiyelinizasyon sağlayan primer hücrelerin, yeni gelen OPC’den mi, 

yoksa hasara uğramamış oligodendrositlerin veya lezyonlu bölgede zaten bulunan 

OPC’den mi olduğu hala bilinmemektedir. 

 

2.4.2. Köpek Gençlik Hastalığı 

Köpek gençlik hastalığı, köpeklerde ve diğer etçillerde şiddetli immun 

baskılanma ve MSS’nin gri ve ak maddesinde multifokal lezyonlarla karakterize 

nörolojik bozukluklara neden olan bir hastalıktır (Summers ve Appel, 1994). Beyaz 

maddede meydana gelen lezyon ilerleyici demiyelinizasyondur (Kabakçı ve ark., 2004). 

Hastalığın erken döneminde şekillenen demiyelinizasyon beyaz maddede virusun 

replikasyonuna ilişkindir ve miyelin transkripsiyonundaki düzensizlik ve miyelin üreten 

hücrelerin metabolik hasarı sonucu meydana gelmektedir. Fakat bu hücrelerde nekroz 

veya apoptoz şekillendiğine dair herhangi bir kanıt mevcut değildir. 

Oligodendrositlerdeki değişiklikler bu hücrelerde transkripsiyonun meydana gelmesi 

fakat, translasyonun olmaması ile ilişkilidir. Aynı zamanda akut lezyonlarda mikroglial 

hücrelerin aktivasyonu da şekillenmektedir. Hastalığın  ilerleyen safhalarında meydana 

gelen immunolojik iyileşme ile beraber, bazı hayvanlarda lezyonların ilerlemesi ile 

demiyelinizasyon plakları şekillenmektedir. Hastalığın seyri ile ilişkili olmamakla 

beraber otoimmun reaksiyon da şekillenmektedir. Hastalığın ilerlemesi virusun MSS’de 

kalıcı olmasına bağlıdır (Vandevelde ve Zurbriggen, 2005).  

Hastalıkta miyelin hasarının başlaması, immun sistemin baskılandığı periyotta 

olur ve yangı gözlenmez (Vandevelde ve ark., 1982). Başlangıç lezyonları beyaz 

maddede vakuolizasyon ile birlikte miyelin kılıfın balon gibi şişkinleşmesi ile 

karakterizedir. Yapılan birçok immunohistokimyasal ve in-situ hibridizasyon 

çalışmaları demiyelinizasyonun beyaz maddede glial hücrelerdeki virus replikasyonu ile 

aynı zamanda şekillendiğini göstermektedir (Vandevelde ve ark., 1985; Zurbriggen ve 
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ark., 1987). Demiyelinizasyonun oluşumunda oligodendrositlerin enfeksiyonu olağan 

bir durumdur. Higgins ve ark., (1982) KGH’da segmental demiyelinizasyon bulguları 

ile ilk defa oligodendrosit hasarını destekleyen görüşler ortaya koymuşlardır. Bu yüzden 

sonraki araştırmalar daha çok KGH’da oligodendrositlerin rollerine yöneliktir. Diğer 

taraftan ışık mikroskobik seviyede etkilenen hücrelerin büyük bir kısmının astrositler 

olduğu görülmüş (Mutinelli ve ark., 1989) ve elektron mikroskobik çalışmalar ile de 

KGH’da oligodendrosit enfeksiyonunun çok az olduğu belirlenmiştir (Raine, 1976; 

Blakemore ve ark., 1989; Mutinelli ve ark., 1989). Yapılan bir çalışmada (Zurbriggen 

ve ark., 1998) oligodendrositlerin yaklaşık % 8’nin etkilendiği bildirilmiştir. KGHV 

proteinlerinin veya viral nükleokapsitlerin oligodendrosit kültüründe oldukça nadir 

olduğu, aksine astrosit ve mikroglial hücrelerde KGHV enfeksiyonunun daha fazla 

olduğu belirlenmiştir (Vandevelde ve ark., 1985; Zurbriggen ve ark., 1986; 1987). 

Son yıllarda KGHV ile enfekte köpeklerin serebellumlarında meydana gelen 

demiyelinizasyonda çeşitli faktörlerin etkili olabileceği üzerinde durulmaktadır. 

Özellikle de nörosteroid hormonların rol oynadığını öne süren çalışmalar yapılmıştır 

(Yarım ve Kabakçı, 2002; Yarım ve ark., 2010). Periferal ve MSS tarafından 

sentezlenen progesteron ve pregnenolon, nörosteroidler olarak adlandırılırlar (Tsutsui ve 

ark., 1999). Periferal sinir sisteminde meydana gelen bir hasardan sonra Schwann 

hücrelerinden sentezlenen progesteronun yeni miyelin kılıf oluşumunu tetiklediği 

bilinmektedir (Koenig ve ark., 1995). KGH’da oluşan demiyelinizasyonda 

immunohistokimyasal olarak progesteron salınımının demiyelinize alanlardaki 

astrositlerde arttığı bildirilmiştir. Bu steroid hormonun MSS’de oluşan 

demiyelinizasyonun ardından astrositlerden salınımının artması, progesteronun KGH’da 

MSS’de oluşan lezyon sonrası koruyucu etki yapabileceği yönünde yorumlanmıştır 

(Yarım ve Kabakçı, 2002). 

KGH virusu ile enfekte köpeklerde yapılan bir çalışmada, enfekte köpeklerin 

serebellumundaki astrositlerden P450arom salınımının arttığı immunohistokimyasal 

olarak gösterilmiştir. Bu durum, demiyelinizasyon oluşan bölgedeki östrojen 

salınımının artması olarak yorumlanmıştır. Araştırmacılar, beyinde hasar gören bölgede 

astrositlerden östrojen salınımının artmasının progesteron salınımını da tetikleyerek 

demiyelinizasyonu onarmak amacı ile meydana gelmiş olabileceğini belirtmişlerdir 

(Yarım ve ark., 2010).  
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2.5. Demiyelinizasyonda Rol Oynayan Glial hücreler 

2.5.1. Oligodendrositler 

Bu hücreler MSS’de miyelin kılıfı üretir ve sürekliliğini sağlarlar. 

Miyelinizasyon esnasında oligodendrosit plazma membranı aksonun etrafını sıkıca 

sarar, miyelin kılıfın kalınlığı tabaka sayısıyla belirlenir. Merkezi sinir sistemin’de 

miyelinsiz aksonlar çevresinde bir zarf oluşturmaz, bazal laminayla çevrelenmez ve 

MSS hasarları sonrası rejenerasyona nispeten zayıf katkıda bulunabilir. Karbonik 

anhidraz enzimi kullanarak MSS’de ekstrasellüler pH kontrolünü sağlayarak asit-baz 

dengelenmesinde de kritik rol oynarlar (Müftüoğlu ve ark., 2009). 

Embriyonik sinir sisteminde tüm makroglia (oligodendrosit ve astrositler) ve 

nöronlar, ventriküler tabakada yerleşen öncül hücrelerden gelişmektedirler. Ventriküler 

tabaka, lateral ventriküllerin rostral ucundan spinal kanalın kaudal ucuna kadar uzanan 

hücrelerden oluşmaktadır (Şekil 2). Subventriküler bölge ventriküler tabakaya hemen 

bitişik olarak yerleşen, özellikle erişkindeki glial öncül hücrelerin kaynağı olan bölgedir 

(Skoff, 2003). Gelişim esnasında nöronal ve glial hücreler, subventriküler bölgedeki 

öncül hücre haline dönüşmüş nöral kök hücrelerinden köken alırlar (Baumann ve Pham-

Dinh, 2001).  
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Şekil 2. Subventriküler bölge: Lateral ventrikülleri (LV) çevreleyen ependim hücrelerine (EP) komşu 

birkaç tabakadan oluşan bölge. A: nöral öncül hücreler, B: astrosite dönüşecek nöral kök 

hücreleri, C: multipotent öncül hücreler, OPC: Oligodendrosit öncül hücreler. (Imitola ve 

arkadaşları, 2003’den uyarlanmıştır) 

 

Merkezi sinir sistemin’de meydana gelen demiyelinizasyonda oligodendrosit 

hasarı meydana gelmekte ve buna bağlı olarak miyelin kılıf yeterli şekillenememektedir. 

Kuprizon olgun oligodendrositleri apoptoza uğratarak demiyelinizasyon 

şekillendirmektedir (Mason ve ark., 2000). Kuprizon ile oluşturulan deneysel 

demiyelinizasyon çalışmalarında, demiyelinizasyon şekillenen bölgede olgun 

oligodendrositlerin sayısının, bölgesel olarak kontrol hayvanlarla karşılaştırıldığında 

azaldığı gözlenmiştir (Skripuletz ve ark., 2008; Norkute ve ark., 2009; Peter ve ark., 

2009; Taylor ve ark., 2010). Bu azalma beşinci haftada maksimum seviyeye çıkarken, 

altıncı haftadan sonra yavaş yavaş bölgede olgun oligodendrositlerin sayısının tekrar 

arttığı ve remiyelinizasyonun şekillenmeye başladığı gözlenmiştir. Bu durumun, 

demiyelinizasyon oluştuktan sonra olgun oligodendrositlerin yıkımlanması ile çevredeki 

ve subventriküler bölgedeki OPC lezyonlu bölgeye göç etmesi ve daha sonra olgun 

oligodendrositlere farklılaşması ile meydana geldiği düşünülmektedir (Matsushima ve 

Morell, 2001). Oluşan demiyelinizasyona karşı yanıtta bu hücreler bölünür ve 

SSuubbvveennttiikküülleerr  BBööllggee  
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kaybolanların yerine yeni oligodendrositlerin oluşmasını sağlamak için farklılaşırlar. 

Olgun OPC mekanik yaralanma, ekzotoksisite ve viral enfeksiyonlar gibi MSS’de 

oluşan bir çok hasar durumunda aktive olup çoğalmaktadır. Bu hücreler muhtemelen 

akson rejenerasyonunu engelleyen kondriotin sülfat proteoglikanları salgılar (Levine ve 

ark., 2001).  

Remiyelinizasyon, lezyon ve onun etrafında endojen OPC bölünmesi ile 

başlayan bir süreçtir. Oligodendrosit öncül hücrelerin lezyonlu bölgede hızlı bir şekilde 

çoğalması ve daha sonra yeni oligodendrositlere farklılaşması, hızlı bir 

remiyelinizasyonun anahtarıdır. Olgun OPC MSS’de glial hücre populasyonunun 

yaklaşık % 5-8’ini meydana getirir. Morfolojik olarak bu hücreler 10-15 µm ebadında 

ve birçok dallanmış çıkıntılara sahiptirler. Gri maddede bu çıkıntılar merkezden kenara 

doğru iken beyaz maddede çıkıntılar daha uzunlamasına ve sinir iplikleri ile aynı yönde 

seyrederler (Ong ve Levine, 1999; Bergles ve ark., 2000). Oligodendrosit öncül hücreler 

immunohistokimyasal olarak Nöral / Glia Antijen 2 (NG2) proteoglikan antikoru ile 

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

Diyet içerisine kuprizon katılması hücredeki mitokondriyal fonksiyonu 

engellemektedir. Fakat bundan neden ençok oligodendrositlerin etkilendiği hakkında 

hala sınırlı veri mevcuttur. Oligodendroglial hücrelerdeki metabolik ihtiyaç yüksek 

olduğu için bu hücrelerin tercihen daha yatkın hale geldiği düşünülmektedir. 

Oligodendrositlerdeki hasar, miyelin desteğini ve spesifik genlerin sentezini azaltır. 

Mitokondrilerdeki hasar en sonunda oligodendrositlerde apoptoza yol açar. Bazı 

çözülebilir faktörler, mikrogliaların proliferasyonu ve iç göçünün başlaması esnasında 

salınabilirler. Mikroglialardan salınan faktörler (belki önceleri sadece IL-1) 

oligodendrosit öncüllerin poliferasyonunu, iç göçünü ve sonuç olarak bunların 

farklılaşmasını başlatır. Öncül hücrelerin büyük bir kısmı, iç göç ile gelir ve 

farklılaşırlar, bu durum remiyelinizasyon boyunca devam eder. İlginç olarak bu durum 

kuprizon verilmesinin devam edildiği süreçte de gerçekleşir. Bu durumun, seviyesi 

artan IGF-1’in (sentezlenmesi ve astrosit, oligodendrosit gibi glia hücrelerinden 

salınması sayesinde) yeni şekillenen birçok olgun oligodendrositleri apopitotik hücre 

ölümünden koruması sayesinde gerçekleştiği düşünülmektedir. Eğer kuprizon diyetten 

çıkarılırsa remiyelinizasyon ve iyileşme devam eder (Matsushima ve Morell, 2001). 
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2.5.2. Mikroglialar 

Demiyelinizasyonun mikroglia proliferasyonu ve astrogliozis ile birlikte 

seyrettiği bilinmektedir (Blakemore, 1972; 1973; Ludwin, 1978). C57BL/6 ırkı 

farelerde kuprizon ile oluşturulan demiyelinizasyonda ilk iki hafta sonunda 

mikroglia/makrofaj birikimi tespit edilmiş ve bu hücre birikiminin 4-6. haftalarda en üst 

düzeyde olduğu gözlenmiştir (Hiremath ve ark., 1998; Morell ve ark., 1998). İlk yapılan 

ultrastruktural çalışmalar kuprizonun mikroglial mitozu uyarmadığını göstermiştir 

(Blakemore, 1972; 1973). Mikrogliaların sayılarının demiyelinizasyon bölgesinde 

artması; bölgesel olarak bu hücre tipindeki bir proliferasyondan veya beynin diğer 

bölgelerinden göçten kaynaklanmaktadır. Mikroglialar, demiyelinizasyon meydana 

gelen bölgede miyelin kalıntılarını temizleme görevi yapmaktadırlar (Blakemore, 1972; 

Smith, 1999). Buna ilave olarak oligodendrositlerin remiyelinizasyon sürecine olumlu 

katkı sağlamak amacıyla stratejik olarak çoğaldıkları da geçerli bir görüştür 

(Matsushima ve Morell, 2001). Mikrogliaların ortaya çıkışı, kuprizon ile oluşturulan 

demiyelinizasyonun 3. haftasında OPC’lerin ve astrositlerin sayısının artması ile eş 

zamanlı olmaktadır (Hiremath ve ark., 1998; Morell ve ark., 1998; Mason ve ark., 

2000). Mikrogliaların varlığı ve remiyelinizasyona yol açan olaylar arasında 

muhtemelen hücreden hücreye sinyal yolu ile meydana gelen fonksiyonel bir ilişki 

bulunmaktadır. Bu amaçla, kuprizon ile oluşturulan demiyelinizasyon ve kuprizon 

diyetten çıkarıldıktan sonraki remiyelinizasyon sürecinde bazı sitokinler ve büyüme 

faktörlerinin varlığını göstermeye yönelik bir çalışmada (Matsushima ve Morell, 2001) 

ilginç olarak İnterlökin-1 (IL-1) ve insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1) gibi 

sadece belirli sitokinler ve büyüme faktörlerinin 3-6. haftalar arasında biriktiği 

gözlenmiştir  

Kuprizon ile oluşturulan demiyelinizasyonda IGF-1 üç haftada yükselmiştir 

(Mason ve ark., 2000). Aynı zaman diliminde OPC birikimi veya iç göçünün göze 

çarptığı ve daha önce bölgede bulunan oligodendrogliaların apopitotik ölümünün devam 

ettiği bildirilmiştir (Şekil 3). 

