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OZET
Melike Cakan Ercan, Kuprizon Modelinde Periferal Nonspesifik Uyarilmis T
Lenfosit Cahsmasi:Alternatif Bir Bakis, Multipl Skleroz, kronik demiyelinizan
merkezi sinir sistemi  hastalifidir. Patofizyolojisinde noroinflamasyon ve
norodejenerasyonun birlikte bulundugu gosterilmistir. Ancak baslatici faktoriin ne
oldugu heniiz aydinlatilamamistir. Literatirde MS’in degisik yonlerini konu alan
bircok deneysel hayvan modeli mevcuttur. Ancak bu modellerden hi¢biri MS’in
patofizyolojisini tiimiiyle agiklayamamaktadir. Calismamizda, 6zgiil olmayan bir
uyarimla aktiflestirilmis periferal T lenfositlerin MSS’deki demiyelinizasyona
katkisin1 incelemek amaciyla basamakli bir deney modeli olusturulmustur. Oncelikle
saglikli farelerde yapilan biyodagilim c¢alismalariyla, aktiflestirilmis T lenfositlerin
MSS’e naif T lenfositlerden daha fazla go¢ edebildigi ve lenfositlerin elde edildigi
lenfoid organin bu gogte etkili olmadigi saptanmustir. Kuprizonlu toksik
demiyelinizasyonun indiiklendigi farelerde yapilan biyodagilim calismalarinda,
oligodendrosit hasar1 gibi ndrodejenerasyon ve lokal inflamasyon olusturabilecek
durumda hem naif hem aktif T lenfositlerin MSS’e yoneliminin arttig1 gosterilmistir.
Deneylerde, aktivasyonun organlara yoneliminin arttig1 ve bu artisin omurilik ve beyin
i¢in belirgin oldugu gosterilmistir. toksik demiyelinizasyona sahip fare grubunda da
kuprizonlu toksik demiyelinizasyona T lenfosit enjeksiyonu eklenmis ve boylece c¢ift
indiiksiyon saglanmis fare grubunda da seneysel otoimmiin ensefalomiyelit DOE
skorlarinda belirgin artis goriilmemistir.  Bu nedenle norolojik fonksiyonel
kotiilesmeyi tespit etmek igin yapilan davranis deneylerinde ¢ift indiiksiyon uygulanan
farelerde ve kuprizonlu farelerde kontrole gore lokomosyonda kotiilesme, allodini ve
artmig anksiyete semptomlar:t oldugu kanitlanmistir. Histopatolojik caligmalarda
kuprizonun tek bagsina uygulandiginda yaygin demiyelinizasyona ve mikroglia
aktivasyonu ile sayisinda artisa yol acabildigi tespit edilmistir. Bu etkiler, T lenfosit
enjeksiyonunun deneye dahil edilmesi ile birlikte daha belirgin hale gelmistir.
Caligmamizda, 0zgiil olmayan bir uyarimla aktiflestirilen periferal T lenfositlerin
MSS’deki demiyelinizasyona histopatolojik ve klinik diizeyde katki sagladigi
kanitlanmistir. Ayrica onerilen modelde lokal inflamasyonun ve ndrodejenerasyonun
baskin olmasi nedeniyle progresif MS modellerine bir alternatif sunabilecegi

distiniilmiistir.



ABSTRACT

Melike Cakan Ercan, Study on Peripheral Non-specific Stimulated T Lymphocytes
in the Cuprizone Model: An Alternative Perspective. Multiple sclerosis (MS) is a
chronic demyelinating disease of the CNS, involving neuroinflammation and
neurodegeneration. The initiating factor remains unclear. Various experimental animal
models address aspects of MS, but none fully elucidate its pathophysiology. Our study
investigates the role of non-specifically activated peripheral T lymphocytes in CNS
demyelination using a stepwise experimental model.Biodistribution studies in healthy
mice showed that activated T lymphocytes migrate to the CNS more efficiently than naive
T lymphocytes, regardless of the lymphoid origin. In mice with cuprizone-induced toxic
demyelination, both naive and activated T lymphocytes exhibited increased CNS
migration, likely due to neurodegeneration and local inflammation.Activation enhanced
organ-specific migration, notably affecting the CNS. In the toxic demyelination group,
adding T lymphocyte injection to cuprizone-induced demyelination created a double
induction model. Despite this, experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) scores
did not significantly increase.Behavioral experiments revealed worsened locomotion,
allodynia, and increased anxiety symptoms in both double induction and cuprizone-only
groups compared to controls. Histopathological studies found that cuprizone alone caused
widespread demyelination and increased microglia activation and numbers, which were
more pronounced with T lymphocyte injection. Our study shows that non-specifically
stimulated peripheral T lymphocytes contribute to CNS demyelination at both
histopathological and clinical levels. The model, highlighting local inflammation and

neurodegeneration, may offer an alternative to progressive MS models.
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1. GIRIS:

Multipl Skleroz (MS), merkezi sinir sistemi (MSS) Uzerinde kronik
inflamatuvar ve demiyelinizan etkileri olan ciddi bir hastaliktir. Diinya capinda,
ozellikle gen¢ ve orta yas grubundaki yaklasik 2,5 milyon insam etkiledigi
bilinmektedir. Bu hastalik motor fonksiyonlarda kayiplara neden olurken, zaman
icinde bilissel fonksiyonlarda diisiis, depresyon, anksiyete, yorgunluk, agr1 ve duyusal
sorunlar gibi ¢esitli semptomlar1 da beraberinde getirmektedir. [1]. Hastalik seyri
bireyler arasinda farklilik gosterir. Ug temel klinik fenotip tanimlanmustir: 1) Relaps
ve remisyonla seyreden multipl skleroz (RRMS), 2) primer progresif multipl skleroz
(PPMS) ve 3) sekonder progresif multipl skleroz (SPMS). MS hastalarinin yaklasik
%85°1 RRMS olarak tan1 almakta fakat bu hastalarin yaklasik %50’si hastaligin seyri
sirasinda progresif MS komponentleri gelistirerek SPMS’e doniismektedir. MS
hastalarinin geriye kalan yaklasik %15°1ik kesimi ise klinik tan1 aninda progresif seyir

gostermekte ve PPMS olarak tani almaktadir [2].

Hastalik patogenezinde temel olarak otoimmun suregler sonucunda ortaya
c¢ikan inflamasyon yer alir. Ancak bu siireglerin baslangic noktasi ile ilgili iki farkli
goriis vardir. ‘Inside-outside’ hipotezi, inflamasyonun MSS’nin kendisindeki bir
hasarla tetiklendigini savunurken ‘outside-inside’ hipotezi, periferal immiin
sistemdeki aktivasyonun santrale go¢ ederek hastaligi baslattigini savunur. Bunlarin
yaninda aksonal yikimm 6n planda oldugu ve pek ¢ok mekanizmanin beraberce
tetikledigi norodejenerasyon da patogenezde yer almaktadir. Klinik yaklasim progresif
seyir ve atakli seyri birbirinden ayr1 ele almis olsa da, bu iki hasar mekanizmasinin
hastaligin baslangicindan itibaren farkli oranlarda beraber bulundugu hem klinik hem
patolojik calismalarla gosterilmistir. Glnimuzde bilinmektedir ki, periferik immin
sistemin dahil oldugu gii¢li inflamasyon ataklarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Daha
kiglk Olcekte lokal bir inflamasyon ve beraberinde ortaya ¢ikan nérodejenerasyon
progresif kotiilesme ile sonuglanir [3]. Bu patolojik mekanizmalar sonucunda ortaya

cikan plaklar hem beyaz cevherde hem de gri cevherde gorilebilir.



MSS demiyelinizasyonu iizerine derinlemesine anlayis kazanmak ve yeni
terapdtik stratejiler gelistirmek amaciyla g¢esitli mekanizmalara dayanan bir dizi
deneysel hayvan modeli kullanilmaktadir. Bu modellerin prototipi deneysel otoimmiin
ensefalomiyelit (DOE) olup miyelin yapisinda bulunan Miyelin-oligoglikoprotein’e
(MOG) kars1 immiin aktivitenin tetiklenmesi ile olusturulur. Kuprizon ile indiklenen
toksik demiyelinizasyon modeli ise, imminolojik olarak tetiklenen demiyelinizasyon
modellerine 6nemli bir alternatiftir. Bu model yaygin olarak MSS demiyelinizan
/dejeneratif hastaliklarinin patofizyolojilerinin aydinlatilmasinda ve remiyelinizasyon
siireglerinin gdzlenmesi amaciyla kullanilir. Bunun yaninda, MS hastaliginda esas
patolojik slrecin merkezi sinir sisteminin kendisinden basladigini savunan ’inside
out’ teorisinin en iyi ¢alisilabildigi model kuprizon modelidir. Ayrica uzun siireli

uygulamalarinda kronik demiyelinizasyonun goriildiigii bildirilmistir.

MSS’deki antijenlere karst uyarilmig T lenfositlerin ve son zamanlarda 6nemi
daha iyi anlagilmis B lenfositlerin MS’le sonuglanacak inflamasyonun temel
sorumlular1 oldugu bilinmektedir. Genetik ve epigenetik olarak her yoniyle
demiyelinizan hastalik gelistirmeye aday bir organizmada periferik immiin sistemin
herhangi bir sebeple (as1, viral hastalik gibi) indiiksiyonu hastalig1 atesleyen sebep
olabilir ve bu siirecin MSS’deki etkisini ortaya koyan bir deneysel model

bulunmamaktadir.

Bu ¢alismadaki hipotezlerimiz su sekildedir:

1. Kuprizon C57/BL6 farelerde toksik etki ile demiyelinizasyon olusturur ve kan
beyin bariyerini acar. Bu yolla kuprizon, hem MSS’de lokal inflamasyonu uyarir
hem de MSS’ni periferik immiin sistem etkisine agik hale getirir. Kuprizon en az
sekiz hafta uygulandiginda C57/BL6 farelerde MS’in progresif fazini taklit
edebilecek histopatolojik ve klinik degisiklikler gortlur.

2. Saglikli C57/BL6 farelerde, in vitro uyarilmis ve kuyruk veninden enjekte edilmis
T hiicrelerin MSS’¢ yonelimi, naive T hiicrelere gore daha fazladir.

3. Periferik immiin sistem bilesenlerinden olan T lenfositlerin nonspesifik yolla
gerceklesen aktivasyon ve proliferasyonu, kuprizona magruz kalmis C57/BL6 fare
beyinlerinde demiyelinizasyonu artirir; MS’in ‘atakli’ fenotipine benzer klinik ve

histopatolojik degisikliklere yol acar.



Bu calismadaki amac¢larimiz su sekildedir:

. Literatiirde ¢esitli protokollerde uygulandigi goriilen ‘kuprizon toksik
demiyelinizasyon” modelinin, en az sekiz hafta uygulama sonunda C57/BL6
farelerin merkezi sinir sistemindeki etkisini klinik, imminolojik ve histopatolojik
yontemlerle belirlemek

. Kuprizonla indiiklenmis toksik demiyelinizasyona, antijen spesifik olmayacak
sekilde in vitro aktif edilmis T lenfositlerin etkisini klinik, imminolojik ve
histopatolojik yontemlerle ortaya koymak

. Kuprizon ile induklenen toksik demiyelinizasyon modeline alternatif bir yaklagim
getirmek, daha fazla patofizyolojik mekanizmay: daha fizyolojik bir ortamda

simiile edecek sekilde mevcut modeli yeniden yapilandirmak



2. GENEL BIiLGILER:

2.1.  Multipl Skleroz (MS):

Multipl Skleroz (MS), santral sinir sisteminin otoimmin, kronik bir
inflamatuvar hastaligidir. Siklikla gen¢ kadinlarda goriilen MS; goérme, hareket

kabiliyeti, denge gibi ndrolojik fonksiyonlarda bozukluga yol acar.

2.1.1. Multipl Skleroz Kisa Tarihgesi:

Prof. Dr. Murray’in kitabinda mistik bir tutumla bahsedilen, Hollanda’nin
Schiedam sehrinde yasayan Bakire Lidwina (1380-1433) MS benzeri semptomlar
gelistirdigi belgelenen ilk vakadir. Ayrica, Sussex Prensi Augustus’un oglu, yasadigi
MS benzeri semptomlar1 giinliigiine kaydeden, 28 yasinda baslayan gérme kaybi ve
paraparezi semptomlari ile tekerlekli sandalyeye bagimli hale gelen Augustus d’Este
(1794-1848), MS teshisi konulabilen ilk vaka olarak kabul edilir[4-6]. Dr. Robert
Carswell (1793-1857) tarafindan noral aksta atrofi, Jean Cruveilhier (1791-1873)
tarafindan ¢oklu kii¢iilmiis ve solmus odaklara neden olan hastalik seklinde tarif edilse
de[7], Multipl Skleroz’un ilk klinik tanimlamasi 1868’de Dr.Charcot tarafindan
yapilmistir ve bu hastaliga (sclérose en plaque disseminée) ait dizartri, ataksi ve tremor
bulgular1 Charcot triad1 olarak isimlendirilmistir[8]. Takip eden 20 yilda lomber
ponksiyon teknigi kesfedilmis; optik norit ve transvers miyelit ataklariyla gelen
hastalarin olgu raporlari sunulmustur. Kognitif semptomlar 1800lerden itibaren
gozlenmesine ragmen MS’e atfedilmeleri 1900lerin basinda gergeklesmistir[6]. O
donemde Onerilen etiolojiler genetik bozukluk, toksik veya infektif magruziyet
seklindedir. Dr. Golgi ve Dr. Cajal’m boyanmis hiicreleri mikroskop altinda
gorintuleyebilmesinin ardindan 1916’de Dr. James Dawson Patoloji ¢alismalariyla
MS plaklarinda perivaskiiler inflamasyon ve hasarlanmis miyelinin yer aldigini
gostermistir[9]. 20, Yiizyilin t¢ilincli dekadinda, deneysel otoimmiin ensefalomiyelit
(DOE) modellemeleri ile, insanlarda goriilen patolojinin farkli hayvan tiirlerinde taklit

etme ¢abasi ortaya ¢ikmistir[10].

Tedavide ‘sicaktan kaginma’ onerilen ilk yontem olmustur. Strisin ve glimiis
nitrat, tremoru gecici olarak azaltmak icin; hidroterapi ise kas spazmlarini ve

kontraktiirleri tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Arsenik, belladonna, ¢avdar ergotu ve



potasyum bromdir, faradizasyon ve galvanizm denenmis ancak tedavide etKisi
gosterilememis yontemlerdir[11]. MS’te kortizon tedavisi ilk kez 1951°de, interferon
1977°de kullanilmigtir. Patofizyoloji ¢alismalarinin 1s1iginda otuz yil ig¢inde farkli
yollardan uygulanabilen ve farkli mekanizmalar iizerinden etkili uzun donem immiin

modiilator ilaglar piyasaya siiriilmiistiir[11].

2.1.2. Multipl Sklerozun Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri:

MS, geng eriskinlerde ozirliiliige yol acan travmatik olmayan sebeplerinin
basinda gelir. Diinya genelinde yaklasik 2,5 milyon insani etkileyen MS, 2010 yil
verilrine gore Avrupa’da yaklasik 14,6 milyon euro ekonomik maliyete yol
acmistir[12]. Artan insidans ile birlikte getirdigi sosyoekonomik yiik de artig
gostermektedir. Bebo ve ark. 2022 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde MS’in
total maliyetinin yaklagik 89 milyon dolar oldugunu gostermistir [13].

MS prevelans: Asya flilkelerinde tespit edilen ~2/100,000°den, Avrupa’da
~1/1000 ve hatta yiiksek enlemlerde ~1/400°e kadar degisiklik gostermektedir. Sigara,
genglik doneminde obezite ve giines 15181 magruziyetinin dolayl etkisi olarak vitamin-

D seviyeleri gibi birgok gevresel faktoriin bunda etkili oldugu diisiiniilmektedir.

MS'nin immiin aracili patogenezi nedeniyle, enfeksiyon hastaliklar1 hastaligin
baslangicini tetikleyebilecek olasi nedenler olarak arastirilmis ve MS hastalarinin
%100'tine yakininda EBV antikorlar1 saptanmasi nedeniyle EBV, MS risk faktorii
olarak degerlendirilmistir [14]. EBV'nin, B hucrelerini enfekte ederek aktivitelerini
modiile etme ve molekiiler taklit mekanizmasi ile ¢apraz reaktif T hiicre olusumunu

uyarma mekanizmalari ile MS'i tetikleyebilecegi 6nerilmistir [15, 16].

Tiim MS fenotipleri i¢in ailesel MS prevelans: yaklasik %13 tiir. Yas etkisi
benzer kabul edilerek degerlendirme yapildiginda monozigotik ikizlerden biri MS
oldugunda digerinde de olma riski %35 iken bu oran dizigotik ikizlik durumunda %6
ve ikiz olmayan kardeslik durumunda %3 bulunmustur. Tespit edilmis riskli genetik
varyantlarin ¢ogu, bagisiklik sisteminde yer alan molekiilleri kodlar (6rnegin, 6.
kromozom uzerindeki HLA genleri, HLA-DRB115:01 polimorfizmleri ve IL2 ve
IL7R'deki polimorfizmler). En yiksek risk, HLA T ve HLA II gruplarindaki genlerle
iligkilidir. Ayrica genetik polimorfizmlerin hasta lizerindeki etkisi, ¢evresel sartlarla
modifiye olabilmektedir [17].



2.1.3. Multipl Skleroz Semptomatolojisi:

MS semptomlar1 heterojen olup beynin etkilenen bdlgesine bagli olarak
degisir. MS'te klinik bir atak veya niiks, ates veya enfeksiyon gibi kotiilestiren bir
sebep yoklugunda semptomlarin akut veya subakut olarak gelistigi ve en az 24 saat
boyunca devam ettigi durum olarak tanimlanir [18]. Klinik ataga bagli semptomlar,
giinler ve haftalar boyunca progresif sekilde artar; maksimum defisit genellikle ikinci
haftada ortaya cikar ve takip eden yaklasik 2-3 haftalik donem igerisinde, rezidiiel
Oziirliilik birakarak veya tam remisyon ile iyilesir. Yirmi dort saatten kisa, genelde
saniyeler veya dakikalarca siiren ve gegen agri, konugma bozuklugu, bulanik gérme
ile duyusal degisiklikler ‘gecici ndrolojik defisit’ olarak isimlendirilir. Gegici

norolojik defisitler MS atagi veya epileptik ndbetler ile karigabilmektedir [19].

MS hastalarinda baslangi¢c semptomu olarak yaklasik %30-40 oraninda motor
semptomlar goriiliir. Motor semptomlar arasinda piramidal bulgular, parezi, paralizi
ve spastisite yer alir ve kismi miyelit ya da serebral lezyonlardan kaynaklanabilir.
Uriner inkontinans, birinci motor ndron tutulumuna bagli yaygin mesane
disfonksiyonunun en bilinen gostergesidir  Progresif simetrik spastik paraparezi,
duyusal ataksi, tim duyusal modaliteler icin seviye veren muayene bulgusu, segmental
agr1 ve sicaklik duyusu kaybi, arefleksi, akut {iriner retansiyon ise MS agisindan atipik

semptomlardir [20].

Optik norit (ON), MS’in en yaygin baslangi¢c semptomlar: arasinda yer alir.
ON, ilk atakta %10-20 oraninda goriiliir ve bu hastalarin %34-75inin 15 yil iginde
MS tanis1 aldigi bildirilmistir. ON atag1 gegiren hastalarin %10-20’sinde uzun vaadede
MS gelismektedir. MS hastalarinin %50-70’1 ise hastalik baslangicindan sonra en az
bir kez ON atagi gegirir [21]. ON gegiren hastalarda gorme keskinligi ile renkli gérme
bozulur, santral skotom gelisir. Beraberinde g6z hareketli ile ortaya ¢ikan agri1 goriiliir.
Bilateral, periferal veya altitudinal gérme alan1 kaybi, agrisiz optik ndrit, ciddi optik

disk 6demi, fotofobi, retinal hemoraji ve eksuda, MS agisindan atipiktir.

MS hastalarinda duyusal semptomlar hastalarin  %43'linde goriiliir ve
genellikle miyelit veya beyin sap1 sendromu kaynaklidir. Bu semptomlar; yiizeyel
(parestezi hipoestezi, dizestezi) ya da derin duyu (vibrasyon ve pozisyon duyularinda

kayip) bozukluklar1 veya ndropatik agr1 (agrili soguk hissi, kecelenme, kasinma gibi),



trigeminal nevralji, viseral agr1 seklinde tezahiir edebilir. Lhermitte isareti, boynun
fleksiyonu ile omurga boyunca veya ekstremitelere dogru yayilan gegici elektrik
carpmasi hissi olarak tanimlanir. Ayrica, viicut 1sisindaki artis ile semptomlarda

kotiilesmeyi ifade eden Uhthoff fenomeni de gézlemlenebilir [22].

Beyin sap1 ve serebellar semptomlar ise MS hastalarinin %70'inde nistagmus,
osilopsi, diplopi, ataksi, dismetri veya disfaji seklinde ortaya ¢ikar. Vaskiler sulama
alanlarina ait semptomlar, izole trigeminal nevralji, dalgalanma gosteren okular veya
bulber kuvvetsizlik, ates ve ensefalopati, epileptik nobet ile kortikal korlilk MS i¢in
tipik degildir [23].

MS ile iliskili diger semptomlar arasinda kognitif disfonksiyon (%40-70),
yorgunluk (%95) ve anksiyete de bulunmaktadir [24]. MS hastalarinda bilgi isleme
hizinda, yonetici fonksiyonlarda, epizodik hafizada ve dikkatte diisiis yasanabilir.
Kognitif etkilenim, KIS ten MS'e gecisin dnemli bir gdstergesi olarak kabul edilmistir.
Hastalarin yaklasik iigte ikisinde duygudurum bozukluklari, 6zellikle de depresyon

gordlebilir.

Norolojik muayenede bulunabilecek objektif bulgular arasinda afferent pupil
defekti, azalmis gérme keskinligi ve renkli gérme, hipoestezi, parestezi, dizestezi,

parezi, paralizi, ataksi ve siklikla hiperrefleksi ile beraber yiiriime bozuklugu yer alir.

2.1.4. Multipl Sklerozun Klinik Fenotipleri:

Multipl Sklerozun (MS) seyrine hem tekrarlayici ataklar hem de progresif
kotiilesme katkida bulunur[25, 26]. "Relaps” terimi, Zeydan ve Kantarci [27]
tarafindan, klinik olarak saatler veya giinler i¢inde ortaya ¢ikan MSS iligkili yeni
norolojik semptom veya bulgularin yani sira, semptom gostermeksizin yeni manyetik
rezonans gorlintiileme (MRG) lezyonlarinin tespit edilmesi seklinde iki farkli durumu
kapsayacak bi¢imde agiklanmaktadir. Aynmi ¢alismada "progresyon" kavrami, MS'e
0zgli patolojik bir 0Ozellik olan ve norolojik islevlerin geri doniissiiz bigcimde
bozulmasina yol agan ilerleyici aksonal kaybi belirtmek i¢in kullanilmaktadir. 1996’da
Amerika Ulusal MS Toplulugu tarafindan kabul edilen klinik fenotipler (Sekil 2.1), 4
grupta toplanmistir: Gortilen (klinik) hastalik aktivasyonunun sadece ataklardan ibaret
olup atak diginda hastalarin tamamen bazal fonksiyonel kapasitelerine dondiigii ya da

her atakta kalan sekel ile yeni bir oziirliiliik kazandig1 fenotip ‘ataklarla seyreden



MS’ (Relapsing Remitting MS-RRMS) olarak adlandirilir [2, 28-30]. MS'nin
niikseden evreleri genellikle kan-beyin bariyerinin bozulmasi ve T ve B hiicrelerinin
infiltrasyonuyla iliskilidir. RRMS’in ge¢ doneminde hastalarin %10-15’inde ataklar
arasinda da oziirliliik durumunda yavas bir kotiiye gidis goriilebilir. Klinik ataklarin
azalmasiyla birlikte Norolojik fonksiyonlardaki ilerleyici bozulmanin artarak devam
ettigi bu klinik fenotip ‘Sekonder Progresif MS’> (SPMS) olarak adlandirilir[31].
Primer Progresif MS (PPMS) fenotipi, hastaligin baslangicindan itibaren
semptomlarin lineer olarak kotiilesmesiyle karakterizedir[29]. Kan-beyin bariyerinin
(KBB) gorece saglam oldugu, merkezi sinir sistemi (MSS)/beyin omurilik sivisi
(BOS) icindeki lokal mekanizmalarin muhtemelen dejenerasyonu kolaylastirdigi
diistintilmektedir[2, 28]. Ataklarla seyreden progressif MS (Progresif Relapsing
MS), diger klinik fenotiplerle ortiisen 6zellikleri nedeniyle kullanimdan ¢ikarilmstir.

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal MS Calisma Grubu, 2013 yilinda, MS
Fenotipleriyle iligkili siniflamaya yonelik yapilan c¢alistayda, klinik resmin
tanimlanmasinda ‘aktivasyon’ ve ‘progresyon’ seklindeki iki 6nemli faktdriin rol
oynadigi kararma varmistir. Aktif hastalik, klinik atak varligi, MRG’da kontrastlanan,
yeni ortaya ¢ikan ya da biiyiiyen plak varligi seklinde tanimlanmistir[32]. Bu nedenle
hasta takibinde belirli aralikla beyin gorintiilemeleri[33]nin tekrarlanmasi
onerilmistir. Progresyon varhigi, terim olarak Genisletilmis MS Oziirliiliik Olgegindeki
skorun takip eden muayenelerde kotilesme egiliminde olmasi seklinde
tanimlanmis[34] olup standardize goriintiileme kriterleri olmasa da, MRG’da lezyon
yiikiinde, kara delik benzeri kronik plaklarda artis ve beyin hacim degisiklikleri
progresyon lehine yorumlanmistir. Bu dogrultuda, yeni siniflamada Sekil 2.2°de ifade

edilen terimler ortaya ¢ikmustir.

Klinik Izole Sendrom (KIiS), hastaligin ilk hastalik aktivasyonu olarak
tanimlanmistir. Zamanda yayilim kriterlerini karsilamasa da, hastanin semptomlarini
aciklayan plaklarin MRG’da yer aldig1 gosterilen KIS vakalarmin biiyiik oranda MS’e
evrildigi gosterilmistir[35]. Bu nedenle 2013 revizyonunda MS hastaliginin bir alt tipi

olarak kabul edilmistir.

KiS’ten daha karmasik olarak Radyolojik Izole Sendrom (RIS), iliskili

semptomlarin es zamanli olarak goriilmedigi, bagka sebeplerle ¢ekilen MRG’lerde



demiyelinizan plaklarin tesadiifen saptandigi durumu agiklar. Ancak, boyu, yeri ve
kontrastlanma 6zellikleri, bu plaklarin MS ile ne kadar iligkili olduguna isaret eder.
MS’i yordayan lezyonlarin goriildiigii hastalar, izlemlerinde yiiksek oranda MS tanisi
almaktadir. Asemptomatik spinal kord lezyonlar, kontrastlanan demiyelinizan plaklar
olan ve/veya beyin omurilik sivisindan yapilan tetkiklerinde pozitiflik saptanan

hastalar yakin takip edilmelidir.[36]
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Sekil 2-2-1. MS’in Klinik seyri. (Bu sekil, 2018’de Baecher-Allan ve ark.’nin ‘MS:

Mekanizmalar ve Immiinterapi’ isimli derlemesinden uyarlanmistir [37].)

Bu siniflama ile ortiistiigii diistiniilen patofizyolojik yaklagim, temelde ataklari
inflamasyon artisi, progresif kotiilesmeyi ise kronik stiregte eklenen nérodejenerasyon
ile iliskilendirmistir. Ancak, RRMS ve PPMS’in birbirinden kesin simnirlarla
ayrilamadig1 bilinmektedir[37]. Patoloji ¢alismalar1 da, PPMS, RRMS ve SPMS’li
beyinlerde birbirleriyle benzer siireglerin isledigini gostermistir[38]. Transgenik
farelerde yapilan MSS demiyelinizasyon modelleme ¢alismalari, peroksizom

eksikligi, mitokondri disfonksiyonu veya proteolipid over-expresyonu gibi



bozukluklarin oligodendrositleri haraplayarak ndrodejeneratif bir siirecle 6ztrliiliik
olusturdugunu ve araya giren inflamasyonla bu oziirliiliikteki artisin hizlandigi
donemler oldugunu gostermistir [39, 40]. Bu bulgular, MS’in belki de
norodejenerasyonla baslayan ve inflamasyon nedeniyle kotiilesen bir hastalik oldugu

diisiincesine neden olmustur.

2.1.5. Multipl Skleroz Teshisi

MS, klinik kriterler ile konulabilen bir tan1 olsa da cogu zaman MRG bulgular1
da bu konuda belirgin katki saglamaktadir. Temel olarak ‘mekanda yayihim’ ve
‘zamanda yayillim’ Kkriterlerinin karsilanmasi gerekmektedir. 2017 McDonald’s
kriterlerine gére MS i¢in karakteristik oldugu kabul edilen 4 anatomik lokasyondan
(periventrikiler, kortikal/jukstakortikal, infratentoriyel, medulla spinalis) en az 2
tanesinde MS’e ait plaklarin goriilmesi ‘mekanda yayilim’ olarak nitelendirilir.
Herhangi bir zamanda ¢ekilen bir MRG’de kontrast tutan ve tutmayan lezyonlarin
beraber bulunmas1 veya belirli araliklarla ¢ekilen iki farkli MRG’den ikincisinde yeni
eklenen en az bir plak goriilmesi ‘zamanda yayilim’ olarak nitelendirilir. 2010
yilindaki kriterlerden farkli olarak plaklarin anlamli kabul edilmeleri i¢in semptomatik
olmalarina gerek yoktur [41], [42]. Ataklarla seyreden MS ve Primer Progresif MS
icin tani kriterleri sirastyla Tablo 2.1 ve Tablo 2.2°de belirtilmistir.
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1996
Klinik MS Tanimu ve MS Fenotipleri

2013
da Kullamlan Fenotipl

MS Klinigini T 1

Kotilesmede  gegici  donem
goriillen  platolarin  goriildigi,
mindr remisyon veya iyilesmelerle
gidebilen, Ozirliliigin hastalik
bagindan beri arttif durum

Hastahign baslangicind
itibaren, atak goriilmeksizin,
¢ziirliligin devamh olarak
arttig durum

Ataklardan kismen iyilesme ve
sekel bulgular

PP PP
/ AKktif , Progresyon Goriilen Hastalik
Erken donemdeki atakli seyrin / Aktif , Progresyon Goriilmeyen Hastalik
Progresif SP ardindan, mindr remisyon veya Progresif
Hastahk > iyilesmelerin goriilebildigi ve Hastahk \
ozirliligin  giderek arttif Aktif Olmayan Progresyon Goriillen Hastahk
durum
Aktif Olmayan Progresyon Goriilmeyen Hastahk
PR SP
Oziirliligin ataklardan kalan Hastaligm erken doneminde
kellerle ve ataklar ar daki ataklarin  goriildiigi, zamanla
kotiillesme donemleriyle arttign ataklarmn azaldigx ancak
durum siiregen bir dzirliiliik artigmin
devam ettigi durum
1996 2013
Klinik MS Tanimu ve MS Fenotipleri MS Klinigini Tanimlamada Kullanilan Fenotipler
i ——————————» Aktif deil
Ataklardan tamamen iyilesme ;qez::li:‘o::?:GS) i
\ Aktif
Atak ve
Remisyonla
Seyreden MS
(RRMS)

AKHf degil
) /

Atak ve

Remisyonla

Seyreden MS —— Aktif
(RRMS)

Sekil 2-2-2. 1996’dan 2013’e Klinik MS Tanimi ve Fenotip Simiflamasinda

degisenler. (Lublin et. al, 2014, Journal of Neurology’de yer alan ‘MS’in Klinik

seyrinin tanimlanmas1:2013 revizyonlar1 derlemesinden uyarlanmistir [41])
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Tablo 2-1. Ataklarla Seyreden MS Tani1 Kriterleri

Klinik Gorinim ve MRG | Ek kriter

En az 2 atak ve >2 lezyona ait
objektif klinik bulgu

En az 2 atak ve 1 lezyona ait [ MY*: Farkli bir MSS bdlgesini isaret eden ek 1
objektif klinik bulgu klinik atak veya MRG lezyonu

1 Kklinik atak ve >2 lezyona ait |ZY:** Farkli bir MSS bdlgesini igaret eden ek 1
objektif klinik bulgu klinik atak veya MRG lezyonu veya spesifik BOS
OKB bulgusu

1 klinik atak ve 1 lezyona ait|MY: Farkli bir MSS bdlgesini isaret eden ek 1
objektif klinik bulgu klinik atak veya MRG + ZY: Farkli bir MSS
bolgesini isaret eden ek 1 klinik atak veya MRG
veya spesifik BOS OKB bulgusu

*MY:Mekanda yayilim, **7ZY: Zamanda yayilim

Tablo 2-2. Primer Progresif MS Tani Kriterleri

Klinik ve MRG Ozellikleri

Klinik relapstan bagimsiz 1 yil siireli hastalik 6ziirliiliik progresyonu (prospektif

veya retrospektif saptanabilir)

Ek olarak asagidakilerden ikisi:

--MS  igin  Kkarakteristik  anatomik  lokasyonlardan  (periventrikiler,
kortikal/jukstakortikal veya infratentoriyal) bir veya birkaginda MS igin

karakteristik en az 1 T2 hiperintens lezyon
--Omurilikte en az 2 T2 hiperintens lezyon

--BOS’ta oligoklonal bandlar
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Multipl Skleroz Tam ve izleminde MRG Kullanimi

MS tani siirecinde ve ayirici tanilar agisindan yapilan degerlendirmede MRG
sikca kullanilmaktadir [43]. MS ve diger demiyelinizan hastaliklar i¢in yapilacak
MRG’lerinin en az 1.5 Tesla ve lizerindeki cihazlarda yapilmasi ve kesitlerin
miimkiinse 3 mm (ya da en ¢ok Smm) araliklarla alinmas1 gerekmektedir. Kesitlerin
ayni diizlemden baslatilmas1 ve subkallozal ¢izgi referans alinarak eslenmesi,
goriintiilerin karsilagtirilmasi igin kolaylik saglar. Kraniyal incelemelerde sagittal ve
aksiyal T1, T2 ve FLAIR ve postkontrast aksiyal T1 agirlikli kesitler alinmalidir.
Spinal incelemeler aksiyal ve sagittal T1 ve T2, postkontrast T1 planlarinda
yapilmalidir. Optik sinirin goriintiilenmesi i¢in yag baskili optik sinire yonelik MRG
istenmelidir. Kontrastli inceleme 0,1 mmol/kg gadolinyum 30 saniye i¢inde verildikten
sonra ve en az 5-10 dakika beklendikten sonra postkontrast yapilir. MR
goriintiilemenin fetiis lizerine zararl etkisi gosterilmemis olmakla birlikte, hamilelerin
ilk ii¢ ayda (organogenez doneminde), tibbi ac¢idan yiiksek diizeyde indikasyon yoksa,

MR incelemesine alinmamalari tercih edilir.

Aktif plaklarda kontrastlanma bir ay strer. Bu lezyonlar T1 sekanslarda
hipointens ‘kara delik’ goriintiisii birakir. Beyin sap1 ve spinal lezyonlar kaybolabilir
ancak digerlerinde kaybolma daha nadirdir. [44]. Atrofi ve T2 hiperintens lezyon yiki
prognostik dneme sahiptir. Demiyelinizan plak sahasi iginde yer alan vaskiiler yap1
SWI (susceptability weighted image/duyarlilik agirlikli goriintiileme) sekanslarinda

hipointens olarak saptanir ve bu bulguya ‘santral ven isareti’ ad1 verilir.

KIS ve MS siiphesi durumunda hastanin muayene bulgularma gére lezyon
oldugu diisiiniilen anatomik lokasyonlar i¢in (beyin ve/veya spinal kord) MRG
endikasyonu bulunur. Ayrica MS ile takip edilen hastalarda atak siiphesi varliginda,
yeni bir tedaviye baslamadan 6nce ve klinik yakinma yoksa bile rutin olarak 2-3 yilda
bir MRG kontrolii yapilmalidir. Ayrica RIS hastalarinda klinik yakinma yoksa bile ilk
2 yil 6 ayda bir kontrol beyin MRG ¢ekilmesi onerilir.
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Multipl Skleroz Teshisinde BOS Analizi:

MS teshisinde beyin omurilik sivis1 (BOS) bulgular1 6nemli ipucu saglar. BOS
Sitolojisi, demiyelinizan hastalik tanisini koyma ile beraber enfektif ve malign
siireclerin dislanmasi i¢in de 6nem tasir. BOS 16kosit normal degeri 5/uL’dir. MS
hastaligi i¢in 5-50/ uL normal kabul edilir [45]. Bazi parametreler i¢in BOS ve kan
beraber calisiimalidir. Kan glukoz degeri BOS degerinin 2/3i kadardir. MS
hastaliginda BOS protein degerleri normal (15-45 mg/ dL) veya hafifce yuksek
olabilir. MS hastalarinda BOS protein degerinin 100 mg/dL’nin iizerinde olmas1
beklenmeyen bir bulgudur. 1gG indeksi (Link indeksi), (19G sos/1gG serum)/(Albumin
sos/Albumin serum) formiilii ile hesaplanir ve MS hastaliginda genellikle 0,66’dan
biliyliktiir. BOS ve serum Ornekleri, jel elektroforezde es zamanli olarak
yiriitiildiigiinde elde edilen oligoklonal bant (OKB) paternleri 5 tipte incelenir. BOSta
veya serumda protein saptanmamis ise tip I, BOSta OKB saptanmis ve kanda
saptanmamus ise tip 1I, BOSta seruma gore daha fazla sayida OKB saptanmis ise tip
[11, BOS ve serumda birbirinin ayn1 gorintiisii elde edilmis ise tip IV, BOS ve serumda
monoklonal bandlarin varlig: tip V seklinde isimlendirilir. MS hastaliginda OKB’nin
tip 11 paterni tipik olup OKB paterni tip 11l veya daha nadir olarak (%15) negatif
saptanabilir [46].

MS Tamisinda ve izleminde Kullanilan Diger Tetkikler:

Uyarilmis Potansiyeller: Fizyolojik sistem bir noktadan uyarildiginda
anatomik yol takip edilebiliyorsa anatomik yol lizerinden, takip edilemiyorsa diger ug
noktadan elektriksel yanitlar alinir ve degerlendirilir. Boylece incelenen yolun intakt

olup olmadigina karar verilir.

Viziiel Uyarilmis Potansiyeller (VUP): VUP'lar, gorsel yollarin optik
sinirden kalkarin kortekse kadar olan elektriksel aktivitesinin bir ifadesidir. Hasta
belirli gorsel uyarilara magruz birakilarak uyarilan bu potansiyeller, biling ve dikkat
durumundan bagimsiz olarak uyaranlara yanit veren ndronal havuz aktivitesini tespit
ederek insan gorsel sisteminin iglevselligini invaziv olmayan bir yontemle arastirma
imkani saglar [47]. Skalpten kaydedilen elektriksel dalgalarin formu ve dalga latanslari

Olciiliir. VUP testinde en ¢ok degerlendirilen dalga 100 msn civarinda ortaya ¢ikan
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P100 dalgast olup latansinin uzamasi gorsel yolaklarda demiyelinizasyon olarak
yorumlanir. P100 latansinin amplitiidiindeki bir diisme akson harabiyeti seklinde
degerlendirilir (Sekil 2.3A). RRMS hastalarinin %50’sinde Nervus Opticus lezyonlari,
%70’inde Radiatio Optica lezyonlar1 goriiliir ve VUP bozukluklarina neden olur [48].

Sensoriyel Uyarilmis Potansiyeller (SUP): Periferik sinir sistemi (zerine
verilen uyari, pleksus, radiks, spinal kord arka kordon, medial lemniskus, talamus ve
son olarak primer duyusal kortekse gelir. SUP ile periferden verilen uyarinin primer
duyusal kortekste olusturdugu etki elektrofizyolojik olarak ol¢iiliir. Uyar1 noktalari tist
ekstremitede median, alt ekstremitede tibial sinirdir. Bu sinir uyarimli kaslarda hafif
bir kasilmanin goriilecegi sekilde diisiik siddette uyari verilir. Median SUP
uygulamasinda N20 veya N25 dalgalarinin latansinda uzama veya amplitiidlerinde
disiikliik olup olmadigi test edilir. Tibial SUP’ta ise P40 latans ve amplitiidii
degerlendirilir (Sekil 2.3B,C).

Beyin Sap1 Isitsel Uyarilmis Potansiyeller (BIUP): Beyin sap1 isitsel
uyarilmis potansiyelleri (BIUP) rutin kullanimda en az kullanilan potansiyellerdir.
MRG’ye gore daha az duyarli olmasi dezavantajidir. Buna ragmen klinik belirti
vermeyen beyin sap1 lezyonlarini saptamakta kullanilabilir. Beyin sapi isitsel yollarini
etkileyen bir patolojik siirecin varliginda lezyonun etkiledigi diizeyden sonraki
potansiyellerin latanslar1 uzar veya kaybolur. Anormalligi en ¢ok yansitan parametre
interpik latanslardir. I-III interpik latansinin uzamasi VIII. sinir ve alt ponsa iliskin
patolojik durumlar1 (akustik nérinom gibi), I11-V interpik latansindaki uzama orta-

pons ve alt mezensefalondaki lezyonlara isaret eder (Sekil 2.3D).

Optik Koherans Tomografi (OKT): Retinal gangliyon hiicrelerinin uzantilari
olan retinal sinir lifleri, i¢ retinada yer alir ve birleserek optik siniri meydana getirirler.
Bu aksonlar, lamina kribrosa bolgesine ulasana kadar miyelinsizdir. Optik koherens
tomografi (OKT), retina dokusunun kesit goruntilerini yuksek ¢ozuntrliikle elde
etmeye yarayan ve retina katmanlarinin kalinligina dair bilgiler sunan, invaziv
olmayan bir goriintiileme metodudur. Goriintiilemenin fiziksel temeli optik yansima
farkliliklarina dayanir. Retina sinir lifi tabakas1 (RSLT) peripapiller bolgede kalinlasir.
Horgiicli kalin inferior ve superior kadranlar, aradaki ¢ukurluklari ise ince nazal ve

temporal kadranlar olusturmaktadir. Bunun sonucu olarak OKT analizinde °‘gift
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horgii¢’ goriintiisii elde edilir. Cift horgili¢ gorlintiisiiniin kaybolmas1 ve RSLT’de

incelme aksonal dejenerasyon gostergesi olup prognostik agidan degerlidir [49].

