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TESEKKUR

Bilimi, bilimsel ahlaki, akademik diinyadaki sevgi ile saygiy1 ve yerine gore
abilik gibi hocaligr hem sunan hem Ogreten; her daim yanimda olup tiim destegiyle
emegini esirgemeden benimle paylasan; daha fazla emek vermesini gerektirecek olsa
da 6grencisinin hayallerini en 6nde tutup her daim destekleyen; hem akademik hem de
kisilik bakimindan gelisimimde sonsuz katkilar1 olan ve bu calismanin tiim
siireclerinin mimar1 Sayin Hocam Prof. Dr. M. Yildirim Sara’ya,

Tezim ve asistanli§im siirecinde her tiirlii destegi ve emegini benimle paylasan;
bir farmakolog olarak yetismemde sonsuz katkilar1 olan basta Sayin Prof. Dr. Alper
Bektas Iskit olmak iizere Tibbi Farmakoloji ABD Ogretim Uyesi tiim hocalarima,

Benim i¢in bilimde ve insanlikta nezaketi; hekimlikte akademisyenlik nasil olur
ve yapilir; tip fakiiltesi yasaminda Ogrencilerin yiireklerine nasil dokunuluru
simgeleyen ve MS ¢aligmalarimin kivileimi Néroloji ABD Ogretim Uyesi Saymn
Hocam Prof. Dr. Meryem Asli Tuncer’e,

Tez calismamdaki histopatolojik her seyin mimari olan; deney siireclerinde beni
her konuda destekleyip bana giiven duyarak her basamaktaki siirece dahiliyetimi
saglayan ve beni birebir egiten Kirikkale Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Ogretim
Uyesi Saym Hocam Prof. Dr. Oguz Kul’a;

Tezim basta olmak iizere tiim calismalarimizda beraber oldugumuz, her daim
desteklerini hissettigim ve tiim siirecler ile zorluklar ¢ekilir kilabilecek kadar sevgi
dolu arkadaslarim Dr. Berkay Alpay ve Dr. Elif Akaydin’a,

Yol arkadashigini tatmaktan ve yol arkadashigini yapmaktan onur duydugum,
her daim de duyacagim Dr. Esin Ozgelebi’ye,

Immiin boyamalar igin giiniin saatinden ve is yiikiinden bagimsiz tiim emegini
ve imkanlarini karsiliksiz olarak bize sunarak yardimeci olan Sayin Sefika Karabulut’a,

Covid-19 pandemisi sirasinda kaybettigimiz diinyadaki tim emekgei
meslektaslarima,

Sevgi basta olmak iizere icimdeki tiim gilizel hislerimin kaynagi ve temeli;
emegin, adanmishigin ve kosulsuz sevginin en biiylik yeri sevgili ailem: annem ile
babam Meryem ve Osman Cimen’e; ablam Candan Tung ile sevgili esi abim Umut
Tung’a; ¢ok sevdigim yegenlerim Ege ve Yaz’a,

Miitesekkirim.



OZET

Cimen B., Multipl Sklerozun Progresif Siirecinin Disi Wistar Sicanlarda
Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit Modeli ile incelenmesi ve Pentoksifilinin
Etkileri, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal
Tipta Uzmanhk Tezi, Ankara, 2024. Multipl skleroz (MS), santral sinir sisteminin
primer demiyelinizan kronik bir hastaligi olup ndorodejeneratif, inflamatuar ve
otoimmiin bilesenler barindirmaktadir. Deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (DOE) ise
yaygin olarak kullanilan bir MS hayvan modelidir. MS’in progresif siireci, kortikal
demiyelinizasyon ve néropsikiyatrik semptomlar (NPS) ile iliskilidir. Lipopolisakkarit
(LPS), Toll-benzeri reseptor 4 (TLR4) agonisti olup kan beyin bariyeri (KBB)
gecirgenligini artirabilen bakteriyel bir endotoksindir. Pentoksifilin ise 6zgiil olmayan
fosfodiesteraz inhibisyon aktivitesi yanisira TLR4 antagonizmas1 yapabilmektedir. Bu
calismada, Wistar albino disi sicanlarda miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOGQG)
ile immiinizasyon sonrasi LPS enjeksiyonu ile KBB gegirgenliginin artirilip, kortikal
demiyelinizasyon ve NPS’ler ile karakterize kronik progresif MS modeli olusturulmasi
ve pentoksifilinin tedavideki yerinin ortaya konmasi amaglandi. Siganlarin
immiinizasyonu, 100 pL hacimde 20 pg MOG antijeni ve esit hacimli CFA (Freund’un
tam adjuvani) ile olusturulan emiilsiyonun kuyruk kokiine subkiitan enjeksiyonuyla
yapildi. KBB gegirgenligi evans mavisi protokolii ile, NPS’ler davranis testleri ile,
demiyelinizasyon ve mikroglial aktivasyon immiinohistokimyasal incelemeler ile,
periferik sinir tutulumu in vivo elektrofizyolojide bilesik aksiyon potansiyeli (CAP)
kayitlart ile degerlendirildi. 4 mg/kg LPS’nin KBB gegirgenligini artirdigi gosterildi.
MOG ile immiinize siganlara ticiincli haftada LPS enjeksiyonu yapilmasiyla 70. giine
kadar devam eden kronik progresif MS modeli elde edildi. Olusturulan modelde
depresyon-benzeri ve anksiyete-benzeri duygudurum, kognitif disfonksiyon, motor
disfonksiyon ve mekanik allodini saptandi. Subpial korteks ve hipokampiiste siddetli
olmak tizere yaygin gri cevher demiyelinizasyonu ve eslik eden mikroglial aktivasyon
belirlendi. Serum TNF-a seviyesinin yiikseldigi ve periferik sinir elektrofizyolojisinde
kronik siiregte refrakter periyodun uzadigir bulundu. Pentoksifilinin 2 haftalik 100
mg/kg giinliik intraperitoneal dozunun allodini, depresyon-benzeri ve anksiyete-
benzeri duygudurum tedavilerinde etkin oldugu belirlendi. Bu tez galismasi, bilinen
DOE modeline iigiincti haftada LPS enjeksiyonunun eklenmesi sonucunda kortikal
demiyelinizasyon ve NPS’ler ile seyreden kronik progresift MS modeli
olusturulabildigini ve pentoksifilinin modelin NPS’lerinden o6zellikle depresyon,
anksiyete ve agri iizerine tedavi edici etkisi oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Multipl skleroz, progresyon, noéropsikiyatrik semptomlar,
kortikal demiyelinizasyon, elektrofizyoloji