 



16 
 

 

Şekil 3. Kuprizon toksikasyonunda şekillenen akut demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon esnasındaki 

morfolojik, hücresel ve biyokimyasal değişiklikler (Mason ve arkadaşları 2000’den 

uyarlanmıştır) 

 

Yapılan immunohistokimyasal boyamalar ile IGF-1’in hem astrositler hem de 

mikroglialar tarafından salgılandığı görülmüştür. IL-1 seviyelerinin IGF-1 den önce bile 

arttığı belirtilmiştir. Bu durum mikroglialar tarafından salınan bu sitokinin, IGF-1 

üretimi ve salınımına yol açan basamakları başlatabileceğini akla getirmiştir. Bu sayede 

mikroglialar iyileşme sürecinde bir sıçrama başlatabilmektedir (Şekil 4). Tüm bunlar 

IGF-1’in her nasılsa oligodendrosit farklılaşmasını ve hayatta kalabilme gücünü 

arttırabildiğini düşündürmüştür (Matsushima ve Morell, 2001).  
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Şekil 4. Kuprizon ile oluşturulan demiyelinizasyon ve sonrasında oluşan remiyelinizasyon esnasında 

oligodendrosit, astrosit ve mikroglialar arasındaki etkileşim (Matsushima ve Morell, 2001’den 

uyarlanmıştır) 

 

2.5.3. Astrositler 

Astrositler beynin intersitisyel hücreleri gibidirler. Nöronlar ve 

oligodendrositler çevresinde, perivasküler ve subpial bölgelerde en çok bulunan 

nöroglial hücre tipidir. Astrositler, sitoplazmik uzantılarından bir kısmı ile kan kapillar 

duvarına genişlemiş bir ayak ile oturur ve diğer uzantıları ile sinir hücreleri arasında 

sinapslar oluşturarak kan ile sinir hücreleri arasında özellikle su ve mineral olmak üzere 

madde alışverişini sağlarlar. Ayrıca, astrositlerin uzantıları MSS’nin destek stroması 

olan glia ağını ya da nöropilin büyük bölümünü oluşturur. Sinir hücresi için zararlı 

olabilecek kandaki maddelerin geçişine olanak vermezler (Kan-beyin bariyeri). 

Astrositlerin destek ve alışveriş fonksiyonlarının dışında, zedelenmelerde onarım 

fonksiyonları da vardır (Aytekin ve ark., 1998; Nishiyama ve ark., 2005). 

Yapılan birçok çalışmada deneysel olarak oluşturulan demiyelinizasyondan 

sonra lezyonun meydana geldiği bölgelerde astrositozis gözlenmiştir (Norkute ve ark., 
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2009; Pott ve ark., 2009). Astrositler patolojik ve dejeneratif durumlarda bölgesel olarak 

enerji gereksinimini sağlarlar (Horvat ve ark., 2006). MS hastalığında aktif 

demiyelinizasyonda astrositlerin proliferasyonu bilinen bir olaydır (Keegan ve ark., 

2005; Lassmann, 2008). Astrositler demiyelinizasyon ve dejenerasyon esnasında 

yangıyı ilerleterek oligodendrositlerin ve aksonların hasara uğraması ve glial skar 

dokusu oluşmasında önemli bir rol oynayabilirler. Fakat aynı zamanda 

remiyelinizasyon, OPC göçü, proliferasyonu ve farklılaşması için de uygun ortam 

oluşturabilirler (Williams ve ark., 2007). Astrositler, prostaglandinler (Johann ve ark., 

2008) kadar, TNF- α veya IL-1 gibi beyin dokusuna zarar verebilecek sitokinleri de 

salgılayabilirler (Kipp ve ark., 2007). Bunun sonucunda oligodendrositler hasara uğrar 

ve demiyelinizasyon ilerler. Diğer taraftan bu hücreler IGF-1 ve bazik fibroblast 

büyüme faktör gibi oligodendrosit apoptozunu önleyen maddeler salgılayarak 

remiyelinizasyonda önemli rol oynayabilirler (Komoly ve ark., 1992; Mason ve ark., 

2000). Astrositler TNF- α veya IL-1 salgılayarak akut fokal demiyelinizasyon esnasında 

ve hastalığın ilerleme döneminde yıkımlayıcı etki göstermektedirler (Aktas ve ark., 

2007;  Kipp ve ark., 2007). Fakat hastalığın geç devresinde yeniden olgun 

oligodendrosit oluşumunu sağlayarak remiyelinizasyonu sağlayabilmektedirler (Mason 

ve ark., 2001; Barnett ve  Prineas, 2004). Son yıllarda yapılan çalışmalarda kuprizonla 

oluşturulan demiyelinizasyonda, astrositlerden IGF-1 salınımı tespit edilmiş ve OPC’in 

yeni oligodendrosit sentezini meydana getirerek remiyelinizasyonu şekillendirdiği  

bildirilmiştir (Norkute ve ark., 2009). 

Glial fibriler asidik protein (GFAP) MSS’nde astrositlerden expresse edilir. Bu 

hücre yapısı, haraket,  hücre iletişimi ve kan beyin bariyerinin fonksiyonu gibi bir çok 

hücresel fonksiyon gerektirir. GFAP hücredeki düzenlenen filament ağı ile mitozda rol 

oynar. Mitoz esnasında fosforilasyona uğramış GFAP miktarında bir artış meydana gelir 

ve  hücre bölünmesi meydana gelen kırılma bölgesindeki modifiye protein hareket eder 

(Tardy ve ark., 1990). GFAP aynı zamanda astrosit-nöron etkileşiminde de rol 

oynamaktadır.  İn vitro ortamda GFAP’tan yoksun astrositler genellikle varolan 

nöronlarla birlikte fazladan şekillenmemektedirler. GFAP knockout farelerde purkinje 

hücrelerinde normal yapı meydana gelmemekte ve bu fareler göz kırpma testi gibi 

deneylerde eksiklik göstermektedirler. Bu yüzden GFAP Purkinje ve belki de diğer 
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birçok nöronal hücre tiplerinin iletişiminde büyük rol oynamaktadır (Goss ve ark., 

1991). 

 

2.6. Nörosteroidler 

Daha önceleri steroidlerin gonadlar, adrenal bezler ve plasenta tarafından 

sentezlendiği düşünülmekteydi. Bu steroidlere ek olarak, bazı steroidlerin beyinde de 

sentezlenebildiği ve nöronal uyarılabilirliği değiştirebildikleri ve beyin ve işlevlerini 

etkiledikleri bildirilmiştir. Bu steroidlere ‘nörosteroidler’ adı verilmiştir (Paul ve Purdy, 

1992; Baulieu, 1998). Bir steroidin nörosteroid olarak tanımlanması için iki temel esas 

vardır. Birincisi steroidin steroidojenik endokrin bezlerin yokluğunda da beyinde var 

olması, ikincisi sinir sisteminde enzimatik aktivite gösterebilmesi ve burada salınımının 

yapılabilmesidir (Schumacher ve ark., 2004).  

Nörosteroid yapımının temelini kolesterolün nöronların ve glia hücrelerinin 

mitokondrilerine girerek burada birtakım enzimlerin katalizörlüğü vasıtasıyla 

mineralokortikoidlere, glikokortikoidlere ve cinsiyet hormonlarına çevrilmesi oluşturur. 

Bu çevrilme olayının periferal steroidojenik organlarda ve beyinde oluşum mekanizması 

aynıdır (Mellon ve ark., 2001). Bu olay nöronlarda ve glia hücrelerinin (oligodendrosit 

ve astrosit) mitokondrilerinde gerçekleşmektedir (Schumacher ve ark., 2000). 

Kolesterol, dış mitokondri zarı üzerinde yerleşmiş olan periferal tip benzodiazepin 

reseptörleri yolu ile mitokondri içine geçer. Kolesterol daha sonra pregnenolona 

dönüştürülür ki bu steroid yapımında hız sınırlayıcı bir basamaktır ve iç mitokondri 

membranında yerleşmiş olan sitokrom P450 side chain cleavage (P450ssc) enzimi 

tarafından katalizlenir. Pregnenolon daha sonra pregnanlara ve androstanlara metabolize 

olur (van Broekhoven ve Verkes, 2003) (Şekil 5). 
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Şekil 5. Steroid sentezinin şeması (Mellon ve Griffin, 2002’den uyarlanmıştır) 

 

Nörosteroid sentezindeki biyokimyasal yolların çoğu açığa çıkarılmış olmasına 

rağmen, nörosteroid sentezleyen hücrelerin aktivitesini kontrol eden şema halen tam 

olarak bilinememektedir. Gama amino butirik asit (GABA)’in kendisi ve reseptör 

kompleksinin nörosteroid yapan enzim aktivitelerini baskıladığı gösterilmiştir. 

Nöroaktif steroidler de GABAA reseptör etkinliğini değiştirerek kendi yapımlarını 

düzenleyebilecekleri bildirilmiştir (Do-Rego ve ark., 2000). 

Sinir sisteminde nörosteroidler hem glia hücreleri hem de nöronlardan 

sentezlenir. Örneğin P450scc başlıca astrositler (Mellon ve Deschepper, 1993),  

oligodendrositler (Jung-Testas ve ark., 1989) gibi glial hücreler yanında sinir sisteminin 

bazı bölgelerinde nöronlar (Örneğin süperior servikal ganglion) ve serebellar Purkinje 

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

 

2.6.1. Nörosteroidlerin Sinir Sistemi ve Davranış Üzerine Etkileri 

Nörosteroidlerin embriyonik aksonal ve dentritik büyüme, nöron koruyucu ve 

miyelinizasyondaki (Baulieu, 1998; Tsutsui, 2006) etkilerinin yanısıra depresyon, uyku, 

stres gibi birçok davranışları kontrol ettiği düşünülmektedir (Biggio ve ark., 2001). 

Eldeki veriler nörosteroidler premenstrüel distforik bozukluk (Girdler ve ark., 2001), 

yeme bozuklukları (Monteleone ve ark., 2001), dikkat eksikliği, hiperaktivite (Strous ve 
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ark., 2001), anksiyete (Bicikova ve ark., 2000) ve panik bozuklukları (Brambilla ve ark., 

2003), hafıza modülasyonu (Baulieu ve Robel, 1998), Alzheimer hastalığındaki agresif 

davranışları (Bernardi ve ark., 2000), agresyon (Nicolas ve ark., 2001) ve alkolün 

etkileri (Khisti ve ark., 2002) gibi durumlarda da rolü olduğunu göstermektedir. 

 

2.6.2. Beyin Hasarı ve Miyelinizasyonda Rol Alan Nörosteroidler ve  

Steroidojenik Enzimler 

 Aromataz P450 ve Östrojen 

Aromataz P450 östrojen biyosentezinde gerekli olan anahtar bir enzimdir 

(Garcia-Segura ve Melcangi, 2006). Buna bağlı olarak P450arom ovaryumlardan 

(Stocco, 2008), adrenal bezlerden (Moreau ve ark., 2009) ve testislerden (Carreau ve 

ark., 2007) sunulur. P450arom salınımı sadece klasik endokrin bezlerle sınırlı değildir. 

Gebelik veya gelişim süreçlerinde farklı dokulardan ve hücre tiplerinden de 

sunulabilirler (Simpson ve ark., 2002). P450arom salınımı seviyelerinin kolayca 

ölçülebileceği diğer dokular arasında kemik (Yanase ve ark., 2003), fötal karaciğer 

(Toda ve ark., 1994), plasenta (Mendelson ve Kamat, 2007), deri (Zouboulis ve ark.,  

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

sayılabilir.  

            

Şekil 6. Beyinde meydana gelen bir hasar henüz çok az anlaşılabilen bir mekanizma ile memelilerde ve 

kuşlarda radial glia (astroglia) ve reaktif astrositlerde P450arom translasyon ve 

transkripsiyonunun düzenlenmesi ile sonuçlanır. PR: Progesteron reseptörü, ÖR: Östrojen 

reseptörü, AR: Androjen reseptörü (Saldanha ve arkadaşları, 2009’dan uyarlanmıştır) 
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Aromatazın nöronal hasarı takiben hücre göçünü ve sitogenezisi düzenlediği 

düşünülmektedir. Omurgalıların beyninde oluşan hasarda da radial glialarda P450arom 

salınımının meydana geldiği bildirilmiştir (Peterson ve ark., 2004). Radial glia hücre 

tiplerinin nöronal hasar sonrasında hücre göçü ve sitogenezisin düzenlenmesinde önemli 

olabileceği düşünülmektedir. Radial glialarda P450arom salınımının beyin hasarını 

takiben beyin yapısının ve fonksiyonunun onarıldığı bölgelerde nöronal göç için anahtar 

görevi gördüğü düşünülmektedir. Beyindeki P450arom’un sitogenezis, nöronal hasar, 

nöronal migrasyon ve nöronal hayatta kalma süresi üzerine birtakım mekanizmalarla 

katkıda bulunduğu bildirilmiştir (Saldanha ve ark., 2009).  