N135

N50

>

N75

P40 amplitadi

-

Zzaman

P100 amplitidi
amplitiid

amplitid

P40

zaman

P100 latansi P100 P40 latansi

N20

>
>
<

=)
©
3
=
=
£
- o
; n
=] ~
= a
£ v
- P25 o m-v
Zzaman
& >
<€ >

P25 latansi Akustik sinir Mezensefalon

Sekil 2-2-3. Multipl Skleroz Teshisinde Kullanilan Elektrofizyolojik Testler
A.Viziiel uyarilmis potansiyel B.Tibial Sensoriyel Uyarilmis Potansiyel C. Median
Sensoriyel Uyarilmis Potansiyel D.Beyin Sap1 Isitsel Uyarilmis Potansiyel ([49]’tan

uyarlanmigtir)
2.1.6. Multipl Skleroz Hastalarinda Klinik Olcekler:

Genigsletilmis Oziirliiliik Durum Ol¢egi (Expanded Disability State Scale —
EDSS):

MS hastaliginin klinik etkilerini degerlendirmek amactyla nitel (kalitatif) ve
semi-kantitatif olmak {izere ¢esitli dl¢ekler kullanilmaktadir. Bu 6lgekler arasinda en
yaygin kabul goren ve kritik 6neme sahip olan1 Genisletilmis Engellilik Durumu
Skalas1 (EDSS)’dir. EDSS puanlamasi, bir noéroloji uzmani tarafindan yapilir.

Skorlama 0 ila 10 arasinda, yarim puan araliklariyla yapilmakta olup, EDSS 0 puan
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tamamen normal bir muayeneyi, EDSS 10 puan ise MS nedeniyle meydana gelen
olum0 ifade etmektedir. Bu puanlama sistemi, piramidal fonksiyonlar, serebellar
fonksiyonlar, beyin sap1 fonksiyonlari, duyusal fonksiyonlar, bagirsak ve mesane
fonksiyonlari, gérme fonksiyonlari, serebral fonksiyonlar ve digerleri olmak iizere
sekiz farkli alt kategori iizerinden g¢oklu sistem degerlendirmesini igerir. EDSS
puanlamasina gore, yaklasik olarak 1 ile 4,5 aras1 puan alan MS hastalar1 herhangi bir
yardima ihtiya¢ duymadan yiiriiyebilirken 5 ile 9,5 arasi puan alan hastalar ise
yardimsiz yiiriiyemeyen kisileri temsil etmektedir [50]. Cohen ve ark. EDSS’nin
degerlendiriciler arasindaki variabilitesinin %30’a kadar ¢ikabildigini gostermistir
[51]. Twork ve ark.’a gore EDSS skorlarindaki artis, her zaman yasam kalite
Olceklerindeki artigla korelasyon gostermemektedir. EDSS 4,5 ve altinda olan
hastalardaki skor artis1, EDSS 4,5-6,5 arasinda olan ve EDSS > 7 olan hastalara gore
yagsam kalite Olgeklerinde daha az etki olusturmaktadir [52]. EDSS diisiik skorlarda
engellilikten ziyade Norolojik muayenede tespit edilenleri yansitir. Bunun yaninda,
4.5-7.5 arasinda yiirtime bozuklugunun bir gostergesi iken 7.5 ve lizeri skorlarda
immobil hastalarin glinlik yasam aktivitelerini gergeklestirebilme yeteneklerini

yansitir [53].
Multipl Skleroz Kompozit Fonksiyon Testi (MSKT):

MS’in hastalar tizerindeki etkisini {i¢ temel fonksiyon kaybi iizerinden dl¢gmeyi
amagclayan bu kompozit test 1990’larin sonunda onerilmistir. ‘Yirmi bes feet ylirlime
testi’ hareket ve yiirime Kabiliyeti; ‘dokuz delikli ¢ivi testi” Ust ekstremite becerisi ve
‘Zamanl Sesli Seri Testi’ (PASAT-3) isitsel bilgiyi isleme kapasitesini degerlendirir.
PASAT-3 testinde hastaya her 3 saniyede bir yeni bir say1 sunulur ve hastanin bu
say1y1 hemen Onceki say1 ile toplamasi istenir. Hastanin performans stresini azaltma
ve daha kolay uygulayabilme amaglariyla PASAT-3 testi yerine ‘Sembol Rakam
Modalite’ testi Onerilmistir. Bu testte hastanin belirli sayilar ile figiirleri eslestirmesi
beklenmektedir. Ancak MSKT EDSS kadar yayginlasmamis olup genellikle aragtirma
amaciyla kullanilmaktadir [54, 55].

EDSS-Plus:

EDSS skorunun 1,0’den 2,0’ye yiikselmesi ile 5,0’ten 6,0’ya yiikselmesi icin

gerekli progresyon miktarlar1 farkli olacaktir. EDSS, genis bilimsel ve diizenleyici bir
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gegmise sahip olmasina ragmen, SPMS hastalarinda klinik olarak énemli engellilik
artisgin1 tespit etmedeki duyarliligi sinirlidir. Bunun nedenleri kismen, kisa mesafe
yiirliylis ve iist ekstremite fonksiyonunun anlamli bir sekilde 6l¢lilmemesidir [55].
Cadavid ve ark. 24 hafta arayla uyguladiklar1 yeni kompozit skorun sekonder
progresyonu tahmin etmede EDSS’den daha iyi oldugunu gostermistir. Bu skorda

EDSS, 25ft yurume testi ve dokuz delikli civi testinden olusmaktadir [56, 57].

Bu gelismeler, MS’in klinik sonlaniminin biiyiik 6l¢iide alt ekstremite motor
disfonksiyonu ve hareket kabiliyeti olmadigini gostermistir. Ozellikle progresif MS
hasta grubunda oziirliiliikkteki kotiilesmenin ‘fonksiyonel’ kapasite ile daha yiiksek
iliskisi nedeniyle MS hastalarinin fonksiyon kapasitesini dl¢ebilecek ¢ok yonlii yeni
bir Olcek geregi ortaya konmustur. Ayrica progresyonun muhtemelen farkli

immiinopatolojik mekanizmalarla gerceklestigi de klinik olarak desteklenmistir.

2.1.7. MS Tedavileri

MS Atak Tedavileri:

MS'te, enflamatuvar ve demiyelinizasyon surecler nedeniyle yeni norolojik
belirtilerin goriildiigii veya mevcut belirtilerin siddetlendigi, en az 24 saat siiren
norolojik kotiilesme atak olarak adlandirilir. Psddoatak, viicut sicakliginda yiikselme
gibi sebeplerle enfeksiyon veya diger faktorler esliginde ge¢miste yasanmis
semptomlarin yeniden ortaya ¢ikmasi ya da mevcut semptomlarin agirlagmasi
durumunu ifade eder. Yogun stres, uyku eksikligi, aclik, menstruasyon gibi faktorler
psodoataga katkida bulunabilir. Ayrica, paroksismal semptomlar (tonik spazmlar veya
trigeminal nevralji gibi) 24 saat veya daha uzun siire boyunca var oldugunda, atak

olarak degerlendirilmelidir.

MS akut atak doneminde en c¢ok tercih edilen tedavi intravenoz
metilprednizolondur (IVMP). Akut ataklarda 1VMP tedavisi 500-1000 mg/gin
dozda 3 ila 10 giin arasinda ve Adrenokortikotropik hormon (ACTH) ritmini en az
diizeyde inhibe edebilmek amaciyla sabahlar1 60-90 dk sire icinde tek seferde
uygulanir. Oral yoldan uygulanan steroide gore ivmp uygulanan hastalarda bir sonraki
MS ataginin daha ge¢ goriildiigli saptanmistir. Ancak klinik yararlanim ve yan etki
profili acisindan 1250 mg po prednizon giin asir1 kullanimi ile 1000 mg/giin ivmp 5

giin kullaniminin benzer oldugunu gosteren calismalar da mevcuttur [58]. Steroid
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tedavisinin perfierik immiin sistem {izerindeki etkisinin 3. Giin basladig1, ancak kalic1
olmadig1 ve tedavi kesildikten yaklasik 30 giin sonra kaybolmaya basladigi
gosterilmistir [59]. Klinik iyilesme giinler iginde veya bir hafta sonra baslayabilir.
Agizda metalik tat veya tat degisikligi (%53), ylizde kizarma ve ates basmasi (%61),
karin agrist veya dispepsi (%53), uyku bozuklugu (%44), istahta azalma (%37),
ajitasyon (%36) ve davranig degisikligi (%36) akut donemde goriilen yan etkilerdir
[59, 60]. En korkulan yan etkilerden biri osteoporoz olup ivmp tedavisinin kemik
yogunlugu iizerinde negatif etkisinin olmadigmi gosteren calismalar da mevcuttur
[61]. IVMP alan hastalara, beraberinde proton pomba inhibitorii ve kalsiyum/d-

vitamini recete edilmelidir.

Kortikosteroid tedavisini tolere edemeyen veya bu tedaviye yanit alinamayan
hastalarda adrenokortikotropik hormon (ACTH) kullanilabilir. 50 inite (1
mg)/giin- 5-7 giin, im olarak verildikten sonra, 50 {inite (1mg)/giinasiri, 3-5 giin
siireyle uygulanabilir. Dozun azaltilarak kesilmesi uygundur. Kortikosteroidlerle
benzer veya biraz daha az klinik yararlanim sagladigini gésteren ¢aligmalar mevcuttur.
Yan etki profilleri benzerdir. Melanokortin reseptor-1(MKR1) (zerinden
kortikotropik, MKR2 ve MKR3 iizerinden antiinflamatuvar etki gerceklestirdigi
diisliniilmektedir [62].

MS ataklarinda intravendz immdanoglobulin (ivig) kullanimina iligkin yeterli
veri yoktur. Ancak akut atak doneminde steroid tedavisinin kontrendike oldugu
hastalarda toplamda 2 gr/kg dozda kullanilabilmektedir. Ivig tedavisinin yardime1 T
hiicre-1 ile yardimci T hiicre-2 arasindaki bozulmus dengeyi modiile edebilecegi ve
antikor-kompleman kompleksinin olusumunu engelleyerek fayda saglayabilecegi

diistiniilmektedir [63].

MS ve diger MSS otoimmiin iligkili inflamatuvar hastaliklarinda
kortikosteroide yanit alinamayan hastalarda plazmaferez yapilabilir. Plazmaferez,
antijen-antikor ve kompleman-antikor komplekslerinin kandan uzaklastirilmasi ile etki
eder ve defisitlerde 6nemli Olgiide iyilesme saglayabilir. Kateter enfeksiyonu,
pnémotoraks, hemotoraks, anafialktoid reaksiyon, hipofibrinojenemi gibi yan etkilere
neden olabilmektedir [64, 65].
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Multipl Skleroz idame Tedavileri:

MS idame tedavilerinin amaci, hastalik aktivasyonunu uzun siireli olarak
kontrol altina almaktir. Bunedenle, tedaviye baslarken ve mevcut tedavi degistirilirken
hedef, 'Hastalik Aktivitesinin Olmamasi (No Evidence of Disease Activity - NEDA)'
durumuna ulagmaktir. NEDA-3, Kklinik atak yoklugu, o0zlrlllikte ilerleme
gozlenmemesi ve MRG kontrollerinde yeni T2 hiperintens lezyonlarin eklenmemesi
veya T1'de kontrast tutan lezyonlarin bulunmamasi Kriterlerine dayanir. Son yillarda,
bu kriterlere MS iliskili beyin atrofisinin yoklugu eklenerek NEDA-4, NEDA-4é
kognitif semptomlar eklenerek NEDA-5 6nerilmistir [66]. Tedavi agisindan atilacak

her adimda hasta bu kriterlere gore diigiik-orta-yiiksek riskli olarak degerlendirilir

(Tablo 2.3).

Tablo 2-3. Tedaviye yanitsizlik konusunda kaygi derecesi (NEDA-3)

Degerlendirme

Tedaviye yanitsizlik konusunda kayg: derecesi

Orta

 Yiiksek

1 fonksiyonel sistem
etkilenmesi,

motor ve serebellar tutulum
yok/ihml,

yasam kalitesine hafif
derecede etkili

>1 fonksiyonel sistem
etkilenmesi,

orta derecede motor ve
serebellar tutulum,

yasam kalitesine orta
derecede etkili

Atak sayisi Tedavinin ikinci yilinda 1 Tedavinin birinci yilinda Tedavinin birinci yilinda
atak 1 atak >1 atak
Atak siddeti KS gerektirmeyen KS gerektiren KSlyatis gerektiren

>1 fonksiyonel sistem
etkilenmesi, ciddi derecede
motor ve serebellar tutulum,
yasam kalitesine yliksek
derecede etkili

Ataktan dizelme
(sire)

Hizli iyilesme,
fonksiyonel kusur yok

Ug ayda tam olmayan
iyilesme

llimli fonksiyonel kusur

6 ayda tam olmayan
iyilesme, belirgin
fonksiyonel kusur

EDSS
<3.5 <1 puan 6 ayda 2 puan 6 ayda >2 puan
12 ayda 2 puan
4,0-5,0 <1 puan 6 ayda 1 puan 6 ayda >1 puan
12 ayda 1 puan
>5.5 6 ayda 0,5 puan 6 ayda >0,5 puan ‘
MRG
Yeni KTL veya 1 lezyon 2 lezyon >3 lezyon
T2Lyl
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MS tedavi se¢iminde kullanilan iki temel strateji ‘eskalasyon tedavisi’ ve
‘indiiksiyon tedavisi’ kavramlar1 ile ifade edilir. Eskalasyon yaklagiminda, MS
tedavisine daha diisiik etkinlikli ilaclarla baglanir ve yan etki riski gozetilerek hastalik
aktivasyonu arttik¢a daha yiiksek etkinlikli ilaglara gegilir. Indiiksiyon yaklasiminda,
erken donemde hastalik aktivasyonunu maksimum dizeyde azaltabilecek agresif
tedaviler tercih edilir (Sekil 2.4). Bu yaklasimlar igerisine dahil edilen MS ilaglar1

etkinlik ve yan etki diizeylerine gore farkli basamaklarda ele alinmistir.

indiiksiyon Tedavisi Eskalasyon Tedavisi

immiinomodiilasyon

Alemtuzumab — — —» Immiinsupresyon

1. basamak tedavi
IFN, GA, Teriflunamid, DMF

Siklofosfamid Mitoksantr Kladribi
tilotostanmt Hoksantron u-|1 6-12 ay takip sonunda hastalik aktivitesini

L ‘ l l i degerlendir ve gerekiyorsa ilag degigimini diigiin
Y

3 ayda bir yakin takip et. Hastalik aktivasyonu durumunda tedavi tekran
veya ilag degigimini diisiin

l l s KA

Hastalik progresyon riskini belirle ‘

Diger 1. basamak

Tedavi degisikligi tedavi* 2. basamak ajan: Fingolimod,
Tedavi tekrar Alemtuzumab A Natalizumab, Alemtuzumab,
i i . Daclizumab, Ocrelizumab
Devam eden hastalik aktivitesi Eskalasyon sekli I Gegici | l Kalic1 |
l ‘ ileri suboptimal yamt |
. .. 1 1l tedavi degisikligi 1 izl
Immiinablasyon veya analog kok hiicre tedavisi [« Y1 fecavi CoBSCISe yanli 1250 } l

3. basamak tedavi: Mitoksantron, Kladribin,
Tedavi degigikligi Daklizumab, Siklofosfamid, deneysel
tedaviler)

Sekil 2-2-4. MS Tedavi Stratejileri ([67] den Tiirkge’ye ¢evrilerek uyarlanmustir.)

Idame olarak kullanilan MS ilaglar1 immiinsiipresif (alemtuzumab, kladribin,
siklofosfamid, mitoksantron, okrelizumab) veya hastalik seyrini yavaglatan immiin
modulatuvar mekanizmalar (interferon-beta-1a, glatiramer asetat, dimetilfumarat,
fingolimod, teriflunamid, daclizumab, natalizumab) ile etki gosterir [68]. MS idame

tedavisinde kullanilan ilaglar ve 6zellikleri asagidaki gibidir:
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Interferon Beta: 1993'te, interferon beta-1b (IFN-B 1b) MS i¢in onaylanan ilk
hastalik modifiye edici tedavi olmustur ve KIS, RRMS, SPMS hastalarinda endikedir
[69]. Klinik olarak atak siklik ve siddetini, radyolojik olarak da yeni lezyon gelisimini
ve lezyon yiikiinii azaltici etkileri olan interferon-beta’nin IFN-B 1b (Betaferon sc.) ve
IFN-B 1a (Avonex im. ve Rebif sc. ) olmak {izere iki tip rekombinant formu bulunur.
IFN-B 1a, endojen insan IFN-B 1a ile aynidir. IFN-B 1b, IFN-B 1a’dan bir amino asit
farklidir ve glikozil grubu eksiktir. IFN-B, T lenfositlerin aktivasyon ve ¢ogalmasini,
proinflamatuar sitokinlerin dretimini ve mikroglialarda antijen sunumunu azaltarak;
ayrica kan-beyin bariyerinde matriks metalloproteinlerinin Gretimini inhibe ederek
etki gosterir[67]. Yan etkiler enjeksiyonu takiben 2-8 saat sonra ortaya ¢ikan ve 24
saat sonra azalan influenza benzeri semptomlarin yani sira yaygin lenfopeni,
notropeni, tiroid fonskiyon bozuklugu, hepatit, enjeksiyon yerinde abse ve nekroz
seklindedir. Baz1 hastalarda spastisiteyi artirdigi bildirilmistir. IFN-B tedavisi ile
notrolizan antikorlar (NAB) olusumu indiiklenebilir. NAB'lar genellikle tedavinin 6.
ilal8. aylar1 arasinda yas, cinsiyet ve ilacin kullanildig1 siireden bagimsiz olarak ortaya
cikar ve NAB'larin varliginda tedavinin etkinliginin azaldig1 diistiniilmektedir[70].
2020 itibariyle, interferon betalar, gercek yasam gebelik verilerine dayanarak
teratojenik olarak kabul edilmemektedir. IFN-B kullanirken emzirmenin giivenli
oldugu diisiiniilmektedir. Eskalasyon gereginde hastalik aktivasyonuna gore bagka
tedaviye gegilebilir. Disiik riskli aktivasyonda yiiksek doz IFN-B uygulanabilir veya
glatiramer asetata gecilmesi diisiiniilebilir. Yiksek riskli hastalik aktivasyonunda

ikinci basamak MS tedavilerinden birine gegilmesi 6nerilmektedir.

Glatiramer Asetat (GA): Polipeptid yapida dogal 4 aminoasidin (L-glutamik
asit, L-alanin, L-tirozin, L-lizin) sentetik bilesimidir ve ‘’myelin basic protein’’ (MBP)
yapisindadir. Glatiramer asetat ilk olarak 1996 yilinda FDA tarafindan RRMS i¢in
onay almustir. Daha sonra onay, yetiskinlerde KIS ve aktif SPMS'i icerecek sekilde
genisletilmistir. Periferik kanda anti-inflamatuar yardimei T lenfositlerini (T helper-2,
Th2) indukler. Antijen sunan hiicreler (monosit ve dendritik hiicreler), CD4+ yardimci
T lenfositler, CD8+ T sitotoksik lenfositler, pro-enflamatuar (Th1/Th17) lenfositlerin
anti-enflamasyon yoniinde modiilasyonunu saglar. GA, ayrica ndrotrofik faktorlerin
(beyin kaynakli nérotrofik faktor-3 ve norotrofik faktor-4) sekresyonunu indikleyerek

noroprotektif ve nororejeneratif 6zellik gosterir [71]. 20 mg/sc/her giin veya 40
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mg/sc/haftada ii¢ kez subkiitan uygulanir. GA genellikle iyi tolere edilir, ancak ¢ogu
hastada (%65) enjeksiyon bolgesi reaksiyonlari, eritem (agri, kizariklik, sislik ve
kasint1) goriiliir. Lokalize lipoatrofi kronik kullanimda kalict olabilir. Yaklagik %15
hastada, enjeksiyon sonrasi yiizde kizarma ve gogiiste gecici sikisma, carpinti ve
dispne seklinde kendi kendini sinirlayan sistemik reaksiyon goriilebilir. Glatiramer
asetatin, teratojenite veya fetal kayip riskinde artis olmadan gebelik boyunca alinmasi

givenli kabul edilir ve emzirirken kullanmak i¢in gtivenlidir [72].

Teriflunamid: Teriflunomid, de novo pirimidin sentezinde gorevli
mitokondriyel bir enzim olan dihidroorotat dehidrojenazi geri doniisiimlii olarak
inhibe eder. T ve B lenfosit ¢ogalmasimi engeller. T-lenfosit alt tipleri icinde
proinflamatuvar o6zellikteki hiicre gruplarini azaltir ve antiinflamatuvar 0zellikteki
dizenleyici T hicreleri (Treg) artirir. Sitokin saliverilmesini azaltarak humoral
immuniteyi baskilayici etki gosterir. RRMS ve KIS hastalarinda endikedir. Bir faz 3
calismasinda plaseboya kiyasla 14 mg’lik teriflunamid dozunun relaps oranim % 31-
36, oziirliliigiin progresyon oranint % 26-27 ve MRG gadolinium tutan lezyonlar1 %
80 oraninda azalttig1 gosterilmistir[73]. Teriflunamid 7 mg veya 14 mg dozlarda tablet
halinde giinliikk olarak alinir. En sik goriilen yan etki sa¢ dokiilmesi (%7-13) olup
periferik noropati, karaciger fonksiyon bozuklugu, toksik hepatit, hipertansiyon,
lenfopeni ve nétropeni de goriilebilir. Teriflunomid hayvan ¢alismalarinda teratojenik
bulunmustur. Gebe kadinlarda ve etkili kontrasepsiyon kullanmayan {iireme
potansiyeline sahip iki cinsiyette de kontrendikedir [74]. Yar1 omrii uzun olan
teriflunamid dokularda depolanir. Bu nedenle gebelik veya ciddi advers etkiler
durumunda, kolestiramin veya aktif edilmis komiir kullanilarak ilacin hizlandirilmis

bir sekilde viicuttan atilmasi onerilir.

Dimetil Fumarat: Fumarik asit esterlerinin oral formulasyonudur, eskiden
beri psiriasis tedavisinde de kullamlmaktadir. Eriskin KIS, RRMS ve SPMS
hastalarinda kullanim1 2013 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir. Etki mekanizmasi
net olarak bilinmeyen ilacin, antiinfalamatuvar, noroprotektif ve anti-oksidan etki
gosterdigi distiniilmektedir. Kullanim1 esnasinda Th1’den Th2’ye kaymaya neden
olmakta; hiicreleri oksidatif strese karsi koruyan bir transkripsiyon faktorii olan Nrf
aracilikli hem-oksijenaz aktivasyonunu ve IL-4, IL-5 gibi sitokinlerinin dizeyini

artirmaktadir [75]. Dimetil fumarat glinde iki kez 120 mg veya 240 mg kapsul olarak
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uygulanir. Plasebo karsilastirmali Faz 3 calismasinda relaps oranmi % 44-53,
oztrlilik oranmi % 22-32 ve MRG kontrast tutulumu % 75- 94; Copaxone ile
karsilastirmali bir ¢galigmada relaps oranini % 24, 6ziirliiliikk oranini ise % 17 oraninda
daha fazla azalttig1 gozlenmistir [76]. En sik goriilen yan etki olan flushing (yiizde
kizarma ve ateslenme hissi), ilacin yemek sirasinda alinmasi ve asetil salisilik
kullanimz ile 6nlenebilir. ilk 3 ayda karm agris1 ve dispepsi sikayetleri siktir ve
yemekle birlikte alindiginda azalabilir. Ik yilda lenfosit sayisinda %30 azalmaya
neden olur. Lenfosit sayis1 6 ay siiresince 500 lenfosit/mm®’{in altinda ise ilacin gegici
olarak kesilmesi diisiiniilebilir. Ileri yas, 6 aydan daha uzun siireli evre 3 lenfopeni
artmis Progresif multifokal 16koensefalopati (PML) tablosu ile iliskilidir[77]. Ilacin
gebelikte kullanimi1 Onerilmez ancak kullanilabilirligini savunan kiiciik 6rneklemli

caligmalar mevcuttur [78, 79].

Fingolimod: Sfingozin 1-fosfat reseptér modulatéri olan fingolimod, oto-
reaktif lenfositlerin lenf nodlarindan ayrilmalarini ve merkezi sinir sistemine gociinii
engeller. 0,5 mg’lik kapsiil formu oral olarak giinlik kullanilir. INF-R3, Glatiramer
asetat, Teriflunamid ya da dimetil fumarati en az 1 y1l siireyle kullandig1 halde yeterli
yanit alinamamis RRMS hastalarinda 2.basamak tedavi ya da baglangigtan beri yiiksek
hastalik aktivitesine sahip olgularda ilk secenek olarak baslanabilir. Faz 3
calismalarinda; plaseboya gore yillik relaps oraninda, 6ziirliiliik progresyonunda, yeni
gelisen MRG lezyon sayisinda ve beyin atrofisinde azalma sagladigi gosterilmistir
[80]. En sik goriilen yan etki uzamis QTc ve bradikardidir. Ilk dozdan sonra 1 saat
icinde kalp hizinda azalma olur, 4.5 saatte maksimuma ulasir. Nadiren 40atim/dk’nin
altina iner. Bu durumda tedavi durdurulmalidir. Gegici AV bloklar olabilir. Bu
nedenle ilk doz sonrasi en az 6 saatlik kardiyak monitorizasyon onerilir. Genellikle ilk
3-4 ayda karaciger fonksiyon testlerinde (KCFT) bozulmaya neden olur. Bu nedenle
KCFT takibi 1. 3. 6. Ay ve sonrasinda periyodik olarak izlenmelidir. Lenfosit sayisi
200/mm3 altinda ise tedavi kesilir ve lenfopeni birkac hafta icinde normale doner.
Fingolimod, firsat¢1 enfeksiyonlara ve Oncesinde immiinsupresan tedavi veya
natalizumab kullanan hastalarda PML’ye yatkinlig: artirir. Ilacin kullanim1 esnasinda
canli-attenlie agilar yapilmamalidir. Lipid profilinde bozulma, hipertansiyon ve
makila ddemine yol agabilir. Bu nedenle tedaviye baslandiktan sonraki 3. Ayda

oftalmolojik degerlendirme, 6. ayda Optik Koherens Tomografi (OCT) ve yillik
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oftalmolojik kontrol dnerilir. Fingolimod kesildikten sonra rebound hastalik aktivitesi

gelisebilir[81, 82].

Natalizumab: Natalizumab o4-integrin'e karst bir monoklonal antikordur.
Aktife olmus lokositlerin endotele yapismasini Onleyerek, inflamatuar hiicrelerin
MSS’e gecisini inhibe eder[83]. Eriskin KiS, RRMS ve aktif SPMS hastalarinda
endike olan natalizumab, her 4 haftada bir 300 mg intravendz infuzyon seklinde
uygulanir. Monoterapi olarak kullanildiginda plaseboya karsi hastalik aktivitesini

%62, MRG’da kontrastlanma gosteren plaklar1 %92 azalttig1 gosterilmistir[84].

Natalizumab genellikle iyi tolere edilmesine ragmen, PML riski her zaman g6z
ontinde bulundurulmalidir (4.1/1000). JCV PCR negatif olan ve daha once
immunsupressif ila¢ kullanmayan hastalarda PML riski diisiiktiir (<1 /10000). JCV
pozitif hastalarda PML riski, Natalizumab tedavi siresi ve daha 0Onceki
immiinosupresif tedavilere baglidir. Bu hastalarda risk ilk 2 yilda diisiiktiir, ama siire
arttikga risk artar. En yiiksek risk, daha once de 2 yillik natalizumab tedavisi sonrasi
immiinsiipresif tedavi alan JCV pozitif hastalar arasinda bulunmustur (~ 1/60). Genel
bir kural olarak, 2 yildan uzun bir siire natalizumab ile tedavi edilen JCV pozitif
hastalarin bagka bir ikinci basamak tedaviye ge¢meleri Onerilmektedir[85].
JCVindeksi <1,5 ise 3 ayda bir PML agisindan klinik ve radyolojik olarak kontrol
edilmek sartiyla bazi hastalarda Natalizumab’a devam edilebilir. JCV-negatif
hastalarda her 6 ayda bir indeks bakilmasi Onerilir. Natalizumab tedavisine karsi
immiin cevap olusabilir ve ilaca kars1 antikor gelisimi Natalizumaba kars1 sentezlenen
antikorlar genellikle tedavinin ilk 12 ay1 igerisinde ortaya ¢ikar, tedavinin etkinligini
azaltir ve daha yiiksek oranda infiizyonla iligkili yan etkilere sebep olabilir. Buna gore,
hastalar tedavinin 6 ve 12. ay bu agidan test edilmeli, daha sonraki donemde ise tedavi
basarisizlig1 ya da infuzyon iligkili reaksiyonlar gelisirse bu agidan kontrol edilmelidir.
Natalizumab kesildikten sonra hastaligin rebound aktivite gosterme riski

mevcuttur[86].

Okrelizumab: Rekombinant olarak elde edilmis humanize bir monoklonal
antikordur. Kimerik rituksimab gibi etkisini, B hiicrelerin yiizeyindeki CD20 molekuli
ile etkilesime gecerek gerceklestirir. Ancak rituksimabda oldugu gibi anti-Kimerik

notralizan antikor olusumu goriilmez ve inflizyon ile iligkili reaksiyonlar daha
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azdir. Okrelizumab, B hiicrelerinin CD20 molekiiliine baglanarak apoptozuna
dolayisiyla dolasimdaki B hiicrelerin azalmasina yol agar. 2011 yilinda yapilan faz 2
caligmasinda 2 hafta ara ile verilen 300 mg intravendz ocrelizumab tedavisinin
plaseboya kiyasla yillik atak sikliginda %80 azalmaya yol actigi tespit edilmistir. Daha
sonra yapilan 2 faz 3 ¢alisma RRMS’te atak sikligin1 ve MR aktivitesini IFN-beta’ya
gore onemli olgiide azalttigim1 gostermistir (OPERA1-2). Ocrelizumab, PPMS’te
progresyon Uzerine olumlu etkinligi gosterilmis ilk tedavidir (ORATORIO) [87]. Mart
2017'de FDA, hem RRMS hem de PPMS i¢in okrelizumab onay1 vermistir. EDSS’si
7’den diisiik, en az 1 yil siireyle INF-B, teriflunomid, GA, DMF tedavisine yanitsiz
oldugunun gosterilmis RRMS ve SPMS hastalar1 ile EDSS’si  7’den diisik PPMS
hastalarinda kullanim endikasyonu mevcuttur. Ilk iki doz 15 giin arayla 300 mg
intravendz infiizyon seklinde uygulanir. Daha sonra her 24 haftada bir, 600 mg 1V
inflizyon olarak devam edilir. ilag yakin tibbi gdzetim altinda ve premedikasyon
(metilprednizolon 100 mg iv, Difenhidramin 50 mg tb oral, Parasetamol 500 mg tb
oral) ile verilmelidir. Tedavi 6ncesi Varicella, tuberkiloz, hepatit serolojisi ve meme
kanseri agisindan tarama yapilmalidir. Ocrelizumab kullanan hastalarda artmig
neoplazi riski olmasi nedeniyle meme kanseri taramalar1 ilaca baslanmadan 6nce

yapilmalidir[88].
2.2.  Multipl Skleroz Patofizyolojisi:

2.2.1. Miyelin Kilifin Yapisi:

Miyelin kilif, sinir aksonlarini1 spiral sekilde sararak elektriksel yalitim
saglayan plazma membranidir. Periferik sinir sisteminde Schwan hiicreleri, merkezi
sinir sisteminde ise oligodendrositler miyelini olusturur [89] [90] [91]. Uzun bir akson
boyunca bir¢ok hiicre aralarinda bosluklar kalacak sekilde miyelin olusturabilir.
Hiicreler arasinda kalan bosluklar, aksonun ekstraseliiler boslukla direkt temas ettigi
‘Ranvier nodlar’dir. Elektriksel ileti akson boyunca bir Ranvier nodundan digerine
sigrayarak ilerledigi i¢cin miyelin yapist sinir iletimini hizlandirir. Miyelinli aksonlar,
MSS’de glial hiicreler ve kan damarlar1 ile birlikte beyaz cevherde yer alir. Gri
cevherde ise miyelinsiz aksonlar, hiicre gévdeleri ve govdeden ¢ikan dendritler yer

alir.
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Miyelinin yapist ile ilgili ilk bilgiler elektrofizyoloji ve elektron mikroskopi
(EM) calismalarindan gelmistir. Periferik sinir sistemi (PSS) prototipi olarak siyatik
sinir, MSS prototipi olarak optik sinir ¢alisilmis ve goriintiiler boyunca bu yapilarda
koyu-agik-koyu-agik-koyu’ renklerde ritmik bir paterne rastlanmistir. Oyle ki, EM
goriintiisii boyunca miyelin kilifin sitozolik veya ekstraseliiler bosluklara ait protein
icerikli katmanlar1 koyu renkte, lipidlerce zengin membrandz katmanlar: agik renkte
gorindr (Sekil 2.5). PSS’de her bir schwann hiicresi bir aksonu ¢epegevre sararken
MSS’de bir oligodendrosit plazmalemmasi birden fazla aksona deger ve her aksonun
bir kismin1 orter. Sekil 2.6’da goriildiigi gibi hiicre zarlar ortada iki tabaka halinde
yogun bir katman olusturur ve sitoplazmay1 perifere iter. Yogun katmanin sitozolik
kismi koyu/dens ¢izgiyi; periferde kalan sitozolik bosluklar lateral katlanti veya

Schmidt-Lanterman yariklarini olusturur.
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Sekil 2-5. MSS’de miyeline ait ince yapiyr gosteren kompozit diyagram.

(Norton’un 1977°de miyelin yapilarini inceledigi ¢alismasindan uyarlanmustir [92].)

Miyelin, %70’lik lipid oran1 ile organizmada protein:lipid oran1 ve %35-55lik

su orant ile organizmada su igerigi en diisiik membrandz yapidir[93]. Miyeline Gzel
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bir lipid yoktur ancak serebrozid (galaktozil seramid) miyelinde bulunan bir tipik
lipiddir. Serebrozid ve sulfatidlerle birlikte kolesterol ve fosfolipidler, miyelinde en
sik bulunan yag grubunu olusturur. PSS ve MSS miyelinleri lipid igerik agisindan

benzerdir, ancak protein ¢esitliligi ve yerlesimi agisindan oldukga farklidir [94].

MSS’de miyelin yapisinda en ¢ok bulunan proteinler ‘proteolipid protein’
(PLP) ve ‘miyelin basic protein’dir (MBP). PLP, tetramerik yapida bulunur. Hem N-

terminali hem C-terminali ekstraseliiler bosluga bakar ve miyelini olusturan

Schwan hiicresi

Lateral
katlantilar

Akson

Lateral Schmidt-Lanterman Yariklan
katlantilar PN

Schwan hiicre
sitoplazmasi

Ekstraseltiler
' : bosluk
: ‘ Aksolemma
E Transvers ;
| Bandlar :
E Paranodal E
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Sekil 2-6. Oligodendrosit ve Schwan hiicresi plazmalemmalar: ile miyelin
konfiguriasyonu (Hirano ve Dembitzer’in 1967°de J.Cell Biology’de yayimlanan

miyelin ¢iziminden uyarlanmistir [95].)

membrandz yapilar1 ekstraseliiler taraftan birbirine tutturur. Miyelin basic protein
(MBP) dimerik yapis1 ile membranlari sitozolik yiizlerinden birbirine tutturur ve dens

¢izginin olusmasini saglar. MBP, 7 ekzonlu bir genden alternatif kombinasyonlarla
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olusan 4 farkli alt tipe sahiptir. Ekzon 2, gelisimin ve remiyelinizasyonun erken
donemlerinde eksprese edilirken ge¢ donemde bulunmaz. Farkli MBP izoformlarinin
gorevleri bilinmemekle birlikte MBP miyelin yapist i¢in vazgegilmez bir proteindir
[96]. Miyelin iliskili glikoprotein (myelin associated glycoprotein-MAG) kompakt
miyelin yapisinda yer almaz. Miyelin iskeletinin aksona yakin kisminda transmembran
tek gecisli bir glikoprotein olarak yer alir ve akson-miyelin baglantisini saglar.
Oligodendrosit Miyelin glikoprotein de (OMG) benzer sekilde akson-olgiodendrosit
baglantisin1 saglar. Miyelin iskeletinin aksona en uzak (dis) katmaninda, miyelin
oligodendrosit glikoprotein (MOG) bulunur. MAG gibi transmembran tek gegisli
yapida olan MOG’un sinyal iletiminde gorevli oldugu diisiiniilmektedir. MOG’un

yiizeyel yerlesimi onu bagisiklik sistemi etkilerine agik hale getirir[89].

2.2.2. Bagisikhik Sistemi ve MSS iliskisi:

1940’larda Medawar, farelerle yaptig1 transplantasyon deneyleriyle beyinde
diger organlardan daha toleransli bir immiin yanit oldugunu ortaya koymustur. Deri
greftlerinden yaptig1 heterotopik transplantasyon, ventrikil ytzeylerinde parankime
gbre daha fazla ancak beyinde tiim diger viicuda gore daha az immin yanit
olusturmustur [97]. Ayrica daha oOnce immiinize olmus farelere yapilan
transplantasyon, naif farelere gore daha ylksek immiin aktivite ile sonlanmistir. Klasik
lenfatik sistemin beyinde saptanmamis olmas1 ve beyin parankiminde yer alan antijen
sunucu hiicrelerin diisiik aktivitesi MSS’nin immiin sistem etkileri agisindan
ayricalikli  organlar  oldugunu diisiindiirmiistiir. Diger yandan 1974’te
Imamoto&Leblond, 1975°te Leibovich & Ross ve 1985’te Movat, beyinde fiziksel
hasar sonrasi ortaya ¢ikan inflamatuvar yanmitin non-néronal dokularla benzerlik
gosterdigini saptamistir. Bu yanitta az sayida polimorfoniikleer hiicre ve ¢ok sayida
mononiikleer hiicre rol oynamaktadir. 1988°’de Graeber ve ark. MSS’deki
inflamasyonda lokal mikroglia hicrelerinin ¢ogaldigini géstermistir. 1990’da Coffey,
Perry & Rawlins, bu inflamasyona katilan hiicrelerin biiylik ¢cogunlugunun periferden
cagrilan hiicreler oldugunu ve periferden MSS’e olan hiicre goéciiniin bir gecikme
suresi sonunda ortaya ciktigini bulmustur. Gecikme siiresinin olasi sebebinin kan

beyin bariyeri oldugunu diisiinmiistiir [98]. 20, yy’da yapilan diger ¢aligmalar, BOS
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ve kan beyin bariyerinin beyni zararli olabilecek her tiirlii ajandan korudugunu

gostermistir.

Gunlimizde bagisiklik sistemi hlicrelerinin saglikli organizmada devriye gorevi
amaciyla MSS’de bulunabildigi ve ‘glimfatik sistem’ in BOS’tan derin servikal lenf
nodlarina bir immiinolojik baglanti olusturdugu kanitlanmistir. Nedergaard ve ark.
farelerin sisterna magnasina enjekte ettikleri isaretleyici maddelerin 6nce paraarteriyel
sonra paraven0z bosluklarda; parankime enjekte ettiklerinin ise sadece paravendz
alanda biriktigini gostermistir. Bu ¢alisma, BOS'un periarteriyel alanlardan perivenoz
alanlara, beyin parankimi tizerinden yayildigini ortaya koymustur [99]. Devaminda,
derin servikal lenf nodlarina giden yolda meningeal lenfatik sistemin rol aldigi

kanitlanmugtir.

Bu baglamda MSS’de bagisiklik mekanizmalarinin fonksiyonel ve anatomik
kompartmanlara gore farkli isledigi soylenebilir. Bagisiklik sistemine kars1 korunakli
olan parankim, ndronlarin fonksiyonel kapasitesini siirdiirebilecegi bir ortam saglar.
Sinir bolgelerini olusturan koroid pleksus, subaraknoid ve perivaskiler bosluklar ise

hem afferent hem efferent immiin gegisin gergeklestigi temel anatomik bolgelerdir.

2.2.3. MSS’nin Bariyerleri:

Normal sartlarda beyin ve spinal kordu koruyan immiinolojik tolerans, farkl
mekanizmalar araciligiyla gergeklestirilir.  Timus ve periferde otoantijenle
karsilastiginda otomatik tepki veren bagisiklik hiicrelerinin silinmesi veya bu tepkinin
dizenleyici hiicreler tarafindan bastirilmast bu mekanizmalara 6rnek olarak
gosterilebilir. Otoimmiiniteyi Onlemenin {igiincii bir yolu, bagisiklik hiicrelerine karsi
gecirgen olmayan bir doku bariyeri ile kendi dokularini gizlemektir. Bu son

mekanizma, sinir dokusuna toleransin temelini olusturur[100].

Beyni fiziksel, metabolik ve immiinolojik acilardan koruyan bariyerler bulunur
(Sekil 2.7). En dista bulunan kafatasi yass1 kemiklerle beyni sararak giiglii bir fiziksel
bariyer olusturur. Ayrica kemik iliginde egitimini tamamlamis bagisiklik sistemi
hiicreleri, kemiklere yapisik olarak seyreden meningeal yapilara saliverilerek immiin
devriyeye Kkatilir. Dural arteriyel ve vendz yapilar siki baglanti igermez ve biiyiik
molekiller ile hucreleri gegirir [101]. Araknoid mater siki baglantilarla birbirine

tutunmus hiicrelerden olusur. Bu nedenle hiicrelerin ya da biiyiik molekiillerin gecisine
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izin vermez. Araknoid materden pia’ya kadar uzanan bosluk subaraknoid bosluk

(SAB) olarak isimlendirilir. SAB i¢inde kan damarlar1 ve beyin omurilik s1vis1 yer alir.