Östrojen, hasara uğrayan bir nöronun iyileşmesine, nöronal uzantıların 

rejenerasyonuna ve hasar olan bölgede normal kan akışının sağlanmasına katkıda 

bulunur (Garcia-Segura ve ark., 1999). Östrojenin, astrositler üzerine etki ederek bir 

nörosteroid olan ve miyelinizasyonu ilerleten progesteronun astrositlerden lokal 

sentezini arttırıcı etkiye sahip olabileceği düşünülmektedir (Sinchak ve ark., 2003; 

Micevych ve ark., 2008; Micevych ve Sinchak, 2008). Astrosit kültürüne östrojen 

eklenmesi astrositlerden progesteron sentezini arttırmıştır (Sinchak ve ark., 2003). 

Kuşlarda ve memelilerde beyin hasarı olan bölgede P450arom’un transkripsiyonu ve 

translasyonunu hızlandırarak östrojen sentezini gerçekleştirdiği görülmüştür. 

P450arom’un salınımının yükselmesi, lokal östrojen seviyesini yükseltir ve böylece 

apopitotik yolları aksatır. Bunun sonucunda sekonder dejenerasyon azalır ve sonunda 

hasar azaltılmış olur (Şekil 6). Buna benzer yapılan çalışmalarla aromatizasyonun 

beyinde oluşan hasara bağlı sitogenezisi etkilediği ve dejenerasyonu yavaşlatıp onarımı 

hızlandırarak, bir dizi mekanizma ile nöron koruyucu olarak rol oynadığı kabul 

görmektedir (Saldanha ve ark., 2009).  

 

Östrojen deneysel otoimmun ensefalomyelitisli hayvanlarda klinik semptomları 

azaltmaktadır (Bebo ve ark., 2001). Ayrıca östrojen primer kemirici oligodendrosit 

hücre kültürlerinde OPC proliferasyonunda ve membran kılıf oluşumunda etkili 

olmuştur (Ghoumari ve ark., 2003; Marin-Husstege ve ark., 2004). Aynı zamanda 

östrojen kültür içerisinde toksin ve oksijen ilişkili oligodendrosit ölümünü ve neonatal 
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sıçanların ak maddesindeki oksijen ilişkili miyelin temel protein kaybını da önlediği 

bildirilmiştir (Takao ve ark., 2004; Gerstner ve ark., 2007). Östrojen verilmesi 

oligodendrositlerden yangı başlatıcı sitokinlerin salınımını azaltmıştır (Bruce-Keller ve 

ark., 2000; Drew ve Chavis, 2000; Vegeto ve ark., 2006). Östrojenin beyinde 

demiyelinizasyon üzerine etkisini araştıran bir çalışmada, C57BL/6 ırkı farelerden 

oluşan iki deneme grubu ve bir kontrol grubu oluşturulmuştur. 1. deneme grubu 

C57BL/6 ırkı farelerin yemine % 0.125 oranında kuprizon eklenmiş, 2. deneme 

grubunun yemine yine % 0.125 oranında kuprizon eklenirken aynı zamanda da bu 

gruptaki farelere deri altı implant şeklinde östrojen uygulanmıştır. Üçüncü grup ise 

kontrol grubu olarak normal yem ile beslenmeye alınmıştır. 5. hafta sonunda kuprizon 

ile beslenen her iki grupta oluşan demiyelinizasyon oranına bakıldığında, kuprizon ile 

beslenen fakat implant uygulanmayan hayvanlarda şiddetli  demiyelinizasyon 

oluşurken, kuprizon ile beslenen ve aynı zamanda da östrojen implantı uygulanan 

hayvanların myelin miktarı normal yem ile beslenen kontrol gruplarına yakın 

bulunmuştur. Östrojen verilmesi kuprizonun etkisini engelleyerek olgun 

oligodendrositlerin hayatta kalmasını sağlamıştır (Taylor ve ark., 2010). 

 

3 Beta Hidroksi Steroid Dehidrojenaz ve Progesteron  

Sinir sisteminde lokal olarak sentezlenen ya da dolaşımdan gelen pregnenolon, 

3βHSD tarafından progesterona çevrilir. 3βHSD’a serebellum, hipokampus, korteks, 

striatum, septum ve bulbus olfaktoryus taki nöronlarda rastlanmıştır (Guennoun ve ark., 

1995). 

 Progesteron perifer sinirler, omurilik ve beyinde sentezlenir. Progesteronun 

öncülü olan pregnanolon MSS’de ya doğrudan dolaşımdan gelir ya da P450scc enzimi 

aracılığıyla kolesterolden sentezlenir. Pregnenolon 3βHSD enzimi tarafından 

progesterona çevrilir. İn situ hibridizasyon çalışmalarında bu enzimin sıçan beyni, 

omurilik ve dorsal kök gangliyonlarındaki nöronlardan sentezlendiği gösterilmiştir. 

Astrosit ve oligodendrosit gibi glial hücreler ve Schwann hücreleri progesteron 

sentezleme yeteneğine sahiptir. Fakat, bu hücrelerdeki 3βHSD salınımı ve aktivitesi 

hücresel etkileşim sonucunda meydana gelir. Böylelikle Schwann hücreleri nöronal 

uyarıya yanıt olarak pregnenolonu progesterona çevirebilir. P450scc ve 3βHSD’nin 
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insan sinir sisteminden de salınımı yapılabilir. Progesteronun nöron koruyucu etkisi 

Wobbler farelerin omurilik motor nöron dejenerasyonunda ortaya konmuştur. Wobbler 

farelerin progesteron ile 15 günlük semptomatik tedavisi ile omurilik motor 

nöronlarında nöropatolojik değişiklikler azalmış ve hayvanların yaşam süreleri ile kas 

boylarının uzunluklarında olumlu değişiklikler meydana gelmiştir. Progesteron, 

nöronların ve hasar sonrasında hormon duyarlı hale gelen glial hücrelerin spesifik 

genlerini düzenleyerek nöron koruyucu etkisini gösterir. Progesteron aynı zamanda da 

miyelinizasyonu sağlamaktadır (Schumacher ve ark., 2004). 

 

Progesteronun nöron koruyucu etkisini açıklamak için birçok mekanizma öne 

sürülmüştür (Stein, 2001; Gonzalez ve ark., 2002). Bunlardan ilki, progesteronun 

serbest radikaller tarafından hücre membranının bozulmasını ve lipid peroksidasyonunu 

azaltmasıdır (Roof ve ark., 1997). İkincisi, progesteron ve onun metabolitleri 

nörotransmiter reseptörlerin aktivitesini düzenleyerek nöronal uyarılabilirliği azaltırlar 

ve hasar sonrası ekzotoksik hücre ölümünden nöronları korur (Ogata ve ark., 1993). 

Üçüncüsü ise progesteron hasardan sonra hormonlara duyarlı hale gelebilen nöron ve 

glia hücrelerindeki spesifik genlerin salınımını düzenler. Progesteron nöron koruyucu 

etkisini ya doğrudan nöronları, ya da dolaylı olarak hasar bölgesini çevreleyen glia 

hücrelerini etkileyerek gösterir (De Nicola ve ark., 2003). 

Progesteronun yeni miyelin kılıf oluşumuna olumlu etki yaptığı bilinmektedir 

(Schumacher ve ark., 2001). Bu, ilk defa siyatik sinirlerde ortaya konmuştur. Schwann 

hücreleri aksonal sinyale yanıt olarak fonksiyonel 3βHSD salınımı gerçekleştirirler ve 

3βHSD siyatik sinirlerdeki progesteron seviyesini belirlemekte kullanılır (Koenig ve 

ark., 1995). Erkek sıçanların siyatik sinirlerinde soğuk ile oluşturulan bir lezyondan 

sonra 3βHSD mRNA seviyeleri, periferal miyelin proteinlerindeki değişiklikler ile 

paralellik göstermiştir. Bu durum, lokal olarak progesteron sentezinin miyelinizasyonda 

önemli rol oynayabileceğini düşündürmüştür (Robert ve ark., 2001). Diğer taraftan, 

soğuk ile oluşturulan lezyondan sonra lokal olarak progesteron sentezini (trilostan) ya 

da aktivasyonunu (mifepriston) engelleyen maddeler verildiğinde ise yeni miyelin kılıf 

oluşumu büyük ölçüde engellenmiştir. Fakat, lokal olarak yüksek doz progesteron 

verilmesi miyelinizasyonu ilerletmiştir (Koenig ve ark., 1995). 
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Omurilikte oluşturulan bir hasardan sonra beyaz maddede ve gri maddede OPC 

hücreleri belirleyen NG2 belirteci orta derecede pozitif reaksiyon vermesine rağmen, 

kontrollerde negatif sonuç vermiştir. Aynı koşullarda MBP salınımının azalması hasar 

sonrası demiyelinizasyonun arttığını işaret etmektedir. Omurilik hasarından sonra 

progesteron uygulanması, MBP ve NG2 salınımının, progesteron uygulanmayan 

omurilik lezyonlarına göre yüksek derecede arttırmaktadır. Bir çalışmada, 3 ve 21 gün 

süre ile günlük 16 mg/kg progesteron uygulanıp omurilikte OPC ve olgun 

oligodendrosit sayıları ile MBP, PLP ve MOG ve oligodendrosit kuşağında 

farklılaşmayı (olig2 ve Nkx.2.2) ve remiyelinizasyonu (olig1) uyaran transkripsiyon 

faktörlerinin salınımlarına bakılmıştır. Normal koşullarda omurilikte oluşan lezyondan 

sonra 3 ve 21 günlük periyotlardan sonra oluşan lezyon dorsal ve ventral yollardaki 

beyaz maddede OPC’nin çoğalmasını uyarmıştır. Fakat, OPC’deki bu çoğalma 

demiyelinizasyon oluşmasını engellememiştir. Çünkü immunohistokimyasal olarak 

bakıldığında hem 3 hem de 21 günde olgun oligodendrositlerin sayısında olduğu kadar 

MBP ve PLP salınımlarında da azalma meydana gelmiştir (De Nicola ve ark., 2009). 

Transkripsiyon faktörde meydana gelen bir azalma miyelinizasyon ve miyelinizasyon 

ilişkili oligodendrosit olgunlaşmasında yetersizlik ile sonuçlanmıştır. Franklin ve 

Kotter, (2008)’e göre remiyelinizasyonun bozulması, OPC’nin defektif çoğalmasından 

çok, OPC’nin defektif olgunlaşması ve farklılaşmasından kaynaklanmaktadır. Fakat 

oluşan lezyondan sonra 3 ve 21 günlük periyotlarda günlük progesteron uygulanması 

remiyelinizasyon oluşumunu sağlayabilmiştir. Üç günlük progesteron uygulamasından 

sonra reaktif morfoloji gösteren OPC sayısında, MBP mRNA, transkripsiyon faktörler 

olig2 ve Nkx.2.2 mRNA seviyelerinde daha fazla bir artış meydana gelmiştir. Nkx.2.2, 

temel miyelin proteinlerinin direk sentezinin kontrolü için PLP ve MBP düzenleyicileri 

tarafına bağlanır. OPC’de olig2 ve Nkx.2.2 progesteron stimülasyonu bunların olgun 

formlara farklılaşmasını ve aynı zamanda da oligodendrositlerde hayatta kalmayı 

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

Buna ek olarak 21 gün süre ile progesteron uygulanması da miyelinizasyon 

üzerinde olumlu etkiler yapmıştır. Bu zaman diliminde de progesteron uygulanması 

OPC’nin  farklılaşmasını ve olgunlaşmasını sağlamıştır. Bu değişiklikler PLP protein ve 

olig1 transkripsiyon faktörün artışı ile birlikte meydana gelmektedir. Olig1, kuprizon 
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veya lysolecithin ile oluşan demiyelinizasyonda, demiyelinizasyonun tamirinde ve 

oligodendrogeneziste gereklidir (Arnett ve ark., 2004). Bu yapılan çalışmalar, 

progesteronun OPC’nin farklılaşmasını ve olgunlaşıp miyelinli oligodendrosite 

dönüşümünü arttırıcı etkiye sahip olduğunu göstermektedir (Şekil 7). 

 

 

 

Şekil 7. Oligodendrosit öncül hücreler ve pre-oligodendrositler NG2 için immun pozitiftir fakat olgun 

oligodendrosit belirteci (CC1) miyelin proteinleri için negatif reaksiyon vermektedir. 

Miyelinize ve miyelinize olmayan oligodendrositler NG2 negatif fakat CC1, MBP, PLP 

pozitiftir. 3 gün progesteron verilmesi OPC yoğunluğunu arttırmış ve transkripsiyon faktörler 

olig2 ve Nkx2.2’nin salınımını arttırarak OPC’nin farklılaşmasını uyarmıştır. Hasardan sonra 

21 gün progesteron verilmesi ise oligodendrosit olgunlaşmasını ilerletmiş ve olig1 

(demiyelinize lezyonların onarımı için gerekli) artışını sağlayarak remiyelinizasyonu 

ilerletmiştir. Bu oligodendrosit nesillerinin ilerlemesi, miyelin proteinleri üzerinde 

progesteronun etkisi ile paralellik göstermektedir ve bu omurilikte meydana gelen travmatik 

hasarın tamirinde temel bir basamak oluşturuyor olabilir (De Nicola ve arkadaşları,  2009’dan 

uyarlanmıştır) 

 



 

  

 3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Deney Hayvanları 

Çalışma için etik kurul izni alındı (OMÜ HADYEK, 2008/01). Çalışmada 

TÜBİTAK Marmara Araştırma Merkezi’nden sağlanan, ortalama 25±5g ağırlığında, 3 

aylık, C57BL/6 ırkı 36 adet erkek fare kullanıldı. Bunlardan 24 adedi deneme, 12 adedi 

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

 

3.2. Kuprizonlu Yemin Hazırlanması 

Farelerde toksikasyon kuprizon (Sigma, C9012) ile oluşturuldu. Standart toz 

halindeki 50 kg fare yeminin içerisine 100 gr kuprizon katılarak, karışım iyice 

homojenize edildi. % 0.2 oranında kuprizon içeren karışım, pelet yem haline getirildi.  