Subaraknoid boslukta yer alan yapilar1 ve beyin parankimini saran yapi, iki hicre

tabakasindan olusmus pia materdir. Pia mater, yogun fibroblast igerigi ile araknoide

uzanan trabekulleri de olusturur. Pia, sik1 baglantilar icermedigi i¢in gorece gecirgen

kabul edilse de, eritrositler gibi hiicrelere gegirgen degildir. Beyni ¢evreleyen bag

dokunun beyin ile simirimi pial membran olusturur. Bu smirin parankim yiiziinde ise

astrosit bacaklarinin siki baglantilarla ve bosluklu baglantilarla bir bazal membran

boyunca birleserek meydana getirdigi glia limitans yer alir. Glia limitans biiyilik

molekiillere ya da hiicrelere kars: gecirgen degildir [102-105]. Islevsel birimler olarak

MSS bariyerleri Sekil 2.8’de gosterilmistir.

kafatas1 kemigi
dura mater ——————— & ®

dural siniis boslugu

dural vaskiiler yapilar H |

araknoid mater

araknoid trabekiiller

pia mater — |

subpial bogluk —F— e —L
astrosit uzantilann ——— ‘ \ \ \ \“\ ~\ \‘-‘~\~)’,
glia limitans A ’ N N \ ’

perivaskiiler bosluk

4®) makrofaj @@ lenfosit

Sekil 2-7. Beynin bariyerleri ([102]den uyarlanmigtir)

koroid pleksus ependimal glia-limitans

leptomeningeal

Sekil 2-8. MSS bariyerleri, anatomik olarak yer aldig yapilarla isimlendirilir.
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Kan beyin bariyeri:

Arteriel ve vendz yapilar parankim i¢ine ilerlerken gaplar1 incelerek yerini
arteriyol, venul ve kapillerlere birakir. Bu hat boyunca pia mater de giderek incelir ve
endotel altindaki bazal laminay1 olusturur. Endotel tabakasi, ekstraseliiler matriks
elemanlarindan olusan endotelial bazal lamina (BL) tabakasi tarafindan sarilir. Bu
seviyede tunica media kaybolarak yerini BL i¢inde endotel hiicrelerinin gelisimini ve
gorevlerini destekleyen perisitlere birakir. MSS’de bir endotel hiicresi basina 3 perisit
diiserken periferde bu oran 1:100 seklindedir[106]. I¢inde perisitlerin yiizdiigii
endotelyal bazal laminanin altinda BOS igeren perivaskiiler bosluklar bulunur.
Perivaskiiler bosluk, BOS ve antijen sunucu hiicreler ihtiva eder [107].Yer yer bu
bosluklar kaybolur. Boylece vaskiiler liimenden perisitler ve en dista glia limitanstan
olusan kan beyin bariyeri meydana gelir. Astrosit bacaklar1 sik1 baglantilar ile birlesir
ve iizerindeki parankimal bazal lamina ile glia limitansi olusturur. Damar endotel
hiicreleri arasindaki siki baglantilar, transseliiler gecisi engelleyen endotelyal enzimler
(gama glutamil transpeptidaz gibi) ve glia limitans nedeniyle KBB’nin gegirgenligi
oldukea sinirlidir. Bununla beraber, hayati olaylar igin gerekli gecirgenlik, endotel ve
perisitlerdeki transporterlar ile saglanir. Astrositler KBB’i yapisal olarak
guclendirirken metabolik ve pro-inflamatuvar destek de saglar. KBB’deki hassas
dengenin surddriilebilirligini saglayan endotel, bazal lamina, perisit ve astrositlerden

olusan bu yap1 ayrica ‘Nérovaskiiler Unite’ olarak da isimlendirilir.

Parankimal, leptomeningeal ve koroideal vaskiiler yapilarda endotel ve bazal
lamina ortak iken, astrosit uzantilari ile bezeli ‘glia limitans’ sadece parankimal
damarlarda yer alir [108]. Fizyolojik sartlarda T lenfositler subaraknoid ve
perivaskiiler boslukta bulunarak beyin parankimine en fazla glia limitans sinirina kadar
yaklasabilir. Bu bosluklarda MSS antijenleri ile karsilagsmas1 miimkiin olur. Hastalik
durumunda lenfositler perivaskiiler bir mangon yapist olusturur. Proinflamatuvar etki
ve matriks metalloproteazlar yardimi ile glia limitans yapis1 bozulur. KBB gegirgenligi

artar. Boylece parankime lenfosit go¢ti mimkun hale gelir [109].
Leptomeningeal Kan-Beyin Omurilik Sivis1 Bariyeri:

Dura materin vaskiilerite ve immiin hiicrelerden zengin yapisi, kafatasi

kemiklerinde iiretilen B lenfositlerin beyne ulagsmasina ve beyin i¢indeki immiin
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hiicreler ile antijenlerin periferik dolasima ge¢mesine olanak tanir. Bununla birlikte,
araknoid mater, hiicreleri arasindaki siki baglantilar sayesinde dura materi BOS’tan
belirgin bir sekilde ayrilmistir. Ayrica, subaraknoid bosluktaki tim damarlar da pial
membran ile ¢evrelenmistir. Pial ve araknoid membranlar birlikte leptomeningeal kan-
BOS bariyerini olusturur [109]. Subaraknoid boslukta yer alan damarlarin ¢evresinde
bazal lamina haricinde tabaka yoktur ve bagisiklik sistemi hiicrelerinin beyin omurilik

stvisina gecisi icin dnemli bir yol olusturur.
Koroid Pleksus Kan-Beyin Omurilik Sivis1 Bariyeri:

BOS’un iiretildigi koroid pleksus, epitelyal ve endotelyal hiicrelerden olusan
kivrimli bir yapidir (Sekil 2.9). Stromasindaki damarlarin endotel hiicreleri, bobrek
glomeriillerindeki damarlara benzer sekilde fenestrasyonludur ve siki baglantilar
icermez. Buna karsin, BOS ile dogrudan temas eden ependimal hiicreler arasinda siki
baglantilar bulunur. Ependimal hicrelerin ventrikuler ylzlerinde yer alan Kolmer
hicreleri, fagositoz yapabilir [110]. Saglikli bir organizmada, koroid pleksus
lenfositlerin devriye yapmasi icin bir girig noktas1 olarak gorev yapar. Enfeksiyoz
hastaliklarda ise, koroid pleksus, enfeksiy6z ajanlarin beyin parankimine gegebilecegi

zayif bir nokta olabilir. Stromadaki makrofaj ve lenfositler bu durumda artar.

Beyin-Beyin Omurilik Sivis1 Bariyerleri: Leptomeningeal ylzde glia
limitans ve pial membran beyin parankimini BOS’tan ayirmayi saglar. Ancak
perivaskiiler boslukta pial membran yerini bazal laminaya biraktig1 i¢in parankim-
BOS ayrim1 sadece glia limitans tarafindan yapilir. Bu bolgedeki AQP4 su kanallar
BOS’tan parankime kontrollii su geg¢isini gerceklestirir. Periarteriyal bosluktaki BOS
glia limitnastan emilir ve interstisyal siviya karisir. Aym1 zamanda parankimden
uzaklastirilmasi gereken atiklarla beraber perivendz bosluklara stiriiklenir. Buradan da
dural siniislere bosalir. Ventrikiil cidarin1 kaplayan silli yapidaki hiicrelerden olusan
ependimal bariyer ise, siki baglantilara sahip olmadig1 i¢in kismi bir bariyer gorevi

gorar [111].
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Sekil 2-9. Koroid pleksus kesit

2.2.4. Meningeal Immiinite ve Immiin Sistem Hiicreleri:

MSS’in hem i¢ hem distan gelen risklere kars1 siirekli gdzetim altinda tutulmasi
bagisiklik sisteminin gorevidir. Bagisiklik sistemi ile MSS arasinda bir bariyer gibi
davranan meninksler farkli oranlarda immiin sistem hiicresine ev sahipligi yaparak
aslinda MSS-bagisiklik sistemi arasindaki baglantilar1 da olusturur. Beyin
parankiminin aksine, bulundurdugu makrofaj, dendritik hiicre, dogal lenfoid hiicre,
mast hiicreleri, notrofiller, B ve T lenfositler ile meninksler saglikli kosullarda da

inflamasyona yatkin bir ortama sahiptir (Tablo 2.4).

Dura materin sinirsel ve vaskiiler dagarcigi genistir. Dural vaskiiler yatak dis
ortama agiktir, siki1 baglantilar yoktur ve endotelyal pencereler bulunur [112]. Bu
nedenle arter ve kapillerlerle MSS’e taginan periferik immiin hiicreler ile periferde
ortaya ¢ikan stres faktorlerinin indirekt bulgular1 duraya ulasabilir. Duranin kan1 venoz
siniislere drene olur. Kemik kanallari, dura mater ve kafa kemiklerinin kemik iligini
birbirine baglar. Kafa kemiginden gelen immiin hiicreleri ve immiin aktif maddeleri
venoz sinuslere iletebilir. Parankim ve BOSta bulunan MSS antijenleri dural ventz

sinlslerde T hicrelerine sunulabilir.
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Tablo 2-4. Beyin immun arayuzleri ve immun hicre igerikleri

Kafa kemik Dural Venoz Paravaskuler Koroid
iligi sinis bosluk pleksus
CD4'T
lenfosit A A +
CD8'T
lenfosit A A +
B lenfosit + A +
Makrofaj 4 4 +
Notrofil A +
Dendritik
Hic. + + +
MSS Antijeni 1 + +
Antijen
Sunumu A A

Meningeal immiin yapilarda baskin olarak bulunan hiicreler T lenfositlerdir.
Dural T lenfositler esas olarak kan kaynaklidir. Saglikli kosullarda BOS’ta bulunan T
lenfositler en ¢ok santral hafiza (Tsh)fenotipindedir. Tsh yuvaya doniis molekiilleri de

tasidiklar1 i¢in MSS’deki gorevlerini bitirdikten sonra periferik lenf nodlarina doner.

Kafa kemigindeki hematopoetik bir nisten kaynaklanan B lenfositler,
Ozellesmis vaskiiler yapilar araciligiyla meninkslere tasinir ve bu baglanti MSS
antijenleri tarafindan stirekli egitilen bir B lenfosit kaynagi olusturur. B lenfositler kafa
kemik iliginden ¢iktiktan sonra farkli olgunlasma evrelerini durada tamamlar.
Meninkslerde bulunan farkl: evrelerdeki B lenfositlerin oranlar1 kafak kemik iligi ile
benzerdir. Dahasi, bu oran kan ve dalak ile karsilastirildiginda da arasinda diger
organlar ile olmayan bir benzerlik saptanmistir [113]. Meninkslerde bulunan ve
gelismekte olan B lenfositler, MSS’e 6zel olarak kafa kemiginde iiretilir ve bagka
hichir organda saptanmaz. Kan kaynakli B lenfositler de birey yaslandikca

meninkslerde goriilmeye baglar.
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Makrofajlar koroid pleksusta ve MSS’de yer alan bagisiklik hiicreleri iginde
en bliyiik grubu olusturur. Makrofajlar parankim icinde mikroglialar olarak bulunur.
Parankim diginda dura, araknoid,pia mater, perivaskiiler bosluk ve koroid pleksuslarda
yer alir. Dural ve leptomeningeal makrofajlar embriyo déneminde yolk kesesinden
gelir ve eriskinlik doneminde kandan gelen yeni miyeloid hiicrelerle yer degistirerek
sayilarin1 biiyiik Ol¢iide sabit tutar [114]. Bir akut hasarda oncelikle mikroglialar
uzantilarin1 kaybederek aktiflesir. Periferik immin sistemden gelen ilk htcreler
notrofiller olup 2-3 saat i¢cinde MSS’de goriiniirler. MSS’e go¢ ettikten sonra
notrofiller mikroglialar tarafindan fagosite edilir. Iki ii¢ giin iginde periferal
makrofajlar gelerek mikroglia aktivitesini baskilar. Devaminda T lenfositler MSSdeki

inflamasyon alanina gog eder.

2.2.5. MSS’e T-lenfosit Gogu:

MSS parankimine dogrudan enjekte edilen bir antijen inflamasyon yaniti
olusturmaz. Ancak beyin ve spinal kordun enfeksiyondan korunmak i¢in ¢esitli
bagisiklik mekanizmalar ile kusatildigi da asikardir. Bu nedenle, Multipl Skleroz veya
Noromiyelitis Optika gibi MSS demiyelinizan hastaliklarinin patofizyolojisinde
periferde aktiflesen immiin sistem elemanlarmin MSS’e go¢ ederek inflamasyonu
baslattig1 fikri dogmustur. Peki, ¢ok sayida hendek ve duvarla kusatilmis MSS kalesi

nasil olur da bagisiklik sistemi saldirilarina agik hale gelebilir?

Inflamatuvar hastalik olmadan T lenfoblastlarin MSS'ye girdigini gosteren
ilk dogrudan kanit, radyoaktif etiketli T-hiicre blastlarmin enjeksiyonu ile elde
edilmistir. Devaminda yapilan calismalar, kan kaynakli miyeloid hiicrelerin hem
saglikli beynin immiin gdézetiminde hem de ndroinflamatuvar hastaligin efektor
fazinda yer aldigin1 saptamistir [115]. Hickey ve ark. ise sadece aktiflestirilmis T
lenfositlerin KBB’i gecerek MSS parankimine girebilecegini ve lenfosit subtipi, MHC
veya antijen 6zgiilligi faktorlerinin gog tizerinde etkili olmadigimi gostermistir [116].
Sonug olarak, saglikli bir merkezi sinir sisteminde, beyin omurilik sivisina, beyne ve
omurilige daha ¢ok CD4+ santral hafiza T hiicreleri (Tsh) ve diizenleyici alt
tiplerindeki yardimer T lenfositler (Thl ve Th17) ile daha az miktarda efektor T
lenfositler go¢ eder.
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1990’larda Springer ve Butcher, postkapiller veniillerden kana gegen naive
lenfositlerin farkli lenf nodlar1 ve inflame organlara gidebildigini gostermistir [117,
118]. Lenfnodlarinda belirli antijenlere karsi aktiflestirilen yardimc1 T lenfositler (Tw),
¢ekirdeklerindeki farkli transkripsiyon faktorlerinin uyarilmasi ile gesitli alt tiplere
doniisiir. Ornegin FOXP3 ifadesi ile diizenleyici, T-bet ifadesi ile Thl, GATA3 ile Tn2
ve ROR-yd ile Tul7’ye farklilasir. Tasidiklari kemokin, selektin ve integrin
reseptorlerine gore giivenliginden sorumlu olduklar: bolgelere yonelir ve o bolgedeki
organlara yuksek oOzgullukle tutunur. Bununla birlikte bu organlarin neresinden
parankime gececeklerini de reseptor-ligand etkilesimleri belirler. Dort basamakta
tamamlanir: 1.Selektin-reseptor etkilesimi ile adhezyon, 2. Kemokin-reseptor
etkilesimi ile integrinlerin aktivasyonu 3. Siki baglanma, 4. Ekstravazayon. Ornegin L-
selektin, Naif T hiicreleri, B hiicreleri ve bazi hafiza T hiicrelerinde bulunur. Peripheral
Node Addressin (L-selektin-PNAd) etkilesimi, lenfositlerin yiliksek endotelyal
veniller (YEV) yoluyla lenf diigiimlerine girisini saglayan onemli bir molekiiler
etkilesimdir. Ayrica LFA1-ICAMI1 etkilesimi ve CCR7-CCL21 etkilesimi de naif T
lenfositlerin ve santral hafiza T lenfositlerin lenf diiglimlerinde toplanmasi ile
sonuglanir. Ayrica CLA-E selektin, CCR4-CCL17 ve CCR10-CCL27 etkilesimleri T
lenfositlerin deriye go¢ etmesini saglar. Vitamin D deriye, Vitamin A ise bagirsaga
gé¢ i¢in gereken proteinlerin ifadesine yardimer olur. Sonug¢ olarak
CCR4*CCR10*CLA" ozelligindeki T lenfositler deride, CCR9* a4p7* T lenfositler
bagirsakta tutunur. Beyinde birikecek T lenfositlerde ise temel olarak a4B1*CCR6*
ifadeleri saptanmistir. Ancak buradaki antijen sunucu hucrelerin bu gorevini

yapmasini kolaylastiran koenzimler heniiz bilinmemektedir.

Kan kaynakli miyeloid hiicreler beyne farkli yollardan girebilir. Kan beyin
bariyeri-parankima ve koroid pleksus-BOS-parankima en ¢ok calisilan gog yollaridir.
Schmidt ve ark ise, fare ve sicanlarda yaptig1r deneylerle, merkezi sinir sistemine
girecek lenfositlerin koroide pleksustan ziyade, dncelikle 6n ve orta beyindeki velum
interpositum ve cisternae ambiens gibi BOS iceren ekstraventrikiiler bolgelerde
biriktigini gostermistir. Lenfositlerin kan-beyin bariyerinden gegisi inflamasyon
varliginda ve saglikli durumlarda birbirinden farklidir. Engelhardt ve ekibi, naif T
hiicrelerinin daha 6nce beyin antijenleriyle karsilasmis olsalar bile merkezi sinir

sistemine (MSS) giremedigini, ancak aktivasyon sonrasi kan-beyin bariyerini (KBB)
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gecgebildigini gostermistir. Kan akiminda ¢ok hizli hareket etmesi nedeniyle, MSS’e
girecek lenfositlerin hizi yuvarlanma mekanizmas1 ile azaltilir. Daha sonra,
endoteldeki CCL19 ve CCL21 gibi kemokinlerin etkisiyle aktivasyonlari artar ve kan
beyin bariyerine yapisirlar. P-selektin ve L-selektin'in immin hicrelerin MSS'ye
gociinde direkt rol oynamadigi [119], buna karsilik ICAM-1, ICAM-2 ve 6zellikle a4-
integrin proteinlerinin T lenfosit transendotelyal migrasyonunda gorev aldigi yine
Engelhardt ve ekibinin ¢aligmalari ile kanitlanmistir [120-123]. Endotel hiicreleri ve T
lenfositler arasinda bir iletisim oldugu ve endotel hiicreleri T lenfositlere ulasacak
sinyalleri yaysa bile immn sistemin antijen sunan hticreleri gibi bir aktivasyona neden
olmadig1 gosterilmistir [124]. Wolburg ve ark. ICAM-1 ve VCAM-1’in hem saglikli
hem DOE kosullarinda koroid pleksus epitel hiicrelerinde ifade edildigini, MAdCAM-
1’in ise sadece DOE varliginda ortaya ciktigini gostermistir. Fenestre kapillerlerin
endotelinde bulunmayan bu integrinlerin inflamasyon durumunda koroid pleksusun
epitel hiicrelerinde artisi, periferal immiinite-MSS 1iliskisi i¢inde koroid pleksusa

yonelen ilgiye katki saglamistir [125].

Deri-yerlesik DH. Diyet Badwrsak-yerlesik DH. Doku-yerlesik DH.
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9)e
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deride tutunan bagirsakta tutunan beyinde tutunan
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Sekil 2-10. T lenfositler ve cesitli organlara goclerinde gorevli reseptorler
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Deneysel alerjik ensefalomiyelit ve Corynebacterium parvum kaynakl
merkezi sinir sistemi (MSS) inflamasyonunda yer alan T lenfositlerin buyuk 6l¢iide
CD4+ oldugu ve belirgin bir aktif/hafiza fenotipi (CD44high/LFA-1high/ICAM-
1high/CD45RBlow) gosterdigi, alphadbeta7-integrin yerine alphadbetal-integrin
tasidig1 gosterilmistir. Bunun aksine, periferik organlarin inflamasyonlarindan elde
edilen T lenfositler diisiik seviyelerde 4betal-integrin ifade eder ve MSS'de goriilen T
lenfositlerin tasidig1 ligandlara sahip degildir. Bu durum, MSS'de bulunan T
lenfositlerin fenotipik olarak farkli bir 'MSS-odakli' T Ilenfosit popiilasyonu
olusturdugu varsayimina yol agmistir [126]. ROhnelt ve ark. da farelerin periferik lenf
diigimleri (PLN), mezenterik lenf diigiimleri (MLN) ve periferik kanindan (PBL)
aliman T lenfositlerinin, uyarilmamis mikrodamar endotelyumu boyunca goc etme
kapasitelerini incelemistir. Go¢ eden T hiicre popiilasyonunun, aktiflesmis ve hafiza
fenotipinde cogunlukla LFA-1/CD44/ICAM-1 veya daha az CD45RB ile LFA-1 ifade
eden T-lenfositler iceren 0Ozel bir gd¢cmen T-lenfosit kiimesinden olustugunu
gostermistir [127]. Kraus ve ark. RRMS hastalarinda, ICAM-1’in BOS’taki
konsantrasyonunun inflamasyon ve hastalik siddeti ile iliskili oldugunu géstermistir
[128]. ICAM-3 ve CD45RA ise naif T-lenfositlerin ifade ettigi ylizey proteinleri olup
atak halindeki MS hastalarinda BOS seviyelerinde artis, saglikli gruba kiyasla kan
seviyelerinde azalma kaydedilmistir. Ayrica niiks yasayan ve ivmp tedavisi alan
hastalarin kanlarinda CD45RA ve ICAM-3 ifade eden T-lenfositlerin tedavinin 10,
Giintlinden itibaren azaldig1 saptanmistir ve bu nedenle MS tan1 ve tedavi siirecinde bir
belirteg olarak onerilmistir [129]. Yine Kraus ve ekibi, kanda ¢0zlinebilir ICAM-1 ve
ICAM-3 seviyelerinin Interferon-Rib alan hastalarda stabil kaldigmi, tedavi almayan

hastalarda diistiiglinti gostermistir [130].

Beyne gidecek yardimci T lenfositler (TH17) ve B lenfositlerde CCR6 ile
CCR20 ifadesi saptanmistir. Koroid pleksustan saglikli beyne go¢ eden lenfositler
Uzerindeki CCR6 ve CCR20 ile hasta beyne goc eden lenfositler tizerindeki CCR20,
epitel hucrelerinde bulunan interseltiler ve vaskiler hicre adezyon molekulleri
(ICAM1 ve VCAMI) ile etkilesime girer. Ancak MOG’a kars1 aktiflestirilmis Tl ler
gibi inflamasyonun devamini getirecek T lenfositler kan beyin bariyerinden CCR6
bagimsiz ve ¢gogunlukla a4 1-integrin ile etkilesime girerek geger. CCR6 bagimli giris
sadece beyinde, o4p1-integrin bagimli giris beyin ve spinal korddaki gecislerde
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gorevlidir. Bu ekstravazasyonda ayrica LFA-1, a1B2 integrin ve ICAM-1 reseptorleri
de gorev alir. Ek olarak MSS’de CCL19 sunan endotel hiicreleri dolasimda bulunan
ve CCR?7 ifade eden hafiza T-hiicrelerinin BOS’a ge¢mesini saglar. Ancak kan beyin
bariyerinin bozuldugu ya da inflamasyonun yer aldig1 durumlarda lenfositlerin MSS’e
alinmasinda temel gorev Antijen sunan hiicrelere (ASH) aittir. Endotelden interne
edilen lenfositler beyin omurilik sivist i¢inde dendrositler gibi ASH tarafindan

uyarilirsa parankime gegebilir[131-133].

Lokositlerin  ekstravazasyonu sadece post-kapiller venuller seviyesinde
gerceklesir ve kan beyin bariyeri endotelini nasil ge¢tigi de merak konusudur. Elektron
mikroskopi ile yapilan calismalarda endotel cevresindeki lokositlerin hiicreler
arasindaki baglantilara yakin olmasi ve endotel hiicrelerindeki adherens
molekdllerinin l6kosit gocl Uzerinde etkili oldugunun kanitlanmasi, paraseliiler gegis
mekanizmasint  disiindirmiistir [134]. Bu gegis, go¢ eden lokositin endotel
baglantilarinda yer alan transmembran proteinlerinin homofilik etkilesimlerini gegici
olarak degistirdigi bir fermuar modeli ile tasvir edilir [135]. Ancak morfolojik
calismalarda endotel hiicreleri ve lenfositlerin hiicre gociine hazirlanirken birbirlerine
uzantilar gelistirdikleri ve siki baglantilarin intakt kaldigi da gosterilmistir ve bu
transendotelyal gecisi giindeme getirmistir [136]. iki goriisiin de farkli calismalarda

savunuldugu bilinmekle birlikte paraseliiler gecis en ¢ok kabul edilen mekanizmadir.

2.2.6. MS Patofizyolojisinde Ozgiil Olmayan T Lenfosit Cevabinin Yeri:

Multipl Skleroz (MS) ve diger otoimmiin hastaliklarda, spesifik antijenlere
kars1 aktive olan T lenfositlerin yani sira, daha genis ve nonspesifik bir T lenfosit
aktivasyonunun da rol oynadigi bilinmektedir. MS patofizyolojisinde de 6nemli yere
sahip bu durum ilk zamanlarda, bu durum spesifik T lenfositlerin neden oldugu bir
'cagirma’ mekanizmasi ile agiklanmaktaydi[137]. Ancak, arastirmalar, 'bystander
aktivasyonu' olarak adlandirilan patolojik bir fenomenin, otoimmiin hastaliklarin
gelisimine katkida bulunan bagimsiz bir mekanizma oldugunu ortaya koymustur[138].
Bystander (baskasi tarafindan) aktivasyon antijene 6zgu olmayan lenfositlerin T hiicre
reseptorleri yoluyla (TCR) heterolog aktivasyonu olarak tanimlanir. Bu aktivasyon,
ortak sinyal reseptOrlerinin ligandlari, sitokinler, kemokinler, patojenle iligkili

molekiiler desenler ve mikrobiyal parcaciklarla dolu ekstraseliiler vezikiiller gibi
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enflamatuvar bir ortami1 destekleyen dolayli sinyallerle saglanir[139]. Birgok ¢alisma,
yliksek CD44 seviyelerine sahip CD8+ T bellek hiicrelerinin bagkasi tarafindan
aktivasyon ile aktive edilebilecegini tanimlamigtir[140]. CD4+ T hiicrelerinin bagkasi
tarafindan aktivasyonu, CD8+ T hiicrelerine gore daha az etkilidir. Ancak antijen
spesifik CD4+ T hiicreler tarafindan saliverilen IL-2, yuksek seviyelerde CD25
ifadesine sahip CD4+ T huicreleri heterolog olarak uyarabilir[141]. Martino ve ark, MS
hastalarinda antijenden bagimsiz olarak interferonlar yoluyla kalsiyum kanallarinin
uyarilmasi lizerinden gerceklesen bir 6zgiil olmayan T lenfosit aktivasyonu oldugunu
gostermistir [142]. Lee ve ark. CD4+ bellek hiicrelerinin 6zgiil olmayan uyariminin

DOE siddetini artirdigini kanitlamistir[143].

2.3.  Deneysel Multipl Skleroz Modelleri:

Farkli MS evrelerinden sorumlu farkli hiicresel mekanizmalar nedeniyle,
hastalig1 tek bir modele dayanarak bir biitiin olarak agiklamak miimkiin degildir. Insan
MS patofizyolojisini anlamak i¢in birbirinden farkli mekanizmalarla hayvan modelleri
olusturulmustur. Higbir mekanizma MS calismak igin her yoniiyle yeterli diizeyde
degildir[144, 145].

Sican beyninin fare beynine gore daha biiyiik olmasi ve laboratuvar ortaminda
daha sakin davranislar sergilemeleri nedeniyle farelerden daha avantajli goriilse de,

son yillarda fareler, yapilan ¢alismalarda daha ¢ok tercih edilmektedir.
MS modelleri farelerde su mekanizmalar ile olusturulmaktadir:

Viriisle indiiksiyon:

Viral hastalikta gri cevher daha baskin tutulmak tizere, enfekte beyin hiicreleri
lizise ugrar, sonra hasar yan hiicrelere yayilir. Bu patolojik mekanizmada makrofajlar
da gorev alir ve makrofaj deplesyonunda hastalik yeteri kadar hasar olusturmaz.
Virlsle deneysel demiyelinizasyon indiksiyonu modellerinde bir pikornaviriis olan
Theiler’in Murin Ensefalomiyelit Viriisii (TMEV) ve fare hepatit viriisii (koronaviriis)
kullanilir. Bu indiksiyon, beyin ve omurilikte inflamatuvar aktiviteye neden olur ve
CD4+ ve CD8+ T lenfositler, B lenfositler, mikroglia ve makrofajlar gibi bir karigimin
katkida bulunmasiyla birlikte demiyelinizasyon gelisir[146]. Fonksiyonel defisit ve

histopatolojik hasarin devam etme siiresi diger hayvan modellerine gore daha uzun
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zaman alir. Bu model genellikle remiyelinizasyon c¢aligmalar1 igin uygundur.

TMEV ’iin hastalik olusturma giicii, hostun tiiriine ve genetigine gore farklilik gosterir.

Oligondendrositlerin apoptozunu olusturan modeller:

Hiicre tipine spesifik difteri toksin-A ekspresyonu: Cre-lox-mech teknigi ile
sadece oligodendrositlerde, difteri toksininin salt alfa subiinitini aktif hale getirme
yoluyla oligodendrositlerin apoptoza gitmesi saglanir. Ancak bu ¢aligmalarda
apoptoza gitmis oligodendrositlerin miyelini yerel makrofajlar tarafindan ortadan
kaldirilmasina ragmen, yeteri kadar immiin cevap baslamamaktadir. Bu durum, MS’te
apoptoza gitmis hiicrelerin, periferden gelen kan hiicrelerinin de yardimiyla hizli bir
sekilde temizlenmesi, buna ragmen DT- alfa ekspresyonu ile olusturulan apoptozda

mikroglialarin bu temizligi daha yavas yapmasi nedeniyle olabilir.

Hiicre tipine gore spesifik difteri toksin reseptérii ekspresyonu: MBP
kodlayan genin promoterine baghh DTR geni yerlestirilir. Intraperitoneal DT
verildiginde oligodendrosit apoptozu olusturulur. Ancak DT-alfa ekspresyonu ile
yapilan modelden daha az demiyelinizasyon cevabi olusturur. Bu eksik cevabin, DTR
ekspresyon modelinde aksonal etkilenmenin daha agir olup demiyelinizasyon net

olarak ortaya ¢ikmadan farenin 6lmesinin bir sonucu oldugu distiniilmektedir.

Oligodendrositlerin apoptozunun dogrudan indiiklenmesi: Hiicre iginde
dogal olarak bulunan ve APAF-1 ile birlestiginde apoptozu uyaran Caspase 9,
modifiye edilerek, FK-506 molekiiliiniin baglanabilecegi yeni bir domain eklenir. Bir
hedefe yonelik hiicre 6limii galismasi olarak iCP9, oligodendrosit promoterlerine
yerlestirilir. Boylece iCP9 tasiyan farelere FK-506 enjeksiyonu yapildiginda spesifik
olarak oligodendrosit hasar1 baglatilir. Bu modelde demiyelinizasyon 24 saatte baglar

ve davranissal etki gosteremeden remiyelinizasyon hizli bir sekilde gerceklesir.

Immiin Mekanizma-Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit (DOE):

Deneysel Otoimmin Ensefalomiyeliti (DOE) indiklemek i¢in miyeline kars1
reaktif 6zellik kazanmis T lenfositler saglikl farelere enjekte edilir. Bu T lenfositler
ya otoreaktif T hiicre reseptorleri tasir ya da daha yaygin kullanildigir gibi belirli

peptidlere kars1 in vivo uyarilarak elde edilmis olabilir. DOE indiiksiyonunda farelere
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T lenfosit yaninda bir veya daha fazla miyelin peptidi, bagisiklig1 gliglendiren bir
adjuvan ve bogmaca toksini de enjekte edilir[145]. Bu uyaricilar, miyeline ve
aksonlara karsi inflamatuar otoimmiin bir yaniti uyandirir ve periferik immin
sistemden merkezi sinir sistemine infiltrasyon yaparak demiyelinizasyon olusturan

hiicrelerin ¢agrilmasini saglar [147, 148].

Teorik olarak, néron hiicresinin her alt birimine karsi antikor iiretilip DOE
modellerinde kullanilabilir. En ¢ok kullanilan antijenler Membran oligodendrosit basic
protein , Myelin basic protein (MBP), Proteolipid protein ( PLP), Myelin Associated
Glikoprotein (MAG) olmakla beraber her antijene karsi kullanilan antikor her fare
tiiriinde benzer Kklinigi olusturmamaktadir. Ornegin SJL/J’lerde antiPLP ile yapilan
indiiksiyon RRMS’i yordarken, C57BL/6’lerde anti-MOG ile olusturulan modelde
PPMS klinigi olusmaktadir [149-151].

DOE modelinde, MS’e benzer olarak beyaz cevher gri cevherden daha fazla
etkilenir. Spinal kord beyinden daha cok tutulur. DOE olusturulurken, real MS
siirecindeki gibi hangi lokasyonda lezyon olusacag: ve ortaya ¢ikacak fonksiyonel
defisit ¢ogunlukla 6ngoriilemez. DOE’nin bu modeli monofaziktir, progresif patoloji
ve fonksiyonel kayba sebep olmaz. insanda yapilan postmortem ¢alismalarda MS
plaklar1 CD8* T-lenfosit yoniinden daha zengin olsa da, DOE’de CD4* T-lenfositler
daha baskin rol alir. B hiicrelerinin MS hastaligindaki 6nemi son zamanlarda giderek

daha ¢ok ortaya konmussa da, DOE modellerinde B hiicre rolii geri plandadir[152].

DOE’nin, RRMS'in lezyon olusumu ve enflamatuvar hasarini modelledigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, yogun bagisiklik yanit1 ve demiyelinizasyon
lezyonlarmin stokastik goriiniimii, hastalik ilerlemesi ve remiyelinizasyon {izerinde
santral ~ sinir  sisteminin  lokal bagisikliginin ~ 6neminin  ¢bzimlenmesini
zorlastirmaktadir Bu nedenlerle, arastirmacilar, lezyon olusumunun ve ¢evresel
bagisiklik hiicre infiltrasyonunun stokastisitesini sinirlayan toksin tabanli hayvan

modellerini kullanabilirler[153].
Toksik demiyelinizasyon modelleri:

Demyelinizasyon basamaklar1 ve ardindan gelen remiyelinizasyonu ¢alismak
icin, baslica toksin tabanli demiyelinizasyon modelleri kullanilmaktadir. Toksik

demiyelinizasyon modellerinde temel olarak oligodendrositler hedef hiicre olarak
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haraplanir ve innate immiin sistem aktivasyonu yardimiyla olugan fokal inflamasyon,
adaptif immin hiicreleri de uyarir. Toksik demiyelinizasyon ve sonrasinda olusan
remyelinizasyon siiregleri es zamanli olarak birbirinden farkli lokasyonlarda

gerceklestigi icin remiyelinizasyon ¢alismalari igin kullanilmaya uygundur[154, 155].

Lizolesitin ethidium bromid, anti,GalC antikorlar1 fokal, kuprizon ise sistemik
toksinler grubuna girmektedir[156, 157]. Lizolesitin ve Etidyum bromid, torasik spinal
kord, korpus kallozum, optik sinir, caudal cerebellar pedinkiilde demiyelinizasyon
olusturur. MS’¢ gore daha hizli remiyelinizasyon siireclerini goézlemlemek igin
kullanilan bu ajanlar, calismalarda birtakim limitasyonlar nedeniyle MS modelinden
uzaklasmaktadir. Oyle ki, Etidyum bromid bir DNA interkalasyon ajanidir. Beyaz
cevhere enjekte edildiginde oligondendrositlerle beraber astrositlerin de apoptoza
gitmesine yol acar. Boyle bir durumda oligodendrosit progenitor hiicreleri (OPH)
astrosit rehberliginden yoksun kaldiklarinda Schwann hiicrelerine farklilagmaktadr.

Ancak MSte remiyelinizasyon oligodendrositler tarafindan olusmaktadir.

Demiyelinizasyonun alternatif bir toksin tabanli modeli ise korpus kallosum ve
hipokampus gibi belirli beyaz madde bdélgelerinin demiyelinizasyonuna neden olan
kuprizonun diyetle tlketimidir[158]. Demyelinizasyonu indiiklemek igin kullanilan
toksin tabanli yontemler arasinda Bis-siklohekzanon-oksalhidrazon veya yaygin
adiyla kuprizonun, yakin zamanda yapilan bir sistematik inceleme ve meta-analizde
en yaygin olarak kullanilan MS modeli oldugu bulunmustur[157]. Kuprizon,
kemirgenler tarafindan besin iginde tiiketildiginde belirli beyin bdlgelerinde
oligodendrositlerin ve bu nedenle miyelinin kaybina neden olan bir bakir selatoridur.
Kuprizon, smirli kan-beyin bariyeri bozuklugu ve ¢evresel bagisiklik hiicre
infiltrasyonu ile birlikte belirli beyin bolgelerinde oligodendrosit ve miyelin kaybina
neden olur. 1950 yilinda ilk kez tanimlanmasmna ragmen ve giinlimiizde
demiyelinizasyon ve remiyelinizasyonu ¢aligsmak i¢in bir model olarak yaygin olarak
kullanilmasina ragmen, kuprizonun oligodendrosit popilasyonu Uzerindeki toksik

etkilerini nasil ortaya ¢ikardigi tartisma konusudur.
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2.4.  Toksik Demiyelinizasyonun Tarihi Ve Kuprizon Modeli

Gelisimi

2.4.1. Beyin Odemi ile Tlgili Toksikoloji Deneyleri:

20, yiizyilda, bir¢cok arastirmaci tarafindan "beyin Odemi" ve '"status
spongiosus" iizerine c¢aligmalar yapilmistir. 1905 yilinda Reichardt yaptig
histopatolojik ¢alismalarin sonucunda, beyindeki sivi fazlaligmin "beyin 6demi" ve
"beyin sismesi" seklinde iki farkli patoloji sonucunda ortaya cikabilecegini ifade
etmistir[159]. Bakay ve Lee ise bu terimlerin tim patolojiyi ifade etmekte yetersiz
kaldigimn1 6ne siirmiistiir[160]. 138 olguda beyin 6demi ile ilgili makroskopik ve
mikroskopik oOlgiide Ozelliklerin tanimlandigi genis ¢apli bir derleme ile, bu tarz
caligmalarda elde edilecek sonuglarin beyin 6demi etiyolojisi (Tablo 2.4) ve deneyde
kullanilan yontemler (Tablo-2.5) tarafindan etkilenecegi bildirilmistir[161].

Tablo 2-5. Beyinde 6demin tanimlandig1 hastaliklar

Referans Hastalik

Smith & Jones
Feigin & Popoff
Adachi ve ark.
Crome
Malamud

Gerstl ve ark.
Silberman
Korey ve ark.

Cancillia & Barlow Il

Schreinker Sicak ¢arpmasi
Schreinker Nefrit

Schreinker Alerjik Hastaliklar
Schreinker Trombositopenik purpura

Canine Distemper
Hipertansiyon
Hipertansiyon

Hiyalen Pannéropati
Fenilketondiri

Fenilketondri

Akgaaga¢ Surubu Hastaligi
Akgaagac Surubu Hastaligi

Koyunlarda gorilen ataksi
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Markson & Terlecki

Blackwood & Cummings
Sasks ve ark

Kolkman

Globus & Strauss

Chou & Waisman

Jones & Nevin

Nevin ve ark.

Gibbs ve ark.

Greenhouse & Schneck

Crompton

Meyer ve ark
Banker ve ark.
Buchanan & Davis
Wolman

Zurhein ve ark
Canavan

Van Bogaert & Bertrand
Feigin ve ark.

Ule

Gambetti ve ark.

Adachi ve ark.

Kegi ve Kedilerde kortikal

serebral nekroz

Diffuz Serebral Skleroz
Kanavan Sklerozu

Infantil Spogiydz Norodistrofi

Progresif Dejeneratif Subkortikal

Ensefalopati
Homosistinuri

Subakut Spongioform

Ensefalopati
Spongioform Serebral Atrofi
Creutzfeldt-Jacob Hastaligi

Subakut Spongioform

Ensefalopati

Alper Hastalig1
Heidenhein Sendromu
Spongiy6z Dejenerasyon
Spongiy6z Dejenerasyon
Spongiy6z Dejenerasyon
Spongiy6z Dejenerasyon
Spongiy6z Dejenerasyon
Spongiy6z Dejenerasyon
Spongiy6z Dejenerasyon
Spongiy6z Dejenerasyon
Spongiy6z Dejenerasyon

Spongiy6z Dejenerasyon
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Papin ve ark. Spongiy6z Dejenerasyon
Jellinger & Seitelberger Spongiy6z Dejenerasyon

Subakut Spongioform
Gonatas ve ark. ]
Ensefalopati

. ] Subakut Spongioform
Marin & Vial ]
Ensefalopati

. Subakut Spongioform
Sluga & Seitelberger )
Ensefalopati

o Subakut Spongioform
Crompton iki kaynak ]
Ensefalopati

Schreinker iki kaynak 156,157 Timor iliskili
Greenfield Timor iliskili
Perret & Kernohan Timor iliskili
Stewart-Wallace Timor iliskili

Stern, 6demi olusturan sivinin ¢ogunlukla hiicreler arasi sivida biriktigini
gostermistir[162]. Devam niteligindeki ¢aligmalarda 6demin ekstraselliiler alanda
degil, miyelin tabakalarinin arasinda oldugu kanitlanmistir. Klatzo ve ark, toksik
kimyasallara maruz birakma ve dondurma yollariyla olusumu indiiklenen 6dem
stvisinda PAS pozitif materyal gézlemlemistir. Tiimor hiicrelerinin implantasyonu ya
da trietiltin zehirlenmesiyle indiiklenen 6dem sivisinda PAS pozitif boyanma veya
sudanofilik 06zellik bulunmamistir. Geleneksel hiicre boyamalar1 ile yapilan
deneylerde 6dem nedeniyle miyelinli lifler iceren beyaz cevherin daha soluk
boyandigi, subkortikal arkuat liflerin korundugu gozlenmistir. Beyin o6demi,
periventrikiler gri madde, serebral ve serebellar korteks, dentat cekirdek, bazal

ganglia, hipotalamus ve talamus ile beyin sapinda daha az siklikla bulunmustur.

Beyaz madde glial hiicreleri, beyin 6demi durumunda siserler ve

cogalirlar[160]. Astroglial hiicrelerde gorulen hipertrofi, hiperplazi ve fibriller gliozis
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gibi degisiklikler, Odemin akut asamasinda ortaya c¢ikar[159, 163, 164].
Oligodendroglialarda akut donemde goriilen degisiklikler ise sisme, asidofilik degisim
ve niikleer homojenizasyonu seklindedir. Ge¢ donemde ise oligodendroglial hiicrelerin
sayis1 azalmaktadir. Damar duvarlarimin kalinlasmasi ve hiyalinizasyonu beyin

0deminin ge¢ donemlerinde gozlemlenmistir [159, 165-167].