 

3.3. Deneme Grupları ve Toksikasyonun Oluşturulması 

Çalışmada 12 adet fare 8 hafta süreyle kuprizonlu yem ile beslenirken (Grup I), 

12 adedi 8 hafta süreyle kuprizonlu yem ve bunu takiben 4 hafta süreyle normal yem ile 

beslendi (Grup II), 12 fare ise 12 hafta süreyle atandart fare yemi ile beslenerek kontrol 

olarak tutuldu (Grup III). Tüm farelerin içme suyuna ad libitum ulaşmaları sağlandı. 

Çalışma sonunda tüm fareler 3 mg/kg ketamin HCl anestezisi altında perfüzyonlarını 

takiben nekropsileri yapıldı. Grupların dağılımı ve toksikasyon süreleri Tablo 1’de 

gösterilmiştir. 
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Tablo 1. Deneme planına göre oluşturulan gruplar, kuprizonun veriliş dönemi ve deneme süreleri 

 

Grup  Verilen kimyasal ajan Deneme süresi (hafta) 

Grup I 

(Demiyelinizasyon grubu) 

% 0.2’lik kuprizonlu yem 8 

Grup II 

(Remiyelinizasyon grubu) 

% 0.2’lik kuprizonlu yem (8 hafta) + 

Normal yem (4 hafta) 

12 

                 Grup III 

(Kontrol grubu) 

Standart yem                  12 

 

3.4. Perfüzyon Tekniğinin Uygulanması 

Perfüzyon için distile su içerisinde % 4’lük paraformaldehit solusyonu 

hazırlanıp pH’ı 7.4’e ayarlandı. Takibinde perfüzyon işleminden önce damarları 

yıkamak amacı ile % 0.9’luk NaCl solusyonu hazırlandı. Sıvı verilirken yüksek basınç 

nedeni ile damarların zarar görmesini önlemek amacı ile verilecek sıvının akış hızının 

20 ml/dk olması için hazırlanan her iki solüsyon şişesi operasyon masasından 100 cm 

yüksekliğe asıldı (dakikada 20 ml/dk akış sağlayacak şekilde). Her bir hayvan 3 mg/kg 

dozda ketamin HCl anestezisi altında uyutulduktan sonra göğüs boşluğu açılarak kalp 

ortaya çıkarıldı. Sol ventrikulustan ince uçlu intraket (5 mm’lik) ile girildi ve verilen 

sıvının vücudu dolaştıktan sonra çıkışını sağlamak amacıyla sağ atriyuma kesit atılarak 

önce % 0.9’luk 200 ml NaCl ile damarlar yıkandı (Eksanguinasyon metodu ile ötenazi) . 

Daha sonra 200 ml, % 4’lük paraformaldehit ile perfüzyon yapıldı (Australian 

Phenomics Network). 

 

3.5. Histopatolojik İnceleme İçin Doku Kesitlerinin Hazırlanması  

Perfüzyon sonunda hayvanların beyinleri çıkarılarak, Harward Üniversitesi 

tarafından fareler için hazırlanmış beyin atlasına göre 165, 315 ve 446. bölgelerden 
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geçerek KK (Şekil 8), KA (Şekil 9) ve SSP (Şekil 10) bölgeleri açığa çıkacak şekilde 

beyin üç parçaya ayrıldı (Anonim). Trimlenen beyin örnekleri % 4’lük paraformaldehit 

ile +4 Cº de 24 saat daha tespit edildikten sonra bir gün boyunca akarsu altında yıkandı 

ve alkol-ksilol serilerinden geçirilerek parafinde bloklandı. Daha sonra Rotary (Leica, 

RM 2125) mikrotomda 6 μm kalınlığında kesitler alındı. Dokuların bir kısmı ise frozen 

kesit almak üzere ayrıldı. Frozen kesit alınacak dokular ise +4 Cº de 24 saat post 

fikzasyondan sonra % 30’luk sukroz içerisinde 48 saat daha bekletildi. Bu süre sonunda 

dokulardan kryostat ile (Leica, CM 1510-1) yaklaşık 6 μm kalınlığında kesitler alınarak 

saklandı.  

 

 

              

Şekil 8 Harward Üniversitesi tarafından fareler için hazırlanmış beyin atlasına göre beynin 165. 

bölgesinden geçen kesitte KK’un görünümü (anonim) 

 

 

 

 

 

http://www.hms.harvard.edu/research/brain/atlas.html
http://www.hms.harvard.edu/research/brain/atlas.html
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Şekil 9. Harward Üniversitesi tarafından C57BL/6 fareler için hazırlanmış beyin atlasına göre beynin 

315. bölgesinden geçen kesitte KA’nın görünümü (anonim) 

 

 

 

Şekil 10. Harward Üniversitesi tarafından C57BL/6 fareler için hazırlanmış beyin atlasına göre beynin 

446. bölgesinden geçen kesitte SSP’ün görünümü (anonim) 
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3.6. Luxol-Fast Blue Crsyl Violet Tekniği 

Alınan tüm doku kesitlerine demyelinizasyon-remyelinizasyonu belirlemek 

amacıyla Luxol-Fast Blue (LFB) metodu ile miyelin boyası yapıldı. Kesitler ksilol’de 

deparafinize edilip, seri alkollerden geçirilerek dehidre edildikten sonra 56 Cº ısıda, 

LFB solusyonu içerisinde bir gece bekletildi. Bu süre sonunda boyanın fazlasını 

gidermek amacı ile kesitler % 95’lik alkol içerisinde beş dakika bekletildikten sonra 

distile suya alındı. Boyanan kesitler farklılaştırmalarının sağlanması amacı ile 30 saniye 

(sn) lityum karbonat solusyonuna daldırıldı. Farklılaştırma işlemine % 70’lik alkolde 30 

sn daha devam edilip, kesitler distile suya alındı. Bu işlemlerden sonra mikroskop 

altında gri maddenin ak maddeden keskin bir sınırla ayrıldığı gözleninceye kadar 

farklılaştırma işlemine devam edildi. Sonrasında kesitler distile suya alındı. Daha sonra 

cresyl-violet ile 30-40 sn. kadar çekirdek boyası yapıldı ve kesitler tekrar distile suya 

alındı. Bu işlemi takiben kesitler % 95’lik alkollerden 2 kere 5’er dk ve % 100’lük 

alkollerden geçirilip ksilende 2 kere 5’er dk daha bekletildikten sonra, Entellan (Merck) 

kullanılarak kapatıldı (Ashley ve ark., 2006). Sonuçların değerlendirilmesi Nicon 

Eclipse E600W ışık mikroskobu yardımıyla yapıldı ve gerekli görülen alanların Nikon, 

DS Camera Head DS-5M ile mikroskobik fotoğrafları çekildi. 

 

3.7. İmmunohistokimyasal  Boyama Tekniği 

Parafinde hazırlanan doku bloklarından alınan kesitlere Tablo 2’de isimleri 

verilen proteinlerin varlığını belirlemek için strepto avidin biotin peroksidaz kompleks 

tekniği (SABK) uygulandı. Primer antikorlar, üretici firmanın önerileri doğrultusunda 

ve daha önce yapılan ön çalışmalarla belirlenen oranlarda phosphate buffered saline 

(PBS, pH 7.4) ile sulandırıldı (Tablo 2). İmmunohistokimyasal boyamalarda SABK 

teknik için alınan hazır kit (Zymed, Histostain Plus Kit, California, USA) kullanıldı ve 

tüm uygulamalar önerilen standart prosedüre göre yapıldı Buna göre kesitler, aseton-3-

etoksipropilamin (Merck, katolog no: 8.21619, 100 ml aseton, 2 ml 3-etoksipropilamin) 

ile kaplanmış lamlara alındı. 30 dakika 58 °C’lik etüvde kurutuldu. Kesitler ksilolde 

deparafinize edilip seri alkollerde dehidre edildi. Formalinin dokudaki antijenik yapıyı 

maskeleyici etkisini gidermek için, kesitler sitrat tamponlu solüsyonda mikrodalga 
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fırında 600 watta 20 dakika kaynatıldı ya da % 0,1’lik sığır serum albümin-triton x100 

karışımı (BSA, Sigma-Aldrich, A9418) damlatılarak 20 dakika bekletildi. Kesitler, 

endojen peroksidaz aktivitesini gidermek üzere metanolde hazırlanmış %3’lük H2O2’te 

7 dakika bekletildi ve protein bloke edici serumda 10 dakika tutuldu. Daha sonra tablo 

2’de gösterildiği gibi primer antikorlar ile +4 C° inkübe edildi. Primer antikorların 

üretici firmalarının önerileri doğrultusunda pozitif kontroller ile negatif kontrol olarak 

PBS (pH 7.4) kullanıldı. Yıkamayı takiben kesitlere biotinle işaretli sekonder antikor 

damlatılarak 30 dakika bekletildikten sonra streptavidin peroksidaz enzimi (Histostain-

Plus Kits, California, USA) ile 30 dakika inkübe edildi. Protein bloke edici serumu ile 

inkubasyon aşaması hariç tüm işlemlerden sonra kesitler 2 kez 5 dakika süreyle PBS ile 

yıkandı. Son olarak kesitler 3-amino-9-etilkarbazol (AEC) (Zymed AEC RED substrat 

kit, ABD) kromojeni ile mikroskop altında kontrollü olarak 10 dakika süreyle boyandı. 

Gill’s hematoksilen ile karşıt boyamaları yapıldı. Su bazlı yapıştırıcı (Shandon Immu-

mount) ile kesitler kapatıldı ve ışık mikroskobunda (Nikon, YS 100)  incelendi. 

Glial fibriler asidik protein, P450arom, 3βHSD ve NG2 ile 

immunohistokimyasal boyama yapılan kesitlerin değerlendirilmesi, her üç beyin 

bölgesinde de boyanan hücre stoplazması sayılarak yapıldı.  

 

3.8. Triton x100 Solusyonunun Hazırlanması 

100 ml PBS içerisine 0.1 gr BSA (Sigma A-4503) katılarak eritildi. Daha sonra 

üzerine 30 µl triton x100 (AMRESCO, 0694) eklenip karıştırıldı (Cell staining 

protocol). 
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Tablo 2. İmmunohistokimyasal boyamalar için çalışmada kullanılan antikorlar ve bu antikorların 

özellikleri 

 

 

Antikor 

(Klon) 

 

Antikor türü 

 

     Antijeni açığa 

   çıkarma yöntemi  

 

Sulandırma 

oranı 

 

Üretici firma 

 

MBP   

 

Monoklonal 

Sitrat tamponlu 

solusyonda 

Mikrodalga fırında 

600watt 20 dk 

 

1/100  

 

Abcam 

(ab7349) 

 

3βHSD 

 

Poliklonal 

 

BSA 20 dk. 

Oda ısısında 

 

1/3000 

 

Abcam 

(ab65156) 

 

P450arom  

 

Poliklonal 

 

BSA 20 dk. 

Oda ısısında 

 

1/1000 

 

Novus 

(AP00001PU-

N) 

 

GFAP  

 

Poliklonal 

 

Sitrat tamponlu 

solusyonda  

Mikrodalga fırında 

600watt 20 dk 

 

1/500 

 

Abcam 

(ab7779) 

 

NG2  

 

Poliklonal 

 

BSA 20 dk. 

Oda ısısında 

 

1/1000 

 

Abcam 

(ab81104) 
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3.9. Demiyelinizasyonun Değerlendirilmesi 

Luxol-Fast Blue ve MBP ile yapılan boyama sonuçlarına göre demyelinizasyon 

ve remyelinizasyon derecelerini belirlemek amacı ile 0 dan 3’e kadar iki patolog 

tarafından kör olarak skorlandı. 3, normal yem ile beslenen kontrol gruplarındaki 

miyelin miktarını, 2, hafif derecede demiyelinizasyonu, 1, şiddetli ve 0 ise tam 

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

 

3.10. Hücre Sayımı Metodu 

Harward Üniversitesi tarafından C57BL/6 fareler için hazırlanmış beyin 

atlasına göre KK, KA ve SSP bölgelerinden geçecek şekilde alınan kesitler 

immunohistokimyasal olarak GFAP, NG2, P450arom ve 3βHSD antikorları ile boyandı 

ve Nikon, DS Camera Head DS-5M sistemi ile 20’lik objektifle adı geçen bölgelerin 

tümü fotoğraflandı. Elde edilen fotoğraflarda immunohistokimyasal olarak sitoplazması 

pozitif boyanan herbir hücre, her üç bölge için ayrı ayrı sayıldı. 

 

3.11. İstatistiksel Analiz Metodu 

Çalışmada gruplar arasındaki farklılıklar organlara göre tek yönlü varyans 

analizi tekniğine göre yapıldı. Gruplar arası farklılıklar DUNCAN çoklu karşılaştırma 

testi ile araştırıldı. Ayrıca, gruplar için tanıtıcı istatistikler Tablo 4’de özetlendi. 

Sonuçlar SAS, (2009) istatistik paket programı kullanılarak elde edildi.



 

4. BULGULAR 

4.1. Klinik Bulgular 

Deneme gruplarındaki farelerde, kuprizonlu yem ile beslenmeye başlandıktan 

bir hafta sonra klinik bulgu olarak sadece durgunluk gözlendi. Deney süresince erken 

ölümlere rastlanmadı.  