Yukarida bahsedilen deneylerde beyin 6demi olusturmak amaciyla uygulanan
yontemler glial tiimor implantasyonu, radyasyon (alfa pargaciklari) maruziyeti,
dehidratasyon, hipotermi ve toksik bilesikler (ouabain, metrazol-pentylenetetrazol,
tiyofen, B-B’ iminodiproprionat, trietiltin siilfat, giimiis nitrat, hidrojen siyaniir)
seklindedir [168-183]

2.4.2. Kuprizon Modelinin Evrimi:

Kuprizon (Bis-siklohekzanon-oksalhidrazon) ile yapilan ilk toksikolojik
caligmalar, bakir selasyonunun sistemik etkileriyle ilgiliydi (Sekil 2.10). Kuprizon
1950 y1linda Gustav Nilson tarafindan ilk kez tanimlanmistir. Nilson, kuprizonun bakir
icin hassas bir gosterge oldugunu ve bakir varliginda renk degisimi meydana
getirdigini bulmustur [184]. Peterson ve Bollier, 1955 yilinda[185], serum bakirimi

O0lemek amaciyla yaptiklari deneylerde 1 mol oksaldihidrazid ve 2 mol

Sekil 2-11. Bis-siklohekzanon-oksalhidrazon
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sikloheksanondan sentezledikleri bir tiir bakir selatorii olan kuprizonun

kullanilabilecegini bulmustur.

1965 yilinda, Carlton bakir selatorii olarak sodyum dietil-ditiyokarbamat,
benzoinksim ve kuprizon kullanarak farelerde bakir selasyonunun etkilerini
aragtirmigtir [186]. Dietil-ditiyokarbamat ve benzoinksim farelere oral yoldan
uygulandiginda, biiylimeyi engelleme, gebe farelerde diisiiklere yol agma,
makroskopik ya da mikroskopik lezyonlar olusturma gibi toksik etkilerde
bulunmamastir. Kuprizonlu beslenme ise gebeligi kesintiye ugratici, biiyiimeyi azaltici
etkilere ve pareziye neden olmustur[187]. Ayrica sinir sisteminde makroskopik ve
mikroskopik lezyonlar meydana getirmistir. Siklikla medulla oblongata, mezensefalon
ve serebellar kortekste yer alan lezyonlarda astrogliozis, non-inflamatuar

demiyelinizasyon ve hidrosefali yaygin olarak goriilen bulgular arasindadir.

0,5% kuprizon diyetine sirayla 25, 50 ve 100 ppm bakir takviyesi yapilmis ve
diyete eklenen bakirin selator tarafindan indiiklenen sinir lezyonlarint 6nemli Slglide
degistirmedigi goriilmiistiir. Ugiincii giiniinde baslayarak %0,5 ve %0,3 kuprizon ile
beslenen gebe fareler diisiik yapmistir. Gebeligin daha erken doneminde (dokuzuncu
giinlinde) beslenmeye basladiginda, yavrulardaki 6liim orani artmistir. %0,1 kuprizon
ile beslemenin, ii¢lincii veya dokuzuncu giinde yapilmasi gebelige zarar vermedi. %0,5
kuprizon diyeti gebeligin 9. giiniinde uygulandiginda, diyete eklenen 130 ppm bakir
takviyesi sonucunda canli yavru sayisi arttig1r ve kuprizonlu beslenme gebeligin 3.
giinlinden itibaren verilmeye basladiginda diyete eklenen 130 ppm bakir takviyesinin
canli yavru dogumu icin yeterli olmadigi goriilmiistiir. Carlton'un sonuglarina
gore[188] kuprizon toksiktir ve etki mekanizmasi salt bakir selasyonu aracilikli

degildir. Carlton, kuprizonun belirli enzimleri inhibe edebilecegini 6ne stirmiistiir.

Kuprizonun kimyasal onciilleri de (sikloheksanon ve oksaldihidrazid) olasi
toksik etkileri agisindan arastirilmigtir. Bu onciillerin %0,5 diyet yoluyla verilmesi,
oksaldihidrazid alan grupta hafif biiylime kisitlamasi disinda toksisiteye iliskin

histopatolojik veya klinik kanit olugturmamustir.

Carlton, kuprizonla beslenen farelerde hidrosefalinin ve stingerimsi

dejenerasyonun indiiksiyonunu ¢aligmig ve toksisiteye karsi panzehir denemistir [187].
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Bu caligsmalarda, giinliik gereksinim duyulan miktarin 1000 kat1 kadar tiamin, B12
vitamini ve folik asit ile ditiretik (Diuril) takviyesi denenmis ancak 6nemli bir panzehir
etkisi gostermemistir. Coklu vitamin sollisyonu, riboflavin ve A vitamini, deney
siiresince mortaliteyi azaltmis ancak hidrosefali insidansin1 diisirememis veya
stingersi dejenerasyonun lezyonlarini 6nleyememistir. Yemdeki 130 ppm ve 260 ppm
bakir seviyeleri, %0,2 kuprizon ile beslenen farelerde hidrosefali insidansini azaltmada
etkili olmustur. Bakir takviyesi, beyin édemi, siingersi dejenerasyon ve astrogliozis

lezyonlar {izerinde etkisiz kalmistir.

Kuprizon beslemesinin baglama yas1 arttik¢a, farelerin hidrosefali gelistirme
olasiligmin azaldig1 gosterilmistir. Beslemenin sekizinci haftasinda hidrosefali
insidansi, bes haftalik farelerde %100, alt1 haftalik farelerde %75 ve sekiz haftalik
farelerde %37.5 bulunmustur.

%0,3 kuprizonla beslenen farelerde ikinci haftada stingersi dejenerasyon, 4
hafta sonunda glial proliferasyon ve besinci haftada hidrosefali gézlemlenmistir.
Miyelin kaybi ise ge¢ donemde ve sadece dokuz hafta beslenen farelerde

kaydedilmistir [187]

Carlton, sicanlarda ve kobaylarda kuprizonun neden oldugu bir siingerimsi
ensefalopati tanimlamigtir. Bu turlerde, kuprizon ile toksik maruziyette paraparezi
veya hidrosefali gozlenmemis, histopatolojik degisiklikler (Alzheimer tip II glia gibi)
farelerde indiiklenenlere benzer goriilmiistir. Kuprizon toksisitesine kobayin
sicandan, siganin fareden daha yatkin oldugu gosterilmistir. Kobayda hidrosefalinin

olmamasi, bu tiiriin beyinlerinin dogumda bile gorece gelismis olmasina atfedilmistir.

Kuprizonun si1gir karaciger mitokondriyal amin oksidaz aktivitesi lizerindeki
etkisine iliskin biyokimyasal caligmalar Nara ve Yasunobu tarafindan yapilmistir.
Kuprizon, sigir plazma amin oksidazinin parsiyel yarismali-inhibitoridar.
Suzuki,kuprizon verilen farelerde dev karaciger mitokondrisi tanimlamigtir[189,
190].Merkezi sinir sisteminde benzer sekilde etkilenen mitokondriler gozlenmemistir.
Bu durumun, kan beyin bariyerinin etkisi veya beyin ve karacigerdeki farkli metabolik
aktivitelerden kaynaklanabilecegi 6ne siirlilmiistiir. Karaciger ve sinir lezyonlar1 ayni
anda ortaya ¢ikmistir. Kuprizonun zar biitiinliigiinde bozulmaya neden olabilecegi

distiniilmiistiir. Ayrica, kuprizonun hepatik mitokondriyal bakir metabolizmasini
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degistirdigi One siirilmiistir. Kuprizonun mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu

gosterilmistir [190].

Suzuki ve Kikkawa, kuprizon tarafindan indiiklenen santral sinir sistemindeki
spongioz lezyonlar ve hepatik degisikliklerle iliskili ultra yapisal ve histolojik
caligmalar gerceklestirmistir[191]. Tripan mavisi enjekte edilen farelerin beyinleri,
yiiksek demiyelinizasyon nedeniyle, yogun perfiizyon sonrasinda bile boyanmamustir.
Histolojik lezyonlar, Carlton tarafindan tanimlananlara benzer Ozelliklerdedir.
Vakuollerin hematoksilen-eozin, periyodik asit-Schiff, Bodian, Heidenhain ve Sudan
IV boyalar ile boyanmadig1 gozlenmistir. Biiyiik ¢ekirdekli sismis glial hiicreler,
dagilmis kromatin ve kiicliik vezikiiller, yogun cisimler ve miyelin figiirleri

koleksiyonlari, diger histopatolojik yapilardir.

Farelerde kuprizon zehirlenmesini calisanlarin ¢ogu bu bilesik tarafindan
indiiklenen astrositoz ve spongiosus durumuna odaklanmis ve genis ¢apli dejeneratif
miyelin kayb1 bildirmemistir [191-194]. Yalnizca Carlton (1966), Suzuki ve Kikkawa
(1969) kuprizona maruz birakilan farelerde dejeneratif oligodendrositlerin varligini
gostermis ancak demiyelinizasyona deginmemistir [188, 191]. 1972’de W.Blakemore,
kuprizonun Oncelikle oligodendrositler iizerinde etkili oldugunu ve miyelin
vakuolizasyonunun oligodendrosit dejenerasyonu ile iliskili oldugunu gdstermistir
[195, 196]. Demiyelinizasyonun gerceklestigi 13 hayvanin 10'unda remiyelinizasyon

iliskili oligodendrositler goriilmiistiir. Onemi bildirilmemistir.

SK Ludwin (1973), normal bir diyetle iyilesmelerine izin verildiginde,
farelerde remiyelinizasyonun bir hafta i¢inde bagladigini ve tiim aksonlarin miyelinle
kaplanana kadar devam ettigini bildirmistir[197]. Remiyelinizasyon mekanizmalari ve
basarisiz  remiyelinizasyon = durumunda  gerceklesen  olaylar  cuprizone
demiyelinizasyon  deneyleri  yoluyla daha da  incelenmistir[198-204].
Remiyelinizasyon mekanizmasi, normal gelisimde gozlemlenen spiral sarma
mekanizmasina benzer goriilmiistiir. Demiyelinizasyonun erken asamalarinda, mitotik
bolinme makrofajlar ve astrositlerde, sonraki asamalarinda olgunlasmamis
oligodendrositlerde goriilmiistiir. Bu oligodendrositler farklilasarak aksonlarin
remiyelinizasyonundan sorumludur[205]. Aksonlardaki remiyelinizasyon kapasitesi

kronik dénemde akut demiyelinizasyona gore azalmistir[206]. Santral sinir sisteminde
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kronik toksik demiyelinizasyon, remiyelinizasyona ragmen akson hasarina neden

olur[207, 208].

1987°de Ludwin ve Baker kuprizona maruz kalan farelerde yaptiklar1 deneyler
demiyelinizasyon esnasinda ekstravaskiiler bosluga veya subendotelyal bazal
membrana protein sizintisinin olmadigini gostermistir. Kuprizonlu hayvanlarda, daha
once bildirilmis immiin-aracilikli hastaliklarda goriildiigii sekilde bir kan beyin
bariyeri hasarinin gosterilememesi nedeniyle, bu hastaliklardaki kan beyin bariyeri
hasarmin gelisigiizel degil ve patojenik otoimmiinitenin sonucu olarak ortaya ¢iktigini

one siirmiislerdir 52,[209].

Hiremath ve ark. mikrogliya/makrofajin demiyelinizasyon siirecine aktif
olarak katkida bulundugunu savunmustur. Bunun iizerine CD45 ekspresyon analizi ve
Green Fluorescent Protein pozitif (GFP+) kemik iligi kimerik fareler kullanarak,
periferik makrofaj ve kiicik bir lenfosit popiilasyonunun kuprizon iliskili
demiyelinizasyon sirasinda beynin bazi bolgelerinde daha baskin olmak {iizere
infiltrasyonunu gostermislerdir. Fornix, superior serebellar pedinkul, hipokampus ve
corpus callosum gibi beyin baz1 bdlgelerinin diger bolgelere (6rnegin bazal ganglia,
servikal ve torasik omurilik gibi) gére daha erisilebilir olabilecegi icin periferik hiicre

infiltrasyonunun bolgesel 6zgiilliik tagidig1 diistiniilmistiir[209, 210].

Baz1 yazarlar, kuprizon ile olusturulan dejenerasyonun histopatolojik
paterninin Multipl Skleroz'un tip III lezyonlarina benzedigini belirtmislerdir[211].
Gergekten de, her iki form arasinda bazi benzerlikler vardir. Ancak, kuprizon
modelinde tip I1I lezyonlarinin inflamasyonlu vaskiiler elemanlari gibi diger 6zellikleri
gbzlenmemistir. Lezyonlarda CD3+T hiicrelerinin goériilmemesi veya az bir miktar
halinde bulunmasi, kuprizonun T hiicre fonksiyonu iizerinde dogrudan bir baski etkisi
yapmasi nedeniyle olabilir [212-214]. 2020 yilinda, Mohammed S. M. Almuslehi ve
ark. kuprizon toksisitesi iliskili li¢ parcali bir deney gerceklestirmigtir. Caligma 1,
kisirlagtirmanin timus ve dalak atrofisini tersine c¢evirdigini ve her iki bagisiklik
organinda da CD4/8 sinyal yogunlugunu korudugunu, bdylelikle gonadal hormonlarin
lenfositler lizerine negatif etki yaptigimi gostermistir. Calisma 2'de, KUPRIZON-
beslenmesi ve kan beyin bariyerinin bozulmasi (PT kullanilarak) birlestirildiginde

kisirlastirmanin, serebrum, serebellum, beyin sap1 ve omurilikte dejenerasyon, gliozis
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ve CD8+ T hiicre infiltrasyonuna neden oldugu goriilmiistiir. Disi farelerde (Calisma
3), KUPRIZON-beslenmesinin kan beyin bariyerinin bozulmasi ile birlestirilmesi,
santral sinir sisteminde dejenerasyon ve gliozise neden oldu, ancak beyin veya
omurilikte CD8+ T hiicre infiltrasyonuna neden olmamistir. Tim bu sonuglar,
periferik bagisiklik sistemi kisirlagtirma gibi yontemlerle desteklendiginde, merkezi
sinir sisteminde kuprizon ile olusan dejenerasyonun bir CD8+ T hiicresi aracili santral

yaniti tetikleyebilecegini gostermektedir[215].

Oligodendrosit apoptozisi, kuprizon uygulamasindan birka¢ giin sonra baslar.
Son yillarda, Hesse ve ark, oligodendrosit hiicre Sliimiiniin ve miyelin geninde
supresyonun kuprizon uygulamasindan birkag giin sonra basladigini, ancak
demiyelinizasyonun ancak birka¢ hafta sonra agik bir sekilde goriilebildigini
gostermistir[216]. Son kanitlar, kisa siireli kuprizon maruziyetinin (3 hafta)
demiyelinizasyonu indiiklemek i¢in yeterli oldugunu gostermistir[217]. Astrogliozis
ve olgun oligodendrositlerin tiikenmesi, besinci haftada gézlenir. Kuprizon maruziyeti
ile benzer histolojik degisiklikler bes haftada gozlenebilir. Bu nedenle, olgun
oligodendrositler bozuldugunda, ek maruziyet gerektirmeden demiyelinizasyon
aktivitesinin ilerledigi goriinmektedir. Ilging bir sekilde, kuprizonun erken ¢ekilmesi
iyilesme siirecini hizlandirmamistir, bu da hafif bir beyaz cevher hasarinin, sonraki

haftalarda bir dizi demiyelinizasyon olayimi tetikledigini diisiindiirmektedir.

2.4.3. Kuprizon Modelinin Etki Mekanizmasi:

Kuprizon uygulamasi, mitokondriyal blyimeye neden olur, metabolik hizlari
ciddi sekilde degistirir ve monoamin oksidaz [218] ve sitokrom c (Cyt c) oksidaz [219,
220] gibi bakir igeren mitokondriyal enzimleri azaltarak oksidatif fosforilasyonu
bozar. Kuprizon tedavisi hepatosit mitokondriyal fonksiyonunu bozmustur ve bunun
bakir eksikliginin bir sonucu oldugu disiiniilmektedir. Ancak, kuprizonun
sonuclarmin dogrudan bakir selasyonu ile iligkili olup olmadig1 belirsizdir, ¢iinkii
bakir takviyesi farelerin CNS'sindeki kuprizon toksisitesini azaltmada smirli
kapasiteye sahiptir [221]. Farelerin BBB'sinin biiyiik 6l¢iide saglam oldugu ve
kuprizon kaynakli demyelinizasyonun periferal katilim olmaksizin meydana geldigi
bulunmustur. Bu bulgu, mitokondrinin metabolik bozulmasinin oligodendrosit 6limii

ve miyelin kaybinin ana nedeni oldugunu diisiindiirmektedir [209].
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Kuprizon ile oral beslenme, Multipl Sklerozu taklit etmek iizere olusturulmus
deney modellerinde demiyelinizasyonu indukler. Altt dekadi askin stiredir kuprizon
demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon ¢aligmalarinda kullanilmasina ragmen
demiyelinizasyona yol acan patofizyolojik  mekanizmalar ayrintilariyla
aydinlatilamamistir. Konuya agiklik getiren calismalar temel iki yaklasim tizerinde

yogunlasmistir:

1. Oligodendrositlerdeki mitokondriyel hasar hiicreyi apoptoza surikler ve

demiyelinizasyon i¢in ‘intrinsik’ etkiyi saglar.

2. Periferik immin sistem htcreleri veya dokuya yerlesmis astrositler ve
mikroglialar oligodendrosit hasarini artirici yonde immiinolojik reaksiyonlar tetikler.

Bu da ‘ekstrinsik’ etkiye neden olur [222].

Kuprizon toksisitesinin etki mekanizmalari, ti¢ farkli patoloji formuna daha
ayrilabilir: 1.Primer oligodendrositopati: kuprizonun oligodendrosit populasyonu
iizerindeki dogrudan etkisi sonucu oligodendrosit hiicre 6liimii. 2.Toksik dogal
bagisikhik: oligodendrosit hasarma yanit olarak aktiflesen astrositler ve mikroglialar
tarafindan neden olunan oligodendrosit hiicre 6liimii. 3.Primer immunositopati:
kuprizonun dogrudan etkisi sonucu astrositler ve mikroglialar tarafindan neden olunan

oligodendrosit hiicre 6limu[222].

2.4.4. Kuprizon Modeli ve Deney Hayvanlari

Kuprizon modeli ilk olarak Swiss farelerinde kurulmustur[195, 223] ancak
daha sonra yaymlar C57BL / 6 susunda yogunlasmistir. C57BL/6 farelerinde
demiyelinizasyon i¢in ilk kuprizon modeli 1998'de olusturulmustur[224]. i1k kanitlar,
Kuprizon ile indiiklenmis demiyelinizasyonun cinsiyetle ilgili bazi farkliliklarinin
oldugunu gdstermistir. Bu konuda, Ludwin, Swiss ve SJL/J disi farelerin erkeklere
kiyasla demiyelinizasyon gostermedigini bildirmistir. Bununla birlikte, C57BL/6 fare

susunda 6nemli bir cinsiyet aras1 farklilik gozlenmemistir[158].

Kuprizonun erken deneylerinin ¢ogu farelerde yapilsa da siganlar[225-229],
kobaylar [225] veya hamsterlar[230, 231] gibi diger kemirgenlerin beyinlerinde
farelerdeki gibi olumsuz etkilerin gozlendigini gdsteren bir¢ok ¢alisma mevcuttur.

llging bir sekilde, hamsterlar kullanilarak yapilan deneylerde beyin degisiklikleri
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indiiklemek i¢in kuprizon konsantrasyonunun fare veya sigan deneylerinde oldugu gibi
%0,2-0,5 degil, %3 veya hatta %5'e ¢ikarilmas1 gerekmektedir. Cynomolgus
makaklarda yapilan ¢ok kiiclik bir caligmada, geng¢ bireylerin bile %3 kuprizon
diyetiyle 18 hafta boyunca demiyelinizasyon tespit edilmemistir[232].
Demiyelinizasyonun olmamasi, makaklarda demiyelinizasyonu indiiklemek i¢in daha

yiksek, ancak denenmemis dozlara ihtiya¢ duyulabilecegi anlamina gelebilir.

Farelerdeki kan beyin bariyerinin biiyiik ol¢lide dayanikli oldugu, periferal
immiin bilesenlerin kuprizona magruz kalmis sinir sistemine infiltrasyon durumunun
sinirlt  oldugunu gosteren ¢esitli testlerle (horseradish peroksidaz[208, 209],
imminohistokimya[208, 233] ve radyoaktif izleyiciler[233]) dogrulanmistir. Bu
nedenle, uzun siire kuprizonun periferik katilim olmaksizin demiyelinizasyona neden
olduguna inanilmistir. Bu erken bulgular nedeniyle mitokondri metabolizmasi
bozuklugunun oligodendrosit 6liimii ve miyelin kaybinin ana nedeni oldugu uzun stre

diistintilmiistiir.
2.5, Modern Kuprizon Modeli

Kuprizon toksisitesinin erken donem calismalar1 farkli soy, cinsiyet ve
yaslardaki fareler kullanilarak yapildig1 i¢in deneyler arasindaki bulgularin
yorumlanmasini zorlastirmistir, bu da daha standartlastirilmis bir yaklasimin

gerekliligini vurgulamaktadir.

Kuprizone modelini standartlastirmak i¢in, Hiremath ve meslektaglar1 1998
yilinda C57BL/6 farelerinde diisik dozda kuprizon uygulamasi i¢in bir protokol
olusturmustur (%0,2°lik kuprizon ile saglikli farelerde)[211, 224], bu protokol
giiniimiizde hala yaygin olarak kullanilmaktadir. Su anda, akut demiyelinizasyonu
calismak icin genellikle 4-6 hafta boyunca Kuprizon uygulanirken, kronik
demiyelinizasyonu ¢alismak i¢in 12 haftaya kadar uygulanir ve fareler bazen kuprizon
¢ekilmesinden sonra remiyelinizasyonu ¢alismak icin takip edilir. Ilging bir sekilde,
kuprizon tiiketimine ragmen endojen onarim siiregleri meydana gelir[234]. Ornegin,
spontan remiyelinizasyon, kuprizona devam edilmesine ragmen 6 hafta sonra
goriilebilir ve miyelinli aksonlarin %350'sine kadar artis ve olgun oligodendrosit

sayisinda artig gortliir[235, 236].
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Hiremath tarafindan standartlastirilan kuprizon modelinin histopatolojik
belirtisi korpus kallosum, superior serebellar pedinkiller, hipokampus [[196, 224, 236-
243]] ve fare beyninin birka¢ diger bolgesinde oligodendrosit 6liimii ve ardigik
demiyelinizasyondur. Bu modelde, miyelinin destabilizasyonu ve kaybi, kuprizon
uygulamasinin 2-3. haftalarinda baslar ve 4-5. haftada zirveye ulasir[224], strekli
kuprizon beslenmesine devam edilmesi halinde miyelin seviyeleri en azindan 12.
haftaya kadar diisiik kalir[207]. Bu ilerleyici demiyelinizasyon guclu astrogliozis ve
mikrogliozis ile birlikte gorilir. Astrogliozis, kuprizon diyetinden 2 hafta sonra baslar.
Astroglia yogunluklar1 5-6 haftada zirveye ulasir ve 12 hafta boyunca yiiksek seviyede
kalir. Mikrogliya da 2 hafta sonra proliferasyon ve genisleme gosterir ve yogunluklari
5-6 haftada zirveye ulasir[207, 235, 244]. Kuprizon diyeti yaygin demiyelinizasyona
neden olurken, kuprizonun kaldirilmas: korpus kallosum ve serebellar pedinkillerin

remiyelinizasyonunu miimkiin kilar.

Beyaz madde demiyelinizasyonu davranigsal degisiklikler ve biligsel ve motor
fonksiyon kaybi ile ayn1 doneme denk gelir. Ancak klinik bulgularin goriilmesi,

MSS’de gerceklesen demiyelinizasyon miktari ile orantili degildir [245, 246].
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3. KAPSAM ve AMAGC:

Bu tezin konusu, merkezi sinir sistemi demiyelinizan hastaliklarinin
etiyopatogenezinin  arastirtlmasinda  prototip  olarak  kullanilan  deneysel
demiyelinizasyon modellerinden biri olan toksik demiyelinizasyon modelinin
olusturulmasi ve periferal bagisiklik sistemi hiicrelerinin inflizyonunun merkezi sinir

sistemindeki toksik demiyelinizasyona katkisinin degerlendirilmesidir.

Kuprizon modellemeleri ile yapilan c¢aligmalarin ¢iktilari, histopatolojik
degisiklikler iizerinden ifade edilmektedir. Ancak histopatolojik degisiklikle es
zamanl olarak faredeki klinigin nasil etkilenmis oldugunu gosteren skorlamalara
ithtiya¢ vardir. Calismalardaki klinik degerlendirmelerin, histopatolojik ¢alismalarin
ikinci planinda kaldig1 goriilmiistiir. Caligmada bu nedenle klinik DOE skorlamasina
da yer verilmistir. Ikinci olarak, adjuvan antijenler kullanilmamis, tek basima
kuprizonun “’inside-out’’fenomenini baglatmasiyla ortaya c¢ikan etkiler ve
Thiicre+kuprizon kombinasyonuyla ortaya cikan etkiler hem klinik hem histopatolojik
olarak karsilagtirilmigtir. Literatiirde daha once bu kombinasyonun calisilmadigi
goriilmistiir. Farkli zamanlarda uygulanan T hiicre indiiksiyonunun patofizyolojiye
nasil katki yaptiginin gosterilmesi, bir sonraki basamagi olusturmustur. Merkezi sinir
sistemi demiyelinizasyonunda T hiicrelerinin dominant rolii bilinmektedir. Bu nedenle
kesitsel olarak farkli zamanlardaki T hiicre davranisinin nasil olacaginin
gozlemlenmesi, hastaligin farkli asamalarinin birbirine gore histopatolojik ve klinik
acidan farklilik gosterip gostermediginin ortaya konmasina olanak tanimustir. Bu
hedefin son kazanimy, ileri calismalarla desteklendigi taktirde farkli siirelerde hastalik
gecmisi olan Multipl Skleroz hastalariin yonetiminde farkl stratejilerin gelistirilmesi
olabilir. Bu ¢aligmadaki her bir basamak, bu alanda yapilacak sonraki ¢aligmalar igin,
kendi biinyemizdeki laboratuvar kosullarinda bu yontemlerin ne diizeyde etkin oldugu

ve nasil modifiye edilmesi gerektigi ile ilgili kaynak niteliginde olacaktir.

Bu ¢alismada, simdiye kadar toksik madde maruziyeti ve kan beyin bariyerini
asan adjuvanlar beraber kullanilarak olusturulan Kuprizonlu toksik demiyelinizasyon
modeline daha fizyolojik bir alternatif olarak toksik madde ile T hiicre induksiyon
kombinasyonu onerilmektedir. Olusturulmas: hedeflenen bu yeni ¢ifte indiiksiyon

modelinin basarisinin degerlendirilmesi birinci hedeftir. ikinci olarak, bdyle bir
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modelde periferal bagisiklik sistemi hiicrelerinin  merkezi demiyelinizasyona
katkisinin degerlendirilmesi, hastaligin erken ve gec safhalarinda lenfositlerin durak

noktalarinin gézlemlenmesi hedeflenmistir.
Bu baglamda calisma basamaklar1 asagidaki gibi planlanmistir:

1. Basamak: %0,2’lik kuprizon ile beslenen farelerde demiyelinizasyonun
gosterilmesi

2. Basamak: Saglikli farelerde ve %0,2’lik kuprizon ile beslenen farelerde T
lenfosit biyodagilim 6zelliklerinin incelenerek model tasarimi

3. Olusturulan ‘Kuprizonlu Toksik Demiyelinizasyon ve Periferal T Lenfosit Etki
Modeli’6zelliklerinin ~ klinik, immiinolojik ve histopatolojik olarak

degerlendirilmesi
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4. MATERYAL VE YONTEM:

Kullanilan Materyaller:

RPMI-1640 medyum, Fetal Bovine Serum (FBS), Penisilin-Streptomisin

(Biological Industries), Fosfat Tamponlu Salin tozu (Phosphate buffered Saline- PBS,
Advansta-USA), anti-fare CD4 antikoru, anti-fare CD8 antikoru, anti-fare CD25

antikoru, anti-fare CD44 antikoru, anti-fare CD69 antikoru, anti-fare CD3 antikoru,

anti-fare 90,2 mikroboncuklari, %0,4’liikk Trypan mavisi, Doku dondurma medyumu
(OCT, Leica,Germany), Ficol Cozeltisi, %0,9’luk NaCl ¢ozeltisi, 96 kuyucuklu

tabaka, Hematoksilen, Eozin boyalari, Anti-fare Miyelin Basic Protein, Anti-fare
CD11b, Anti-fare CD19, Anti-fare PAX5, Anti-fare LY6G, Hucre bolinmesi takip

boyas1 (carboxyfluoresceinsuccinimidyl ester, CFSE), MACS yikama tampon

¢ozeltisi, Kuprizon tozu.

Tablo 4-1. Calismada kullanilan antikorlar

CD3 SK7 PE Cy7 BioLegend
CD4 RM 4-5 FITC BioLegend
CD8 53-6.7 PE BioLegend
CD25 PC61 APC BioLegend
CD44 IM7 BV510 BioLegend
CD69 H1.2F3 APCCy7 BioLegend
CD45 SK7 PERCP BioLegend
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4.2.  Kullanilan Tampon ve Cozeltiler:

Fosfat Tamponlu Salin (PBS): Ticari olarak alinan toz PBS karisimi, 1X PBS
cozeltisi elde etmek i¢in 500 ml damitilmig su (dH20) iginde ¢oziiliir. Bu ¢ozelti 150

mM sodyum klorir ve 10 mM sodyum fosfat icerir.

Tam RPMI besiyeri: L-glutamin ( mM) iceren RPMI 1640 (zerine; son
konsantrasyonu %10 olacak sekilde FBS (isi-inaktif) ve son konsantrasyonu %1
olacak sekilde penisilin/streptomisin eklenerek tam RPMI besiyeri yapilir. Hazirlanan

besiyeri +4 C°’de saklanir. Besiyerinin raf 6mrii +2-8 C°’de 4 haftadir.

Trypan mavisi: Trypan mavisi (40 mg), 0,4% c¢0Ozelti elde etmek igin 1X PBS

icinde ¢ozulir ve 0,22 um steril filtrelerden suzdlir.

Hiicre boliinmesi takip boyas1 (carboxyfluoresceinsuccinimidyl ester,
CFSE): Liyofilize CFSE (100 pg), uUzerine 36 ul DMSO eklenerek, final
konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde ¢oziiliir ve alikotlanarak -80071°de, karanlikta

saklanir. Coziilmiis CFSE boyasinin raf dmrii 80 C°’de bir aydir.

MACS (magnetic-activated cell sorting) yitkama tamponu cozeltisi: PBS
(1X) igerisinde final konsantrasyonlar1 %0,5 w/v BSA ve 2 mM EDTA olacak sekilde

hazirlanarak ve +4 C®de saklanir. Cozeltinin raf dmrii +2-8 C°’de 4 haftadir.

PEB tamponu: %5 bovine serum albumin ve 2mM EDTA, 0,01 M PBS iginde

cozalur.
4.3. Deney Hayvanlar::

Bu ¢alismada, yaklasik 18-20 gram agirliginda ve 6-7 haftalik yas araliginda
olan, ayni soydan tiretilmis disi C57BL/6 fareleri kullanilmistir. C57BL soyu siyah
kiirklii farelerden olusur ve C57BL/6, bu soyun altinc alt soyunu ifade eder. Fareler,
Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi’nde (HUDHAM)
iiretilmistir ve tiim ¢alisma siiresince HUDHAM’da barindirilmistir. Hayvanlarin
bakimu steril ve hava filtreli kafes sistemlerinde gergeklestirilmistir. 5 tanesi bir kafeste
olmak tizere oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Laboratuvar ortami, 23+1°C
sicaklik ve %55 + 5 nem orani ile sabit tutulmustur. Barinakta 1siklandirma, sabah
08:00’de baglayan 12 saatlik aydinlik ve 12 saatlik karanlik dongiisii seklinde

ayarlanmigtir. Standart fare yemi, kuprizonlu yem ve su hazir bulunmus, fareler
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yeme/igme konusunda kisitlanmamustir. Fare yemleri tartilarak kafeslere yerlestirilmis
ve Olgiilerek fare basina tiiketilen miktar hesaplanmistir. Fareler, deneye baslamadan

once ve haftada bir, son olarak sakrifikasyondan once tartilmastir.

Arastirma ve deney hayvanlariin gozetilmesi ile ilgili olarak, Hacettepe
Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan 2022/03-01 numarali onay alinmistir. Calismanin
tlm raporlanma stirecinde ARRIVE guidelines (Animal Research: Reporting of In Vivo

Experiments) rehberlerinin 6nerilerine uyulmustur.

4.4. Deney Protokolii ve Gruplar::

Bu calisma boyunca yapilan deneyler (¢ basamakta ele alinabilir. Ilk
basamakta, kuprizon kullanilarak toksik demiyelinizasyonun olusturuldugu
gosterilmistir. Ikinci basamak, model olusturma ve T hiicrelerinin biyodagilimimi
aragtirma basamaklarin1 icermektedir. Uclincli basamakta ise, bu modelin klinik,
immdunolojik ve histopatolojik dzellikleri detaylandirilmigtir. Sekil 4-1°de deneylerin
akis semasi gosterilmistir. Bu baglikta deney akisi ana hatlar1 ile anlatilacak ve

uygulanan protokollerin detaylarina ilgili baglik altinda yer verilecektir.

Birinci basamakta temel amac kuprizonlu yemle beslenme durumunda
farelerde meydana gelen toksik demiyelinizasyonun derecesini saptamaktir. Basari
kriterleri, farelerde motor kuvvet kaybi1 ve yiiriiyiis bozuklugu gibi klinik etkilerin
gozlemlenmesi ve histopatolojik diizeyde demiyelinizasyonun kanitlanmasi olarak
belirlenmistir. Toplamda 10 fare (n=5 kontrol ve n=5 kuprizonla beslenen) iki kafes
halinde gruplandirilmistir. Kuprizonun maksimum demiyelinizasyon etkisini
gostermesi beklenen sekizinci haftaya kadar fareler diizenli olarak gozlemlenmistir.
Bu siiregte, giinliik olarak DOE skorlar1 hesaplanmus, farelerin agirliklar: haftada iki

kez Ol¢lilmiistiir.
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%0,2'lik Kuprizon ile beslenen
farelerde demiyelinizasyonun
gosterilmesi

Saglikli farelerde T lenfosit biyodagihm
ozelliklerinin incelenmesi

-~ :
%0,2’lik Kuprizon ile beslenen farelerde
T lenfosit biyodagilim 6zelliklerinin
incelenmesi ve model olusturma

Il

Olusturulan ‘Kuprizonlu Toksik Demiyelinizasyon ve
periferial T-Lenfosit Etki Modeli’ 6zelliklerinin Klinik,
immunolojik ve histopatolojik olarak degerlendirilmesi

Sekil 4-1. Calismanin genel akis semasi.

Kuprizonlu yem ile beslenen farelerin kafeslerindeki yem miktarlar1 ilk bir
hafta boyunca tartilarak, giinliik ortalama yem tliketimi ve dolayli olarak alinan
kuprizon miktar1 hesaplanmistir. Sekizinci haftanin sonunda fareler sakrifiye edilmis
ve beyinleri diseke edilmigtir. Alinan beyin kesitleri, immiinofloresan (IF) ve
immiinohistokimya (IHK) teknikleri kullanilarak boyanmustir. IF goriintiilemede,
hiicre ¢ekirdeklerini boyamak icin 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ve miyelini
boyamak icin anti-Miyelin Basic Protein (MBP) kullanilmistir. {HK igin birincil
antikor olarak anti-fare MBP, ikincil antikor olarak ise primer antikorla uyumlu bir
antikor kullanilmigtir. Bu yontemlerle dokularin miyelin dansiteleri degerlendirilmistir
(Sekil 4-2).
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8 hafta kontrol fare yemi
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Sekil 4-2. Kuprizonla indiiklenmis toksik demiyelinizasyonun degerlendirilmesi

(IF: Immiinofloresan, IHK :Immiinohistokimya gériintiilme).

Kuprizonla indiiklenmis toksik demiyelinizasyona ‘'uyarilmis T-lenfosit
enjeksiyonu' eklemek icin, Oncelikle bir dizi optimizasyon c¢aligmasi
gergeklestirilmistir (Sekil 4-3). Optimizasyon siireci, enjeksiyona hazir hale gelene
kadar T-lenfositlerin dondr fareden eldesi ve aktivasyonu i¢in kullanilacak yontemler
ile her bir alic1 fare icin tek seferde enjekte edilecek lenfosit miktarinin belirlenmesi
amaciyla tasarlanmistir. T-lenfosit kaynagi olarak dalak ve lenf nodlar1 segilmistir. Her
bir fare igin gereken 10° T lenfositi saglamak iizere, tek seferde 2 fareden dalak ve lenf
nodlar1 diseke edilmistir. Elde edilen T-lenfositler, 'dalak kaynakli' ve 'lenf nodu
kaynakli' olarak iki ayr1 koldan isleme alinmistir. T lenfositler, in vitro ortamda, anti-
CD3 antikoru ve IL-2 kullanilarak 96-kuyucuklu plakada inkiibe edilmistir. Ekimden
hemen Once lenfositler kirmizi hiicre etiketi ile isaretlenmistir. Ekimin 0,, 24., ve 96.
saatlerinde hiicrelerin ¢ogalma ve aktivasyon belirtecleri dl¢tilmiistiir. Hiicre sayimi,
mikroskopta thoma lami kullanilarak yapilmistir. Ardindan, hiicre aktivasyonunu
belirlemek ic¢in akim sitometri cihazinda CD25, CD49 ve CD44 ifadeleri, ¢ogalma
durumunu belirlemek i¢in kirmizi hiicre etiketi yogunlugu Olgiilmiistiir. T-hiicre
enjeksiyonu yapildiktan 16 saat sonra fareler sakrifiye edilmistir. Farkli organlara olan
T-lenfosit infiltrasyonu hem ex vivo goriintileme hem de akim sitometri ile

Olclilmiistiir. Bu Olglim naif ve uyarilmis T-lenfositler arasindaki infiltrasyon
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farkliliklarin1 degerlendirmek igin yapilmistir. Sekil 6.3’te tarif edilen deney seti, 8

hafta boyunca %0,2’lik kuprizonlu yem ile beslenen fareler iizerinde tekrar edilmistir.

Ucgiincii basamakta (Sekil 6.4) fareler (n=10) 12 hafta boyunca %0,2’lik
kuprizon iceren yem ile, n=5 fare kontrol yem ile beslenmistir. Kuprizon tiiketen 10
fareden 5 tanesine 13. haftanin ilk gilinlinden baslanarak 4 giinde bir T lenfosit
enjeksiyonu yapilmistir. Bu 5 fare enjeksiyonlar stiresince de kuprizonlu yem ile
beslenmeye devam etmistir. Diger 5 fare kuprizon ile ve kontrol grubu fareler kontrol
yem tiiketmeye devam etmistir. DOE skorunda belirgin artis olmayan hayvanlar 12.
Enjeksiyondan sonra fonksiyonel bozukluklar1 degerlendirmek amaciyla davranis
deneylerine alinmistir. Davranis deneyleri tamalandiktan sonra tiim fareler sakrifiye
edilmistir. Bu farelerin beyin, omurilik, dalak ve lenf nodlar1 diseke edilerek parafin

bloklara gomiilmiistiir.
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Sekil 4-4. Olusturulan modelin klinik ve histopatolojik olarak degerlendirilmesi
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Tablo 4-2.Deney Gruplari ve Uygulamalar

1. Basamak: Kuprizonla Toksik Demiyelinizasyonun Gosterilmesi

Grup DOES |IHK |[IF |EVG Akim sit. | Davranis D. | Siire!
Kontrol v N N 8 hafta
KPZ grubu v N N 8 hafta
lerinin Incelenmesi

1.Grup DOES |IHK |IF [EVG Akim sit. | Davranis D. | Siire?
Saglikli kontrol \ \ 16 saat
Saglikli+Aktif Dalak J J 16 saat
kokenli T hiicre
Saglikli+Naif Dalak J J 16 saat
kokenli T hiicre

aglikhi+Aktif Len saat
Saglikli+Aktif Lenf J J 16
nodu kokenli T hiicre

aglikli+Naif Len saat
Saglikli+Naif Lenf J J 16
nodu kdkenli T hiicre
2.Grup DOES |IHK |IF |EVG Akim sit. | Davranis D. | Siire?
KPZ grubu N N 16 saat

+Aktif Dalal saat
KPZ+Aktif Dalak J J 16
kokenli T hiicre
+Naif Dala saat

KPZ+Naif Dalak J J 16
kokenli T hiicre
KPZ+Aktif Lenf nodu J J 16 saat
kokenli T hiicre
KPZ+Naif Lenf nodu J J 16 saat
kokenli T hiicre
3.Grup DOES |IHK |IF |[EVG Akim sit. | Davranis D. | Siire?
Saglikli kontrol N N 16 saat
Saglikli+Aktif T hiicre N N 16 saat
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Saglikli+Naif T hiicre | 5 N N 16 saat

KPZ kontrol 1 \/ N 16 saat
KPZ+AKtf T hiicre | 5 \ N 16 saat
KPZ+Naif T hiicre 5 N N 16 aat

fte indiiksiyon Modeli Degerlendirme

Grup N DOES |IHK |IF |EVG Akim sit. | Davrans D. | Siire?

Saglikli kontrol 5 v N \ 20 hafta
KPZ grubu 5 ~ ~ N 20 hafta
KPZ + Aktif TL 5 V V N 20 hafta

N: Fare sayisi, DOES: Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit Skoru, IHK: Immiinohistokimya,
[F:Immiinofloresan, EVGS: Ex-vivo gériintiileme ile biyodagilim ¢alismasi, Akim sit: Akim sitometri
ile biyodagilim caligsmasi, Davranis D:Von-Frey, Yikseltilmis Artt Labirent ve Agik Alan Arena
Testleri, KPZ: Kuprizon, TL: T Lenfosit

siire’: Farelerin sakrifikasyon oncesi takip edildigi siire, siire’: T lenfosit enjeksiyonundan

sakrifikasyona dek gegen siire, siire’: 12 hafta kuprizonla beslenme, 7 hafta T Lenfosit enjeksiyonu, 1

hafta davranig deneyi

4.5.  Kuprizonlu Yem Uygulama:

% 0,2 ve % 0,3’liikk kuprizon (Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazone) ihtiva
eden yem kullanilmistir. % 0,2’°1ik kuprizon igeren yem i¢in 1000 gr yem igine 2 gr
kuprizon eklenmistir. Tablo 6.1’deki icerige gore gerekli malzemeler karistirilarak
hazirlanan yem makinede pellet haline getirilmistir. Yemler +4°C’de muhafaza
edilmistir (Sekil 6.1). Akut demiyelinizasyon 5 haftada gergeklesirken, 12. Hafta
sonrasinda kronik siire¢ baglamaktadir. Bu baglamda hayvanlarin yaklasik 8 (veya

12) haftalik yem almas1 planlanmistir.
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Tablo 4-3. Kuprizonlu yem Icerigi

Hammadde icerigi:

Tane musir, tam bugday, bugday kepegi, tane yulaf, soya unu (kabuksuz), soya kiispesi,
tam yagli soya, balik unu, misir gliiteni, kurutulmus bira mayasi, ay¢igegi kiispesi, seker,
sigir don yagi, Aycicek yagi, vitamin A asetat, kolekalsiferol, dl-alfa tokoferil asetat ( E
vitamini formu), menadion sodyum bisiilfit (K vitamini kaynag1), tiamin mononitrat,
Riboflavin 5-fosfat, piridoksin hidrokloriir, vitamin B12, niasinamid, kalsiyum
pantotenat, folik asit, D- biotin, L-askorbik asit, kolin kloriir, kalsiyum karbonat,
dikalsiyum fosfat, tuz, mangan oksit, ¢inko oksit, demir siilfat, bakir siilfat, kalsiyum

iyodat, kobalt siilfat, sodyum selenit.

Katki maddeleri:

Sepiolite (E562):10000 ppm, kalsiyum silikat(E552):5000 ppm, Kuprizon %0,2

Taahhiit edilen besin degerleri: Kimyasal kompozisyon: (hesaplanmis)
Ham protein.................... % 22,00 Protein................oouvennn. % 22,30
Hamyag....................... % 6,00 Yag...oooviiiiiiiiii, % 7,10
Ham seliiloz.................... % 4,00 Seliloz.......ccoooiiiiiiii. % 3,70
Hamkiil........................ % 8,00 Mineraller...................... % 6,00
Nem..oooovi, %12,00 Nem...oooovoiiiiiiiiiiee, % 10,00
Metabolik enerji........... 3200 kkal/kg Metabolik enerji............ 3300 kkal/kg

Kalori dagilimi;
Protein ..............coeviii. % 27,00 Karbonhidratlar ............... % 53,50
Yag oo % 19,5
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Sekil 4-5. %60,2 Kuprizon Iceren Peletler

4.6. immiinolojik Yontemler:

4.6.1. Naif T-Lenfosit Eldesi

Donor farelerden (n=2) naif T-lenfosit izolasyonu ve enjeksiyonuna yonelik prosedur
asagidaki adimlar1 igermektedir:

1. Fareye, intraperitoneal yolla 0,1-0,5 ml arasinda 10 mg/kg dozunda Ksilazin
uygulanir. Anestezi etkisinin baglamasi beklenir. Fare supin pozisyona getirilir
ve arka patiye agrili uyaran verilerek anestezi derinligi degerlendirilir.

2. Fare diseksiyonuyla dalak ve yiizeyel lenf nodlar1 ¢ikarilir ve ayri falkon
tuplerine konur. Uzerini 6rtecek kadar PEB tamponu eklenir. (Sekil 6-8A).

A.

Sekil 4-6. Lenf Nodu Ve Dalak Diseksiyonu A. Diseksiyon B.Slispansiyon

halinde lenf nodu ve dalaklar
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10.
11.

Bir bisturi ile parcalanmig dalak ve lenf nodlari, 0,70 pm gozenek capina sahip
filtreler kullanilarak beta-merkaptolu RPMI icerisine suzulir (Sekil 6-8B).

Her bir falkon tiipiine, slispansiyon hacmi 10 ml olacak sekilde PBS eklenir.
Kollejenaz Il enzimi ilavesiyle drnekler, 37°C'de 2 saat boyunca inkdibe edilir.
Inkiibasyondan sonra, siispansiyonlar tekrar 0,70 pum gdzenek capina sahip
filtrelerden PBS ile siiziiliir. Siizgecte kalan debris atilir.

Icindeki eritrositleri elimine etmek amaciyla siispansiyon Fikol soliisyonu ile
muamele edilir. Bu amagcla slispansiyonlar Fikol-Paque ¢ozeltisi Gizerine katman
halinde dokultr

Stispansiyon ve Fikol ¢ozeltisi 5 dk 1800 RPM’de santrifiij edilir. Santrifiijden
cikarilan tiiplerde asagidan yukariya pellet, fikol ¢ozeltisi, lenfosit/monosit
tabakasi, PBS seklinde katmanlar olustugu goriiliir ve pastor pipeti ile yavasca
lenfosit tabakasi toplanir (Sekil 6-9).

. — PBS =
Hicre — —
suspanswonu\‘ \ I Lenfosit,monosit
Bl A — tabakasi
ikol gozeltisi =
Fikol gézeltisi \ i’,‘/
L — Eritrosit, graniilosit
— tabakasi
. 5 v/

Sekil 4-7. Ficol Cozeltisi fle Kan Hiicrelerinden Lenfomononiikleer Hiicrelerin

Ayrilmasi Santrifuj 6ncesi (A) ve sonrasi (B) ayrilmis lenfosit /monosit tabakasi

Toplanmis lenfosit stispansiyonu PBS i¢inde tekrar 5 dk 1800 RPM’de santrifiij
edilir. Pellet RPMI’da ¢ozilur.

T lenfositler, baslik 4.6.3’te anlatildig1 sekilde izole olarak elde edilir.
Enjeksiyondan hemen 6nce, ‘kirmizi hiicre etiketleyici’ (Cardigreen-red cell-

tracker) ile hiicreler isaretlenir.
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12. Her bir fare icin 150 ul PBS icinde 10° T-lenfosit iv enjeksiyon yapilmak
izere hazirlanir.
13. T lenfositler 26G insiilin ignesi ile farenin lateral kuyruk veninden enjekte

edilir.

4.6.2. Aktif T-Lenfosit Eldesi ve Enjeksiyonu

Donor farelerden (n=2) aktif T-lenfosit eldesi ve enjeksiyonuna yonelik

prosedir asagidaki adimlari igermektedir:

1.

10.
11.

Fareye, intraperitoneal yolla 0,1-0,5 ml arasinda 10 mg/kg dozunda Ksilazin
uygulanir. Anestezi etkisinin baglamasi beklenir. Fare supin pozisyona getirilir ve

arka patiye agrili uyaran verilerek anestezi derinligi degerlendirilir.

. Fare diseksiyonuyla dalak ve yiizeyel lenf nodlar ¢ikarilir ve ayri ayr1 iki falkon

tupiine konur. Uzerini 6rtecek kadar PEB tamponu eklenir.

. Bir bisturi ile pargalanmis dalak ve lenf nodlari, 0,70 um gozenek ¢apina sahip

filtreler kullanilarak beta-merkaptolu RPMI igerisine stzulir.

. Her bir falkon tiipiine, slispansiyon hacmi 10 ml olacak sekilde PBS eklenir.
. Kollejenaz 11 enzimi ilavesiyle 6rnekler, 37°C'de 2 saat boyunca inkiibe edilir.

. Inkiibasyondan sonra, siispansiyonlar tekrar 0,70 pum gdzenek capma sahip

filtrelerden PBS ile siiziiliir. Siizgecte kalan debris atilir.

. I¢indeki eritrositleri elimine etmek amaciyla siispansiyon Fikol soliisyonu ile

muamele edilir. Suspansiyonlar Fikol-Paque c¢0zeltisi lzerine katman halinde
dokular.

Stispansiyon ve Fikol ¢ozeltisi 5 dk 1800 RPM’de santrifiij edilir. Santrifiijden
cikarilan tiiplerde asagidan yukariya pellet, fikol c¢ozeltisi, lenfosit/monosit
tabakasi, PBS seklinde katmanlar olustugu goriiliir ve pastor pipeti ile yavasca
lenfosit tabakasi toplanir.

Toplanmis lenfosit siispansiyonu PBS icinde tekrar 5 dk 1800 RPM’de santrifiij
edilir. Pellet RPMI’da ¢oziiliir.

RPMI’l1 siispansiyonlardan 10 pl alinarak PBS ile bir kez 1:1 bir kez 1:9 seyreltilir.
Suspansiyondan 100 pl alinarak thoma lamina yayilir ve tizerine lam kapatilir. Lam

ve lamel arasina Trypan mavisi soliisyonundan 100 pl mikropipetle yayilir. Trypan
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12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.
21.
22,

mavisi 0li hiicrelerin membranlarindan girerek boyanmalarii saglar, canli hiicreler
ise boyanmaz. Bu sekilde ayirt edilerek mikroskop altinda canli hiicreler sayilir.
Toplam hiicre sayis1 belirlenir.

Ekim esnasindaki aktivasyon markerlarini kontrol etmek i¢in yaklasik 500,000
hiicre ayrilir.

Kalan miktar, 96 kuyucuklu plakaya, 10° hiicre-200 pl stispansiyon/kuyucuk
seklinde dagitilmak iizere harcanacak toplam kuyucuk miktar1 (n) hesaplanir.

‘n” sayida kuyucuga dagitilacak toplam siispansiyon miktar1 200n pl olarak

hesaplanir. ‘V:hacim’ olmak iizere;
200N pl =(Vienfosit) + (ViL-2) + (Vaniicps) + (Vremi)

T lenfositlerin aktivasyon ve proliferasyonunu uyarmak iizere kuyucuk basma 0,2
ul interlokin-2 ve 1 ul CD3 antikoru eklemek gerekmektedir. Bu dogrultuda toplam
0,2n pl interlokin-2 ve n ul CD3 antikoru stispansiyona eklenir.

Hicrelerin  proliferasyon  durumunu  tayin  edebilmek igin, CFSE
(Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) boyasi kullanilir. Bu boya
hiicrelerin ylizeyini kaplar ve baslangigta cogu hiicrelerin biiyiikliigii benzer oldugu
icin akim sitometride 6l¢iilen floresan yogunlugu tek pik halinde elde edilir. Ancak
proliferasyon durumunda ortaya ¢ikacak hiicreler ¢esitli boyutlarda ve baslangictan
daha kiiciik olacaktir. Bu durumda daha diisiik yogunluklu birden fazla pik
gorulecektir. Grafik sola kayma gosterecek ve pik sayisi artacaktir. Boyama igin
siispansiyonda hiicre yogunlugu108 hiicre/ml olmalidir.

Toplamda 200 n ul’ye tamamlanmak tizere RPMI eklenir.

Hiicre isaretleyici-kirmizi-CFSE stok soliisyonu, {riin kullanim kilavuzundaki
Onerilere uygun olacak sekilde toz halindeki CFSE’ye DMSO (Dimetilstlfoksit)
eklenerek hazirlanir. Her 1 ml hiicre siispansiyonunu boyamak i¢in 1 uM CSFE
soliisyonu eklenir ve karisim 20 dakika karanlik ortamda 37 C°de inkiibasyona
birakilir.

Tiim siispansiyon mikropipet yardimiyla n kuyucuga dagitilir. Plaka 37C®de
inkiibatore yerlestirilir.

Doksan altinci saatte hiicreler kuyucuklardan toplanir ve bir falkon tiipiine aktarilir.
Tiipteki siispansiyon 5 dk 1800 RPM’de santrifiij edilir.

6.6.3’te anlatildig1 sekilde T lenfositler izole sekilde elde edilir.
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23. Enjeksiyondan hemen once, ‘kirmizi hiicre etiketleyici’ (Cardigreen-red cell-
tracker) ile hiicreler isaretlenir.

24. Her bir fare icin 150 ul PBS icinde 108 T-lenfosit iv enjeksiyon yapilmak iizere

hazirlanir.

25. T lenfositler 26G insiilin ignesi ile farenin lateral kuyruk veninden enjekte edilir.
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4.6.3. T-lenfositlerin diger hiicrelerden ayrilmasi:

Hiicre siispansiyonunda yer alan T lenfositler, diger tiim hiicrelerden 2 farkli

yontemle ayrilabilir. Bu iki yontem igin uygulanan protokoller asagidaki gibidir:

A. Manyetik Aktivite ile Hiicre Ayirma (Magnetic Activated Cell Sorting-MACS)

Hiicre slispansiyonunda yer alan T lenfositler, diger tiim hiicrelerden T lenfosit
(90,2) MACS kiti kullanilarak ayrilir (Sekil 4.8). Bu yontem igin antijen spesifik
antikorlar manyetik mikro-boncuklara baglanmis halde kitler iginde kullanima
sunulur. Her bir kitte farkli hiicrelere yonelik antikorlar yer alir. Calismamizda T-
lenfosit izolasyonu amaciyla, mikro boncuklara baglanmig anti-CD90,2 antikorlar
iceren kit kullanilmistir. MACS standinda giicli manyetik alan olusturan
miknatislarin i¢indeki oyuklara oturtulan iki ayirma siitunu bulunur. Ayirma
stitunlarinin ¢eperinde yer alan materyal, manyetik alan i¢inde kalinca aktiflesir.
Sltunun Gstinden dokilen sispansiyon yer c¢ekimine karsi hareket ederken,
icindeki hiicrelerle birbirine tutunmus mikro boncuklar giiclii manyetik etki
nedeniyle siitunun ¢eperine yapisir. Tiim sollisyon aktiktan sonra siitun manyetik
alan etkisinden ¢ikarilir ve tampon ile yikanir. Bu sekilde T hiicreler diger

hiicrelerden ayrilmis olur.

1. Suspansiyonda yer alan her 108 hticre icin 1 pl antikorlu mikro-boncuk eklenir
ve 10 dakika 2-8 C°’de bekletilir.

2. Bu sirada ayirma siitunlar1 paketlerinden ¢ikarilarak miknatislarin ortasina
yerlestirilir. MACS tamponundan 3 ml alinarak siitundan gegirilir.
Slspansiyon, anti-CD90,2 ile 10 dk boyunca inkiibe edilir.

4. MACS aymrma siitunlarinin altina, siispansiyonun istenmeyen kismini
toplamak i¢in bos bir kap yerlestirilir.

5. Inkiibe edilmis siispansiyon siitunlar i¢inden gegirilir. Bu esnada manyetik alan
ve non-kovalent baglanma kuvvetleri sayesinde izole edilecek hiicreler
siispansiyondaki diger tiim hiicrelerden ayrilarak siitunlarin ¢eperine yapisir.
Yer ¢ekimi sayesinde siispansiyonun geri kalani siitun altinda kalan kapta
toplanir ve atilir. Ayirma siitunlar1 miknatislardan ¢ikarilarak manyetik alan

etkisi ortadan kaldirilir. Daha sonra siitunlarin duvarina yapisan hiicreler
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MACS tamponu ile yikanarak ayri bir tiipte toplanir. Olusan siispansiyonda

istenen hiicreler izole halde elde edilmis olur. (Bu ¢alisma dahilinde T-hUcreler

izole edilmistir.)

manyetik miknatis

ayirma tupu

MACS standi

Sekil 4-9. MACS Kiti manyetik miknatis, ayirma tiipii ve MACS tandindan olusur.

B. Floresan-aktif hiicre ayirma (fluorescence-activated cell sorting, FACS):

Bu yontem i¢in laboratuvarimizda bulunan akim sitometri (BD FACS Aria II)
cihazinin hiicre ayirma tinitesi kullanilmistir. FACS yOntemi esas olarak organlarin
parg¢alanmasiyla olusturulan tek hiicre siispansiyonundan naif T lenfositleri ve 96
saat boyunca uyarilma sinyallerine magruz birakilmis aktif T lenfositleri izole
etmek amaciyla kullanilmistir. Bunun yaninda MACS yontemiyle toplanan
hiicrelerinin safliginin diisiik oldugu durumlarda, FACS yontemiyle hiicre

safliginin arttirilmasi da saglanmastir.

1. Suspansiyon 5 dk 1800 RPM’de santrifiij edilir. Siipernatant atilir.
2. Pellet 50 ml’lik falkon tiipiine aliir ve tizerine 1 ml PBS eklenir ve

slispansiyon olusturulur.
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3. Suspansiyon, Anti-CD4 ve Anti-CDS8 antikorlari ile boyanarak +4°C’de 40 dk
inkibe edilir (Siispansiyon derisimi ve eklenecek olan antikor miktar1 antikor
iiriin kataloguna gore belirlenir)

4. Inkiibasyon sonunda siispansiyonlara 2 ml PBS eklenerek hiicreler santrifiijle
yikanir.

5. Yikama sonrasinda hiicreler 2 ml PBS i¢inde c¢oziilerek akim sitometriye
hazirlanir.

6. Cihazin hiicre aymrma islemi ic¢in kullanilan akiskan sistem parametreleri
optimize edilir. 2 um ve 3 pm capli polistiren boncuklar (Accudrop beads, BD
Biosciences, ABD) cihaza yiiklenir, deneme ayirmasi yapilir. Cihaz ayarlari
icin ayirma tiinitesinde bulunan defleksiyon plakalar1 arasina giris zaman,
uygun frekans ve voltaj degerleri belirlenir. Lazer se¢imi ve filtre/detector
ayari, floresan isaretleyicinin 0zelliklerine gore belirlenir

7. Ayrlacak 6rnegi igeren tiip makineye yerlestirilir ve ayirma iglemi baslatilir.

Akim sitometri cihazina yiiklenen sitspansiyondaki hicreler, hidrodinamik
odaklama yontemiyle bir tiip boyunca tane tane diisiiriilerek akim tiipinden
gecirilir. Tiiplin inferiorunda lazer kaynagi ve oradan c¢ikan ismlarin iizerine
diistiigli dedektorler karsilikli olarak yerlesmistir. Bu, hiicrelerin karsilasacagi
birinci lazer 1s181d1r. Tiip boyunca akarken bir noktada lazer 15181 6niinden gecen
hiicreler, biiyiikliiklerine ve dansite 6zelliklerine gore iki farkli sagilima neden olur.
Lazer kaynagindan ¢ikip hiicrelere teget gecerek ya da hlcreden 10-18° saparak
lazer kaynagmin tam karsisindaki dedektore diisen sagilim ‘ileri sagilim’ (Forward
Scatter, FSC) olarak adlandirilir. Hiicreye carparak hiicrenin igerigine gore
dogrultusunu degistiren ve tam karsidaki dedektor yerine yanlardaki dedektor
tarafindan kaydedilen sagilima ‘yana sagilim’ (Side Scatter, SSC) adi verilir.
Genelde bu amagla yaklagik 90° a¢1 yapan sagilimlar hesaplanir. Bu asamaya kadar
toplanan degerler, hiicrenin boyut ve graniilaritesinin bir fonksiyonu olarak
degerlendirilir. Hucrenin tizerine antikor vasitasiyla ilistirilen floresan 6zellikteki
isaretleyici ise, ikinci bir lazer kaynagiyla uyarilir ve isaretleyiciye has bir dalga
boyunda 1s1ma yapar. Bu da tgiincii tipte dedektorler tarafindan kaydedilir. TUpi

terk eden bir hiicre bu seviyede elektrodlar tarafindan static olarak yuklenir ve

78



yoluna yiiklii plakalar arasindan devam ederken tlizerindeki yilike gére yon degistirir
ve farkli kaplara diiser (Sekil 6-9). Hiicre ayirma igin kullanilan kapilama
stratejileri (Sekil 6-10) hiicrelerin boyutsal ayrimlari, graniiler ayrimlari ve floresan
konjuge antikor isaretlemeleri kullanilarak FACS Diva yazilimiyla olusturulur.

FACS araciligiyla hiicre safliginin %96’ nin iizerinde olmasi saglanir.

Siispansiyondan ayrilmak istenen hiicreler 0
floresanli antikorla igaretlenir. Ol
@
florﬁ(?n Siispansiyonu e '_‘
sk FACS Il Aria'ya -
®a \3""k°’ yikleme ® Dedektrler
@ Hiicre
isaretleme B %
E
3
Lazer F S
i o
Hiicre karigimi tek tek tiip i¢inden ilerlerken -_huzmesu ®| R
Laser 1gini her hiicreye garpar Lazer b =
FSC dedektor hiicrenin boyunu belirler kaynagi
SCC dedektor floresans ve graniilaritesini belirler
Elektrot pozitif (+) veya negatif (-) yiikler Elektrot < ® @
Hicrenin
® + @ floresansi/
granularitesi
. CJ
Pozitif ylikli hiicreler negatif; negatif yiiklu Pozitif yiikli + @ + Negatif yukli
hiicreler pozitif plakaya dogru yon degistirir plaka plaka
- +
- *
® Ayrilan hiicreler farkli tiiplerde toplanir ® 2
- +
e *)

250K = “Lymphocytes = 250K =]
583 ¥

S SR % / 200K -4
200K = e - & aktive
0,028

150K =

SSC-A

Comp-APC-A

100K =

SOK =

naive
0,010

T T T T T T T T 3 3
100K 150K 200K 250K 0 S0K 100K 150K 200K 250K -10 o 10

FSC-A FSC-A Comp-FITC-A

10‘ 10

Sekil 4-11. Kapilama stratejileri- Lenf nodundan aktife ve naif lenfosit 6lgimi
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MACS kullanilarak izole edilen bir siispansiyonda bu teknigin ne kadar efektif
oldugunu degerlendirmek amaciyla FACS kullanilarak kontrol yapilmistir. Bu amagla,
karigik hiicre siispansiyonunun T lenfosit yiuzdesi MACS’tan 6nce ve sonra akim

sitometride ol¢ililmiistiir.

MACS o6ncesi MACS sonrasi

-~ |%67 9%94.3

P

.
¥ 1 E
: >

Sekil 4-12. MACS etkinlgini degerlendiren akim sitometri calismasi

4.6.4. Hiicrelerin Proliferasyon ve Fenotip Degerlendirmesi:

Bagisiklik sistemi hiicreleri, matiirasyon ve aktivasyon durumlarina gore farkl
yuzey molekdlleri ifade eder (Sekil 6-10). Bu ¢calismada T lenfositlerin CD-3 antikoru
ve IL-2 ile ekildigi saatte, ekimin 24. ve 96. saatlerinde aktivasyon durumu ve
proliferasyon kabiliyetlerini degerlendirmek amaciyla CD25, CD44 ve CD69 ifadeleri
incelenmistir.

CD69 hiicre migrasyonu ve dokularda tutunmayi diizenler. CD69, erken
aktivasyon doneminde hizla artar ve pozitif saptanmasi, lenfositlerin olas1 bir immiin
aktivite icinde ya da bu sekilde bir uyariyla efektér yanit olusturmaya hazir oldugu
anlamina gelir. CD25, IL-2 reseptoriiniin bir bilesenidir ve aktivasyonun gorece geg
doneminde ifade edilir. CD25’in pozitif saptanmasi hiicrenin proliferasyon halinde
oldugunu ve efektor ya da diizenleyici T lenfositlere doniistiigiini gosterir. CD44,
antijenle daha 6nce karsilasarak aktiflesmis uzun omiirlii T lenfositlerde ifade edilir.
Pozitif saptanmast, hiicrenin aktif otoimmiin rol iistlendigi ya da hafiza roliinde oldugu
seklinde yorumlanabilir [247, 248].
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Aktivasyon ve proliferasyon icin fenotip degerlendirme protokolii:

T lenfositler, anti-CD3 antikoru ve IL-2 ile ekildikleri kuyucuklardan toplanir.
Hiicreler 100 uLPBS iginde stispanse edilir. Uzerlerine CD25, CD44 ve CD69’a
Ozgul floresan konjuge antikorlar, wuygun kombinasyon ve ideal
konsantrasyonlarda eklenip +4C®de, karanlikta, 40 dk inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonunda &rneklere 2 mL PBS tamponu eklenir,

Ornekler 1800G’de 5 dk santrifiijlenerek yikanir.

Yeniden 150 pL Cell Wash tamponu ile siispanse edilen hiicreler akim sitometri
ile okunur (Sekil )ve veri dosyalar1 .fcs (flow cytometry standard) dosya
formatinda FlowJo yazilimina (Tree Star, ABD) aktarilir.

Yiizey molekiil ifadeleri analiz edilir. Ortalama floresan yogunluklari (OFY)
degerlendirilirken, kullanilan floresan ve cihaz voltaj farkliliklarini diglayabilmek
icin yapilan analizdeki OFY degerleri aynm1 analizde bakilan otofloresan OFY

degerlerine boliinir.

81



Leukocytes

. CD45°

Myeloid Cells Lymphoid Cells
8 @ @
I I 1
I Myeloid-Derived Plasmacytoid Conventional I I I I | | |
Granulocytes Suppressor Cells Dendritic Cells Dendritic Cells Macrophages Monocytes T Cells NKT Cells NK Cells B Cells Plasma Cells
g (MDSCs) (pDCs) (cDCs)
e 2N s
3 . . . Siglec-H-ang CD11cang Fa/80 0D14"and . c03* 003" ang . NK1.1or @ o019 (@) oMo
CD317* MHCII* F4/80 NK1.1° NKp46*or e~ CD138
; Cytotoxic NKG2D*
Activated T Cells o ol 1gD"and
cD8: cD27-
— Neutrophils Monocytic CcD83* - cDC1s M1-like Typel Activated
F4/80"* and (M) MDSCs (excel at cross- CD86"or NKT (iNKT) Switched
Ly-66* Ly-6C*and presentation) CD80*ar T Cells (Th) TCR Va14-Ja18 CD69* Memory
Ly-6G-and XCR1*or iNOS* Ch4: 1D"and
- Eosinophils Arginase* CLECOA i i Typell Oytotaxic D27
CD193"and M2-like i T NKT R
F4/80™* and Polymorphonuclear —* cD8a* CD163"or e T-Bet*and Pe;{.';?n‘ Unswitched
Siglec-F+ (PMN) MDSCs Resident CD206%0r IFNy* @l 1gD*ang
Ly-6C""and DCs Arginase* Tth — The cD27
- @sm Ly-6G*and CD8a- Bel-6and B GATA3 wd
FoeR10"and Arginase* CXCRS*and e
cD117- — CD103 IL-21
Migratory I ™y
§ L Mast cells Ic’g:oy M;’ﬁ = RORyt*and
Z FceR1a*and S o IL-17¢
@ CD117*and |-« Treg
CD23 L cDC2s )
4 FoxP3and
CD11bcor CD25¢
SIRPa*
Activated Activated Cytotaxic Naive Effector Memory
. CD69"or Granzyme* CD44-and IL7Ra"and
- CD25° orPerforin’ CO62L° | | CDA4'andCD6RI2- . I
: ; * positive/ high expression
Central Memory Effector Wmﬂ sted Emmmuw&a sted ~negative/ low expression
IL7Ra* and CD44 and TCF1/TCF7*and Tox/Tox2 * and )
CD44'andCDE2L*| | CDB2L PD-11" ang PD-1%: Fumctoc Staks Meriore
TIM-3tn and TIGIT*
Sekil 4-13. Bagisiklik sistemi hiicrelerinde yiizey molekiilleri (Cell Signaling Technology Inc.'den izin alinarak eklenmistir.

www.cellsignal.com)
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Sekil 4-14. Proliferasyon Kapilama protokolii

4.7. Hiicre sayimi:
Hiicre sayma islemi i¢in asagidaki adimlar uygulanir:

1- Suspansiyondan 10 ul almarak PBS ile bir kez 1:1 ve bir kez 1:9 oranda
seyreltilir.

2- Seyreltilen kisimdan 10 pl alinarak thoma lamina yayilir ve tizerine lamel
kapatilir. Lam ve lamel arasma (kapiller kuvvetten faydalanarak 90,4’lik
Trypan mavisi ¢ozeltisinden 10 pl mikropipetle yayilir. Trypan mavisi 6lii
hiicrelerin membranlarindan girerek boyanmalarini saglar, canli hiicreler ise
boyanmaz. Daha sonra, bir 151k mikroskobu altinda (40x), kalin 1zgaralarla
boliinmiis on alt1 karenin dort tanesi segilir ve bu karelerin i¢indeki hiicreler
sayilir. Lam ile sayim odasi arasindaki mesafe 0,1 mm ve odanin boyutu 0,1 mm
x 0,1 mm'dir (Celeromics, Fuchs-Rosenthal Odas1 Formiilleri, Ingiltere). Ayrica,

on alt1 karenin her birinin kenar1 1 mm'dir. Buna gdre, hiicrelerin sayimi verilen

= = 2
Alan=1 mmx1mm=1mm Formiil 4 1

Hacim =1 mmZx 0,1 mm = 0,1 mm3

. e e g Sayilan toplam hiicre sayisi x 10,000
Hiicre derisimi (hiicre/mL) = 2222 P27 10C7e 3

x dilusyon faktora (20)

Sayilan toplam kare sayisi
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Sekil 4-15.Thoma laminin sematik gorseli.

4-14. Ex vivo Gériintiileme ile T lenfosit Dagihminin Incelenmesi

Enjeksiyondan hemen once T lenfositler, floresan 6zellik gosteren ‘kirmizi
hiicre etiketleyici’ ile isaretlendigi i¢in organlarda biriktikleri miktar, floresans
Olglimu ile belirlenebilir. Bu amacla farelerin enjeksiyondan sonraki 16. Saatte
sakrifye edilmesi ve T lenfositlerin biyodagiliminin incelenmesine yonelik prosedir

asagidaki adimlar1 igermektedir:

Fareye, intraperitoneal yolla 0,1-0,5 ml arasinda 10 mg/kg dozunda Ksilazin
uygulanir. Anestezi etkisinin baslamasi beklenir. Fare supin pozisyona getirilir ve
arka patiye agrili uyaran verilerek anestezi derinligi degerlendirilir. Sakrifiye edilir.
Beyin, servikal spinal kord, karaciger, akciger, bobrek, dalak ve ylizeyel lenf nodlar1
diseke edilerek ayr tiiplere konur.

. Newton 7.0 (Vilber, Fransa) cihazi ve bu cihaza bagli bilgisayardaki Vilber yazilimi
acilir (Sekil 6.

Organlar, cihazin tablasina dnceden belirlenen sirada yerlestirilir ve cihazin kapagi
kapatilir.

. Yazilim arayiiziinden “Yeni Gortintiileme” segilir.

. Kullanilan etiketleyicinin uyarim ve emisyon dalga boyu ayarlamas: (CellTracker™
Red CMTPX Dye i¢in 577/602 nm) yapilir.

Goriintii kalitesi i¢cin ISO ve kazang ayarlamalari yapilir ve goriintii alinir.
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8. Arayiizdeki ‘Bolge isaretleme’ (Range of Interest-ROI) secilir. Aktiflesen
isaretleme sekillerinden biri kullanilarak floresansi 6l¢iilmek istenen alanlar tek tek
isaretlenir.

9. Cihaz tarafindan kaydedilen tiim goriintiilerde, florokrom bir isaretleyici enjekte
edilmemis olsa bile dokunun kendi floresans 6zelligi nedeniyle bazal bir parlama
(otofloresans-OF) goriiliir. Bu nedenle kontrol hayvanlardan alinan organlardaki
otofloresans deney grubunda hesaplanan degerlerden c¢ikarilmistir. Boylece T
lenfositlerdeki isaretleyiciden gelen net ortalama floresan (foton) yogunlugu (OFY)
foton/cm?/saniye/pr cinsinden elde edilmistir. Birim, belirli bir alana (cm?), belirli
bir sure boyunca (saniye), belirli bir yonde (steradyan) diisen foton sayisini ifade
eder. OFY, toplam floresans miktarinin alana boliinmesi ile elde edilir. Bu nedenle
her organin alani cm2 cinsinden hesaplanmis ve OFY ile carpilarak toplam
floresans(TF) elde edilmistir. Toplam floresans ve OFY organ agirliklarina
boliinerek, agirliga normalizasyon uygulanmistir. OFY ve TF T lenfosit sayisiyla
orantili oldugu i¢in biyodagilim ¢aligmalarinda temel olarak bu iki parametre
tizerinden degerlendirme yapilmistir. Organlarin T hiicre tutulumu fokal olabildigi
icin TF ve OFY’nin arasindaki fark paralel olmayacagindan degerlerin ikisi de

degerlendirmeye katilmistir.
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Sekil 4-16. Biyodagihm cahsmasinda ex vivo goriintiilleme. A. Newton 7.0
hayvan goriintiileme cihazi B.Organlarin tablaya dizilmis hali C.Yazilimda alinan

gordntu
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4.8.  Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit (DOE) Skoru:

Hayvanlardaki motor kuvvet kayb1 asagidaki Tablo 4.4’e gore skorlanmistir.

Tablo 4-4. DOE Skorlama tablosu

Skor ‘ Klinik Gosterge

0 Klinik olarak normal (Kuyrugun tabanindan tutuldugunda, kuyruk gergin ve dik
durur. Arka bacaklar genellikle ayrilmistir. Fare yiiriirken, yiiriiyiisiinde veya

basinda egilme yoktur).

0,5 Zayif kuyruk (Fare kuyruk kokiinden tutuldugunda, kuyrugun sadece ucunda
giicsiizliikk vardir. Kuyrugu tutarken kaslarda gerilme hissedilir, ancak kuyruk

hareket etmeye devam eder).

1,0 Paralize kuyruk (Fare kuyruk kokiinden tutuldugunda, kuyruk yer ¢ekimine
kars1 hareket edemez. Arka bacaklar genellikle ayrilmistir. Kuyrugun hareket

ettigine dair bir isaret gozlemlenmez).

15 Zayif arka bacaklar ve paralize kuyruk (Kuyruk kokiinden tutuldugunda, tim
kuyruk parmagin tizerine dokiiliir. Fare tel bir rafa birakildiginda, arka
bacaklardan en az biri siirekli olarak aradan diiser. Yiiriiyiisli ¢cok hafif

sallantilidir).

2,0 Zayif arka bacaklar (Kuyruk kokiinden tutuldugunda bacaklar birbirine yakin
durur. Fare yiiriitildiigiinde belirgin bir sekilde sallantili ylirime gézlemlenir.
Bir bacagin ayak parmaklari siiriikklenirken, diger bacakta hareket kisitliligi

gozlemlenmez).

2,5 Her iki arka bacakta da bir miktar hareket vardir, ancak her iki bacak da ayaklar
da siiriiklenir (Fare arka ayaklarina takilir).

VEYA -

Bir bacakta hi¢ hareket yok/ bir bacak tamamen siiriiklenirken, diger bacakta
hareket vardir.

VEYA -

Fare kuyruk kokiinden tutuldugunda DOE siddeti 0-1.5 aras1 goriiniir. Ancak

farenin zaman zaman diismesine neden olabilecek bas diisiikliigii vardir.

3 Paralize arka bacaklar (Kuyruk ve arka bacaklarin tamamen felci (en yaygin).
VEYA -
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Kuyruk ve arka bacaklarin neredeyse tamamen felci. Bir veya her iki arka bacak
palet hareketi yapabilir, ancak kalganin dniine gegecek kadar hareket edemez.
VEYA -

Kuyrugun tamami ile bir 6n ve bir arka bacagin felci.

VEYA -

Asagidakilerin tiimii:

Siddetli bas diisiikliigii,

Kafesin kenarlar1 boyunca yalnizca yiiriime,

Kafes duvarini itme,

Kuyruk koékiinden tutuldugunda spin seklinde donme.

3,5

Kuyruk ve arka bacaklarin tamamen felci. Ek olarak:

Fare kafes etrafinda hareket eder, ancak sirt tistii birakildiginda kendini
dogrultamaz. Arka bacaklar viicudun bir yaninda birlegmistir.

VEYA -

Fare kafes etrafinda hareket eder, ancak arka kisimlar diizlesmis gibidir, 6n

ekstremiteler bir timsek goérinimundedir

Zay1f 6n bacaklar ile birlikte paralize arka bacaklar (Kuyrugun ve arka
bacaklarin tam, ve 6n bacaklarin kismi felci. (Fare minimum hareketle kafes
etrafinda dolasir ancak uyanik goriiniir ve beslenir. Fare 4.0 puanini 2 giin
aldiktan sonra genellikle Gtanazi 6nerilir. Ancak, giinliik s.c. sivilarla ¢cogu
C57BL/6 faresi 3.5 veya 3.0 puanina diisebilir, Fare ciddi felg nedeniyle

Otenaziye tabi tutuldugunda, deneyin geri kalani i¢in bu fare i¢in 5.0 puan girilir.)

4,5

Paralize 6n ve arka bacaklar (Arka bacak ve kuyrugun tam, 6n bacaklarin kismi
felci. Kafes etrafinda hareket yoktur. Fare uyanik degildir, temasla zor tepki
verir. Fare, 6n bacaklarda minimum hareket gésterebilir.

Otanazi 6nerilir. Fare ciddi felg nedeniyle 6tenaziye tabi tutuldugunda, deneyin

geri kalani i¢in bu fare i¢in 5.0 puan girilir.)

Oliim Hareketsiz;+/+ zorlukla nefes alabiliyor

Fare, kafeste kendiliginden yuvarlanir (6tenazi onerilir).
VEYA -

Fare, fel¢ nedeniyle 6li bulunur.

VEYA -

Fare, siddetli fel¢ nedeniyle 6tenaziye tabi tutulur.
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4.9. Davrams Deneyleri:

DOE skoru, 6zellikle inflamasyonun hizla pik yapti1 ve motor kuvvet kaybi
ile sonuglanan bir hayvan modeli igin gelistirilmistir. Ancak, kuprizonla indtklenen
toksik demiyelinizasyon modelinde motor kuvvet kaybi belirgin olmadigi icin DOE
skoru kullanilarak yapilan degerlendirmelerde klinik etkilenme siddeti net olarak
belirlenememektedir. Bu nedenle, kuprizon uygulamasi ve T lenfosit transferi
sonucunda ortaya ¢ikan hastalik bulgulariin daha dogru bir sekilde degerlendirilmesi
icin  g¢esitli  davranis  deneyleri uygulanmistir. Bu deneyler, progresif
demiyelinizasyonun klasik etkileri olan lokomosyon bozuklugu, allodini (agriya
duyarlhlikta artig) ve psikolojik etkilenme gibi parametreleri inceler. Bu parametrelerin
degerlendirilmesinin, dejenerasyon ve yer yer inflamasyonla ilerleyen progresif
demiyelinizasyon siirecinin klinik etkilerini daha net bir sekilde ortaya koyacagi

diistinilmiistiir.

4.9.1. Acik Alan Arena Testi:

Bu test, farelerin lokomotor aktivitelerini ve anksiyete ile ilgili davranislarini
O0lecmek ic¢in kullanilabilir, fakat bu calismada farelerin hareket kabiliyetlerini
degerlendirmek amaciyla uygulanmistir [249]. Testte, bir kenar1 45 cm olan, iistii agik
cam bir kiip kullanilmistir. Kare zeminin %24'liikk orta kism1 ‘merkez’ olarak, kalan
kismi ise ‘gevre’ olarak nitelendirilmistir. (Sekil 6.6). Fareler her seferinde ayn1 yone
bakacak sekilde platforma birakilmis ve zemin iizerindeki hareketleri 60 dakika
boyunca video izleme sistemiyle kaydedilmistir. Bu siire icerisinde, farenin kat ettigi
toplam mesafe, ortalama hizi, maksimum hizi, doniis sayisi ile kiipilin kare zemininde

‘merkez’de ve ‘gevre’ alanda geg¢irdigi siireler olctilmiistiir.
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Sekil 4-17. Acik alan arena testi A. Test platformu B. Merkez ve ¢evre ayrimi

4.9.2. Von Frey Filamam Testi:

Farelerin agr1 benzeri davraniglarini degerlendirmek amaciyla mekanik allodini
testi olarak Von Frey Filamani1 Testi kullanilmistir (X). Test aparati, yerden 20 cm
yukseklikte ayaklar1 olan, bu yiikseklikteki alt zemini 0,5 cm’lik kare delikli sert
fileden olusan ve iizerinde yiiksekligi, eni ve boyu sirastyla 22 cm, 15,5 cm ve 19,5
cm olan istii acik cam kisimdan olusmaktadir (Sekil 6.7A). Fareler test aparatina
alindiktan sonra 10 dakika aligmaya birakilmistir. Ardindan farelerin arka patilerini
cesitli filamanlara (Aesthesio®, DanMic Global, LLC, ABD) gore ¢ekme durumlari
kayit edilmistir (Sekil 6.7B). Farelerin ilk olarak sag arka patisi ve 2 dk ara sonrasinda
ayn1 protokolle sol arka patisi incelenmistir. Teste 0,4 g’lik filaman ile baglanmuis,
sirayla artirilarak farenin patisini ilk ¢ektigi filamandan sonra “artirma-ve-diisiirme
(up-and-down)” metoduna gore 4 filaman daha uygulanmis ve test sonlandirilmistir.
Farelerin mekanik allodini durumlarmin degerlendirmesi % 50 geri ¢ekme esik
degerleri olarak “up-and-down” metodu ile acik erigimli
‘https://bioapps.shinyapps.io/von_frey _app/” web sitesi {izerinden hesaplanmistir
[250].
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Sekil 4-18. Von Frey Filamam testi. Taktil duyu vermek i¢in filamanlar telin altindan

farenin patisine dokundurulur

4.9.3. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi:

Bu test, farelerin anksiyete diizeylerini 6lgmek amaciyla gerceklestirilmistir.
Deney diizenegi, birbirine dik olarak yerlestirilmis ve arti seklini alan dort koldan
olugsmaktadir; bunlardan ikisi agik, diger ikisi kapalidir. Zemin ve duvarlar siyah
renklidir. Kollarin her birinin genisligi 15 cm, uzunlugu 45 cm ve kapali kollarin duvar
yuksekligi 40 cm'dir. Diizenek, ayaklar vasitasiyla zeminden bir metre yiikseltilmistir
[251]. Test esnasinda, fareler agik olan bir kola dogru yiizleri doniik halde birakilmig
ve bes dakika boyunca video izleme sistemi ile takip edilmistir. Farelerin agik kollarda
gecirdigi siire, bu kollarda kat ettigi mesafe ve agik kollara ka¢ kez gectigi gibi veriler

toplanmustir.
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4.10. Histopatolojik degerlendirme:

4.10.1. Doku Toplama:

Diseksiyon iglemi Vincenzo Covelli’nin Fare Nekropsi Kilavuzu'na gore

basamaklandirilmistir:

10.

11.
12.

Fareye, intraperitoneal yolla 0,1-0,5 ml arasinda 10 mg/kg dozunda Ksilazin
uygulanir. Anestezi etkisinin baglamasi beklenir. Fare supin pozisyona getirilir ve
arka patiye agrili uyaran verilerek anestezi derinligi degerlendirilir. Sakrifikasyon
yapilir.

Pubis bolgesindeki cilde bir kesi atilir. Karin ve toraks bolgesindeki tiim cilt
pubis-gene hattinda acilir. Kesi arka bacaklara dogru genisletilir ve proksimal
kaslar arasindan siyatik sinir ¢ikarilir.

Ksifoid kemikten kesmeye baslanarak kostalar iki yana agilir ve perikarddan,
plevradan serbestlenir.