 

4.2. Makroskobik Bulgular 

Kuprizonlu yem ile beslenmeye alınan farelerin MSS’de herhangi bir 

makroskobik bulgu gözlenmedi. 

 

4.3. Histokimyasal Bulgular 

Çalışma grupları ile kontrol gruplarına ait KK, KA ve SSP bölgeleri, miyelin 

miktarını belirlemek amacı ile immunohistokimyasal olarak MBP antikoru ile ve 

histokimyasal olarak LFB ile boyandı. Değerlendirme semikalitatif olarak yapıldı. Her 

iki boyanma sonrasında aynı veriler elde edildi. LFB ile boyanma sonucu Tablo 3’te 

gösterilmiştir. Miyelin temel protein antikoru ile boyanma sonuçları Şekil 15 ve 16’da 

gösterilmiştir.  

 

Tablo 3. LFB ve MBP ile boyanan grupların semikalitatif olarak ortalama değerleri 

 

      Korpus Kallozum Kornu Ammonis Serebellar Süperior 

Pedünkül 

Grup I ortalaması 1 0 1 

Grup II ortalaması 2 2 2 

Grup III (Kontrol) 
ortalaması 

3 3 3 

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

miyelinizasyon 
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Kontrol grubundaki farelerin KK bölgesinde meydana gelen boyanma (Şekil 

11 a, 12 a) ile kıyaslandığında I. deneme grubunda KK bölgesinde miyelin kaybının 

genel olarak hem orta hem de lateral bölgede daha şiddetli olduğu gözlenirken (olgu no: 

1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12) (Şekil 11 b, 12 b), 1 farede hafif olduğu dikkati çekti 

(olgu no: 2). II. deneme grunda ise miyelin kaybının 10 farede hafif derecede olduğu 

belirlenirken (olgu no: 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 11, 12), 2 farede miyelin miktarının 

kontrollerin miyelin miktarı ile aynı olduğu (olgu no: 6, 10) gözlendi (Şekil 11 c, 12 c). 

 

 

Şekil 11. KK’nın orta bölgesi a: LFB ile boyanan miyelin (ok), kontrol grubu, b: Kuprizonlu yem 

yedirilen farelerde KK’da şekillenen demiyelinize alanlar (ok), I. deneme grubu, c: KK’da 

demiyelinizasyonun ardından normal yeme geçildikten sonra miyelin kılıfın yeniden oluştuğu 

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

 

 

Şekil 12. KK’nın lateral bölgesi a: LFB ile boyanan miyelin (oklar), kontrol grubu, b: Kuprizonlu yem 

yedirilen farelerde KK’da şekillenen demiyelinize alanlar (oklar), I. deneme grubu, c: KK’da 

demiyelinizasyonun ardından normal yeme geçildikten sonra miyelin kılıfın yeniden oluştuğu 

alanlar (oklar), II. deneme grubu, LFB x4 objektif 
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Kornu ammonisin stratum lakunozum molekülare (SLM) katmanındaki 

boyanmalar kontrol grupları (Şekil 13 a, b) ile karşılaştırıldığında I. deneme grubunda 8 

farede tam demiyelinizasyon meydana gelirken (olgu no: 1, 2, 3, 4, 7, 8, 9, 10) (Şekil 13 

c, d), 3 farede şiddetli (olgu no: 5, 6, 11), 1 farede ise hafif demiyelinizasyonun (Şekil 

13 e, f) şekillendiği tespit edildi (olgu no: 12). II. deneme grubunda 10 farede hafif 

şiddette demiyelinizasyon gözlenirken (olgu no: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 12), 2 farede 

şiddetli derecede (olgu no: 10, 11) demiyelinizasyonun olduğu gözlendi.  

 

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

d: Kuprizonlu yem ile beslenen farelerde KA’da oluşan demiyelinize alanlar, I. deneme grubu, 

e ve f: Normal yeme geçtikten sonra tekrar şekillenen miyelin (oklar), II. deneme grubu, LFB, 

a, c, e x10 objektif ve b, d, f x20 objektif 
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Kontrol grubundaki fareler (Şekil 14 a) ile kıyaslandığında I. deneme grubunun 

SSP’ünde 3 adet farede tam (olgu no: 4, 6, 8), 7 farede şiddetli (olgu no: 1, 2, 3, 5, 10, 

11, 12), 2 adet farede ise (olgu no: 7, 9) hafif derecede demiyelinizasyonun meydana 

geldiği gözlendi (Şekil 14 b). II. deneme grubunda 1 adet farede şiddetli (olgu no: 12), 9 

adet farede hafif şiddette (olgu no: 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10) demiyelinizasyon 

şekillenirken, 2 adet faredeki miyelin miktarı kontrol grupları ile aynı bulundu (olgu no: 

4, 11) (Şekil 14 c).  

 

 

Şekil 14. SSP‘de LFB boyamaları, a: Kontrol grubundaki yoğun miyelinize alanlar (yıldız), b: 

Kuprizonlu yem ile beslenen farelerde oluşan demiyelinizasyon (yıldız), I. deneme grubu, c: 

II. deneme grubunda remiyelinizasyon alanları (yıldız), LFB, x4 objektif 

 

4.4. İmmunohistokimyasal Bulgular 

4.4.1 Miyelin Temel Protein 

Miyelin temel protein antikoru ile boyanan çalışma grupları ile kontrol 

gruplarına ait KK, KA ve SSP bölgelerinin incelemesi semikalitatif olarak yapıldı ve 

sonuçlar Tablo 3’te değerlendirildi. 

KK bölgesinde yapılan immunohistokimyasal boyamada kontroller ile 

karşılaştırıldığında demiyelinizasyon grubunda (grup I) şiddetli miyelin kaybının 

olduğu gözlendi. Remiyelinizasyon grubunda ise (II. deneme grubu) boyanmanın I. 

deneme grubuna oranla fazla, fakat kontrol gruplarından daha az yoğunlukta olduğu 

dikkati çekti (Şekil 15). 
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Şekil 15. KK’daki MBP İmmunopozitifliği, KK, a: Şiddetli MBP immunopozitif alanlar (oklar), kontrol 

grubu, b: KK’da oluşan demiyelinize alanlar (oklar), I. deneme grubu, c: Kuprizon ile oluşan 

demiyelinizasyonun ardından normal yeme geçtikten sonra KK bölgesinde MBP 

immunopozitifliği (oklar), II. deneme grubu SABK metod/AEC, x4 objektif 

 

KA bölgesinde SLM’de yapılan immunohistokimyasal boyamalarda kontrol 

gruplarında miyelin kılıflarda yoğun bir boyanma gözlenirken, demiyelinizasyon 

grubunda (grup I) bu bölgede herhangi bir boyanma meydana gelmedi. II. grupta ise 

kontrollere yakın yoğunlukta bir boyanma gözlendi (Şekil 16). 

SSP bölgesinde ise kontrol gruplarında yoğun şekilde bir boyanma elde 

edilirken, I. deneme grubunda şiddetli demiyelinizasyonu işaret eden çok az miktarda 

miyelin boyanması gerçekleşti. Remiyelinizasyon grubunda (II. deneme grubu) ise, 

kontrollere yakın bir boyanmanın meydana geldiği belirlendi.  
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Şekil 16. KA’de MBP immunopozitifliği a ve b: SLM’deki MBP immunopozitif alanlar (oklar), kontrol 

grubu, c ve d: SLM’de tam demiyelinizasyon şekillenen bölgedeki MBP immunonegatif 

alanlar, I. deneme grubu,, e ve f: SLM’de tekrar şekillenen miyelin kılıfta meydana gelen MBP 

immunopozitif alanlar (oklar), II. deneme grubu, SABK metod/AEC, a, c, e x10 objektif ve b, 

d, f x20 objektif 

 

4.4.2. Glial Fibriler Asidik Protein 

Deneme ve kontrol gruplarındaki farelerin KK, KA ve SSP bölgelerinde GFAP 

antikoru ile yapılan immunohistokimyasal boyamalar sonucunda elde edilen bulguların 

semikalitatif değerleri ve istatistiksel farklılıklarını ortaya koyan sonuçlar Tablo 4’te 

gösterilmektedir. 



41 
 

Glial fibriler asidik protein antikoru ile yapılan boyamada sitoplazmik, 

homojen tarzda bir boyanma elde edildi. Kontrol gruplarında KK bölgesinde çok az 

sayıda kısa çıkıntılara sahip GFAP pozitif astrositler belirlendi (Şekil 17 a, b). I. deneme 

grubunun KK bölgesinde ise GFAP pozitif hücre sayısının kontrol grubu ile 

kıyaslandığında oldukça artmış olduğu belirlendi (Şekil 17 c, d). Bu iki grup arasındaki 

fark istatistiksel olarak anlamlıydı (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 çıkıntılara sahiptiler. II. 

deneme grubunda ise, GFAP pozitif astrosit sayısı kontrollere göre anlamalı derecede 

artmış olmakla birlikte, I. deneme grubu ile kıyaslandığında daha az sayıda olduğu 

belirlendi (P<0.01) (Şekil 17 e, f). 

 Kornu ammonisin SLM bölgesinde GFAP antikoru ile yapılan 

immunohistokimyasal boyamalar sitoplazmik ve homojen karakterde gerçekleşti. 

Kontrol grubunda bölgede az sayıda GFAP pozitif astrosit tespit edildi (Şekil 18 a, b). I. 

deneme grubunda ise şiddetli astrogliozisin meydana geldiği ve buradaki astrositlerin de 

kontrollere oranla hipertrofik ve daha uzun çıkıntılara sahip oldukları dikkati çekti 

(Şekil 18 c, d). Remiyelinizasyon grubunda kontrollere kıyasla daha fazla sayıda GFAP 

pozitif astrosit (Şekil 18 e, f) tespit edilirken, bu gruptaki pozitif hücrelerin I. deneme 

grubundan daha az sayıda olduğu belirlendi. Yapılan değerlendirme sonucunda tüm 

gruplarda KA’de GFAP pozitif boyanan hücre sayısı arasındaki bu farklılıkların 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu gözlendi (P<0.01). 
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Tablo 4. KK, KA ve SSP’de yapılan immunohistokimyasal boyama sonuçlarının istatistiksel değerleri 

 

Organlar Çalışma Grupları GFAP P450arom 3βHSD NG2 

 

 

 

 

KK 

 

I. Deneme Grubu 

 

166.16±10.37 

a
 

 

33.91±2.06 

a 

 

 

25.33±2.00 

a 

 

42.50±17.0 

a 

 

II. Deneme 

Grubu 

 

84.75±4.42 

b
 

 

13.41±1.47 

b
 

 

9.66±1.32 

b 

 

18.50±1.89 

b 

 

Kontrol Grubu 

 

23.00±1.86 

c 

 

0.00±0.00 

c 

 

0.00±0.00 

c 

 

10.25±0.75 

c 

 

 

 

 

KA 

 

I. Deneme Grubu 

 

79.9± 4.4 

a 

 

8.71±0.60 

a 

 

11.16±0.94 

a 

 

- 

 

II. Deneme 

Grubu 

 

39.7±4.8 

b 

 

4.4±0.64 

b 

 

5.00±0.73 

b 

 

- 

 

Kontrol Grubu 

 

15.7±1.38 

c 

 

0.00±0.00 

c 

 

0.00±0.00 

c
 

 

-
 

 

 

 

 

SSP 

 

I. Deneme Grubu 

 

87.25±4.85 

a 

 

 

13.00±1.23 

a 

 

15.42±1.34 

a 

 

 

47.00±7.31 

a 

 

 

II. Deneme 

Grubu 

 

29.25±2.54 

b 

 

6.87±0.83 

b 

 

6.57±1.46 

b 

 

21.60±5.36 

b 

 

Kontrol Grubu 

 

13.75±1.23 

c 
 

 

0.00±0.00 

c 

 

0.00±0.00 

c 

 

13.00±2.12 

c 

a, b, c, farklı harfi taşıyan sütunlarda grup ortalamaları arasındaki fark istatistiki olarak önemlidir 

(P<0.01), (Değerler median cinsten elde edilen ortalama değerlerdir) 
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Şekil 17. KK’da GFAP immun boyanmaları, a ve b: GFAP immunopozitif astrositler (oklar), kontrol 

grubu, c ve d: Kuprizonlu yem ile beslenme sonucunda KK bölgesinde oluşan astrogliozis ve 

hipertrofik GFAP pozitif astrositler (ok), I. deneme grubu, e ve f: Kuprizonlu yem verilmesi 

kesildikten sonra remiyelinizasyon gerçekleşen KK bölgesindeki sayısı tekrar azalmaya 

başlayan GFAP pozitif astrositler (ok), II. deneme grubu, SABK metod/AEC, a, c, e x20 

objektif ve b, d, f x40 objektif 
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Şekil 18. KA’da GFAP immun boyanmaları, a ve b: Az sayıda GFAP pozitif astrositler (oklar), kontrol 

grubu, c ve d: Kuprizonlu yem ile beslenme sonucunda bölgede oluşan astrogliozis ve 

hipertrofik GFAP pozitif astrositler (oklar), I. deneme grubu, e ve f: Kuprizonlu yem verilmesi 

kesildikten sonra remiyelinizasyon gerçekleşen bölgede GFAP pozitif astrositler (oklar), II. 

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

 

Serebellar süperior pedünkül bölgesinde GFAP antikoru ile yapılan 

immunohistokimyasal boyamada homojen ve sitoplazmik bir boyanma elde edildi. 

Kontrol grubunda diğer bölgelerde olduğu gibi çokaz sayıda GFAP pozitif astrosit tespit 

edilirken, I. deneme grubunda yine çok şiddetli boyanan belirgin bir astrositozin olduğu 

dikkati çekti (Şekil 19 a-d). II. deneme grubunda orta şiddette astrositozisin varlığı göze 

çarptı (Şekil 19 e, f). Gruplar arasındaki fark istatistiksel açıdan anlamlıydı (P<0.01). 
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Şekil 19. SSP’de GFAP immun boyanmaları, a ve b: Az sayıda GFAP pozitif astrositler (ok), kontrol 

grubu, c ve d: Kuprizonlu yem ile beslenen grupta şekillenen astrositozis ve GFAP pozitif 

astrositler (ok), I. deneme grubu, e ve f: Kuprizonlu yem verilmesi kesildikten sonra 

remiyelinizasyon oluşan bölgede orta derecede astrositozis ve GFAP pozitif hücreler (ok), II. 