Diyafram pens ile tutularak bisturiyle kostalardan ve i¢ organlardan serbestlenir.
Dalak ve karacigeri diyaframa baglayan ligamanlar kesilir. Karin i¢ organlar bir
tarafa itilerek once dalak ve sonra karacigeri dorsal viicut duvarma baglayan
damar ve dokulara erisilir. Once dalak ve sonra karaciger ¢ikarilir.

Bagirsaklar, pelvise miimkiin oldugunca yakin kesilerek kadavradan ¢ikarilir.
Abdomen arka duvarinda bulunan bobrekler damar ve dokulardan ayrilarak
¢ikarilir.

Trakea takip edilerek nazikge akciger ¢ikarilir.

Beynin cikarilmasi i¢in fare pron pozisyona alinir ve kafa derisi agilir. Makasla
nazal septum ve ardindan sirayla oksipital ve parietal kemikler kesilir. Pens ile
frontal lobun altina nazikg¢e girilir ve beyin kaldirilir. Beyin sap1 omurilikten
ayrilarak beyin ¢ikarilir.

Cilt kesisi dorsal yiizde kuyruga kadar ilerletilerek omurga iizeri agilir. Once
paraspinal kaslar ve ardindan kemikler agilarak omurilik ¢ikarilir.

Organlar 10:1 formalin i¢ine alinir (Sekil 6.15).

Toplanan dokular tamponlu paraformaldehit icerisinde 72 saat +4 °C’de

fiksasyona maruz birakilir (Sekil 6-16).
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Sekil 4-19. Farkl etiketlenmis tuplerde formalin icinde beyin, spinal kord ve dalak

Kaudal - Kranial eksen

Sekil 4-20. Fiksasyon yapilmis spinal kord ve beyin

Beyin, histopatolojik ¢alismalarda kullanilmak tizere bisturi ile ikiye ayrilir.
Bunun i¢in calismamizda Harvard Fare Beyni Atlas1 kullanilarak hipotalamus,
talamus, hipokampds, amigdala, korpus kallozum, habenular ¢ekirdek, koroid pleksus
ve subpial korteksin goriilebilecegi bir kesit belirlenmistir. Bu kesit i¢in bregma ve
lambda arasina hayali bir ¢izgi ¢izilir. Bu ¢izginin tam ortasindan koronal diizlemde
kesim yapilir (Sekil 4-20). Servikal spinal kord proksimalden 1 cm uzunlukta alinir.

Transvers sekilde parafin bloklara gémaldr.
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Sekil 4-21. Beyin kesit hazirhg A. Koronal kesi hatti. B. Hematoksilen & Eozin

boyali kesit a. Korpus kallozum b. Hipokampus c. Amigdala d. Talamus e. Habenula

f. Uclincii ventrikiil g. Hipotalamus

4.10.2. Doku Takibi ve Kesit Hazirhg:

Immiinfloresan incelemeler disindaki histopatolojik boyamalara hazirhk

amaciyla yapilan doku takip islemleri:

1. Dokular sirastyla %50 - %70 -%96 ve %100 alkol serilerinde birer saat bekletilir.
2. Ksilen istasyonunda bir kez 30 dk bir kez 45 dk bekletilir

3. Ksilen ve parafin’den olusan 1:1°lik karisimda 45 dk bekletilir.

4. Parafin istasyonunda iki kez 45’er dk bekletilir.

Calismamizda dokular1 parafine géomme islemi sirasinda 1siticit tabla (Leica
Biosystems, HI 1220 Flattening table, Illinois, ABD) ve sivi parafin saglayicisi (Leica
Biosystems, EG1120 Paraffin Wax Dispenser, Illinois, ABD) kullanilmistir. Parafin

bloklara gdmme adimlari:

1. Dokular, takip kasetlerinden ¢ikarilarak incelenecek yiizeyleri alta gelecek sekilde
metal bloklara yerlestirilir.

2. Uzerlerine takip kasetlerinin kapaksiz halleri konur.

3. Bloklar sogumak izere sogutucu tabla (Maxotech, Cooling plate, Istanbul, TUrkiye)
iizerine birakilir.

4. Parafinin tamamen katilasmasinin ardindan, parafin bloklar metal bloklardan

cikarilir.
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5. Parafin bloklardan, tam motorize mikrotom (Leica Biosystems, RM2255, Illinois,
ABD) kullanilarak 3 veya 5 um kalinliginda kesitler alinir.

6. Kesitler, 48 °C’ye ayarli su banyosuna (Leica Biosystems, HI 1210 Water bath,
Illinois, ABD) aktarildiktan sonra pozitif yiiklii lamlar iizerine yerlestirilir.

7. Lamlar, en yiiksek sicakligi 56 °C olan etiivde 3 saat boyunca tutulur.

4.10.3. Histopatolojik Boyama ve Degerlendirme:

Calismamizda parafine gomilmiis beyin ve spinal kord Kesitleri;
Hematoksilen&Eozin (H&E) ile histokimyasal yolla boyanarak inflamatuvar hicre
dagilimi ve doku morfolojisi degerlendirilmistir. Hematoksilen&Eozin boyama

protokoli:

1. Kesitler, deparafinizasyon i¢in 10’ar dakika siirelerle iki kez ksilende bekletilir.

2. Rehidrasyon i¢in absolii alkol, %95, %70 ve %50’lik alkol ¢ozeltilerinde ve distile
suda 5’er dakika bekletilir.

3. Kesitler Harris hematoksileni boyasina daldirilarak 5 dakika bekletilir.

4. Kesitler cesme suyunda yikanir. Lityum karbonat soliisyonunda dekolorize edilerek

¢esme suyunda tekrar yikanir.

Kesitler 30 saniye boyunca asit alkole batirilarak sitoplazma gortnur hale getirilir.

Kesitler, gekirdekleri boyamak igin 1 dakika siireyle eozin boyasina daldirilir.

Dehidratasyon i¢in sirastyla %50 - 70 - 80 — 90 — 100 alkolde 5’er dakika bekletilir.

Kesitler ksilene alinarak iki kez 5’er dakika bekletilir.

© © N o O

Kesitlere entellan/mounting medium damlatilarak lamel kapatilir.

Immiinoperoksidaz testler otomatize immiin boyama cihaziyla (Leica
Biosystems, BOND-MAX Fully automated IHC staining system, Illinois, ABD)
gerceklestirilmigtir. MBP boyamasi i¢in primer antikor olarak poliklonal tavsan
antikoru (BSB5779, Bio SB, Santa Barbara, ABD) kullanilmistir. Kullanima hazir
formdaki antikor geri ¢ekme (retrieval) soliisyonu olarak etilen diamin tetra asetik
asitte (EDTA) 20 dk kaynatilmig ve 45 dk inkiibasyon siiresi uygulanmistir. Sekonder
elemanlar i¢in cihaz ile uyumlu kullanima hazir kitten (Leica Biosystems, DS9800,

BOND Polymer Refine Detection, Illinois, ABD) yararlanilmistir. Bu kit icerisinde
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peroksit blogu, post primer, polimer reaktifi, diaminobenzidin (DAB) kromojen ve

hematoksilen kars1 boyasmi igermektedir. Immiinoperoksidaz test ile boyama

protokoli:

l.
2.

8.
9.

Kesitler ksilen ile 3 kez, her biri 5 dakika siirecek sekilde yikanir.

Kesitler artan alkol derecelerinin her birinde (100%, 90%, 70%, 50%) 5 dakika
bekletilirve son olarak distile su ile durulanir.

Kesitler sodyum sitrat tamponu (pH 6.0) icerisinde basingli kapta 95-100°C'de
20 dakika 1sitilir. Oda sicakliginda sogumaya birakilir.

Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek i¢in kesitler %3 H20O2 igeren
metanol ile 10 dakika inkiibe edilir.

Kesitler %5°lik ke¢i serumu ile inkiibe edilerek yanlis pozitifligi onleyecek
protein blokaj1 yapilir.

Kesitler MBP, LY6G, CD19, CD3 ve CD68 i¢in uygun primer antikorlarla
inkiibe edilir.

llgili sekonder antikor (biyotinile edilmis veya poliklonal) uygulanir ve oda
sicakliginda bir saat inkiibe edilir.

Diaminobenzidin (DAB) kullanilarak kesitler 1-10 dk siire ile boyanir.

Cekirdekleri belirginlestirmek i¢in kesitler Hematoksilen ile boyanur.

10. Kesitler sui le yikanir

11. Alkol ile dehidratasyon uygulanir.

MBP boyama ile demiyelinizasyon agisindan degerlendirme yapilirken THK

boyama yaninda immiinofloresan boyama ve goriintilleme islemlerine de

basvurulmustur. Bu kapsamda c¢aligmamizda MBP ve DAPI boyamalara yer

verilmistir. Immiinofloresan boyama protokolii:

1.

2.

3.

Beyin, lenf nodu, dalak ve timustan elde edilen dokular +4 CO %4’lik
paraformaldehidde 72 saat bekletilir.

Yetmis iki saat sonra organlar sonunda %0,02’lik (0,01 M PBS ile hazirlanmis)
sodyum azid i¢inde 2 saat bekletilir.

Biitiin beyin dokusu, sirayla %10, %20 ve %30’luk PBS ile hazirlanmis siikroz
¢ozeltilerinde 2’ser saat tutulur ve %30’luk siikroz iginde toplamda 48 saat oda
sicakliginda bekletilir.
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10.

11.
12.

13.

Kirk sekiz saat sonunda doku %4’liik jelatine bulanir.

Jelatine gomiilmiis materyal, Tissue-Tek optimal kesitleme bilesimine batirilarak
-20 Cde yaklagik 1 saat bekletilir.

Kriyostat ile -20 C°’de 50 ym kalinlikta kesitler elde edilir.

Kesitler %0,3 Triton X-100 igceren PBS ¢0zeltisinde 10-15 dakika inkube edilerek
hiicre zarlar gegirgen hale getirilir. PBS ile 3 kez 5’er dakika boyunca yikanir.
Nonspesifik baglanmay1 engellemek i¢in kesitler %10 normal ke¢i serumu (NGS)
iceren PBS ¢ozeltisinde 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilir. PBS ile 3 kez 5’er
dakika boyunca yikanir.

Kesitler anti-MBP birincil antikor iceren PBS ¢0zeltisinde bir gece boyunca
4°C'de inkiibe edilir. PBS ile 3 kez 5’er dakika boyunca yikanir.

Kesitler, fluoresan konjuge ikincil antikor iceren PBS ¢Ozeltisinde 1-2 saat oda
sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilir. PBS ile 3 kez 5’er dakika boyunca
yikanir.

DAPI boyasi (0,1-1 pg/mL) iceren PBS ¢ozeltisinde 5-10 dakika inkube edilir.
Kesitler lam {izerine yerlestirilir ve montaj ortami olarak DPX damlatilarak
kurumaya birakilir.

Floresan mikroskopta DAPI mavi, miyelin kirmizi renkte gozlenir.

Preparatlar 151k mikroskobu ile incelenmis ve MBP, CDI11b, CD68

degisiklikleri skorlanmistir(Tablo 4-5). Ayrica, degerlendirme yapilacak alanlarin

standardize edilmesi amaciyla koronal kesitler Sekil 4.21'de gosterildigi gibi

boliimlere ayrilmistir. Bu boliimlerde, 20X biiylitmeyle alinan goriintiiler {izerinden

CD11b+ mikroglialar manuel olarak sayilmis ve ImageJ yazilimi kullanilarak MBP

boyanma yogunlugu % alan olarak hesaplanmistir.

Tablo 4-5. Hiicre artis1 ve demiyelinizasyon i¢in kullanilan skorlama sistemi

Skor Aciklama

0 Hig boyanan hiicre/ demiyelinizasyon goriilmedi

1 Tek alanda birkac tane boyanan hiicre / demiyelinizasyon goruldi
2 Birden fazla alanda hafif artmis hiicre /demiyelinizasyon goriildii
3 Hemen her alanda artmis sayida hiicre /demiyelinizasyon goriildii
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Sekil 4-22. immiinhistokimya ile boyanmis beyin kesitinde incelenen alanlar KK:
Bilateral hipokampus orta hatti1 arasinda yer alan korpus kallozum, PHK/DHK:
parasaggital diizlem ile hipokampiisiin hayali bir ¢izgi ile boliinmesi ile ortaya ¢ikan
proksimal hipokampus ve distal hipokampus, F: hipokampusun distal komsulugunda
yer alan fimbria. SK1-5: Hipokampusu parasaggital diizlemle ikiye bdlen siyah ¢izgi
(1), bu ¢izgiye dik ¢izilmis hipokampusun alt kenarindan gegen ikinci bir siyah ¢izgi
(2), bu iki ¢izgiye paralel olarak fimbrianin en distalineden gegen iki siyah ¢izgi (3,4)
kullanilarak subkortikal alan 4 pargaya ayrilmistir. SK2 ve SK3’i iceren alan da
hipokampusun subkortikal dokuya en yakin gegtigi yerden cizilen 5. siyah ¢izgi ile
ikiye bolinmiigtiir. T: Talamus, HT: hipotalamus ventrikiille komsuluk referans
alinarak belirlenmistir. Korpus kallozum disindaki alanlar bilateral olarak

goriintiilenmistir.

Her inceleme bolgesi i¢in, 20X biiyiitme ile alinan goriintiiler, agik erigimli
ImageJ yazilimi (https://imagej.net/ij/, NIH ImageJ software, ABD) kullanilarak
analiz edilmistir. Oncelikle, ImageJ'de goriintii acildiktan sonra 'Image — Color —
Color Deconvolution’ segenegi ile goriintii H&DAB renk kanallarma ayrilir. MBP ile
boyanmig kanal secilir. Goriintli ayarlarindan, MBP boyanmig alanlarm dogru bir

sekilde tanimlanabilmesi icin esik degeri ayarlanir. Esik degeri, MBP ile boyanmis
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orijinal goriintii ile karsilagtirilarak, alanlarin kirmiziya donene kadar ayarlanir. Egik
degeri ayarlandiktan sonra 'Apply' butonuna basilarak siyah ve beyaz goriintii elde
edilir. Eger ilgi alan1 resmin tamamini kaplamiyorsa, bu alan dncelikle manuel olarak
isaretlenir. Daha sonra 'Analyze — Set Measurements' segenegi ile 6l¢lim yapilacak

parametreler belirlenir ve 'Measure' segenegi ile 6l¢iim gergeklestirilir (Sekil 4-22).

4.11. Iistatistiksel yontem:

Proje kapsaminda planlanan tiim deneylerler en az 3 kez bagimsiz olarak
tekrarlanmistir. VVeri analizi sirecinde GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Boston,
ABD) ve SPSS Statistics 25 (IBM, New York, ABD) yazilimlar1 kullanilmistir.
Veriler, ortalama + standart hata (Standart Error of the Mean, SEM) seklinde ifade

edilmis ve anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.

Deney gruplarinin analiz 6ncesinde normallik dagilimi “Shapiro-Wilk testi” ve
“Kolmogorov-Smirnov testi” kullanilarak degerlendirilmistir. Gruplardan en az
birinin normal dagilim gdstermedigi durumlarda non-parametrik testler, tiim gruplarin
normal dagildig1 durumlarda ise parametrik testler tercih edilmistir. iki grubun sayisal
dlciimlerinin karsilastirilmasinda “Bagimsiz Orneklem t Testi” veya “Mann-Whitney
U Testi” kullanilmistir. ikiden fazla grubun sayisal dlgiimlerinin karsilastirilmasinda
ise “Tek Yonli ANOVA (Varyans Analizi) Testi” veya “Kruskal-Wallis Testi”
uygulanmistir. Tek Yonliit ANOVA testi sonrasinda ¢oklu karsilagtirmalar igin “Tukey
Testi”, Kruskal-Wallis testi sonrasinda ise “Dunn Testi” post hoc test olarak
kullanilmustir. Tkiden fazla grubun en az iki degiskenli karsilastirilmasinda “Iki Yénlii
ANOVA Testi” uygulanmis ve bu testlerin ardindan ¢oklu karsilagtirmalar i¢in “Tukey

Testi”, “Dunnett Testi” veya “Bonferroni Testi” post hoc test olarak secilmistir.

Iki sayisal 6l¢iim arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla parametrik test olarak
“Pearson Korelasyon Testi”, non-parametrik test olarak ise “Spearman Korelasyon
Testi” kullanilmistir. Bu testlerin sonuglarina gore elde edilen korelasyon katsayisi (1)
degerleri; 0,2-0,4 araliginda diisiik, 0,4-0,6 araliginda orta, 0,6-0,8 araliginda yiiksek

ve 0,8-1 araliginda ise ¢ok yiiksek diizeyde iliski olarak yorumlanmustir.
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5. BULGULAR:

5.1.  Kuprizonlu Diyetin Genel Klinik ve Histopatolojik Etkileri

5.1.1. Viicut Agirhg ve Sistemik Etkilenme:

Kuprizonun Kklinik ve histopatolojik etkilerinin arastirildigi ilk deney grubunda,
farelerin 4,5+0,3gr/glin yem tiikettigi goriilmiistiir. Hayvanlarin agirliklarindaki
degisimleri degerlendirmek amaciyla fareler 4 giinde bir tartilmistir. Kuprizon diyeti
uygulanan farelerin ilk élgimdeki kutlesi 17,5+1,45 gram (ortalamazstandart sapma,
SD) olarak, kontrol grubunun kiitlesi ise 17,74+1,09 gram olarak Olglilmistiir.
Bagimsiz 6rneklem t-testi ile yapilan karsilastirmada iki grubun kiitleleri ilk 6l¢iimde
benzer bulunmustur (t:0,29 p=0,76). Kuprizonla beslenen farelerin ve kontrol
grubunun 14. 6l¢limde kiitle ortalamalar1 sirastyla 22,27+0,48 gr ve 24,14+1,68 gr’dir.
Son 6l¢imde bagimsiz 6rneklem t-testi ile yapilan karsilastirma kuprizonlu diyetle
beslenen farelerin daha diisiik kiitleye sahip oldugunu gostermistir (t:2,38 p=0,044).

Fare agirliklarindaki degisime zaman ve kuprizonlu diyet faktorlerinin etkisini
belirlemek amaciyla genel dogrusal model (Generalize Lineer Models, GLM)
kullanilmigtir. Sonuglar Tablo-5.1’de ve Sekil-5.1’de gosterilmistir. Bu analizde,
zaman ve kuprizon faktorleri bagimsiz degiskenler olarak, farelerin agirliklart ise
bagimli degisken olarak belirlenmistir. Kuprizon faktord, kontrol grubu (n=5) ve
kuprizon ile beslenen (n=5) fareler arasindaki farklar1 temsil etmektedir. Omnibus testi
bu modeldeki bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskenleri Onemli derecede
agikladigini saptamustir (Olabilirlik Orani Ki-Kare = 177,926; serbestlik derecesi (sd)
=29, p <0,001).

Analiz sonuglari, zaman faktoriiniin fare agirliklar iizerinde anlamli bir etkisi
oldugunu gostermistir (Wald ¥2:321,393; df:14, p <0,001). Bu, zamanla farelerin
agirliklarinin  6nemli Olglide degistigini ortaya koymaktadir. Ayrica, kuprizon
faktoriiniin de fare agirliklari iizerinde anlamli bir etkisi oldugu bulunmustur (Wald y:
10,053; df:1, p = 0,002). Bu sonug¢, kuprizonlu diyetle beslenen fareler ile kontrol
grubu fareler arasinda anlaml bir fark oldugunu dogrulamaktadir. Ancak, zaman ve
kuprizon faktorlerinin etkilesimi anlamli bulunmamistir (Wald y2: 9,734; df:14, p =
0,781). Bu, kuprizon maruziyetinin zamanla degismedigini, her 6l¢iim zamaninda

benzer etki gosterdigini ifade etmektedir.
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Gruplar arasindaki farklar1 daha detayli incelemek icin post-hoc analizlerde
Tukey testi kullamilmistir. Kuprizonlu diyet altindaki grubun en belirgin kilo
degisimleri 1-2. 6lcuimler ile 5-6. Olgiimler arasinda saptanmustir (sirasiyla p=0,065,
p=0,055).

Tablo 5-1. Kuprizonla beslenme ve zaman faktorlerinin kitle Gzerine etkisi

Wald Ki-Kare Serbestlik Derecesi (df) -

Zaman 321,393 <0,001
Kuprizon 10,053 1 0,002
Zaman-Kuprizon 9,734 14 0,781

*: Genel Lineer Model analizi ile elde edilmistir.

30
—— kontrol

25 —— Kkuprizon

* %

N
o

kutle (gr)
o

10

haftalar
Sekil 5-1. Fare Kkiitlelerinin zamana gore degisimleri Grafikte, kuprizon diyeti
uygulanan fareler (kirmizi ¢izgi) ile kontrol grubundaki farelerin (yesil ¢izgi) ortalama
kiitle degisimleri gosterilmektedir. Olgiimler, 8 haftalik bir periyot boyunca dort giinde
bir yapilmistir. Her veri noktasindaki hata ¢ubuklari, standart sapma degerlerini temsil
etmektedir. (*) Kuprizon ile beslenen farelerin kitlelerinin kontrol grubuna gore
ortalama olarak 0,568 gr daha diisiik oldugu bulunmustur (gruplar arasi fark ig¢in 95%
Cl: 0,22 — 0,92 g ; Std. hata = 0,179; p=0,002). Analiz sonuglari, kuprizon diyeti

uygulanan farelerin kiitle artisinin kontrol grubundaki farelere kiyasla daha az
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oldugunu gostermektedir. Kuprizonlu diyetle beslenenler ve kontrol grup arasinda
kiitle farki olan Gl¢iim giinii/glinleri “**’ ile belirtilmistir. Belirgin kiitle degisimi
goriilen intervaller ‘#’ ve bazal agirhiga gore belirgin farkin goriildiigi ilk 6lgiim ‘@’
simgesi ile isaretlenmistir. Bu simgeler istatistiksel anlamliligin p degeri derecesine

gore yerlestirilmistir.

Kuprizonun sistemik toksik etkileri 4. haftadan itibaren gozlemlenmistir. Bes
farenin 3'linde, progresif olarak artan yamali tarzda diizensiz tiiy dokiilmesi
goriilmiistiir (Sekil 5-2.A,B) . Bu tiiy dokiilmesinin bas ve boyun bélgesinde basladigi,
sirta yayilarak smirlandigi tespit edilmistir. DOE skoru agisindan yapilan
muayenelerde, skor 0 olsa bile 6. haftadan itibaren horgii¢ seklinde bir omurga egriligi
fark edilmistir (Sekil 5-2.C). Ayrica, son deney basamaginda kuprizonlu diyet alan
grupta 12. haftadan sonra rektal prolapsus ortaya ¢ikmustir.

Sekil 5-2. Kuprizonun sistemik yan etkileri-inpeksiyon bulgular1 A. Iki kulak
arasindan baslayan B. Sirta yayilan yamasal desende tiiy dokiilmesi C. Kuyruk ve arka
patilerinde motor kuvvet defisiti olmayan farelerde zamanla ortaya ¢ikan horgiig

goruntusu

5.1.2. Deneysel Otoimmin Ensefalomiyelit Skoru:

Kuprizonla beslenme ve zaman faktorlerinin farelerin DOE skorlarina etkisini
degerlendirmek amaciyla Genel Lineer Model (GLM) analizi kullanilmistir. Modelin
uyumlulugu testine gore, modelin bilgi kaybinin minimal oldugu ve kiigiik 6rneklem
boyutlarina uyum sagladigi saptanmustir (sapma:1200, Pearson Ki-Kare:1200, df:120,
AIC:-236,566 ; AICC:-219,752; BIC:-143,236). Model etkileri i¢in yapilan Tip Il
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Wald Ki-Kare testlerine gore, hem kuprizonla beslenme (%2 = 7,500; p = 0,006) hem
de zaman (y? = 36,667, p = 0,001) faktorlerinin DOE skorlarim1 anlamli sekilde
etkiledigi gosterilmistir. Ayrica, kuprizonla beslenme ve zaman etkilesimi de 6nemli
bulunmustur (y*> = 42,500, p <0,001). Parametre tahminlerine (parameter estimates
testleri) gore, kuprizonla beslenen farelerin DOE skoru kontrol grubundaki farelere
kiyasla yiiksektir (B = 0,300; p <0,001). Ancak, kuprizonla beslenmenin zaman
faktoriiyle iliskisi 11. ve 12. olglimler gibi ge¢ donemlerde 6nemli bulunmustur
(strastyla p<0,001; p=0,012). Son 6l¢iimde kuprizonlu diyet altindaki farelerin DOE
skor ortalamasinin kontrol grubuna gore daha yiiksek olma egilimi gosterdigi

goriilmiistiir (bagimsiz 6rneklem t testi; t:2,41; p=0,07) (Sekil 5-3).

e DOE-kontrol = DOE-kuprizon

1.0+
S i
o ]
._\dm 4
e 05—_ E ®E ® =
Q ]
A ]

0 1 g 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56

giinler

Sekil 5-3. Gruplarin DOE skorunun zamansal degisimi. DOE skoru kontrol grubu
(yesil ¢izgi) ve kuprizonlu diyet altindaki (kirmizi ¢izgi) farelerde ilk 6 hafta boyunca
0 olarak kaydedilmistir. 11. Olgiimden itibaren kuprizonla beslenen farelerde en
yiiksek 0,5 olacak sekilde DOE skorunda artis saptanmistir. Her 6lcimde her gruptan
n=>5 fare degerlendirilmis olup kuprizonlu diyet ve zamansal degisimin etkileri GLM
ile analiz edilmistir. iki grup arasmda p<0,05 olacak sekilde fark saptanan 6l¢iimler

“*> simgesi ile belirtilmistir.
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5.1.3. Histopatolojik Duizeyde Toksik Demiyelinizasyon

Demiyelinizasyonun etkilerini degerlendirmek amaciyla, sol hemisferin
subkortikal beyaz cevherinden alman 200 pm kalinhgindaki kesitlerde
immiinofloresan boyama yapilmistir. Bu Kkesitler, miyelini ve c¢ekirdekleri
gorsellestirmek igin sirasiyla kirmizi renkte MBP ve mavi renkte DAPI ile
boyanmistir. Mikroskop altinda bu kesitlerin fotograflar1 ¢ekilmistir. ImagelJ yazilimi
kullanilarak DAPI ve MBP boyanan alanlarin toplam alana oranlar1 hesaplanmistir.
Bagimsiz orneklem T testi ile karsilastirildiginda Kkuprizonlu fare grubunda
MBP/DAPI oran1 daha diisiik bulunmustur (t=6.4; df=2; p=0.023). Sekil 5-5'te
boyamalarin mikroskop goriintleri ayri1 ayr1 ve birlestirilmis sekilde yer almaktadir.
Kontrol grup (A) ve kuprizonla beslenen fare grubu (D) karsilastirildiginda, MBP
sinyalinin kuprizonlu diyet alan fare beyinlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma seyrinde oldugu goriilmistiir. Kuprizonla beslenen farelerin (E) DAPI ile
boyanan ¢ekirdek miktari, kontrol grubuna (B) gore minimal olarak daha diisiik
saptanmistir (p>0.05). Kontrol grubunda (C) ve kuprizonla beslenen farelerde (F)
MBP ve DAPI boyamasinin birlestirilmis goriintiilerinde, oklarla miyelin
isaretlenmistir. Kontrol grubunda (C) miyelin saglam iken, kuprizonla beslenen grupta

(F) miyelin kayb1 gozlenmektedir.

0.20m *
: [ \
2 0.154
[1+]
£
(1]
>
S 0.104
&
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()]
o
a 0.05-
S
0.00-

Kontrol Kuprizon

Sekil 5-4. IF goruntilemede DAPI ve MBP boyanma yuzdeleri. A. Kontrol (n=2)

ve kuprizon diyeti uygulanan farelerin (n=2) subkortikal korteks kesitlerinde DAPI ve
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MBP boyama yiizdeleri karsilagtirilmistir. Arka plan hiicre yogunlugundan bagimsiz
bir demiyelinizasyon degerlendirmesi i¢in her O6rnekte MBP/DAPI orani
hesaplanmistir. Kuprizonlu yem verilen grupta (kirmizi) kontrol gruba (yesil) gore

miyelin miktarinin azaldig1 gosterilmistir.
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Sekil 5-5. Kuprizon ile induklenen demiyelinizasyonun imminfloresan goriintiileme bulgulari. A, B, ve C panelleri kontrol
grubunu;D,E ve F panelleri kuprizonlu diyet grubunu gostermektedir. A ve D panelleri Myelin Basic Protein (MBP) boyamasi ile, B ve E
panelleri DAPI boyamasi ile isaretlenmistir. C ve F panelleri ise MBP (kirmizi) ve DAPI (mavi) boyamalariyla birlikte gosterilmistir. Oklarla
isaretlenen bolgeler, kuprizon ile beslenen farelerde demiyelinizasyonun (F paneli) kontrol grubuna (C paneli) gore belirgin oldugunu

vurgulamaktadir.
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5.2. T lenfosit Aktivasyon ve Proliferasyonunun Indiiksiyonu:

Aktif T lenfosit elde etmek icin o©ncelikle optimizasyon deneyleri
gerceklestirilmigtir. Bu deneylerin amaci, ilerleyen asamalarda kullanilacak T
lenfositlerin hangi organdan izole edilecegini ve toplanan hiicrelerin hangi kosullarda
ne kadar siireyle uyarilacagini belirlemektir. Bu amagla n=3 saglikl1 fareden dalaklar
ve tiim yiizeyel lenf nodlar1 diseke edilmistir (Sekil 5-6). Organlardan elde edilen
hlicre stispansiyonu IL-2 ve anti-CD3 antikoru ile kiiltiire alinmigtir. Kiiltiiriin 0., 24.
ve 96. Saatlerinde aktivasyon seviyesinin belirlenmesi amaciyla akim sitometri analizi
yapilmistir. Bu analizlerde T hiicrelerinin CD25, CD69 ve CD44 ifadeleri 6l¢iilmiistiir.
Farkli zamanlarda oOlgiilen aktivasyon belirte¢ yogunluklar1 tek yonli tekrarlayan
ANOVA analizi ile karsilastirilmustir.

Dalak kokenli CD4+ T lenfosit
/ (n=3)
dalak \
Dalak kokenli CD8+ T lenfosit

(n=3)

Z\

~ ‘ Lenf nodu kokenli CD4+ T lenfosit
\ \ / (n=3)
! Qﬂ\‘
\ Lenf nodu kokcnll CD8+ T lenfosn

lenf nodu (n=3)

Sekil-5-6. Nonspesifik Aktif T Lenfosit Eldesinde Optimizasyon Deney Plani
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Dalaktan toplanan CD4+ T lenfositlerin aktivite gostergeleri:

CD25 ifadesi 24. Saatte bazal degere gore yiikselmistir. Ancak bu degisim
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. 96. Saatte 6lgiilen CD25 ifadesi bazale gore

yiiksek saptanmustir (p=0,04) (Sekil 5-7A).

CD69 ifadesi de benzer sekilde 96. Saatte bazale gore yliksektir (p=0,03)
(Grafik 5-7B).

CD44 ifadesinin tekrarli dl¢timleri karsilastirildiginda, 24. Saatte yiikseldigi
(p=0,03) ve 96. Saatte bu seviyeyi korudugu goriilmiistiir (p=0,03) (Sekil 5-7C).

Dalaktan toplanan CD8+ T lenfositlerin aktivite gostergeleri:

CD25 ifadesinin 24. Saatte bazale gore ylikselmis olsa da bu degisiklik
istatistiksel olarak anlamli seviyeye ulasmamistir (p=0,14) (Sekil 5-7.D).

CD69Y ifadesinin 24. Saatte belirgin olarak yiikseldigi (p=0,015) ve 96. Saate
kadar bazal degere yakin bir seviyeye geriledigi (p=0,016) goriilmiistiir (Sekil 5-7E).

CD44 ifadesi 24. Saatte ve 96 saatte bazale gore belirgin olarak ylksek
saptanmustir (sirastyla p=0,018 ve p=0,026) (Sekil 5-7F).

Lenf nodundan toplanan CD4+ T lenfositlerin aktivite gostergeleri:

CD25 ifadesinin 24. Saat ve 96. Saat Odlclimlerinde bazale gore yuksek
degerler tespit edilmistir (sirasiyla p=0,015 ve p=0,041) (Sekil 5-7G).

CD69 ifadesinin 24. Saatte belirgin olarak yiikseldigi (p<0,001) ve 96. Saatte
bazale yakin degerlere geriledigi goriilmiistiir (p<0,001) (Sekil 5-7H).

CD44 ifadesi her iki 6l¢iimde de bazale gore yiliksek bulunmustur (24. Saat i¢in
p<0,001 ve 96. Saat i¢in p<0,01). Ayrica CD 44 seviyelerinin 24. Saatten 96. Saate
kadar yiikselmeye devam ettigi (p<<0,001) goze carpmustir (Sekil 5-71).
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Lenf nodundan toplanan CD8+ T lenfositlerin aktivite géstergeleri:

CD25 ve CD69 seviyeleri erken donemde (24. saat) yiikselmis ve ge¢ donemde
(96. saat) bazal degerlere yakin seviyelere gerilemistir (CD 25 igin p<0,01 ve CD69
icin p<0,001) (Sekil5-7 J,K).

CD44 seviyesi ise erken donemde ve ge¢ donemde devamli olarak artmigtir

(p<0,001) (Sekil 5-7L).

Aktivasyon belirteclerinin ortalama yogunluguna iliskin sonuglarin teyidi i¢in

akim sitometride 6lciilen belirtecin ylizde kag ifade edildigi de belirlenmistir

(Sekil 5-8).
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Sekil 5-7. Dalak ve lenf nodundan toplanan T lenfositlerde CD25, CD69 ve
CD44 ifadelerinin ortalama floresan yogunluk (OFY) cinsinden zamanla
degisimi A-C. Dalaktan izole edilen CD4+ T lenfositlerin CD25 ve CD69 ifadeleri
96. saatte bazale gore yliksektir. CD44 ifadesi 24. Saatte belirgin artmis ve 96. saatte
benzer seviyede kalmistir. D-F. Dalaktan izole edilen CD8+ T lenfositlerin CD25,
CD44 ve CD69 seviyeleri 24. saatte en yiiksek seviyeye ulagip 96. saatte azalmistir.
CDA44 ifadesi 96. Saatte bazale gore hala ytksektir. G-1. Lenf nodundan izole edilen
CD4+ T lenfositlerin CD25 ve CD44 seviyeleri zamanla bazale gore artis
gostermistir. CD69 ifadesi erken donemde (24. Saat) en yiiksek seviyeye ulasarak
ge¢ donemde azalmistir. J-L. Lenf nodundan izole edilen CD8+ T lenfositlerin
CD25 ve CD69 ifadeleri erken donemde (24. Saat) ve CD44 ifadesi ge¢ dénemde
(96. Saat) en yiiksek seviyeye ulasmistir. (Grafiklerde farkli zaman noktalar
arasindaki farka isaret eden p degerleri ***<0,001; **<0,01; *<0,05 seklinde
gosterilmistir. Gruplar arasinda “iki yonlii tekrarlayan ANOVA” yapildiktan sonra
coklu karsilagtirmalar i¢in posthoc “Tukey testi” kullanilmistir. Bar grafikler
ortalamaztstandart hata gostermektedir. Her grupta n=3’tiir.
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Sekil 5-8. Dalak ve lenf nodundan toplanan T lenfositlerde CD25, CD69 ve CD44
ifadelerinin yiizde (%) cinsinden zamanla degisimi A-B. Dalaktan elde edilen T
lenfositlerin CD25, CD69 ve CD44 ifadeleri erken donemde en yiiksek degerinde
ulagsmis ve 96. saatte azalmistir. CD25 ve CD44 seviyeleri 96. Saatte hala bazale gore
yuksektir. C. Lenf nodundan izole edilen CD4+ T lenfositlerin aktivasyon belirtegleri
24. Saatte en yiiksek seviyeye ulasmistir ancak 96. saatte azalmalarina ragmen bazale
gore yuksektir. D. Lenf nodundan elde edilen CD8+ T lenfositlerin CD25 ile CD69
ifadesi erken donemde artmis ve 96. saatte azalmistir. Ancak CD44 ifadesi zamanla
artis gostermistir. (Grafiklerde farkli zaman noktalar1 arasindaki farka isaret eden p
degerleri **<0,01; *<0,05 seklinde gosterilmistir. Gruplar arasinda “iki yonli
tekrarlayan ANOVA yapildiktan sonra ¢oklu karsilastirmalar icin posthoc “Tukey
testi” kullanilmustir. Bar grafikler ortalamazstandart hata gostermektedir. Her grupta

n=3"tiir.
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T lenfositlerin ¢ogalma durumu, akim sitometride CFSE (karboflorescein
diasetat, siiksinimidil ester) etiketlemesi kullanilarak ortalama floresan yogunlugu
iizerinden degerlendirilmistir. Uyarilmamig T lenfositlerin benzer boyutlarda olmasi
nedeniyle, CFSE etiketleme boyasi hiicrelerin yiizeyinde esit sekilde dagilarak tek bir
yogunluk piki olusturmustur. Indiiksiyon sonrasinda ise, yeni olusan hiicreler ile olgun
T lenfositler arasindaki boyut farki nedeniyle CFSE, hiicreler arasinda esit olmayan
miktarlarda paylasilmistir. Bu durum, farkli CFSE yogunluklarina sahip hiicrelerin

olusmasina ve yogunluk pikinin sola kaymasina yol agmistir (Sekil 5-9).

Saglikli farelerden (n=3) elde edilen dalak ve lenf nodlari tek hiicre
siispansiyonu haline getirilmis ve uyarilmak iizere kiiltiire alinmistir. Hem kiiltiire
alinmadan 6nce hem de 24. Ve 96. saatlerde proliferasyon degerlendirmesi yapilmistir.
Son 6l¢limde dalaktan elde edilen T lenfositlerin proliferasyonu ortalama %70+11,61
ve lenf nodundan elde edilen T lenfositlerin proliferasyonu ortalama %76,6+4,2 dir.
Esit varyans varsayimi altinda yapilan bagimsiz 6rneklem t-testi sonuglari, t(6)=-1,067

ve p = 0,327 olup gruplar arasinda fark saptanmamagtir.
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Lenf nodu kokenli T lenfosit Dalak kokenli T lenfosit
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Sekil 5-9. Dalak ve Lenf Nodu Kokenli T Hiicrelerinde Uyarilma Durumunun
Akim Sitometresi Kullanilarak Degerlendirilmesi. A. Uyarilmamis lenfositler
benzer boyutta olup tek pik olusturur. B. Uyarilmis ve ¢cogalmakta olan lenfositler
cesitli boyutlarda hiicrelere sahiptir. Bu durum grafigi sola kaydirir
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5.3.  Saghkh Farelerde T Lenfosit Biyodagilimi:

5.3.1. EX-vivo Goriintiileme Bulgular:

N=2 saglikli fareye naif T lenfosit, N=4 fareye nonspesifik yolla uyarilmig T
lenfosit enjeksiyonu yapilmistir. Bir fareye ise kontrol amagl kullanilmak tizere PBS
uygulanmistir. Enjeksiyonunun 16. saatinde fareler sakrifiye edilmistir. Bu islemde
perfiizyon (PBS ve izotonik %0,9’luk NaCl soliisyonu ile kanin uzaklastirilmasi)
uygulanmamustir. Beyin, omurilik, karaciger, akciger, bobrek, kalp, dalak ve lenf nodu
diseke edildikten sonra organlar tumdyle ex-vivo goriintileme cihazina
yerlestirilmistir. Florokrom boyanin (Allophycocyanin-APC) uyarilmasi i¢in 577 nm,
emisyonu i¢in 602 nm dalga boylari ile 1 s boyunca goériintii alimmistir (Sekil 5-10).
OFY, total floresan (TF) ve agirliga gore normalize edilen TF degerleri Tablo 5.2°de

listelenmistir.

Enjekte edilen lenfositler 4 grupta ele alinmigtir:
1. Lenfnodundan alinmis naif lenfositler

2. Dalaktan alinmis naif lenfositler

3. Lenfnodundan alinmis aktif lenfositler

4. Dalaktan alimmus aktif lenfositler

Oncelikle her grup kendi iginde degerlendirilmistir. Bu degerlendirmelerde
organlar arasindaki tutulum birbiriyle karsilastirilmistir. OFY ve TF parametreleri
organlara yerlesmis T lenfosit miktarlarini temsil etmektedir. TF/g parametresi ise,
lenfositlerin  farklt anatomik lokasyonlara afinitesini degerlendirmek igin
kullanilmistir.

Karacigerdeki toplam T lenfosit miktari, tiim lenfosit gruplarinda diger
organlara gore yiiksek saptanmistir. Dalaktan alman naif T Ilenfosit grubu
disindakilerde bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001). Agirliga gore
normalizasyon yapildiginda ise, lenfositlerin biyodagilimda en ¢ok lenf nodlaria

yerlesmeye meyilli olduklari goriilmiistiir (p<0,001) (Sekil 5-11) ve (Sekil 5-12).
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Ikinci olarak her organ igin bu doért grup birbiriyle karsilastirilmistir. Beyinde
toplanmig T lenfosit miktarinin veya lenfositlerin beyne afinitesinin gruplar arasinda
belirgin fark gostermedigi goriilmistiir. Ancak omurilige yonelim lenf nodundan ve

dalaktan elde edilmis aktif lenfosit gruplarinda naif gruplara gore artis gostermistir

(p<0,05) (Sekil 5-13).
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Sekil 5-10. Saghklh kontrol grubunda T lenfosit biyodagilim A. Naif B. Aktif T
lenfositlerin beyin, omurilik, akciger, kalp, karaciger, bobrek, dalak ve lenf nodunda
birikimlerinin degerlendirilmesi amaciyla ex-vivo goriintiileme cihazinda alinan

goruntaleri
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Sekil 5-11. Saghkh Farelerde Naif ve Aktif T Lenfosit Biyodagilim. L-N: Lenf
nodundan elde edilen naif lenfositler, D-N: Dalaktan elde edilen naif lenfositler, L-A:
Lenf nodundan elde edilen aktif lenfositler, D-A: Dalaktan elde edilen aktif lenfositleri
ifade etmektedir. A. Organlardaki tutulumun OFY degerleri. Karacigerin OFY
diger organlardan yiksektir. B. Organlardaki tutulumun Total Floresans degerleri.
TF grafiginde karacigere giden lenfosit miktar1 beyin, omurilik, dalak ve lenf
nodundan anlamli derecede yiksek bulunmustur C. Agirhga Normalize Total
Floresans grafigi. Enjekte edilen lenfositlerin lenf noduna afinitesi diger organlardan
anlamli derecede yiiksektir. Grup basma n=2 olup iki yonli ANOVA analizi
yapilmistir. Karsilastirma sonuglarindan anlamli olanlar grafiklerde *<0,05; **<0,01;

*#%<20,001 ile gosterilmistir. TF degerleri karacigerde en yiiksektir.
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Tablo 5-2. Saglikli Farelerde Naif ve Aktif T Lenfosit Biyodagilimi

Omurilik

Akciger

Kalp

Karaciger

Bobrek

Lenf nodu

Toplam Floresans (p/s/sr)

Lenf nodundan aktif 3974+617 1314+ 540
Lenf nodundan naif 1855+140 1018+117
Dalaktan aktif 3427461 5112+1771
Dalaktan naif 32444232 3004+147

Agirhga Normalize Edilmis Total Floresans (p/s/sr/g)

Lenf nodundan aktif 4763+1140 4280+1341
Lenf nodundan naif 862411075 10749+2075
Dalaktan aktif 8307475 7508+3534
Dalaktan naif 8458+825 8249+7756

Ortalama Floresan Yogunlugu (p/cm2/s/sr)

Lenf nodundan aktif 39741616 13144540
Lenf nodundan naif 1855 + 140 1018+8117
Dalaktan aktif 3427 + 61 5112+1771
Dalaktan naif 3244 + 232 30041147

*Tlm gruplar icin ortalama+standart sapma verilmistir.