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

 

4.4.3. NG2 Kondroitin Sülfat 

Deneme ve kontrol gruplarındaki farelerin KK ve SSP bölgelerine ait NG2 

antikoru ile yapılan boyama sonuçlarının semikalitatif değerleri ve istatistiksel 

farklılıklarını ortaya koyan sonuçlar Tablo 4’te özetlenmektedir. 
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NG2 antikoru ile yapılan immunohistokimyasal boyamada homojen 

sitoplazmik bir reaksiyon elde edildi. Kontrol gruplarındaki hayvanların KK’da az 

sayıda pozitif hücrelere rastlanırken, I. deneme grubunda bu hücrelerde belirgin bir artış 

gözlendi (Şekil 20 a-d). II. deneme grubundaki farelerin KK’da ise yoğun fakat I. 

deneme grubu ile kıyaslandığında daha az sayıda pozitif hücre belirlendi (Şekil 20 d, e). 

Gruplar arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulundu (P<0.01). 

Serebellar süperior pedünkül bölgesinde NG2 antikoru ile yapılan 

immunohistokimyasal boyamada kontrol gruplarında az sayıda pozitif hücreye rastlandı 

(Şekil 21 a, b). I. deneme grubunda  meydana gelen boyanmada, pozitif hücre sayısı 

kontrollere göre oldukça artmıştı (P<0.01) (Şekil 21 c, d). II. deneme grubunda ise 

kontrollerde boyanan pozitif hücrelerden daha fazla fakat I. deneme grubundan daha az 

sayıda pozitif hücre mevcuttu (P<0.01) (Şekil 21 d, e). 
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 Şekil 20. KK’da NG2 immun boyanmaları, a ve b: Az sayıda NG2 pozitif hücreler (ok), kontrol grubu, c 

ve d: Kuprizonlu yem verilen demiyelinizasyon grubundaki sayısı artmış NG2 immunopozitif 

hücreler (ok), I. deneme grubu, e ve f: Remiyelinizasyon grubunda NG2 immunopozitif 

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

 

Kornu ammonis bölgesinde NG2 antikoru ile yapılan immmunohistokimyasal 

boyamalarda her üç grupta da herhangi bir boyanma elde edilemedi. 
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Şekil 21. SSP’de NG2 immun boyanmaları, a ve b: Az sayıda NG2 pozitif hücreler (ok), kontrol grubu, c 

ve d: Kuprizonlu yem verilen demiyelinizasyon grubunda demiyelinizasyon alanında sayısı 

artmış olan NG2 pozitif hücreler (ok), I. deneme grubu, e ve f: Remiyelinizasyon oluşturulan 

gruptaki NG2 pozitif hücreler (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 gruplarındaki farelerin KK, KA ve SSP bölgelerine ait 

P450arom antikoru ile yapılan immun boyama sonucunda elde edilen bulguların 

semikalitatif değerleri ve istatistiksel farklılıklarını ortaya koyan sonuçlar Tablo 4’te 

gösterilmektedir. 
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Aromataz antikoru ile yapılan immunohistokimyasal boyanmada sitoplazmik ve 

homojen yapıda bir boyanma elde edildi. Kontrol gruplarında KK bölgesinde herhangi 

bir boyanmaya rastlanmadı (Şekil 22 a, b). I. deneme grubunda yapılan boyamada 

KK’da yoğun bir şekilde boyanma gözlenirken, II. deneme grubunda I. deneme 

grubuyla kıyaslandığında daha az sayıda glial boyanma dikkati çekti (P<0.01) (Şekil 22 

e, f). 

 

 

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

P450arom pozitif glia hücreleri (oklar), I. deneme grubu, e ve f: Kuprizonlu yem verilmesi 

kesildikten sonra remiyelinizasyon gerçekleşen KK bölgesindeki P450arom immunopozitif 

glialar (oklar), II. deneme grubu, SABK metod/AEC, a, c, e x20 objektif ve b, d, f x40 objektif 
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Aromataz antikoru ile KA bölgesinde yapılan immunohistokimyasal boyamada 

kontrol grupları hariç (Şekil 23 a) diğer iki grupta da  pozitif boyanmalar elde edildi. I. 

deneme grubunda orta derecede bir boyanmaya rastlanırken (Şekil 23 b), bu oranın II. 

deneme grubunda azaldığı gözlendi (Şekil 23 c). I. ve II. deneme grupları arasındaki bu 

farkın istatistiki olarak anlamlı olduğu belirlendi (P<0.01). 

 

 

 Şekil 23. KA’da P450arom immun boyanmaları, a: P450arom negatif alan, kontrol grubu, b: P450arom 

pozitif glia hücreleri (oklar), I.deneme grubu, c: P450arom immunopozitif glia hücreleri (oklar), 

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

 

Serebellumda SSP bölgesinde P450arom antikoru ile yapılan 

immunohistokimyasal boyamada homojen ve sitoplazmik bir boyanma meydana geldi. 

Kontrol gruplarında bu bölgede de herhangi bir pozitif boyanma şekillenmedi (Şekil 24 

a, b). I. deneme grubunda orta derecede bir boyanma elde edildi (Şekil 24 c, d). II. 

deneme grubunda P450arom immunopozitif glia hücreleri mevcuttu, fakat pozitif 

boyanan bu hücre sayılarının I. deneme grubuna oranla azaldığı saptandı (P<0.01) 

(Şekil 24 e, f). 
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 Şekil 24.  SSP’de, P450arom immun boyanmaları, a ve b: P450arom immunonegatif alan, kontrol grubu, 

c ve d: P450arom pozitif glia hücreleri (oklar), I. deneme grubu, e ve f: Kuprizon verilmesi 

kesildikten sonra remiyelinizasyon gerçekleşen SSP bölgesindeki P450arom pozitif glialar 

(oklar), II. deneme grubu, SABK metod/AEC, a, c, e x20 ve b, d, f x40 objektif 

 

4.4.5. 3 Beta-Hidroksi Steroid Dehidrojenaz 

Deneme ve kontrol gruplarındaki farelerin KK, KA ve SSP bölgelerine ait 

3βHSD antikoru ile yapılan boyama sonucundan elde edilen bulguların semikalitatif 

değerleri ve istatistiksel farklılıklarını ortaya koyan sonuçlar Tablo 4’te 

gösterilmektedir. 
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Kontrol hayvanların KK bölgesinde herhangi bir boyanma elde edilemezken, I. 

deneme grubunda orta şiddette bir boyanmanın meydana geldiği gözlendi (Şekil 24 a-

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

azaldığı dikkati çekti (Şekil 24 e, f). Bu iki grup arasındaki farkın istatistiksel olarak 

anlamlı olduğu belirlendi (P<0.01). 

 

 

Şekil 25. KK’da 3βHSD immun boyanmaları, a ve b: 3βHSD immunonegatif alan, kontrol grubu, c ve d: 

3βHSD pozitif glia hücreleri (oklar), I. deneme grubu, e ve f: Kuprizonlu yem verilmesi 

kesildikten sonra remiyelinizasyon gerçekleşen KK bölgesindeki 3βHSD pozitif glialar (ok), II. 

deneme grubu, SABK metod/AEC, a, c, e x20 ve b, d, f x40 objektif 
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Kontrol gruplarında KA bölgesinin SML katmanında 3βHSD antikoru ile 

yapılan immunohistokimyasal boyamada herhangi bir immunopozitif boyanmaya 

rastlanmadı (Şekil 26 a). I. deneme grubu olan demiyelinizasyon grubunda orta şiddette 

bir boyanma elde edilirken, remiyelinizasyon grubunda (II. deneme grubu) ise I. 

deneme grubundan daha az sayıda hücrenin boyandığı saptandı (P<0.01) (Şekil 26 b, c). 

 

 

Şekil 26. KA’de, 3βHSD immun boyanmaları, a: 3βHSD immunonegatif alan, kontrol grubu, b: 3βHSD 

immunopozitif glia hücreleri (oklar), I.deneme grubu. c: 3βHSD pozitif glia hücreleri (oklar), II. 

deneme grubu, SABK metod/AEC, x40 objektif 

 

SSP bölgesinde 3βHSD antikoru ile yapılan immunohistokimyasal boyamada 

kontrol gruplarında herhangi bir immunopozitif boyanmaya rastlanmadı (Şekil 27 a, b). 

I. deneme grubunda immunopozitif boyanmanın meydana geldiği, II. deneme grubunda 

ise boyanan hücre sayısının anlamlı derecede azaldığı saptandı (P<0.01) (Şekil 27 c-f). 
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 Şekil 27. SSP’de 3βHSD immun boyanmaları,  a ve b: 3βHSD immunonegatif alan, kontrol grubu, c ve 

d: 3βHSD immunopozitif glia hücreleri (oklar), I. deneme grubu, e ve f: Kuprizonlu yem 

verilmesi kesildikten sonra remiyelinizasyon gerçekleşen SSP bölgesindeki 3βHSD 

immunopozitif glialar (ok), II. deneme grubu, SABK metod/AEC, a, c, e x20 objektif ve b, d, f 

x40 objektif 

 



 

 

5. TARTIŞMA 

Kuprizon klinik kimyada kullanılmak için üretilmiş ve bakır ile şelat oluşturan 

bir maddedir. Erkek C57BL/6 farelerde kuprizon intoksikasyonu, MSS’de 

oligodendrosit kaybı, demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon çalışmak için kullanılan bir 

modeldir (Taylor ve ark., 2010).  

Yapılan çalışmada demiyelinizasyon derecesini belirlemek için LFB ile boyanan 

kesitlere yapılan skorlamada; I. deneme grubunda KK, KA ve SSP bölgelerinde şiddetli 

demiyelinizasyonun şekillendiği gözlendi. Remiyelinizasyon grubu olan II. deneme 

grubunda ise miyelin kılıfların tekrar oluşmaya başladığı, ancak her üç bölgede de hafif 

demiyelinizasyon alanlarının varlığı belirlendi. Çalışmadan elde edilen bu bulgular, 

daha önce her üç bölgede demiyelinizasyon oluşturularak yapılan çalışma sonuçları ile 

paralellik göstermektedir (Norkute ve ark., 2009; Peter ve ark., 2009). Miyelin temel 

protein gibi miyelin proteinleri, çok katmanlı kompakt miyelin kılıfın sitozolik yüzüne 

yapışmış olarak bulunan bir proteindir (Boggs, 2006; Moscarello ve ark., 2007). Bu 

protein MSS miyelininin şekillenmesinde şimdiye kadar bulunan tek yapısal proteindir 

(Boggs, 2006) ve miyelinin yönetici molekülü olarak kabul edilir (Peter ve ark., 2009). 

Bu çalışmada MBP ile yapılan immunohistokimyasal boyamada demiyelinizasyon 

grubunda (I. deneme grubu), kontrol grubu ve II. deneme grubu ile karşılaştırıldığında 

KK, KA ve SSP bölgelerinde, daha önce bildirilen çalışmalarda olduğu gibi (Ludwin ve 

Sternberger, 1984; Peter ve ark., 2009; Skripuletz ve ark., 2009) MBP pozitif alanların 

oldukça az olduğu tespit edildi. Taylor ve ark., (2010) sekiz haftalık erkek C57BL/6 

farelere 5 hafta süre ile % 0.2 oranında kuprizonlu yem vererek KK bölgesinde 

demiyelinizasyon oluşturmuşlardır. Norkute ve ark., (2009) yaptıkları çalışmada 8 

haftalık erkek C57BL/6 farelere 3-7 haftalık periyotlar halinde % 0.2 oranında kuprizon 

içeren pelet yem vererek beynin KA bölgesinin SLM katmanında değişik derecelerde 

demiyelinizasyon meydana getirmişlerdir. Yine, Skripuletz ve ark., (2009) 8 haftalık 

C57BL/6 ırkı farelere % 0.2 oranında kuprizon içeren pelet yemi 4, 6, 8, 10, 12, 13, 14 

ve 20 haftalık sürelerle ad libitum olarak vererek, SSP bölgesinde haftalara göre değişen 

derecelerde  demiyelinizasyon oluşturmuşlardır. Yapılan çalışmada MSS’nin her üç 

bölgesinde şekillenen demiyelinizasyon, yapılan bu çalışmalar ile uyum sağlamaktadır. 

C57BL/6 farelere % 0.2 oranında kuprizonlu yem verilerek yapılan birçok çalışmada, 
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KK, KA ve SSP bölgelerinde üçüncü ve dördüncü haftalardan itibaren 

demiyelinizasyonun şekillenebildiği (Matsusima ve Morell 2001; Koutsoudaki ve ark., 

2009; Skripuletz ve ark., 2009; Taylor ve ark., 2010), ancak 5. ve 6. haftalarda lezyonun 

maksimum seviyelere çıktığı gözlenmiştir (Norkute ve ark., 2009; Peter ve ark., 2009; 

Taylor ve ark., 2010).  

 Farelerde kuprizon ile şekillendirilen demiyelinizasyonun haftalara göre 

şiddetini belirleyen bazı faktörler vardır. Bunlardan bir tanesi kuprizonun dozudur. 

C57BL/6 ırkı fareler % 0.2 oranında kuprizonlu yemi karaciğer toksititesi oluşmadan ve 

önemli derecede kilo kaybı şekillenmeksizin tolere edebilmektedir (Hiremath ve ark., 

1998). Bir diğer faktör ise hayvanın yaşıdır. Bazı çalışmalarda genç hayvanlarda 

demiyelinizasyonun 4. haftadan itibaren şekillendiği bildirilirken, daha yaşlı 

hayvanlarda 8. haftaya kadar şekillenmediği gözlenmiştir (Blackmore, 1973; Ludwin, 

1978; Cammer ve Zhang, 1993). Sunulan çalışmada 8. Haftadan önce demiyelinizasyon 

şiddetine bakılmamıştır. Fakat 8. haftada şiddetli demiyelinizasyon gözlenmiştir. 