3159+300
2626+21
2840+1706
26010+19

13406+1527
11359+1724
35344+1535
77561+2367

3159+299
2626+21
28401706
2610+19

755,5+405
1341,5+59
540+5
1327,5+244

21775+3371
17628+1143
17875+2815
17739+1326

7561405
1342+59
54016
1328+244

6825,5+2682
5861,5+487
4165342
3532,5+46

128749+30254

164288424029

126555+ 17379

79658+19125

6826+2682
5862+487
4165+342
3533+46

5041,5+915
707+10
1556,5+689
1646207

15450+2263
19715+18027
15187+5678
955943387

5042+916
707+10
1557+689
1646+20

2621,5+407
2775%530
2667+864
1935,5+798

15274+2218
17240+13924
15345+475
2366916477

2621+407
2775+530
2667+864
1936+798

2272+390
2528+243
1918+733
2851+72

3371+21115
2540+19499
3656+21973
1307+13782

2272+390
25284243
1918+733
2851+72
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Sekil 5-12. Saghkh farelerde MSS ve lenfoid organlara lenfosit biyodagilimi.
Enjekte edilen lenfositlerin cogunlugu MSS’de birikmesine ragmen birim kiitle bagina
toplanan lenfosit MSS’de lenfoid organlara gore daha azdir. LN-N: Lenf nodundan
elde edilen naif lenfositler, D-N: Dalaktan elde edilen naif lenfositler, LN-A: Lenf
nodundan elde edilen aktif lenfositler, D-A: Dalaktan elde edilen aktif lenfositler
olmak lzere A. Organlardaki tutulumun OFY degerleri. LN-A grubunda beyinde
biriken T lenfosit miktar1 omurilige gore yiiksek saptanmustir. B. Organlardaki
tutulumun Toplam floresans (TF) degerleri. Toplam floresans grafiginde, enjekte
edilen lenfositlerin beyinde biriken miktar1 dalak ve lenf noduna gore yiiksek
gorillmiistiir(p>0,05). C. Organlardaki tutulumun normalize TF degerleri.
Saglikli hayvanlarda lenfoid organlara T lenfosit yonelimi daha fazladir. Aktivasyon

ile organ omurilige yonelen hiicre yogunlugunda artig goriilmiistiir. (Grup basina n=2
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olup iki yonlii ANOVA analizi yapilmistir. Beyin ve omuriligin diger organlarla
karsilastirma sonuglarindan anlamli olanlar grafiklerde *<0,05; **<0,01; ***<0,001

ile gosterilmistir.)
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Sekil 5-13. Beyin ve omurilikte biriken T lenfositlerin uyarimla degisen miktari.
LN-N: Lenf nodundan elde edilen naif lenfositler, D-N: Dalaktan elde edilen naif
lenfositler, LN-A: Lenf nodundan elde edilen aktif lenfositler, D-A: Dalaktan elde
edilen aktif lenfositler olmak Uzere A. Ortalama Floresan Yogunlugu-Organ
grafigi. Aktif T lenfositler beyin ve omurilikte naif T lenfositlere gore daha gok
yerlesmistir. B. Total Floresans-Organ grafigi. C. Agirhga normalize TF-Organ
grafigi. Aktif T lenfositlerin omurilige afinitesi naif T lenfositlerden yiiksektir.

Gruplar arasinda karsilagtirma iki yonli ANOVA ile yapilmistir. Posthoc analizlerde
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Tukey testi kullanilmistir. Sonuclarin istatistiksel anlamliligt p degerlerine gore

*<0,05; **<0,01; ***<0,001 ile gosterilmistir.

5.3.2. Akim Sitometri Analizleri

T hicre enjeksiyonundan sonraki 16. saatte sakrifiye edilerek ex-vivo
goriintiilemeleri yapilan organlar, tek hiicre siispansiyonu haline getirilmistir. Tek
hiicre siispansiyonlarindaki isaretli T lenfositler, akim sitometride Ol¢lilmiistiir. MSS
organlar1 olan beyin ve omuriligin yaninda, T lenfositlerin enjeksiyondan sonra MSS’e
ge¢meden ugrayacagi ongoriilen dalak, lenf nodu ve karaciger degerlendirmeye dahil
edilmistir. Enjekte edilen lenfositleride 4 grupta ele alinmistir. Her grup kendi i¢inde

degerlendirilmistir. Lenfosit gruplar asagidaki gibidir:

1 Lenf nodundan alinmis naif lenfositler
2 Dalaktan alinmis naif lenfositler

3. Lenf nodundan alinmis aktif lenfositler
4

Dalaktan alinmig aktif lenfositler

Ex-vivo goriintiileme bulgular1 ile benzer sekilde her grupta karacigerde
biriken T lenfosit tutulumu diger organlara gore yiiksek saptanmistir (p<0,05). Ikili

karsilagtirmalar ve anlaml1 bulunan sonuglar Sekil 5-14’te 6zetlenmistir.

M Beyin
B Omurilik
B Dalak
71 Lenf nodu

[

M Karaciger

CD3+APC T lenfosit OFY

Sekil 5-14. Farkh kaynaklardan elde edilmis aktif ve naif lenfositlerin farkh
organlarda akim sitometri ile ol¢ciilmesi. L-N: Lenf nodundan elde edilen naif

lenfositler, D-N: Dalaktan elde edilen naif lenfositler, L-A: Lenf nodundan elde edilen
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aktif lenfositler, D-A: Dalaktan elde edilen aktif lenfositler olmak uzere aktif
lenfositlerin kullanildig1 gruplarda n=4, naif lenfositlerin kullanildig1 gruplarda
n=2’dir. Gruplar arasinda karsilastirma iki yonli ANOVA ile yapilmis olup her grupta
karacigerde biriken lenfosit miktar1 diger organlara gore yiiksek saptanmustir.

(Grafiklerde *<0,05; **<0,01; ***<0,001 ile gosterilmistir.)

5.4.  Kuprizonlu Diyet Alan Farelerde T Lenfosit Biyodagilima:

5.4.1. EXvivo Goriintiileme Bulgulari:

Iki saglikli fareye FIT-C florokromu ile isaretlenmis naif T lenfositler enjekte
edilmistir. Diger iki fareye, nonspesifik yontemle aktivasyon ve proliferasyonu tesvik
edilen, APC ile isaretlenmis T lenfositler enjekte edilmistir. Kontrol amaciyla bir
fareye PBS enjekte edilmistir. Enjeksiyonlarin ardindan 16 saat sonra fareler sakrifiye
edilmigtir. Bu siirecte perflizyon yapilmamistir. Beyin, omurilik, karaciger, akciger,
bobrek, kalp, dalak ve lenf nodlar1 disseke edilerek ex-vivo goriintilleme cihazina
yerlestirilmigtir. APC isaretinin uyarilmasi i¢in 577 nm, emisyonu i¢in 602 nm dalga
boylari; FIT-C isaretinin uyarilmasi i¢in 490 nm, emisyonu igin 620 nm dalga boylar1

kullanilarak, her biri 1 saniye siiresince goriintii alinmistir. (Sekil 5-15).

Enjekte edilen lenfositler 4 grupta ele alinmastir:
1. Lenfnodundan alinmis naif lenfositler
2. Dalaktan alinmis naif lenfositler
3. Lenf nodundan alinmis aktif lenfositler
4

. Dalaktan alinmis aktif lenfositler

Oncelikle her grup kendi icinde degerlendirilmistir. Bu degerlendirmelerde
organlar arasindaki tutulum birbiriyle karsilagtirilmistir. Degerlendirilen her grupta T
lenfositlerin lenf nodunda daha ¢ok biriktigi saptanmistir (p<0,001). Ayrica aktif
lenfositlerin yer aldig1 gruplarda omurilikteki birikimin de one ¢iktig1 goriilmiistiir

(p<0,05) (Sekil 5-16).
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(Sekil 5-15 Devam)
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Sekil 5-15. Kuprizonlu toksik demiyelinizasyona sahip farelerde T lenfosit
biyodagihmi-ex vivo goruntuleme. Her situn farkli bir organa aittir. Sirasiyla
beyin, omurilik, akciger, kalp, karaciger, bobrek, dalak ve lenf nodlar1 yer
almaktadir. Farkli gruplara ait organlar farkli satirlarda yer almaktadir. A. Naif T
lenfositlerin 1s1ma miktarmi 6lgmek ic¢in organlar 490 nm’de uyarilarak FIT-C
florokromundan yayilan dalga boylar1 dl¢lilmiistiir. B. Aktif lenfositlerin 1s1ma
miktarini 6lgmek icin organlar 580 nm’de uyarilarak APC florokromundan yayilan
dalga boylar1 lgtilmiistiir. Foruntler Vilber Newton 7.0 gorlintuleme cihazonda

alimmustir.
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Sekil 5-16. Kuprizonlu yem ile beslenen farelerde naif T lenfositlerin ve aktiflesmis T lenfositlerin -ex vivo goruntileme analizi n=2
olup iki yonli ANOVA testi ile degerlendirilmistir. (Grafiklerde *<0,05; **<0,01; ***<0,001 ile gosterilmistir.) (C: kuprizonlu grup, L:
lenfositler lenf nodundan elde edilmistir; D: dalaktan elde edilmistir) Farkli organlardaki lenfosit biyodagilimi A. OFY B. Agirliga normalize

OFY, C. TF ve D. Agirliga normalize TF grafikleriyle degerlendirilmistir.
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5.4.2. Akim Sitometri Bulgulari:

Kuprizonlu diyet verilen fareler, T hiicre enjeksiyonundan 16 saat sonra
sakrifiye edilmistir. Merkezi sinir sistemi (MSS) organlar1 olan beyin ve omuriligin
yani sira, T lenfositlerin MSS'e ulasmadan 6nce ge¢mesi beklenen dalak, lenf nodu ve
karaciger de degerlendirilmistir. Ex-vivo goriintiilemesi yapilan organlar tek hiicre
siispansiyonu haline getirilmistir. Tek hiicre siispansiyonlar1 (5x1076 hiicre/mL),
enjeksiyon Oncesinde isaretlendikleri florokromlarin uyarilma ve emisyon
frekanslarina gore akim sitometrisine alinmistir. Naif T lenfositler FIT-C, aktif T
lenfositler ise APC florokromlari ile isaretlenmistir; uyarim ve emisyon dalga boylar1
sirastyla 490/620 nm ve 577/402 nm'dir. Akim sitometrisinde, her organ i¢in lenfosit
populasyonu secildikten sonra tekli hiicre popiilasyonlari belirlenmistir. Daha sonra,
APC-A pozitif aktif hiicreler ve FIT-C pozitif naif hiicreler isaretlenmistir. Son olarak,

lenfosit sayisinin toplam hiicre sayisina orani hesaplanmustir.

Her grup kendi icinde degerlendirilmistir. Tiim gruplarda lenfositlerin lenf
nodunda ve akcigerdeki oranlar1 diger organlara gore belirgin olarak yliksek
bulunmustur. Bu fark, dalaktan uyarilmig aktif lenfosit grubunda anlamli seviyeye
ulasmistir. Beyin ve omurilik siispansiyonlarinda disardan enjekte edilen naif
lenfositlerin neredeyse hi¢ bulunmadigi goriilmiistiir. Ancak aktif T lenfositler az

miktarda da olsa beyin ve omurilikte tespit edilmistir.
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Sekil 5-17. Kuprizonlu hayvanlarda farkh organlarda aktif T lenfosit ve Naif T
lenfosit dagilimi. Biyodagilimi caligsilan lenfositlerin toplam hiicre sayisina orani
akciger ve lenf nodunda diger organlara gore yiiksektir. Aktivasyon, organlarda T
lenfosit tutulumunu artirmistir. Grup basina n=4 olup iki yonli ANOVA ile yapilan
analizde elde edilen p degerleri *<0,05; **<0,01; ***<0,001 ile gosterilmistir. (L-N:
Lenf nodundan elde edilen naif lenfositler, D-N: Dalaktan elde edilen naif lenfositler,
L-A: Lenf nodundan elde edilen aktif lenfositler, D-A: Dalaktan elde edilen aktif
lenfositler)

5.5.  Kuprizonlu Toksik Demiyelinizasyon Modelinde T Lenfosit
Biyodagilimmin Saghkh Grupla Karsilastirilmasi:

Saglikli fareler ve kuprizonlu yemle beslenen fareler lizerinde gergeklestirilen
T lenfosit biyodagilim g¢aligmalarinda uyarilmig T lenfositlerin naif gruba gore
etkinlikleri karsilastirilmistir. Naif T lenfositlerden aktif T lenfositlere gecis sirasinda
lenf nodundan elde edilen T lenfositlerin etkinliginde, dalaktan elde edilenlere gore
daha fazla artig goriilmiistiir. Bu nedenle ¢alismamizda onerilen gift indiiksiyonlu
kuprizonlu toksik demiyelinizasyon modelinin tasariminda lenf nodundan elde edilmis

T lenfositler kullaniimustir.
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Aktif T lenfositler, in-vitro 96 saat boyunca uyarildiktan sonra elde edilmistir.
Lenf nodundan elde edilmis T lenfositler naif ve aktif olmak tizere saglikli farelere ve
8 hafta kuprizonlu yemle beslenmis farelere dort grup (n=5/grup) halinde kuyruk
veninden periferal yolla 10° hiicre/fare olmak iizere uygulanmistir. Enjeksiyon
sonrasindaki 16. saatte fareler sakrifiye edilerek beyinler diseke edilmis ve
biyodagilim ¢alismalar1 tekrarlanmustir. BoOylece, bir sonraki basamak igin,
optimizasyon deneylerinden MSS organlar1 i¢in elde edilen bilgilerin igin
gecerliliklerini kanmitlamak amag¢lanmistir. Bu deney grubunda sadece ‘beyin’

diseksiyonu yapildigina dikkat ediniz.

5.5.1. EXx-vivo Goriintiileme Bulgulari:

Bir adet kontrol fare ile beraber dort grup fare sakrifiye edildikten sonra beyin
diseksiyonu yapilmis ve beyinler ex-vivo goriintiileme cihazina yerlestirilmistir.
Florokrom (Allophycocyanin-APC) ile uygun dalga boylarinda 1 sn boyunca goriintii
alinmigtir. Kontrol fare ile belirlenen otofloresan degeri diger farelerden ¢ikarilarak
net OFY elde edilmistir. OFY, TF ve bu parametrelerin agirliga gore normalize edilmis

degerleri hesaplanmistir. Bu deneyde birbiriyle karsilastirilan 4 grup asagidaki gibidir:

1. Naif T lenfositlerin verildigi saglikli fareler

2. AKktif T lenfositlerin verildigi saglikl fareler

3. Naif T lenfositlerin verildigi kuprizonlu fareler
4

. Aktif T lenfositlerin verildigi kuprizonlu fareler
Gruplar, tek yonli ANOVA ile karsilagtirilmistir.

En yiiksek T lenfosit miktar1 ve yogunlugu aktif T lenfositlerin enjekte edildigi
kuprizonlu hayvanlarda saptanmistir (p<0,01). Ayrica kuprizonlu hayvanlara naif T
lenfosit verildiginde, beyinde saglikli gruplarin ikisine gore de dha fazla T lenfosit
biriktigi gorilmiistiir (p<0,05). Bu karsilastirma farkli parametreler (OFY, TF ve
agirliga normalize edilmis OFY ile TF) ilizerinden yapildiginda benzer sonuglar

bulunmustur.

124



1.5x104

"; 15’(]04 f—‘f;l
A 1x108 ? _
5 A 7 1x10%
[=% 7
> 5x10° Q x = &>
¥ <%
o = 5x103 O @ x
0 . . . :
S-N S-A K-N K-A 0 - r T T
S-N S-A K-N K-A
I s vess
esee T 1
I
— ) *
. . =
1.5%104 — % 4x10¢ —
a,
= B 3x10¢
= ol [
Z 1o ? .
S = 2x10¢ ?
= sx108 g
% WP
0 T T T T E 0 T T T T
S-N S-A K-N K-A = S-N S-A K-N K-A

Sekil 5-18. Saghkl fareler ve kuprizonlu yem ile beslenen farelerin beyinlerinde
T lenfosit biyodagihmi-Ex vivo goriintiilleme bulgulari: A. Ortalama Floresan
Yogunlugu (OFY), B. Agirliga normalize edilmis OFY, C. Toplam floresans, D.
Agirliga normalize edilmis TF ortalama degerlerinin, saglikli gruplar arasi yapilan
karsilastirma disinda diger gruplar arasinda belirgin farkli oldugu saptanmistir. Grup
bagina n=5 olup tek yonlit ANOVA ile yapilan analizde elde edilen p degerleri *<0,05;
*#<0,01; ***<0,001 ile gosterilmistir. Post-hoc analizlerde ‘Tukey testi’
kullanilmustir. (S-N: Saglikli fareye naif T lenfosit verilmis, S-A: Saglikli fareye aktif
T lenfosit verilmis, K-N: Kuprizonlu yem ile beslenen fareye naif T lenfosit verilmis,

K-A: Kuprizonlu yem ile beslenen fareye aktif T lenfosit verilmis)
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5.5.2. Akim Sitometri Bulgulari:

Ex-vivo  goriintileme sonrasinda  Ornekler isaretlenmis  olduklar
Allophycocyanin (APC) florokromunun dalga boylarina uygun sekilde analiz igin
akim sitometrisine tabi tutulmustur. Beyinlerden hazirlanan siispansiyonlarda once
SSC-A ve FSC-A o0zelliklerine gore lenfosit populasyonunda olan hicreler
belirlenmistir. Ardindan, akim sitometrisinde dedektér oniinden gecen tekli hiicre
popiilasyonu digerlerinden ayrilmistir (single cell gating). Bu tekli hiicre popiilasyonu
icinde farelere enjekte edilen lenfositleri temsil eden APC+ lenfositlerin toplam hiicre

sayisina orani (%) Olclilmiistiir. Kapilama stratejisi Sekil 5-19'da 6zetlenmistir.

12 -|  APC-A,FSC-A subset
3 4,106-3

Sekil 5-19. Fare Beyninden APC+ Lenfositlerin Kapilama Stratejisi A. ik panel,
lenfosit populasyonunun FSC-A (Forward Scatter Area) ve SSC-A (Side Scatter Area)
Uzerinden sec¢imini goOstermektedir. Suspansiyon icindeki tim lenfositler, bu
parametreler kullanilarak belirlenir. B. Ikinci panel, énceki adimda segilen lenfosit
populasyonu icerisinden tekil hicrelerin (Single Cells) secilmesini gostermektedir. Bu
adim, ¢iftli hiicrelerin (doublets) elimine edilmesi icin &nemlidir. C.Uglincl panel tekil
hiicre populasyonu icerisinden APC+ lenfositlerin secimini gostermektedir. APC
pozitif hiicreler, FSC-A ve APC-A parametrelerine gore, kontrol fare kullanilarak

onceden saptanmis sinirlar ¢izilerek belirlenir.
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Bu deneyde birbiriyle karsilastirilan 4 grup asagidaki gibidir:

5. Naif T lenfositlerin verildigi saglikli fareler (S-N)

6. Aktif T lenfositlerin verildigi saglikli fareler (S-A)

7. Naif T lenfositlerin verildigi kuprizonlu fareler (K-N)
8. Aktif T lenfositlerin verildigi kuprizonlu fareler (K-A)

Lenfosit ylizdeleri i¢in yapilan ANOVA analizi, gruplar arasinda anlaml
farklar oldugunu gostermistir (F(3, 11) = 19,88, P < 0,0001). K-A grubunun ortalama
lenfosit ylizdesi 8.23E-03 + 9.00E-04 olup S-N grubundan (2.93E-03 + 1.79E-03), S-
A grubundan (3.43E-03 + 1.53E-03) ve K-N grubundan (2.55E-03 = 1.11E-03) ylksek

saptanmustir (tim karsilastirmalar i¢in p<0,001) (Sekil 5-20).

* Xk %k

%k %k %k

% % %k
1%10-2 1

8x10-3

6x103-

% lenfosit

4x10-3—

2%10-3+

S-N S-A K-N K-A

Sekil 5-20. Saghkh fareler ve kuprizonlu yem ile beslenen farelerin beyinlerinde
T lenfosit biyodagihmi-Akim sitometri bulgular1 S-N (Saglikli Naif): Saglikli ve
naif (uyarilmamis) T lenfositleri iceren grup. S-A (Saglikli Aktif): Saglikli ve aktif
(uyarilmig) T lenfositleri i¢eren grup. K-N (Kuprizon Naif): Kuprizon ile beslenen ve
naif T lenfositleri igeren grup. K-A (Kuprizon Aktif): Kuprizon ile beslenen ve aktif T
lenfositleri iceren grup. Y ekseni, toplam hiicre icindeki APC+ T lenfosit yuzdesini
gOstermektedir. Her bir bar, ilgili grubun ortalama lenfosit ylzdesini ve

ortalama+standart sapma seklinde gdstermektedir. Gruplar arasindaki karsilagtirma
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tek yonli ANOVA ile ve post-hoc analizler Tukey testi ile yapilmistir. Her

karsilagtirma i¢in p degeri <0,001 olan gruplar *** ile belirtilmistir.

5.6. Kuprizonlu Toksik Demiyelinizasyon ve Nonspesifik olarak
Aktiflestirilmis Periferal T lenfosit indiiksiyonuyla Olusturulan Yeni
Modelin Multidisipliner Yaklasimla Degerlendirilmesi:

Bu deneyde, ti¢ farkli grup olusturulmustur. Birinci grupta (n=5), tamamen
saglikli ve kontrol yem ile beslenen fareler bulunmaktadir. Bu grup, diger iki grup i¢in
kontrol olarak kullanilmistir. Tkinci grupta (n=5) ise, deneylere hazirhk amaciyla 12
hafta boyunca kuprizonlu yem ile beslenmis fareler yer almaktadir ve bu fareler deney
siiresince de ayni1 diyete devam etmistir. Uglincli gruptaki fareler (n=7), ikinci gruptaki
farelerle ayni sekilde 12 hafta boyunca kuprizonlu yem ile beslenmis ve deney
sliresince de bu diyete devam etmistir. Ancak ek olarak deney suresince bu gruba her

96 saate bir toplamda 12 defa aktif T lenfosit enjeksiyonu yapilmistir.

5.6.1. DOE Skoru ile Degerlendirme:

Deneyin ilk giinii 0. giin olarak kabul edilmis ve bugiinden itibaren ii¢ grup fare
her giin DOE skoru ile degerlendirilmistir. Bu siiregte T lenfosit enjeksiyonu yapilan
farelerden bir tanesinde 12. giinde ilk klinik bulgular gériilmeye baslamis olup bu fare
ile beraber toplam 2 fare 17. Ve 19. giinlerde 6lmiistiir. Kalan 5 farelerden bir tanesinde
DOE skoru ile yapilan muayenede ilk degisiklik skor 0,5 olacak sekilde 5. enjeksiyon
sonrasinda (21. ginde) gortilmiistiir. Diger 4 farede ilk klinik degisiklik 7. Enjeksiyon
sonrasinda (28-30. giinlerde) goriilmiistiir. Skor puani bu 5 farede deney sonuna dek

0-0,5 puan seklinde dalgalanma gostermistir (Sekil 5-21).
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Sekil 5-21. Farkh gruplardaki farelerin DOE skorlarinin karsilastirilmasi Bu
grafik, T lenfositli kuprizonlu (mavi kareler), kuprizonlu (kirmizi daireler) ve kontrol
(yesil tiggenler) fare gruplarinda DOE skorlarin1 gostermektedir. Her bir grup igin
toplam 48 degerlendirme yapilmistir. DOE skoru, farelerin motor fonksiyonlarindaki

degisiklikleri ve norolojik belirtileri degerlendirmek i¢in kullanilmistir.

5.6.2. Davrams Deneyleri:

Fonksiyonel degerlendirmenin amacglandigi davranis deneyleri kapsaminda
lokomosyon kabiliyeti ve belirgin olmayan motor defisiti gdstermek amaciyla agik

alan arena testi uygulanmistir.

Bir saat boyunca katedilen toplam mesafeyi ii¢ grup arasinda karsilastirmak
amaciyla yapilan tek yonli ANOV A analizi, gruplar arasinda anlamli farklar oldugunu
gostermistir (p=0,004; R2 =0,604). Farelerin kat ettigi toplam mesafe ortalamalari
kontrol grupta 170,69+21,85 m, kuprizonlu yem grubunda 147,18+24,76 m ve cift
indiksiyon grubunda 110,97+19,42 m olarak bulunmustur. Tukey'in ¢oklu
karsilagtirma testi sonuglarma gore kuprizonlu diyet alan grup ile kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,278). Cift indiiksiyon yapilan grupta ise
toplam katedilen mesafe hem kontrol gruba gére hem kuprizonlu gruba gore diisiik
bulunmustur (sirasiyla p=0,003 ve p=0,05) (Sekil 5-22A).
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Ug grup arasinda maksimum hiz verilerini karsilastirmak igin yapilan ANOVA
analizi, gruplar arasinda anlamh farklar oldugunu goéstermistir (F(2,11) = 9,386; p =
0,004; R? = 0,631). Maksimum hiz ortalamalar1 kontrol grupta 0,473£0,066 m/s,
kuprizonlu grupta 0,329+0,036 m/s ve ¢ift induksiyon uygulanan grupta 0,343+£0.051
m/s bulunmustur. Tukey'in ¢oklu karsilastirma testi sonucunda kuprizonlu diyet alan
grubun ve c¢ift indiiksiyon uygulan grubun hiz ortalamasi kontrole gore diisiik
bulunmustur (sirasiyla p=0, 008 ve p=0,01). Ancak ¢ift indlksiyon uygulanan grup
ile kuprizonlu diyet alan grup arasinda anlamli fark saptanmamistir (p=0,928) (Sekil

5-22B).

Gorme bozuklugunu (optik norit varligini) dolayli yoldan saptayabilmek icin
‘karanlik alanda gecirilen siire’ ve ‘karanlik alanda gegcirilen siirenin aydinlik alanda
gecirilen siireye oran1’ degerlendirilmistir. Gruplarin bu iki parametre i¢in de ortalama
degerleri benzer bulunmustur (sirayla p=0,5 ve p=0,8) (Sekil 5-22.C,D). Buradan
hareketle, lokomosyon testlerindeki farkin gérme bozuklugundan kaynaklanmadigi
soylenebilir.

Acik alanin merkezinde gegirilen siire ortalamalar1 kontrol grupta 363,4+166,6
s; yalnizca kuprizonlu diyet alan grupta 126.35 +30.23 s ve ¢ift indliksiyon alan grupta
82.38 + 8.81 s olarak bulunmustur. Merkezde gegirilen zaman verilerini ii¢ grup
arasinda karsilastirmak icin yapilan tek yonli ANOVA analizi, gruplar arasinda
anlamli farklar oldugunu gostermektedir (F(2, 11) = 9,031; p= 0,004; R? = 0.6215).
Tukey'in ¢oklu karsilastirma testi sonuglarina gore kontrol grubun ortalamasi hem
kuprizonlu gruba gore hem de c¢ift indiksiyon alan gruba gore yiiksektir (sirasiyla
p=0,02; p=0,006). Kuprizonlu grup ve cift indlksiyon uygulanan grup arasinda fark
bulunmamistir (P = 0.829) (Sekil 5-22.E). Acik alanin merkezinde gecirilen siirede

azalma anksiyete gostergesi olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 5-22. A¢ik alan arena testi A. Toplam Kat Edilen Mesafe (m): Cifte
indiiksiyon uygulanan grubun kat ettigi mesafe, kontrol grubuna ve sadece kuprizonlu
diyet alan gruba gore diisliktiir. B. Kontrol grubunun ortalama maksimum hizi
(m/s), diger iki grubun ortalama hizindan daha yiiksektir. C. Karanhk Alanda
Gegirilen Sire (s): Bu parametrede gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.
D. Karanhk/Aydinhk Alanda Gegirilen Siire Orani: Gruplar arasinda bu oran
acisindan anlamli bir fark bulunmamistir. E. Merkezde gecirilen sire. Kontrol

grubunun merkezde gegirdigi ortalama siire (S), diger iki gruptan yiiksektir. Bar
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grafiklerde ortalamatstandart sapma gosterilmektedir. Aralarinda anlamli fark
bulunan siitunlar (gruplar) ¢izgi ile birlestirilmistir. Farklar tek yonli ANOVA analizi

ile degerlendirilmis ve Post-hoc analizler Tukey testi ile yapilmstir.

Farelerin ‘acik kolda gecirilen sireleri’ tek yonli ANOVA ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli farklar oldugu goriilmiistiir (F(2, 11) =
6.514, p= 0.014; Rz = 0.542). Acik kolda gegirilen siire ortalamalar1 kontrol grupta
120.4 + 27.51 s, kuprizonlu grupta 68.45 + 45.87 s ve cifte induksiyon uygulanan
grupta 50.66 = 17.97s olarak bulunmustur. Bu degerler kuprizonlu grupta ve ¢ift
indiiksiyon alan grupta kontrol gruba gore diisiik saptanmustir (sirastyla p=0,076;
p=0,013) (Sekil5-23A).

Farelerin agik alan/kapali alan sinirini gecis sayilart U¢ grupta benzer
bulunmustur (F(2,11)=1,33; p=0,30; R =0,20). Smir geg¢is sayisi ortalamalar1 kontrol
grupta 77,2+18,84, kuprizonlu grupta 60+27,84 ve cift indiksiyon uygulanan grupta
54.6 £ 23.47 saptanmustir (Sekil 5 23B). Sinir gegis sayilarinin toplami i¢inde agik
kola gecis say1 da gruplar arasinda benzerdir (p=0,207) (Sekil 5-23C).

Farelerin yiikseltilmis art1 labirentinde kat ettikleri toplam mesafe ortalamalari
kontrol grupta 18.00+3.83m, kuprizonlu grupta 14.79+3.87m ve cift indlksiyon
uygulanan grupta 14.07 £ 4,1m’dir. Tek yonlii ANOVA sonuglari, gruplar arasinda
fark olmadigini gostermektedir (F(2, 11) = 1.254, P =0.3231, R =0.1857). (Sekil 5-
23.D).
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Sekil 5-23. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Sonuclari. A. A¢ik Kolda Gegirilen
Sure (s): Kontrol grubunun agik kolda gegirdigi siire, sadece kuprizonlu diyet alan
grup (Cup) ve cifte indiiksiyon uygulanan grup (CupTH) ile karsilastirildiginda
anlamli derecede daha yiiksektir. B. Sinir Gegis Sayisi: Kontrol grubunun sinir gegis
sayisi, sadece kuprizonlu diyet alan grup (Cup) ve cifte indiiksiyon uygulanan grup
(CupTH) ile karsilagtirildiginda daha yiliksek olmasina ragmen, gruplar arasinda
anlamli bir fark yoktur. C. A¢ik Kola Gegis Sayisi: Kontrol grubunun agik kola gecis
say1s1, sadece kuprizonlu diyet alan grup (Cup) ve cifte indiiksiyon uygulanan grup
(CupTH) ile karsilagtirildiginda daha yiliksek olmasina ragmen, gruplar arasinda
anlaml bir fark bulunmamaktadir. D. Toplam Mesafe (m): Kontrol grubunun deney
diizeneginde toplam kat ettigi mesafe, sadece kuprizonlu diyet alan grup (Cup) ve ¢ifte
indiiksiyon uygulanan grup (CupTH) ile karsilastirildiginda daha yiiksektir, ancak
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. Bar grafiklerde ortalamazstandart

sapma gosterilmektedir. Aralarinda anlamli fark bulunan siitunlar (gruplar) cizgi ile
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birlestirilmistir. Farklar tek yonli ANOVA analizi ile degerlendirilmis ve Post-hoc

analizler Tukey testi ile yapilmstir.

Von Frey Filamani testinde mekanik allodiniye yol agacak en ince filamanin
gram cinsinden agirligi belirlenmistir. ANOVA analizi sonuglari, gruplar arasinda
anlaml farklar oldugunu géstermektedir (F(2, 12) = 60,60; p < 0,001; R? = 0.9099).
Kuprizonlu grubun (0,56+0,18g) ve ¢ift induksiyon alan grubun (0,37+0,21g) ortalama
degerleri kontrol gruptan (1,64+0,17g) diisiiktiir (p<0,001). (Sekil 5-24).

Von Frey Filamani testi

P — 2.0+ [
) F
SO e
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X 0
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Sekil 5-24. Von Frey Filamani testi sonug¢lari. Kontrol grubunun (Cont) ortalama
mekanik allodini esigi kuprizonlu grubun (Cup) ve cift indikdiyon alan grubun
(CupTH) ortalama mekanik allodini esiginden anlamli derecede yiiksektir. (p<0.0001).
Ancak, kuprizon grubunun ortalama degeri ile cifte indiiksiyon yapilan grubun
ortalama degeri arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmamaktadir. Her bar
ortalamazstandart sapmayi1 gostermektedir. Cizgi ile birlestirilen barlarin

karsilastirilmalar1 sonucunda p<0,0001 anlamlilik seviyesinde fark tespit edilmistir.
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5.6.3. Histopatolojik Degerlendirme:

Beyin ve omurilik kesitleri hematoksilen&eozin(H&E), miyelin basic protein
(MBP), LY6G, CD3, PAX5 ve CD11b ile boyanmistir (Sekil 5-25). Kuprizon diyeti
alan farelerin beyinlerinde, subkortikal sahada vakuol formasyonlar1 goriilmiistiir
(Sekil 5-26). PAX5 boyamasi ile kuprizonlu diyet alan grupta ve ¢ift indiiksiyon
yapilan farelerde talamik hipotalamik bileskede hafif diizeyde artmis B lenfositler
tespit edilmistir. PAXS ile boyanan alanlarda ender CD3 pozitifligi gorilmiistiir.

Sekil 5-25. Beyin ve omurilik kesitleri. Subkortikal alan MBP boyamasiyla A.
Kontrol grupta normal sinirlarda miyelin miktari, B. Kuprizonlu diyet alan grupta orta
dereceli ve C. Kuprizonlu diyet ile T hiicre enjeksiyonu uygulanan grupta ileri diizeyde
demiyelinizasyon saptanmistir. Fimbianin MBP boyamasiyla D. Kontrol grupta

normal sinirlarda miyelin miktar1 ve E. Kuprizonlu diyet alan grupta orta dereceli
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demiyelinizasyon oldugu goriilmiistiir. F. Subkortikal alan CD11b boyamasiyla aran
sayida mikroglialar izlenmistir. G. Omurilik H&E boyamasi H. Subkortikal alanda
LY6G boyamasi ile notrofil saptanmustir.

.
: A ;4 - »
E r. -
:.\ , % A
A " A Bak, ooy
A G5 PN0) — B £ ——

Sekil 5-26. Kuprizon diyeti alan farelerde vakuol formasyonlar1 Subkortikal
alanda MBP (A) ve H&E (B) ile boyanan kesitlerde vakuol saptanmuistir.

Miyelin Basic Protein (MBP) Boyama Sonuclar::

Ug fare grubu arasinda klinik agidan fark oldugu goriildiikten sonra
histopatolojik korelasyonunu degerlendirmek amaciyla hayvanlar sakrifiye edilmis ve
beyin, omurilik, dalak diseksiyonlari yapilmistir. Preparatlar imminhistokimya
boyama ile incelenmistir. MBP ile boyanan ‘alan’ ve boyamanin ‘yogunlugu’
degerlendirilmistir. Kontrol grup, kuprizonlu diyet alan grup ve ¢ift indiiksiyon yapilan
grup tek yonli ANOVA ile karsilastirilmistir. Post-hoc analizlerde Tukey testi

kullanilmastir.

Korpus kallozumun ortalama MBP yogunlugu ve MBP ile boyanan alan
yuzdesi gruplar arasinda fark oldugunu gostermistir (sirasiyla p=0,003; p=0,001).
Kontrol grubunun korpus kallozumundaki miyelin yogunlugu, kuprizonlu grup ve ¢ift
indiksiyonlu gruba gore yuksek bulunmustur (sirasiyla p=0,009; p=0,004). (Sekil 5-
27.A). MBP boyanan alan orani ise kontrol grupta (%77,22+8,45), kuprizonlu diyet
alan fare grubundan (%42,92+8,46) ve c¢ift indiksiyon uygulanan gruptan
(%37,15£8,024) yiiksek saptanmustir (Sirastyla p=0,005; p=0,001). Kuprizonlu grup
ile ¢ift indiiksiyon uygulanan grup arasinda fark bulunmamistir (p=0,78) (Sekil 5-
27.B).
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Fimbriadaki MBP yogunlugu ve MBP boyanan alan orani ¢ift indiiksiyon alan
grupta kontrol gruba gore diisiik saptanmustir (sirasiyla p=0,04 ve p<0,001) (Sekil 5-
27.C, D). Ayrica fimbriada MBP boyal1 alan yiizdesi kuprizonlu grupta (%55.92 +
5.00) kontrol gruba gore (%73.23 + 8.13) diisiik bulunmustur (p<0,001).

Subkortikal bolgedeki miyelinle kapli alan ve miyelin yogunlugu ¢ift
indiiksiyon alan grupta ve kuprizonlu grupta kontrole gore diisiiktiir. Ayrica T lenfosit
indiiksiyonu eklendiginde miyelin boyanan alanin kuprizonlu gruba gore daha da

diistiigt tespit edilmistir (Sekil 5-27.E,F).

Bununla birlikte, kesitler mikroskop altinda degerlendirilerek miyelin kayb1
acisindan skorlanmistir. Mikroskop incelemesinde miyelin kaybinin hi¢ goriilmedigi
grup 0, tama yakin miyelin kaybi1 olan grup 3 ile puanlanmigstir. Total alanin {igte biri
kadar demiyelinizasyon gorulen kesite 1, lcte ikisi kadar demiyelinizasyon oldugu
goriilen kesite 2 puan verilmistir. Sadece kuprizonlu diyet alan grupta ortalama skor
2,5 iken hem kuprizonlu diyet hem T lenfosit enjeksiyonu alan grupta ortalama skor

2,8 olarak belirlenmistir.
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A. Korpus Kallozum B. Korpus Kallozum
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Sekil 5-27. Farkh Deney Gruplarinda Demiyelinizasyon Sekildeki grafikler,
kontrol grubunda (O), kuprizonlu yemle beslenen grupta (C) ve ¢ift induksiyon verilen
grupta (T) korpus kallozum, fimbria ve subkortikal beyin alanlarinda 6l¢iilen ortalama

miyelin yogunluklarini ve miyelin kapli alan oranin1 (%) gostermektedir. A. Korpus
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kallozumda olciilen ortalama miyelin yogunlugu. Kuprizonlu grupta ve gift
indiiksiyon alan grupta kontrole gore diisiik saptanmuistir B. Korpus kallozumda
miyelinin kapladig alan yiizdesi. Kuprizonlu grupta ve cift indiksiyon alan grupta
kontrole gore disiik saptanmustir C. Fimbriada o6lclilen ortalama miyelin
yogunlugu. Cift indiiksiyon alan grupta kontrole gore diisiiktiir. D. Fimbria
bolgesinde miyelinin kapladigi alan yiizdesi. Cift induksiyon alan grup, kuprizonlu
grup ve kontrol arasinda belirgin fark saptanmistir. E. Subkortikal alanlarda 6lcilen
ortalama miyelin yogunlugu. Kuprizonlu grupta ve c¢ift indiksiyon alan grupta
kontrole gore diigiik saptanmistir F. Subkortikal alanlarda miyelinin kapladigi alan
ylzdesi. Cift induksiyon alan grup, kuprizonlu grup ve kontrol arasinda belirgin fark
saptanmistir. Gruplar tek yonli ANOVA ile karsilastirilmistir ve post-hoc analizlerde
Tukey testi kullanilmistir. Grafiklerdeki barlar bireysel dlglimleri ve ortalama degerleri

standart sapma ile birlikte icermektedir.

CD11b Boyama Sonuclar:

Her gorintlide 20X biyitmede CD11b+ mikroglialar manuel olarak
sayilmigtir. Piksel>-mm? doniisiimii yapilarak hiicre/mm? cinsinden sonug elde
edilmistir. Kuprizonlu diyet alan grup ve c¢ift indiiksiyon uygulanan grup, bagimsiz
orneklem T testi ile karsilastirilmistir. Sonuglar, degerlendirilen tiim sahalarda gift
indiiksiyon uygulanan grubun mikroglia sayisinin kuprizonlu gruptan daha yiiksek
oldugunu gostermistir. Bu fark, fimbria, subkortikal alan ve korpus kallozumda

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (sirasiyla p<0,001; p<0,05 ve p<0,05)
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A. Fimbria B. Talamus C. Hipotalamus
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Sekil 5-28. Farkh Beyin Bolgelerinde CD11b+ Mikroglia Yogunluklarinin
Gruplar Arasinda Karsilastirilmasi. Farkli beyin bolgelerinde 1 mm?'deki CD11b+
mikroglia sayilarinin gruplar arasindaki karsilastirmasini gosteren violin grafikleri. A.
Fimbriada, ¢ift indiksiyon grubunun (T) mikroglia yogunlugu kuprizon diyeti alan
gruptan (K) yuksektir (**p<0,01). B. Talamusta, iki grup arasinda fark bulunmamaistir
(p>0,05). C. Hipotalamusta gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamistir
(p>0,05). D. Subkortikal alanda cift indiksiyon alan grubun (T) mikroglia sayisi
kuprizonlu gruba (K) gore yiksek saptanmistir (*p<0,05). E. Hipokampusta, iki grup
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). F. Korpus kallozumda, ¢ift
indlksiyon alan grubun (T) mikroglia sayist kuprizonlu gruba (K) gore yiiksek

bulunmustur (*:p<0,05). Veriler, ortalama ve standart sapma ile gosterilmistir. Grup

basina n=4’tiir.
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5.6.4. Dalak Agirliklarinin Degerlendirilmesi:

Bu basamaktaki fareler diseke edildikten sonra dalak ve lenf nodlarmin

biiyiikliikleri makroskopik olarak karsilastirilmistir. Kontrol gruba gore kuprizonlu

diyet verilen grupta ve ¢ift indiiksiyon yapilan grupta lenf nodu ve dalak

boyutlarinda artig oldugu gortilmistiir (Sekil 5-29).