Şiddetli demiyelinizasyonun farelerin 3 aylık yaşta olmasından kaynaklanıyor olabilir. 

% 0.2 oranında kuprizonlu yem ile beslenen farelerin doğum ağırlıkları ve büyüme 

oranlarının farklı oluşu, demiyelinizasyonun derecesini ve farelerin hayatta kalma 

oranını da etkileyebilmektedir (Matsusima ve Morell, 2001). Yapılan bu çalışmada, 8 

haftalık süre zarfında şiddetli demiyelinizasyon şekillenmiş olmasına karşın ölüm 

olgularına rastlanmamıştır.  

Çalışmada kuprizonlu yem sonucu şekillenen demiyelinizasyonun mekanizması 

aydınlatılmamakla beraber, kuprizon toksikasyonun MSS’de bakır eksikliğinin yanı sıra 

oligodendrosit hasarına da yol açtığı şeklinde açıklanan bir mekanizma üzerinde 

durulmaktadır. Oligodendrositlerin niçin daha duyarlı olduğu konusu hala netlik 

kazanmamıştır. Buna karşın, MSS’de oligodendrositlerin diğer glia hücre tiplerine göre 

metabolik enerji üretiminin aksamasına daha fazla duyarlı olduğu bilinmektedir. 

Kuprizon toksikasyonunda bakır gerektiren sitokrom C aktivitesinin aksaması nedeni ile 

oligodendrositlerin mitokondrilerinde oksidatif fosforilasyon azalmaktadır, buna bağlı 

olarak şekillenen enerji azalması, miyelinin metabolik olarak sentezlenememesine ve 

oligodendrositlerin fonksiyon yetersizliğine yol açmaktadır. Oligodendrositlerde 

şekillenen bu hasar, spesifik genlerin ve miyelin sentezinin azalmasına yol açar. 
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Mitokondrilerin hasar görmesi en sonunda da oligodendrositlerin apoptoza uğraması ile 

sonuçlanır (Matsusima ve Morell, 2001). 

Kuprizon ile oluşturulan demiyelinizasyondan sonra, normal yeme geçildiğinde 

kendiliğinden remiyelinizasyonun şekillendiği bildirilmiştir (Matsusima ve Morell, 

2001; Koutsoudaki ve ark., 2009; Skripuletz ve ark., 2009). Yapılan çalışmada, 

remiyelinizasyon grubunda (II deneme grubu) 8 hafta süreyle kuprizon yedirilen 

farelerin bu süre sonunda 4 hafta süreyle normal yemle beslemenin MSS’nin KK, KA 

ve SSP bölgelerinde remiyelinizasyon için yeterli bir süre olabileceğini göstermiştir. Bu 

sonuçlar daha önce yapılan çalışmalar ile uyum içerisindedir (Matsusima ve Morell, 

2001; Koutsoudaki ve ark., 2009; Skripuletz ve ark., 2009). Meydana gelen 

remiyelinizasyonun mekanizmasında, demiyelinizasyon bölgesinde sayısı artan 

mikrogliaların ve astrositlerin payı olabilir. Daha önceleri yapılan çalışmalar, kuprizon 

ile MSS’de oluşturulan demiyelinizasyon bölgesindeki mikrogliaların miyelin artıklarını 

fagosite etmek üzere toplandıklarını öngörmüşlerdir (Blackmore, 1973; Smith, 1999). 

Matsusima ve Morell, (2001) bu öngörüyü desteklemekle birlikte, demiyelinizasyon 

bölgesinde toplanan bu mikrogliaların remiyelinizasyon oluşmasında stratejik rol 

oynayabileceğini düşünmektedir. Kuprizonlu yem ile oluşturulan demiyelinizasyon 

sürecinde, üçüncü haftadan itibaren mikrogliaların bölgede çoğalması ile eş zamanlı 

olarak, astrosit ve OPC’nin de çoğalmaya başladıkları belirlenmiştir (Hiremath ve ark., 

1998; Morell ve ark., 1998; Mason ve ark., 2000). Bu durum, remiyelinizasyon 

oluşması ile mikroglia sayısının artması arasındaki fonksiyonel ilişkinin hücreden 

hücreye sinyal yolu ile olabileceğini akla getirmektedir. Kuprizonlu yem ile yapılan 

demiyelinizasyon çalışmalarının birçoğunda glial hücrelerden salınan IGF-1 ve bazı 

sitokinlerin demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon olaylarında etkili olduğu görüşü 

kabul görmeye başlamıştır (Mason ve ark., 2000; Matsusima ve Morell, 2001). 

Demiyelinizasyon bölgesindeki mikroglia ve astrositlere immunohistokimyasal olarak 

IGF-1 belirteci ile ikili boyama yapıldığında, her iki hücre tipinde de IGF-1 salınımının 

olduğu gösterilmiştir (Komoly ve ark., 1992; Matsusima ve Morell, 2001). Komoly ve 

ark., (1992) IGF-1 seviyesi yükselmeden önce IL-1 seviyelerinin artışı dikkat çekici 

olduğunu kaydetmişlerdir. Matsusima ve Morell, (2001) mikroglialardan IL-1 

salınımının, mikroglialardan ve astrositlerden IGF-1 salınımının, tetiklemiş 

olabileceğini düşünmüşler ve yükselen IGF-1 seviyelerinin oligodendrosit prekürsör 
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hücrelerinin demiyelinizasyon alanına göçünü ve olgun oligodendrositlere 

farklılaşmasını uyardığını ileri sürmüşlerdir. Yapılan çalışmada, MSS’nin her üç 

bölgesinde şekillenen demiyelinizasyon alanında, OPC hücrelerini belirlemek amacı ile 

NG2 antikoru ile yapılan immunohistokimyasal boyamalarda, demiyelinizasyon 

grubunda (grup I) daha önce yapılan çalışmalarla (Mason ve ark., 2000; Matsushima ve 

Morell, 2001; Peter ve ark., 2009; Taylor ve ark., 2010) paralellik gösteren belirgin bir 

artış saptanmıştır. Çalışmada I. deneme grubundaki GFAP ile belirlenen astrosit 

sayısındaki artış sonucunda sayısı artan astrositlerden IGF-1 salınımının da artmış 

olabileceği yorumu yapılabilir. Yine IGF-I artışına bağlı olarak I. deneme grubundaki 

NG2 immunopozitif hücre sayısında artış meydana gelmiş olabilir. II. deneme grubunda 

ise NG2 pozitif hücre sayılarının remiyelinizasyon ile beraber azalmaya başladığı tespit 

edildi (P<0.01). Elde edilen bu bulgular daha önce kuprizonlu yem ile C57BL/6 

farelerde yapılan çalışmaların sonuçları ile uyum içindedir (Mason ve ark., 2000; 

Matsushima ve Morell, 2001; Taylor ve ark., 2010).  

Astrositlerin demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon aşamalarında birtakım 

rollerinin olduğu öngörülmüştür (Komoly ve ark., 1992). Bu çalışmada 

demiyelinizasyon ve remiyelinizasyonda astrosit dağılımını belirlemek amacı ile GFAP 

antikoru ile immunohistokimyasal boyama yapıldı. Kontrol gruplarında KK, KA ve SSP 

bölgelerinde az sayıda astrosit gözlenirken, demiyelinizasyon grubu olan I. deneme 

grubunda her üç bölgede de belirgin bir astrositozis ve astrogliozis tespit edildi. II. 

deneme grubu olan remiyelinizasyon grubunda ise kontrollerden daha fazla fakat I. 

deneme grubundan daha az sayıda pozitif hücre saptandı. Her üç gruptaki bu pozitif 

hücre sayıları arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıydı. Demiyelinizasyon 

şekillenen bölgede çoğalan bu astrositlerin kontrol hayvanlardaki normal astrositlerden 

daha hipertrofik ve daha uzun çıkıntılarının olduğu dikkati çekti. Norkute ve ark., 

(2009) yaptıkları çalışmada, 8 haftalık C57BL/6 farelere % 0.2 oranında kuprizonlu 

yem yedirmek sureti ile KA’nin SLM bölgesinde demiyelinizasyon oluşturmuşlar ve 

yaptıkları analizler sonucunda demiyelinizasyon bölgesinde astrosit sayısında büyük bir 

artış olduğunu belirlemişlerdir. Bu artış, en şiddetli demiyelinizasyonun oluştuğu 7. 

haftada en üst seviyeye ulaşmıştır. Yapılan başka bir çalışmada (Skripuletz ve ark., 

2009), % 0.2 oranında kuprizonlu yem, 8 haftalık C57BL/6 farelere yedirilmiş ve SSP 

bölgesinde demiyelinizasyonun şiddetli olduğu dönemde astrosit sayısında çok belirgin 
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bir artış belirlemişlerdir. Taylor ve ark., (2010) da aynı fare ırkına yine % 0.2 oranında 

kuprizonlu yem yedirmek sureti ile KK bölgesinde oluşturdukları demiyelinizasyonda 

benzer bulgular elde etmişlerdir. Kuprizon ile oluşturulan demiyelinizasyonda, bölgede 

aktifleşen ve sayısı artan astrositlerden bazı büyüme faktörlerinin salındığını ve bu 

maddelerin remyelinizasyon oluşmasında etkili olduklarını öngören çalışmalar vardır 

(Komoly ve ark., 1992; Peter ve ark., 2009). Bu büyüme faktörlerinden bir tanesi IGF-

1’dir. IGF-1 insülin gen familyasının bir ürünüdür (Daughaday ve Rotwein, 1989). IGF-

1’in, OPC için iyi bir mitojen olduğu ve beyindeki salınımlarının astrositler tarafından 

yapıldığı bildirilmiştir (Komoly ve ark., 1992; Zeger ve ark., 2007; Peter ve ark., 2009). 

Kuprizon ile oluşturulan demiyelinizasyonda lezyonlu bölgelerdeki sayısı artmış ve 

hipertrofik astrositlerden salınan IGF-1, yakın bölgedeki oligodendroglialar üzerindeki 

IGF-1 reseptörlerinde parakrin etki göstererek, oligodendroglial fonksiyonu uyarmak 

sureti ile miyelin rejenerasyonunu ilerletebileceği ileri sürülmektedir (Komoly ve ark., 

1992; Peter ve ark., 2009). Yapılan bu çalışmada demiyelinizasyon bölgesinde 

aktifleşen astrositlerden IGF-1 salınımına bakılmamakla birlikte, diğer çalışmalarla 

uyumlu olan demiyelinizasyon esnasında oluşan astrositozis ve sonrasında meydana 

gelen remiyelinizasyon olaylarına bu bilgiler ışığında benzer yorumu getirmek 

mümkündür. Astrositlerin demiyelinizasyon bölgesinde çoğalmasının miyelinizasyon 

üzerine olumlu etkileri dışında, demiyelinizasyon bölgesinde çoğalan astrositlerin TNF-

α veya IL-1 gibi zararlı olabilecek sitokinleri de salgıladıkları bildirilmiştir. Bu 

durumun oligodendrosit hasarı oluşturup, demiyelinizasyonu ilerletebileceği 

düşünülmektedir (Kipp ve ark., 2007). 

Östradiol, sinir dokuda androjen prekürsörlerinden lokal olarak sentezlenir. 

Androjenleri östrojene çeviren enzim P450arom’dur. Dokudaki P450arom varlığı 

bölgede östrojen sentezi hakkında bilgi verir. Merkezi sinir sistemin’de normal koşullar 

altında nöronlardan P450arom salınımı sınırlıdır (Garcia-Segura ve ark., 1999). Bununla 

birlikte in vitro çalışmalarda, stres durumlarında astrositlerden de salınımları 

gerçekleşebilmektedir. Aynı zamanda in vivo olarak değişik tipteki beyin hasarından 

sonra da reaktif astrositlerden P450arom salınımı meydana gelmektedir. Aromatazın 

reaktif astrositlerden salınımı, nöron koruyucu bir etki yapmaktadır. Çünkü bu enzimin 

farmakolojik olarak baskılandığı durumlarda nöronlar normal koşullarda 

etkilenmedikleri orta şiddetteki nörodejeneratif uyarımlardan bile 
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etkilenebilmektedirler. Bu bilgiler ışığında, P450aromun beyin hasarı sonrası reaktif 

astrositlerden salınımı ve buna bağlı olarak bölgedeki lokal östrojen artışının 

nörodejeneratif hasarı azalttığı ifade edilmektedir (Azcoitia ve ark., 2003). Bunun 

dışında östrojen verilmesinin in vivo oligodendrosit ölümünü engellenmesi yanında 

(Garcia-Segura ve ark., 1999; Gerstner ve ark., 2007), MSS’de glial aktivasyonu ve 

yangıyı da engelleyebildiği daha önce yapılan çalışmalar ile ortaya konmuştur (Matejuk 

ve ark., 2001; Vegeto ve ark., 2003; Barreto ve ark., 2007). Diğer bazı çalışmalarda da 

östrojenin nöronal rejenerasyonu ilerlettiği (Jones, 1994; Jones ve ark., 1997) ve 

nöronal ölümü engellediği (Behl ve ark., 1997a; 1997b) bildirilmiştir. Östrojenin veya 

onun prekürsörü olan testosteronun nöronal yaşam süresini, apoptozu engelleyen 

moleküllerin salınımını (Garcia-Segura ve ark., 1999), nöronal ve dendritik büyümeyi, 

aksonal ve sinaptik rejenerasyonu arttırabileceğini gösteren çalışmalar yapılmıştır 

(Jones ve ark., 1994; Jones, 1997). Garcia-Segura ve ark., (1999) yaptıkları bir 

çalışmada, farelerde hem periton içerisine kainik asit vererek, hem de paslanmaz çelik 

bir kanül yardımı ile beynin değişik bölgelerinde hasar oluşurmak suretiyle beyindeki 

glia hücrelerinden P450arom salınımını incelemişlerdir. Yaptıkları çalışmada oluşan 

beyin hasarından sonra beynin korteks, KK, striatum, KA, talamus ve hipotalamus gibi 

birçok bölgesinde P450arom sunan astrositler gözlemişlerdir. Bu durum oluşan bir 

beyin hasarından sonra beynin birçok bölgesinde astrositlerde hasar sonrası P450arom 

salınımının olabildiğini göstermiştir. Bu bulguların yanı sıra kontrol gruplarında beynin 

herhangi bir bölgesinde glia hücresinde P450arom salınımı elde edilemezken, kontrol 

hayvanların nöronlarında bu salınımının sınırlı olduğunu belirtilmişlerdir. Sunulan bu 

çalışma yukarıdaki çalışmalardan farklı olarak, östrojenin kuprizon ile oluşturulan 

demiyelinizasyon ve sonrasında şekillenen remiyelinizasyon esnasındaki rolünü ortaya 

koymaya yönelik bir çalışma olmuştur. Çalışmada KK, KA ve SSP bölgelerinde oluşan 

demiyelinizasyondan sonra glia hücrelerinden P450arom salınımı gözlenmiş ve bu artış 

remiyelinizasyonun şekillenmeye başlaması ile azalma eğilimine geçmiştir. Kontrol 

gruplarında ise beynin bu bölgelerindeki glia hücrelerinden P450arom salınımı 

olmamıştır. Çalışma, bu yönü ile beyin hasarından sonra glia hücrelerinden P450arom 

salınımının olduğunu ifade eden literatür bilgileri ile uyum göstermektedir. 