/ R i

Kuprizonlu diyet Kontrol grubu Kuprizonlu diyet ve T
lenfosit enjeksiyonu

Sekil 5-29. Farkl deney gruplarinda dalak ve lenf nodu biiyiikliikleri

Dalak agirliklarmin ortalamasi kontrol grupta 0,069+0,01g, kuprizonlu

grupta 0.042 = 0.011 g ve cift indiksiyon alan grupta 0.145+0.099’dir. Dalak

agirliklart gruplar arasinda farkilik gostermektedir (Tek yonli ANOVA, p=0,035).

Kuprizonlu diyet alan grupta dalak agirliklar1 kontrole gore azalmistir ancak bu fark

istatistiksel anlamliliga ulasmamistir (Sekil 5-30). Cift induksiyon alan grubun

dalak agirlig1 diger iki gruba gore yiiksektir. Bu fark, kuprizonlu grupla yapilan grup

ile yapilan kiyasta istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,01).
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Sekil 5-30. Farkh deney gruplarinda dalak agirhklarimin Kkarsilastirilmasi.
Gruplar arasinda karsilastirma tek yonlit ANOVA ve post hoc analizler Tukey testi ile

yapilmistir. Barlar ortalama+standart sapmay1 ve *p<0,05 gdstermektedir.
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6. TARTISMA:

Calismamizin 6nemli bulgular1 su sekildedir: i) Elde edildigi kaynaktan ve
antijen Ozgiilliiglinden bagimsiz olarak aktivasyon T lenfositlerin merkezi sinir
sistemine yonelimini diger organlardan fazla artirir ve bu lenfositler MSS dokusuna
gecebilir ii) Kuprizonla uyarilmis toksik demiyelinizasyon bu gogii artirir. iii) CD3 ve
IL-2 ile 6zgiil olmayacak sekilde aktiflestirilmis periferal T lenfositler oligodendrosit
hasar1 baslamis bir sistemde belirgin spesifik T lenfosit yaniti olmadan da
demiyelinizasyonunu artirir.

Deneysel otoimmin ensefalomiyelit (DOE) modelinde klinigin ve
histopatolojik degisikliklerin ortaya ¢ikmasi i¢in, merkezi sinir sistemi antijenlerine
karsi aktiflestirilmis T lenfositlerin tek bagina yeterli olmadigi literatiirde gdsterilmistir
[116]. MSS’de DOE’de goriilen kontrolden ¢ikmis inflamasyonun baslaticisi spesifik
antijenlere karst uyarilmis T lenfositlerdir. Ancak DOE modelinde beyinde saptanan
toplam lenfosit miktari, MOG antijeniyle indiiklenerek patolojiyi bagslatan T
lenfositlerden fazladir.

Literatiirde, nonspesifik T lenfositlerin, MBP gibi antijenlere kars1 aktiflesmis
T lenfositler ile birlikte uygulandiklarinda MSS’e gecebildigini ve DOE olusumunu
artirdigin1  farkli yonlerle kanitlayan ¢alismalar mevcuttur. Ludowyk ve ark.
ovalbumin antijenine kars1 aktiflestirilmis T lenfositlerin, ensefalitojenik T
lenfositlerle birlikte verildiginde omurilige yerlesebildigini, ancak tek bagina
verildiklerinde bunun miimkiin olmadigin1 floresan mikroskopi ile yaptiklari
caligmalarinda gostermistir[252]. Boylelikle, nonspesifik olarak aktiflestirilmis T
lenfositlerin antijene spesifik T lenfosit cevabi varliginda omurilige gidebildigini
histopatolojik olarak kanitlamistir.

Jones ve ark. 8 haftalik ve kemik iligi radyasyonla ortadan kaldirilmis SJL
farelerine iki grup halinde MBP’e spesifik T lenfosit enjeksiyonu uygulamistir. Bu
gruplardan bir tanesine, enjeksiyondan bir hafta 6nce hi¢c CD3+ T hicre icermeyen
kemik iligi, diger gruba ise sadece ovalbumine kars1 reaktif T hiicrelerin bulundugu
kemik iligi hiicrelerini transfer etmistir. iki grupta da DOE kliniginin gelistigini, ancak
ensefalojenik induksiyon uygulamadan ©Once ovalbumine reaktif T hicrelerin
nakledildigi farelerde hastaligin daha erken ve daha siddetli gelistigini gostermistir.
Ayrica bu grupta DOE olusturmak icin gereken MBP reaktif T lenfosit say1st da daha
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diisiik bulunmustur. Transkriptomik c¢alismalar sonucunda bu durumu, spesifik
olmayan T lenfositlerin, MSS’deki antijen sunan hiicrelerin etkinligini artirmasi ile
aciklamiglardir[253].

Lee ve ark. ise CD4+ hafiza T hiicrelerinin antijen spesifik olmasa dahi, 6zgiil
T lenfosit yanitin1 kuvvetlendirebildigini gostermistir. Boylece DOE olusumunda
bystander aktivasyonu daha once bilinmeyen CD4+ hafiza hiicrelerinin bu roliinii
ortaya koymustur. Bu calismada iki basamakli yaklasim yer almaktadir.ilk olarak
MOG antijenine spesifik naif T lenfositler ve MOG antijenine duyarlilig1 olmayan naif
T lenfositleri ayr1 ayr1 ve beraber olarak farelere enjekte etmistir. MOGa duyarlilik
gostermeyen naif T lenfositlerin uygulandigi farelerin omuriliklerinde histopatolojik
degisikligin olmadigini, MOG’a duyarli naif T lenfositlerin uygulandig1 farelerde
demiyelinizasyonun gelistigini ve bu iki hiicre grubunun birlikte verildigi farelerde
demiyelinizasyonun siddetlendigini kanitlamistir. BOylece, nonspesifik dahi olsa
periferde T lenfosit yaniti arttiginda 6zgiil T lenfositlerin etkinliginin de arttigim
gdstermistir. Ikinci basamakta MOG’a 6zgii naif T lenfositlerin yanitim1 IL-1 ile
uyarilmig CD4+ bellek T lenfositlerinin arttirdigini bulmustur [143].

Calismamizdaki temel hipotez bu caligsmalar ile paralellik gostermektedir. Biz
de deneylerimizin sonucunda, 0zgiil olmayan bir uyarimla aktiflestirilmis T
lenfositlerin MSS’de demiyelinizasyona yol agtigini géstermis bulunmaktayiz. Ancak
atifta bulunulan ¢aligmalarin hepsi, 6zgiil olmayan aktif periferal T lenfositlerin
etkisini belirli bir MSS antijenine reaktif T lenfositlerle birlikte uygulandigi deney
kosullarinda incelemistir. Deneylerimizde antijene yonelik bir uyarim yapilmamistir
ve bu yonuyle literatiirdeki calismalara farkli bir bakis acis1 kazandiracagi
diistiniilmektedir. Ayrica bu etki kupizon toksisitesi gibi primer hasar varliginda
calisilmistir. Boylelikle, MS patofizyolojisinde yeri olan iki hipotezin birlikte temsil
edilmesi saglanarak bu iki hipotezin de hastaligin olugsmasinda beraber etkili oldugu
gosterilmistir. Ayrica, bu calismalar, deney basarisini omurilikteki histopatolojik
degisiklikler ve buna bagl klinik hastalik skorlariyla degerlendirmistir. Calismamiz,
0zgul olmayan T lenfositlerin beyinde de benzer sekilde impaktinin oldugunu
kanitlamasi1 yoniiyle de inovatif bir farklilik gostermektedir. Farelerden toplanan T
lenfositlerin aktivasyonu CD4+ ve CD8+ T lenfositler i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmis

ancak modelde bu iki popiilasyon birlikte uygulanmistir. Ozellikle CD4+ T
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lenfositlerin IL-2 etkisinde 6zgul olmayan bir aktivasyona agik oldugu bilinmektedir.
Calismada ullanilan T lenfositlerin uyarim somrasinda yiiksek CD25 ifadesine sahip
oldugu tespit edilmistir. Ayrica CD44+ T lenfositlerin 6zellikle CD8+ hafiza T
hiicrelerinde yiiksek oranda ifade edildigi gosterilmistir[143, 254, 255]. Calismamizda
uyarilmis T lenfosit popiilasyonunda yiiksek CD44 ifadesi de saglanmistir.

Tartisilan ¢alismalar, 6zgiil olmayan T lenfositlerin MSS’deki etkisini piir
immiinolojik temelde incelemistir. Literatrde merkezi sinir sistemi igerisinde
baslayan demiyelinizasyonun periferden gelen ve 6zgiil olmayacak sekilde aktive
edilmis T lenfositler tarafindan nasil yonlendirildigine dair ¢ok sinirlt bilgi mevcuttur.
Bu calismada, bazalde spesifik bir immiin aktivasyonun eslik etmedigi kuprizonlu
toksik demiyelinizasyon modelinde periferal 6zgul olmayacak sekilde uyarilmis T
lenfositlerin MSS’deki demiyelinizasyona hem histopatolojik hem klinik diizeyde
katki sagladigi gosterilmistir.

Bu baglamda kuprizon ve 0Ozgiil olmayacak sekilde aktive edilmis T
lenfositlerin ¢ift indiiksiyon seklinde uygulandigi modele yakindan bakmak
gerekmektedir.

Kuprizon, farelere diyet yoluyla uygulanabildigi ve pelletlerdeki derisimi
degistikce demiyelinizasyona olan direkt etkisi nedeniyle uygulamasi kolay bir
calisma protokoliine sahiptir. Bu oOzellikleri nedeniyle literatiirde kullanimi
yaygindir[256]. Etkisi hizli baslar. Difteri toksininin ifadesiyle ¢alisan diger toksik
modellere gore sistemik yan etkisi daha azdir ve ¢aligsma siiresince mortalite orani daha
diistik goriliir. Bu durum, 6zellikle uzun siireli deneylerde tercih edilme sebebi olarak
goriilmektedir. Ayrica, kuprizonlu toksik demiyelinizasyon modelinde MSS
inflamasyonunun goriilebilmesi, MS’in daha fizyolojik kosullarda ¢alisilmasini saglar.
Kuprizon modeli, diger farmakolojik veya genetik miidahalelerle kombine
edilebilir[236]. Bu nedenlerle, nonspesifik olarak aktiflestirilmis T lenfositlerin ikinci
indiiksiyon olarak eklenecegi calismamizda, toksik demiyelinizasyonun amaciyla
kuprizon tercih edilmistir. Nitekim, deney siiresince sadece kuprizon diyeti uygulanan
farelerde mortalite goriilmemistir.

Deneylerde kuprizon oral olarak uygulanmis ve yem formu pellet olarak
belirlenmistir. Literatiirde, kuprizonun farkli uygulama yollarinin deney basarisini

etkiledigi bildirilmistir. Pellet formunda uygulanan diyetin, toz yem formuna gore
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ozellikle erken donemde deney basarisini artirdigi ve diyetin zamansal dalgalanma
gosterebilecek etkilerini en diistik diizeye indirdigi gosterilmistir [257]. Ayrica yemin
pellet formunda uygulanmasi, inhalasyon yoluyla ayni ortamda bulunan kontrol
farelerin toz formundaki yemden etkilenmesini de &nlemistir. Onemli bir nokta,
norotoksinin ¢ikarilmasindan 4 giin sonra spontan remiyelinizasyonun meydana
geldiginin rapor edilmesidir [258]. Bu nedenle, ¢alisma boyunca kuprizonlu diyet
uygulamasi devam ettirilmistir.

Kuprizonun oral tiiketilmesine bagl degisiklikler ilk olarak birkag giin i¢inde
ortaya cikar. Oligodendrosit hasarina bagli demiyelinizasyon en erken 3. haftada
belirginlesir. Global demiyelinizasyon 6. Haftada beklenir. 12 hafta ve iizerinde
kuprizon magruziyeti kronik demiyelinizasyona yol agar. Kuprizonla indiiklenen
toksik demiyelinizasyona 2 siklus halinde remiyelinizasyon eslik eder. Ilk
remiyelinizasyon daha etkili iken 10-12 hafta dolaylarinda ger¢eklesen daha smirli bir
katkiya sahiptir[259]. Akut demiyelinizasyon c¢alismalarinda 5 haftalik, kronik
demiyelinizasyon c¢alismalarinda ise en az 12 haftalik kuprizon uygulamasi
Onerilmektedir[260]. Calismamizin ilk basamaginda kuprizonun farelerdeki etkileri
inspeksiyonla takip edilmistir. DOE skorundaki diisiik siddette degisikliklerin ve
gruplar arasindaki agirlik farklarinin belirgin hale geldigi 8. haftanin sonunda
sakrifikasyon yapilmustir. Literatiirde benzer sekilde 8 haftalik protokoliin uygulandigi
caligmalar mevcuttur[261]. Kuprizon ve T lenfosit enjeksiyonu uygulamalarinin
birlikte yer aldig1 son basamakta kronik demiyelinizasyon hedeflendigi i¢in bu siire 16
hafta olarak belirlenmistir. En yaygin kullanilan protokole uygun olarak, ¢aligmamizda
%0,2°1ik kuprizon iceren diyet uygulanmistir. 2008'de Lindner ve arkadaslari,
kuprizon dozunun %0,3'e ¢ikarilmasiyla yiiksek diizeyde demyelinizasyon elde
edilebilecegini gostermistir Ancak, kuprizon konsantrasyonu arttik¢a (%0,2'den
%0,3'e), 6liim oran1 <%5'ten %10 veya %15'in lizerine ¢ikmaktadir Bu nedenle, %0,2
kuprizon, genis demyelinizasyon olustururken daha az yan etki irettigi i¢in tercih
edilen konsantrasyondur[258]. Geng yas, MS ve diger MSS demiyelinizan hastaliklari
icin risk faktoridir[262]. Bu nedenle ¢alismamizda 18-20 gr agirlikta 6-8 haftalik geng
fareler kullanilmistir[263]. C57BL/6 fare grubu, SJL susu gibi diger suslara gore
kuprizonla indiikklenecek demiyelinizasona yatkindir[264]. Yaygin ve kolay

ulasilabilir bir sus olmasi nedeniyle C57BL/6 fareler tercih edilmistir.
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Calismamizda, 6-8 haftalik farelerle yapilan deneylerde kuprizonun kilo
almay1 azaltan etkisinin oldugu gosterilmistir. Ancak kuprizonlu diyetle beslenen
farelerin giinliik yem tiiketim miktar1 kontrol grup ile benzer bulunmustur (p<0,05).
Bu degerlendirme ile farelerin yem yemekten kaginma davranisi gostermedigi ve iki
grup arasindaki farkin bu sebepten kaynaklanmadigi kanitlanmistir. Literatiirde de
benzer sekilde kuprizonlu diyet alan farelerin kontrol gruba gore daha az kilo aldigi
veya agirliklarinin bazal degere gore diistiigiinli gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Ancak
caligmamizda oldugu gibi yaygin demiyelinizasyonun saglandigi gosterilen deney
gruplarinda bile bazale gore kilo kaybinin goriilmemesi nedeniyle, kilo kaybinin
ve/veya kayip miktarinin deney basarisi ile iliskilendirilemeyecegi diisiiniilmektedir
[265]. Zhen ve arkadaslari, kuprizonun gavaj yoluyla uygulanmasmin deney basarisina
etkisini degerlendirmistir. Fareler arasinda toksik demiyelinizasyonun daha homojen
oldugunu gosteren bu ¢alismada da, %1°’lik kuprizonlu yem disindaki formiilasyonlar1
alan fare gruplarinda farkli miktarlarda da olsa kilo artis1 oldugu saptanmistir[266].
Ayrica kuprizon magruziyeti olan gruplarimizda rektal prolapsus yaygin olarak tespit
edilmistir. Bu farelerde yapilan parazit testleri negatif saptanmistir. Faggin ve
arkadaslari, 4 hafta boyunca kuprizonlu diyetle beslenen farelerde Norolojik defisitler
ve davranig degisikleri ortaya ¢ikmadan dnce gastrointestinal motilitenin bozuldugunu
saptamistir. Bu farelerde yapilan histopatolojik ¢alismalar, enterik pleksusta
inflamatuvar siireglerin eslik ettigi norodejenerasyonun oldugunu kanitlamistir [267].

Literatiirde, kuprizonun oral yolla tek basina uygulandiginda meydana gelen
degisiklikleri inceleyen ¢alismalar oldugu gibi[266], kan-beyin bariyerini agmak igin
pertussis toksini ve bagigiklik yanitin1 giiclendirmek i¢in Freund adjuvani kullanilan
calismalar da mevcuttur[268]. Calismamizda, literatiirde bildirilen etkin dozda (400
mg/kg/giin)[268] kuprizon tiketen ve pertussis toksin ya da Freud adjuvani
kullanilmadan gergeklestirilen protokol sonunda farelerde toksik demiyelinizasyonun,
lokal inflamasyonun ve klinik degisikliklerin goriildiigii kanitlanmistir. ilk deney
grubunda MBP/DAPI oraninin kuprizonla 8 hafta boyunca beslenen farelerde kontrole
gore azaldig1 gosterilmistir. Ayrica son deney grubunda yapilan immiinhistokimya
boyamalarinda, korpus kallozum, hipokampds, fimbria ve subkortikal alanda kontrol

gruba gore belirgin demiyelinizasyon saptanmistir. H&E ve MBP boyamalarinda
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oOzellikle subkortikal sahadan ve hipokampusten alinan kesitlerde gorilen vakuol
formasyonu oligodendrosit harabiyetinin gerc¢eklestiginin diger bir kanitidir [269].

On alt1 hafta boyunca kuprizonlu diyet alan farelerde demiyelinizasyon en
belirgin olarak korpus kallozum, subkortikal alan, hipokampis ve fimbriada
saptanmistir. Korpus kallozumdaki miyelinin toplam alana orani, kuprizonla
indiklenen miyelin kaybini saptamak icin literatiirde yaygin olarak kullanilan bir
parametredir [270, 271]. Kuprizonun demiyelinizan etkisi, farkli fare suslarinda
birbirinden farkli 6zelliklere sahiptir. Oyle ki, demiyelinizasyon C57B/6 farelerde
korpus kallozumun medialinde lateraline gore daha yogun goriiliir. SJL farelerde ise
lateralden mediale azalan bir etkilenme gosterilmistir[264]. Calismamizda da, korpus
kallozumun demiyelinizasyonu orta hatta daha yogun goriilmiistiir. Sen ve arkadaslari
ise C57B/6 ile yaptig1 toksik demiyelinizasyon caligmasinda korpus kallozumun
mediali ve laterali arasinda fark saptamamistir[272]. Roufagalas ve arkadaslari,
proksimal hipokampdste distale gore daha belirgin demiyelinizasyon oldugunu
gostermistir[273]. Ancak calismamizda distal hipokampiisiin proksimale gore daha
cok etkilendigi goriilmistiir. Cift indiiksiyon uygulanan farelerin kesitlerinde ise
incelenen tlim alanlarda tama yakin kayip saptanmistir.

Locatelli ve arkadaslari, toksik demiyelinizasyona eslik eden mikroglia
artisinin oldugunu kanitlamistir. Ancak MSS’de bu artisa eslik eden periferal immin
sistem kokenli bir inflamasyon saptamamistir[274]. Calismamizda, H&E boyamasi ile
kuprizonlu diyet alan farelerde fokal lenfosit kiimelenmeleri ender olarak goriilmiistiir.
Ayrica T lenfosit uygulanan iki farede LY6G ile boyanmis nétrofiller tespit edilmistir.
Dolayisiyla, ¢alismamizdaki bulgular, kuprizon uygulanan farelerde oligodendrosit
harabiyetinin ¢ogunlukla lokal bir inflamasyon ile birlikte oldugunu ve periferal
bagisiklik sistemi hiicrelerinin bu inflamasyona degisik seviyelerde katildigini kanitlar
niteliktedir [275]. Literaturde lenfosit infiltrasyonunun goriilmedigi toksik
demiyelinizasyon modellerinde, toksisiteye magruziyet siiresi ¢alismamiza gore daha
kisadir. Calismamizda beslenmeye uzun sure (16 hafta) devam etmenin daha belirgin
immiin yanita yol a¢tig1 diistiniilmiistiir.

Calismamizin histopatolojik degerlendirmelerinde ayrica B lenfositler de
kuprizonlu diyet alan grupta ve ¢ift indiksiyon alan farelerin beyinlerinde fokal olarak

saptanmistir. Avsar ve ark. kuprizon toksisitesinde gelisen toksik demiyelinizasyona

148



B lenfositlerin eslik ettigini ve kuprizon etkisi ortadan kalktiginda azaldigim
gOstermistir[276].

Kuprizonun sistemik yan etkileri arasinda T lenfosit aktivasyonunun
baskilanmasi yer alabilir. Bu durum, deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (DOE)
deneylerinde kuprizon kullanildiginda hastalik siddetini azaltabilir. Kuprizonun DOE
iizerindeki etkisi yalnizca T lenfosit aktivitesini degistirmesiyle aciklanamaz. DOE
olusturmak i¢in ensefalitojenin verilmesinden bir hafta 6nce baslanan kuprizon diyeti,
T lenfosit etkinligini diislirerek klinik hastaligin ortaya ¢ikmasini baskilar. Ancak,
diyete 4 hafta 6nce baglandiginda bu etki ortadan kalkar. Kuprizonun diger organlar
uzerindeki sistemik yan etkileri farelerin diiskiinliigiinii artirarak hastaliga yatkin hale
getirerek bu sonuca neden oldugu ileri siiriilmiistiir[277]. Sen ve ark. 5 hafta
kuprizonlu yem ile beslenen ve kan beyin bariyerinin agilmasi igin pertussis toksinin
uygulandig farelerin beyin kesitlerinde T lenfosit tespit edememistir[272]. Bu durum,
kuprizonun uygulandig siire ile iliskili olabilir. Nitekim ayni ¢alismada dalak atrofisi
ve dalak kesitlerinin immiinohistokimyasal boyamalartyla CD4+ veya CD8 lenfosit
miktarinda azalma saptanmistir. Calismamizda kuprizonlu diyet alan gruptaki farelerin
dalak agirliklar1 kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur, ancak bu fark istatistiksel
olarak anlamli degildir. Calismamizda, kuprizonun periferal immiin sistem tizerindeki
yan etkileri, periferal immin sistemin goreceli olarak dislandigi durumlarda beyindeki
lokal inflamasyonun biyiikligiinii degerlendirmek i¢in bir ara¢ olarak
degerlendirilmistir. Ancak bu durumda dahi histopatolojik ¢aligmalarimizda, beyinde
CD3 ile boyanan T lenfositin hafif diizeyde artis gosterdigi saptanmistir. Cift
indiiksiyon gruplarinda ise in vitro olarak uyarilmig saglikli lenfositler farelere enjekte
edilmis ve boOylece deney gruplar1 i¢in benzer periferal immiin sistem kosullari
olusturulmustur. Biyodagilim deneyleri enjeksiyondan sonraki 16. saatte yapildigi i¢in
kuprizonun etkisinin en digiik diizeyde tutulmasi saglanmistir. Ayrica tekrarli T
lenfosit enjeksiyonu yapilan deney grubunda da, enjeksiyonlar 96 saatte bir
uygulandig1 i¢in sonuglar kuprizonun olasi etkilerinden arindirilmistir.

Kuprizon ile beslenen farelerin ince bilissel ve motor bozukluklar gosterdigi
bildirilmistir. Bu modeldeki hayvanlar, sinirli omurilik patolojisi nedeniyle ciddi
motor bozukluklar yasamazlar ve bu, erken MS semptomlarina oldukga benzer [278].

Kuprizon modelinde yapilan literatirdeki c¢aligmalar, fare beyinlerinde
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demiyelinizasyon ve davranis bozuklugunun birlikte goriildiigiinii bildirmistir [279].
Ancak davranis bozuklugu terimi, kuprizonun kendisinden kaynakli néropsikiyatrik
yan etkiler' ve 'piir norolojik etkiler' olarak iki baslik altinda degerlendirilmelidir. DOE
skorunun belirgin motor defisite odaklanmasi nedeniyle kuprizon modelinde ayirt
edici test etme potansiyeline sahip olmamasi, aragtirmacilari, Norolojik etkileri
gbzlemlemek tizere davranis deneyleri uygulamaya yonlendirmistir [280].

DOE skoru, temel olarak motor kuvvet kaybi ve yiirlime bozuklugu bulgularini
degerlendirmesi yoniiyle Multipl Skleroz hastalarin1 degerlendirmede sik¢a kullanilan
Genisletilmis Oziirliiliik ve Durum Olgegi (Expanded Disability Status Scale-EDSS)
ile benzer Ozelliklere sahiptir. Periferal immiin sistemin yogun sekilde katildig:
merkezi sinir sistemi inflamasyonu, Multipl Skleroz hastalarinda akut klinik ataklar
seklinde tezahiir eder. Bu ataklarda goriilen yiiriime bozuklugu, duyu kaybi,
inkontinans, gorme disfonksiyonu EDSS puaninda yiikselmeye yol agar. Ancak
Multipl Skleroz zamanla daha iyi anlasilmis ve hastalara getirdigi yiikiin bu
semptomlarla sinirlt olmadigr goriilmiistiir. Gelismis uzun donem tedaviler, 6nceki
yillara gore, son zamanlarda hastalarin bu sekildeki semptomlarinin kontrol altina
alinmasini saglamistir. Yine de Multipl Sklerozlu bireyler, hastalik ilerledikce eskiden
sahip oldugu fonksiyonelligi kaybettigini bildirmektedir. EDSS, kognitif fonksiyonlar,
psikiyatrik patolojiler, yorgunluk ve duyu bozukluklar1 gibi kritik semptomlar
yeterince degerlendiremedigi i¢in, bu belirtileri belirgin sekilde gosteren hastalar,
diisitk EDSS skorlari ile yanlis bir iyilik hali icinde degerlendirilebilir. Bu, hastaligin
erken evrelerini ve hafif diizeyde progresyonunu degerlendirmede hassasiyet
eksikligine yol agmaktadir. Klinik-preklinik ¢aligmalar ile MS’in erken déneminin ve
SPMS’in daha iyi taninmasi, bu hasta grubunda goriilen EDSS-klinik uyumsuzlugunu
daha iyi anlamayi saglamistir. Halihazirda kullanilmakta olan EDSS skorlama
sistemine yeni fonksiyonel testlerin dahil edilmesiyle ‘EDSS-Plus’ seklinde yeni bir
degerlendirme yaklasimi 6nerilmistir. EDSS Plus, klasik EDSS'ye ek olarak Zamanl
25 Ayak Yurime (T25FW) ve Dokuz Delikli Peg Testi (9HPT) gibi ek 6lgtmler icerir.
Bu ek testler, motor yeteneklerin ve el becerilerinin degerlendirilmesinde daha ayrintil
ve hassas bir 6l¢iim saglar. Geleneksel EDSS, sadece genel bir engellilik derecesi
sunarken, EDSS Plus, yiirtime hiz1 ve el becerilerini de degerlendirdigi i¢in hastaligin

ilerleyisini daha kapsamli bir sekilde tespit edebilir[281, 282].
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DOE skoru da benzer sekilde, hareket kabiliyeti ve bu nedenle yurime
mesafesi azalan hayvanlar1 degerlendirmede kullanildiginda yanlhis ¢ikarimlara yol
acabilir. Kuyruk kaslarinda kuvvet kayb1 olmayan, ancak diisiik lokomosyon becerisi
ve uzamis refleks yanitlar1 nedeniyle kafes icindeki Gstunlik kurma micadelesinde
yeterince performans gosteremeyen veya allodinisi olan hayvanlar1 degerlendirmede
eksiklikler barindirabilir. Tarif edilen semptomlarin DOE skorunda karsiligi yoktur.
Dolayisiyla, 6zellikle progresif MSS inflamasyonu ile seyreden DOE modellerinde
yeni Ol¢iitlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu klinik gbézlemlerden yola ¢ikarak,
fonksiyonel kaybi daha hassas saptayabilmek amaciyla deneylerimizdeki kinik
degerlendirme protokoliine davranis deneyleri eklenmistir.

Acik alan arena testi, farelerin lokomotor aktivitesini degerlendirmek igin
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu testte lokomosyon fonksiyonu, "toplam
katedilen mesafe" parametresi ile 6l¢iilmiistiir. Toplam katedilen mesafenin azalmasi,
literatiirde motor tutulumunun bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Motor kuvvet
kayb1 belirgin olmayan hayvanlarda bile bu parametrenin diisiik bulunmasi, ince ve
zor belirlenen motor tutulumunun ana gostergesi olabilecegine dair umut verici
bulgular sunmaktadir[283]. Calismamizda cift indiiksiyon uygulanan gruptaki toplam
katedilen mesafe hem kontrol grup hem de kuprizonlu diyet alan gruba gore daha
diisiik saptanmistir. Ek olarak, "maksimum hiz" parametresi, testin degerlendirme
yeterliligini artirmak amaciyla eklenmistir. Hem kuprizonlu grupta hem de ¢ift
indiiksiyon alan grupta maksimum hiz kontrole gore diisiik saptanmistir. Maksimum
hiz parametresinin azalmasi, hayvanlarin motor yeteneklerindeki zayiflamay1 dolayli
olarak gosterebilmektedir[246].

"Karanlik alanda gecirilen siire" parametresi de ¢alismamizda 6nemli bir yer
tutmaktadir. Farelerin toksik veya inflamatuvar mekanizmalarla ortaya c¢ikan olasi
optik norit semptomlari, anksiyeteyi artirabilir veya hareket kabiliyetini kisitlayabilir.
Lokomosyonu degerlendiren parametrelerin bu durumdan etkilenip etkilenmedigini
degerendirmek i¢in hayvanlarin karanlik alan tercihlerinde degisim olup olmadigi
degerlendirilmistir. Farelerin dogal davraniglari geregi daha az aydinlik alanlarda
bulunmayn tercih etmesi beklenmektedir[284]. Calismamizda karanlik alanda gegirilen
siirenin, aydinlik alanda gegirilen siireye orani yaklasik 2,4 bulunmustur. GOrme

disfonksiyonu sonucunda karanlik alan tercihindeki azalma bu degeri diisiirecektir.
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Ancak kontrol grubu ile diger gruplar arasinda fark goriilmemistir. Bu konuda
literatiirde dogrudan bir referans bulunmamakla birlikte, sonu¢larimizin bu yoénde
degerlendirilmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

"Merkezde gecirilen slre" parametresi, farelerin anksiyete-benzeri
duygudurumlarini degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Literatiirde sik¢a bagvurulan
bu test parametresi, farelerin merkezi alanlarda daha fazla zaman gecirmeleri
durumunda anksiyete duzeylerinin diisiik oldugu seklinde yorumlanmaktadir[285].
Merkezde gegirilen siirenin artmasi, farelerin daha az anksiyeteli olduklarini
gostermektedir. Cift indiiksiyon uygulanan grubun merkezde gegirdigi siire,
kuprizonlu diyet alan gruba ve kontrole gore azalmistir. Ancak, bu parametre farelerin
lokomotor kabiliyetinden de etkilenebilecegi i¢in anksiyeteyi degerlendirmede altin
standart kabul edilen yiikseltilmis art1 testi[286] de uygulanmis ve sonuglar uyumlu
bulunmustur. Kuprizonlu diyet ile birlikte T lenfosit enjeksiyonu uygulanan deney
grubunda anksiyete siddeti kontrol gruba gore yiiksek saptanmistir. Sadece kuprizonlu
diyet alan grupta da kontrol gruba gdre anksiyete seviyesi yiiksek bulunmustur. Bu
farkin anlamlilik derecesinin (p=0,07) daha fazla sayida fare ile tekrarlanacak bir
deneyde artacagi diisliniilmektedir. Davranis deneylerinde saptanan anksiyete
semptomunun, Ozellikle kuprizonlu diyet nedeniyle ortaya ciktigr diistiniilmiistiir.
Literatiirde, kuprizon ile indiiklenen sizofreni calismalar1 yer almaktadir. Ayrica,
kuprizonun sosyal davranisi da bilyiik 6l¢iide etkiledigi bildirilmistir[287].

Von Frey filaman testi, farelerin mekanik agr1 esik degerlerini ve allodini
diizeylerini degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Cift indlksiyon uygulanan grupta ve
kuprizonlu diyet alan grupta allodini saptanmistir. Olechowski ve ark. MOG
antijeniyle asilanan farelerde kronik atakli bir DOE patolojisiyle birlikte, diger
norolojik semptom ve bulgular gelismeden 6nce noropatik agr1 bulgularinin ortaya
ciktigin1 gostermistir[288].

Calismamizda biyodagilim deneyleri ve histopatolojik boyamalarin beraber
kullanilmasi, patofizyolojik siirecin gelisiminde basamakli bir takibi olanakli kilmistir.
Saglikli farelerde yapilan biyodagilim c¢aligmalarinda, 6zgiil bir antijene karsi
uyartlmig olmasa dahi aktif T lenfositlerin beyne ve omurilige gegebildigi
gosterilmistir. Kuprizonla indiiklenen toksik demiyelinizasyon varhiginda, pertussis

toksin gibi kan beyin bariyerini agan ikinci bir etki olmadan dahi T lenfositlerin beyne
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ve omurilige yoOneliminin arttigi kanitlanmistir. Kuprizonlu diyet alan zayif bir
periferal immiin sisteme sahip farelerde periferal bagisiklik yanitin katkisi olmadan
once, oligodendrosit hasarina mikroglial reaksiyonun eslik ettigi gosterilmistir. Bu
diisiik siddetteki inflamasyon ve bariz nérodejenerasyon durumunda farelerin davranis
deneylerinde kontrol gruba gore daha kotii performans gosterdigi saptanmustir.
Periferik nonspesifik aktif T lenfositlerin MSS’deki demiyelinizasyonu ve lokal
inflamasyonu artirmasi, periferik bagisiklik sistemi hiicrelerinin beyne yonelimini
artirmasi, farelerdeki Norolojik tabloyu siddetlendirmistir. Ancak ataklarla seyreden
MS’teki goriilen ani motor kuvvet kayb1 ve ataksi gibi degisiklikler DOE skoru ile
yapilan degerlendirmelerde goriilmemistir. Fonksiyonel olarak miphem bir
kotiilesmenin olmamasi, ancak progresif kotiilesen ataksik yirime ve lokomosyonda
azalmanin bu histopatolojik bulgularla beraber goriilmesi, modelin primer progresif
Multipl Skleroz 6zellikleri gosterdigi seklinde yorumlanmustir.

Periferal yolla enjekte edilmis T lenfositlerin organlara yonelimi
degerlendirildiginde, nonspesifik bir aktivasyonun bile MSS’e yoOnelimi diger
organlardan fazla artirmasi bu ¢aligmanin 6nemli bir diger sonucudur. Biyodagilim
deneylerinde enjeksiyondan sonraki 16. Saatte aktivasyondan bagimsiz olarak en ¢ok
lenfosit birikimi dalak, karaciger ve akcigerde goriilmiistiir. Biyodagilimi ¢alisilan
lenfosit, timor hicresi, mikrovezikil gibi ornekler intravenéz uygulandiginda
retikiiloendotelyal dokudan zengin organlarda birikir. Aktiflestirilmis T lenfositlerin
lenfoid organlara daha az yonelmesi ve dokularda birikme egiliminde olmas1 beklenen
bir bulgudur[289]. Ancak hem sagliklt hem kuprizonlu diyet almis hayvanlarda bu
yonelimin MSS organlarinda istatistiksel olarak anlamli olarak artmasi, dikkat

cekicidir.

Caligmamizda hem saglikli farelerde hem de kuprizon diyeti alan grupta,
periferal olarak enjekte edilen T lenfositlerin kaynagi, lenfosit alt tipi veya aktivasyon
durumu fark etmeksizin beyne en az bir kere girebildigi gosterilmistir. Enjeksiyondan
16 saat sonra yapilan biyodagilim deneylerinde hem naif hem de aktiflestirilmis

hiicrelerin beyin ve omurilikte bulunduguna dair kanitlar elde edilmistir. Ayrica,
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aktiflestirilmis T lenfositlerin spesifik bir MSS antijenine kars1 olmadiklar1 da dikkat
cekicidir. Hem CD4 hem de CD8 T lenfositleri MSS organlarinda tespit edilmistir.
Ancak, tiim biyodagilim deneylerimiz enjeksiyon sonrasi 16. saatte yapildigindan, bu
veriler kesitsel bilgi sunmaktadir. Buna ragmen, bulgularimiz literatiirde T
lenfositlerin beyine gociinliin zamansal degisimini inceleyen diger c¢alismalarla
uyumludur.

Hickley ve arkadaslarinin saglikli hayvanlarda T lenfositlerin MSS’ye gdciine
etki eden faktorleri inceledikleri histopatolojik calismada, T hiicrelerinin MSS'ye
girisinde antijen spesifikligi, antijeni tanima yetenegi ve MHC uyumlulugunun énemli
faktorler olmadig1 gosterilmistir[116]. Bu c¢alismada, hem CD4+ hem de CD8+ T
lenfositler beyin kesitlerinde bulunmustur. Ayrica, MBP'ye kars1 uyarilmis, Timus
RT1B antijenine kars1 uyarilmis, nonspesifik olarak aktiflestirilmis ve naif olup higbir
antijen spesifikligi tasimayan T lenfositler dort grup olarak incelenmistir.
Enjeksiyondan sonraki 1,5 saat icinde, aktiflestirilmis gruplardaki T lenfositlerin
beyne 6nemli dlciide goc ettigi, ancak naif T lenfositlerin beyne daha az gectigi
gozlemlenmistir. Ozellikle, nonspesifik olarak aktiflestirilmis T lenfositler en yiiksek
diizeye ulasan grup olmustur. MSS'de diizeyleri en erken (12. saatte) diisen grup naif
T lenfositler iken, aktiflestirilmis gruplardaki lenfositlerin 24. saat civarinda MSS'den
ciktig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte, miyelin bazik proteine (MBP) kars1 spesifik
olarak aktiflestirilmis T lenfositlerin 72. saatte tekrar beyne go¢ ettigi bulunmustur.
Calismamizda, 6zgiil olmayan periferal T lenfositlerin etkisi arastirildig1 i¢in MSS
antijenlerine karsi aktiflestirilmis T lenfosit grubuna yer verilmemistir. Ancak,
Hickley ve arkadaglarinin bulgular1 ile paralel olarak, enjeksiyondan 16 saat sonra
saglikli hayvanlarda aktiflestirilmis T lenfositler naif lenfositlerden daha yiiksek
miktarda olacak sekilde, iki grup da beyin ve omurilikte saptanmustir. Ote yandan,
farelerde kuprizonlu diyet uygulamalar1 6ncesinde bazal kemik iligi iiretimi radyasyon
ile ortada kaldirilmadigi i¢in, her ne kadar kuprizon etkisiyle zayiflamis bir yetenege
sahip olsalar dahi, enjekte edilen T lenfositlerin beyne girisini artirip artirmadigi da
bilinmemektedir. Teorik olarak miimkiin olan bu durum, muhtemelen say1 ve potans
acisindan dnemsenmeyecek bir diizeyde oldugu diisiiniilmektedir.

T lenfositler lenfoid organlarda uyarildiktan sonra santral hafiza T lenfositlere

veya efektor hafiza T lenfositlere farklilasabilir. Efektor hafiza T lenfositler dokulara
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yayilarak daha dnceden egitildikleri antijen ile karsilagirsa inflamatuvar yanit baslatir.
Hatta bu lenfositlerde, lenfoid organlara geri donmeyi saglayacak reseptorlerin
kayboldugu bilinmektedir. Santral hafiza T lenfositler ise lenfoid dokulara geri doner.
Calismamizda, saglikl farelerin periferal dolagimindan toplanan T lenfositler CD-3 ve
IL-2 ile uyarilmistir. Bu iki uyaranin efektor hafiza T lenfositlerini santral hafiza T
lenfositlere gore daha fazla uyardigi bilinmektedir[290]. Aktivasyon kontrollerinde de
efektor hafiza T lenfositlerde daha yogun goriilen CD44 ifadesinin yiiksek oldugu
saptanmistir. Bu nedenle, aktif T lenfosit grubundaki hiicrelerin, diger organlara ve
MSS’e gogiiniin en az lenfoid organlar kadar olmasi beklenen bir durumdur.
Calismamizda da, saglikli hayvanlarla yapilan biyodagilim deneylerinde,
aktivasyonun ozellikle omurilige yonelimi onemli olglide artirmasi, bu duruma

baglanmistir.

Cahsmanin Eksiklikleri:

Calismamizda, T lenfositlerin, histopatolojik diizeyde demiyelinizasyonu ve
lokal inflamasyonu artirdigr goriilmiistiir. Bu degisiklige klinik parametrelerde
bozulma da eslik etmistir. Ozellikle agik alan arena testinde toplam katedilen mesafe
parametresinde ve yiikseltilmis art1 testinde agik kola gecis sayisinda azalma seklinde
bulgular saptanmistir. Davranis deneylerindeki sonuclar ve histopatolojik bulgular
uyumludur. Nonspesifik aktif T lenfosit populasyonunun saglikli hayvanlara
uygulandigi bir grup bu deneyde yer almadigi i¢in T lenfositlerin histopatolojik
bulgulara ve davranis deneylerine olan ana etkisi degerlendirilememistir. Ayrica,
davranis deneylerinin kesitsel uygulanmasi nedeniyle ¢ift indiiksiyon deney grubunda
miiphem ndrolojik degisikliklerin en erken kagincit doz T lenfosit enjeksiyonundan
sonra anlamli hale geldigi bu deney diizenegi ile saptanamamustir. Locitelli ve ark. bu
difteri toksini ile oligodendrosit Oliimii indiiklenmis fare modelinde davranis
degisikliklerinin ilk kez 5-6. Haftalarda meydana geldigini bildirmistir [274].
Calismamizda, motor defisiti yansitan DOE skorundaki degisiklikler kuprizon
uygulanan grupta 6. haftadan itibaren saptanmistir. DOE skorunda artisin T hiicre
eklenen grupta 5. Enjeksiyondan sonra saptandigi ve bu skor degisikliklerinin

dalgalanma gosterdigi goriilmiistiir.
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