Astrositlerden bu salınımı başlatan moleküler sinyal, muhtemelen dejenerasyona 

uğrayan nöronlardan, reaktif astrositlerden veya mikroglialardan başlatılmaktadır. Beyin 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Matejuk%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Matejuk%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jones%20KJ%22%5BAuthor%5D
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hasarı oluştuktan sonra, astrositler tarafından şekillendirilen östrojen, hasar gören 

nöronlar için bir trofik faktör olabilir ve hasarlı beyin dokusunun yeniden 

yapılandırılmasında kullanılabilir. Östrojenin bu etkileri, östrojenin büyüme 

faktörlerinin sinyal yollarını aktive etmesi sonucu olabilir (McMillan ve ark., 1996; 

Toran-Allerand ve ark., 1992; Sohrabji ve ark., 1994).  

Taylor ve ark., (2010) yaptıkları çalışmada, C57BL/6 farelere kuprizonlu yem 

yedirerek demiyelinizasyon oluşturmuşlar ve östrojenin demiyelinizasyon üzerine 

etkisini incelemek amacı ile bir gruba kuprizon ile birlikte deri altı implant şeklinde 

östrojen uygulamışlardır. Deri altı implant şeklinde östrojen verilen grupta implant 

uygulanmayan gruba kıyasla olgun oligodendrosit kaybı, mikroglia birikimi, IGF-1 ve 

TNFα salınımının azaldığını belirlemişler. Dışarıdan östrojen verilmesinin, 

oligodendrosit apoptozunu önlemek yanında, IGF-1 salınımını da azaltarak mikroglia ve 

astrosit aktivasyonunu baskılayabileceği ve bunun sonucunda da bu hücrelerden salınan 

TNFα gibi zararlı maddelerin azalması ile demiyelinizasyonun kısmen önlenebildiği 

kanısına varmışlardır. Peter ve ark., (2009) ise yine C57BL/6 farelerde 

demiyelinizasyon oluşumu üzerine dışarıdan östrojen ile birlikte progesteron 

verilmesinin östrojenin tek başına yaptığı etkiden daha fazla yararlı olduğunu 

bildirmişlerdir. Taylor ve ark., (2010) tarafından yapılan çalışmanın aksine, Peter va 

ark., (2009) östrojen ve progesteronun birlikte verilmesinin astrositlerin sayısını 

arttırdığını ve glia hücrelerinden IGF-1’in salınımının uyarılması sayesinde 

demiyelinizasyonun büyük oranda engellenebildiğini vurgulamışlardır. Bu iki çalışma 

sunulan çalışma ile paralel görünse de, bu çalışmanın esas kuramı, kuprizonun 

oluşturduğu demiyelinizasyon ve kuprizon kesildikten sonra kendiliğinden oluşan 

remiyelinizasyon esnasında MSS’de P450arom, dolayısıyla östrojen üreten hücrelerdeki 

değişimleri incelemektir. Diğer bir deyişle, demiyelinize MSS’de miyelinizasyonun 

nasıl şekillendiğini ve östrojenin buradaki rolünü anlamaya yöneliktir. Kuprizon ile 

oluşan demiyelinizasyon ve bu esnada ortaya çıkan glial aktivasyon yönünden bu 

çalışma, önceki çalışmalar (Peter ve ark.,2009; Taylor ve ark., 2010) ile uyum 

sağlamaktadır. Yapılan çalışmada remiyelinizasyonu başlatan etkinin bölgede hasara 

yanıt olarak glia hücrelerinden sentezlenen östrojen ve progesteron olduğu güçlü bir 

varsayımdır.  
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 Kuprizon ile oluşturulan demiyelinizasyonda, östrojenin glialardan salınan 

çeşitli büyüme faktörlerinin salınımını uyardığı ve bu maddelerin hem lezyonlu bölgeye 

OPC göçünü sağlayarak hem de oligodendrosit apoptozunu engelleyerek 

remiyelinizasyonu hızlandırdığı güçlü bir hipotez olmaya başlamıştır (Garcia-Segura ve 

ark., 1999; Kipp ve ark., 2007, Peter ve ark., 2009; Taylor ve ark., 2010). Sonuç olarak 

östrojenin remiyelinizayon üzerine etkisi için iki mekanizma üzerinde durulmaktadır. 

Bunlardan bir tanesi demiyelinizasyon bölgesindeki glia hücrelerinden P450arom’un 

salınımının artması, lokal olarak östrojen üretimini arttırmaktadır ve artan östrojen 

bölgedeki glial populasyon üzerine etki ederek, bu hücrelerden bazı büyüme 

faktörlerinin salınımını uyarabilmektedir. Bu büyüme faktörlerinden bazıları 

demiyelinizasyonu tetiklerken, bazıları da OPC göçünü uyararak remiyelinizasyonu 

başlatabilecek sinyal basamaklarına olumlu etkiler yapabilmektedir (Peter ve ark., 2009; 

Taylor ve ark., 2010). Diğer bir mekanizma ise, bölgede sentezi artan östrojenin, daha 

önce miyelinizasyon etkisi incelenen progesteron (Koenig ve ark., 1995; Chan ve ark., 

1998) sentezini arttırarak (Sinchak ve ark., 2003). remiyelinizasyonu sağladığı şeklinde 

açıklanmaktadır.  

 Yapılan bu çalışmada, kuprizon ile oluşturulan demiyelinizasyon ve sonrasında 

kendiliğinden şekillenen remiyelinizasyonda bir nörosteroid olan ve miyelinizasyonu 

arttırıcı etkileri olduğu bildirilen (Koenig ve ark., 1995; Ghoumari ve ark., 2003) 

progesteronun rolünü araştırmak amacı ile progesteron sentezinden sorumlu olan 

3βHSD enziminin glia hücrelerindeki salınımı incelendi. C57BL/6 erkek kontrol 

farelerin MSS’de glial hücrelerden 3βHSD salınımı gerçekleşmezken, kuprizon yem 

yedirilen farelerin MSS’nin KK, KA ve SSP bölgelerinde oluşan demiyelinizasyon 

sonrasında, bu bölgelerindeki glial hücrelerden 3βHSD enzim salınımının arttığı 

belirlendi. Kuprizon ile MSS’de oluşturulan demiyelinizasyondan sonra 3βHSD 

salınımına ilişkin daha önce yapılmış bir çalışmaya rastlanılmamaktadır. Merkezi sinir 

sistemin’de kuprizon ile KK bölgesinde oluşturulan demiyelinizasyon esnasında 

progesteron verilerek demiyelinizasyonun belirli derecelerde gerilediğini söyleyen 

başka bir çalışma mevcuttur (Peter ve ark., 2009). Bu çalışma ile Peter ve arkadaşlarının 

(2009) çalışmasının amaçları benzerlik gösterse de, sunulan bu çalışmada dışarıdan 

progesteron verilmemiş ve MSS’de şekillenen demiyelinizasyon gibi bir beyin 

hasarından MSS’nin kendisinin progesteron sentezini arttırabildiği ve 
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demiyelinizasyonun gerilemesi için dengeleyici etkenlerini devreye sokabildiği 

düşünülmüştür. Yapılan bu çalışmada, MSS’de kuprizon ile oluşturulan lezyona yanıt 

olarak hücresel etkileşim yolu ile lokal progesteron sentezinin arttığı düşünülmektedir. 

Kuprizonun etkisi kalktıktan sonraki dönemde ise hızlı bir şekilde remiyelinizasyonun 

meydana geldiği gözlenmiştir. Kuprizon ile demiyelinizasyon esnasında tek başına 

progesteron verilmesinin demiyelinizasyonu bir noktaya kadar gerilettiğini 

belirtmişlerdir. Fakat demiyelinizasyonun şiddetinin büyük ölçüde önlenmesi 

progestron ile östrojenin birlikte verilmesi sayesinde olmuştur. Ayrıca progesteron ve 

östrojenin birlikte verilmesinin, etkilenen bölgedeki genç ve olgun oligodendrosit 

sayısını, astrogliozisi ve IGF-1’in uyarımını arttırdığını tespit etmişlerdir. Sonuç olarak 

astrositlerden salınan IGF-1’in oligodendrosit ölümünü engelleyerek ve çevreden 

lezyonlu bölgeye OPC göçünü tetiklemesi sonucunda demiyelinizasyonun büyük ölçüde 

engellendiğini öngörmüşlerdir. 

 Sunulan çalışmadan elde edilen veriler ışığında, C57BL/6 farelerde kuprizon 

ile oluşturulan demiyelinizasyondan sonra normal şartlar altında glial hücrelerden 

salınımı az olan ya da olmayan ve MSS’de lokal östrojen ve progesteron sentezini 

katalize eden P450arom ve 3βHSD gibi steroidojenik enzimlerin salınımlarının arttığını 

söylemek mümkündür.  

 Çalışma sonunda P450arom salınımının artması ile lokal olarak östrojen 

seviyesinin arttığı düşünülmüştür. Seviyesi artan östrojen, glial hücrelerden bazı 

hücresel sinyaller yolu ile büyüme faktörlerinin artışına yol açmak sureti ile hem genç 

OPC’lerin uyarılması, hem de oligodendrosit apoptozunun önlenmesi şeklindeki 

görüşlere katkı yapmaktadır. Bununla birlikte östrojen lokal olarak progesteron 

sentezini arttırabilmekte ve östrojenin diğer etkilerine ek olarak miyelinizasyona 

progesteronun katkısı ile birleştiğinde sonucun daha etkili olabildiği düşünülmektedir.  

 Merkezi sinir sistemin’de çeşitli nedenlerle meydana gelen demiyelinizasyonun 

karmaşık mekanizması hala bilinmeyenlerle dolu olup, mevcut bilgiler dahilinde bu 

konuda daha çok araştırmaya ihtiyaç duyulmaktadır. Günümüzde hem insanlarda hem 

de hayvanlarda demiyelinizasyon ile seyreden hastalıklar önemli bir sağlık sorunu 

olmaya devam etmektedir. Bu konuda geliştirilecek daha kapsamlı araştırmalar şu an 

deneme aşamasında olan tedavi yöntemlerini kısa sürede sonuç alınan saha 

çalışmalarına dönüştürebilecektir. 
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   6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 Günümüzde demiyelinizasyonla seyreden birçok hastalığın patogenezi çok net 

değildir ve bunun yanında tedavisi pek mümkün olmamaktadır. Son yıllarda özellikle 

bir MS modeli olan kuprizon ile oluşturulan demiyelinizasyon üzerinde umut veren 

çalışmalar yapılmaya başlanmıştır. 

 İnsanların önemli hastalıklardan biri olan MS ve köpeklerdeki KGH 

demiyelinizasyon ile seyreden yaygın hastalıklardan başlıcalarıdır. Gerek MS’de 

gerekse KGH’da demiyelinizasyonun şekillendiği iyi bilinmesine rağmen, 

demiyelinizasyonun mekanizması hala sırlarla doludur ve araştırma konusudur. Fakat 

son yıllarda demiyelinizasyon ile seyreden hastalıklarda, beynin kendi ürettiği ve 

‘nörosteroidler’ olarak adlandırılan hormonların bu hastalıklar üzerinde olumlu etkiler 

yaratabileceğini gösteren çok sayıda çalışma yapılmıştır. 

 Östrojen ve progesteron gibi beyinde de sentezlenebilen nörosteroidlerin MSS 

ve periferal sinir sistemi üzerindeki koruyucu etkileri gün geçtikçe netlik kazanmaya 

başlamaktadır. Yine son yıllarda yapılan birçok araştırma ile bu nörosteroidlerin 

demiyelinizasyon ve iyileşme sürecinde işe karıştığı ortaya konmuştur. 

 Bu çalışma ile demiyelinizasyon ile seyreden hastalıklarda beynin kendi 

kompanzasyon mekanizmasını devreye sokup progesteron ve östrojen gibi hormonları 

kendi glial hücrelerinden sentezleyebildiği düşünülmektedir. Birkaç çalışma dışında bu 

konuda geniş araştırmalar henüz yapılmamıştır ve günümüzde çaresiz gibi görünen ve 

demiyelinizasyon ile seyreden hastalıkların patogenezi, teşhisi ve tedavisi için bu 

konuda daha çok araştırma yapılmasına ihtiyaç duyulmaktadır.  
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