ABSTRACT

Cimen B., Investigation of the Progressive Process of Multiple Sclerosis using an
Experimental Autoimmune Encephalomyelitis Model in Female Wistar Rats and
the Effects of Pentoxifylline, Hacettepe University Faculty of Medicine,
Department of Medical Pharmacology, Ankara, 2024. Multiple sclerosis (MS) is a
primary demyelinating chronic disease of the central nervous system with
neurodegenerative, inflammatory, and autoimmune components. Experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) is a widely used animal model of MS. The
progressive process of MS is associated with cortical demyelination and
neuropsychiatric symptoms (NPSs). Lipopolysaccharide (LPS) is a Toll-like receptor
4 (TLR4) agonist and a bacterial endotoxin that can increase blood brain barrier (BBB)
permeability. Pentoxifylline, in addition to its nonspecific phosphodiesterase
inhibition, can also exhibit TLR4 antagonism. In this study, we aimed to create a
chronic progressive MS model characterized by cortical demyelination and NPSs in
Wistar albino female rats by increasing BBB permeability through LPS injection after
immunization with myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) and to reveal the
effects of pentoxifylline in treatment. The immunization of the rats was performed by
subcutaneous injection at the base of the tail with an emulsion of 20 pg MOG antigen
in a volume of 100 pL and an equal volume of CFA (Complete Freund Adjuvant).
BBB permeability was assessed using the evans blue assay, NPSs were evaluated
through behavioral tests, demyelination and microglial activation were examined by
immunohistochemistry, and peripheral nerve involvement was assessed via compound
action potential (CAP) recordings in in vivo electrophysiology. 4 mg/kg LPS was
shown to increase BBB permeability. MOG-immunized rats were injected with LPS
at week 3, resulting in chronic progressive MS model that persisted until day 70.
Depression-like and anxiety-like behaviors, cognitive dysfunction, motor dysfunction
and mechanical allodynia were detected in the model. Widespread grey matter
demyelination, predominantly severe in the subpial cortex and hippocampus,
accompanied by microglial activation, were identified. Serum TNF-a levels were
found to be increased and peripheral nerve electrophysiology showed a prolonged
refractory period during the chronic process. Daily intraperitoneal dose of 100 mg/kg
of pentoxifylline for 2 weeks was found to be effective in the treatment of allodynia,
depression-like and anxiety-like behaviors. This thesis study demonstrated that the
addition of LPS injection at week 3 to the classical EAE model can create a chronic
progressive MS model with prominent cortical demyelination and NPSs, and
pentoxifylline had a therapeutic effect on the NPSs of our model, especially
depression, anxiety and pain.

Keywords: Multiple sclerosis, progression, neuropsychiatric symptoms, cortical
demyelination, electrophysiology
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beyaz cevheri ve spinal kord beyaz cevherinde IBAL(+)
hiicre sayisi.

IBA1 boyamasindan 6rnek gorseller.

Gruplara gore bilesik sinir aksiyon potansiyeli (CNAP)
kayitlarinda latans degerleri.

Gruplara gore bilesik sinir aksiyon potansiyeli (CNAP)
kayitlarinda maksimum amplitiid degerleri.

Gruplara gore bilesik kas aksiyon potansiyeli (CMAP)
kayitlarinda latans degerleri

Gruplara gore bilesik kas aksiyon potansiyeli (CMAP)
kayitlarinda maksimum amplitiid degerleri.

Gruplara gore bilesik sinir aksiyon potansiyeli (CNAP)
kayitlarinda refrakter periyot (RP) olarak belirlenen
sitimuluslar arasi siire degerleri.

Gruplara gore bilesik motor aksiyon potansiyeli kayitlarinda
refrakter periyot olarak belirlenen sitimuluslar arasi siire
degerleri.

Gruplara gore bilesik sinir aksiyon potansiyeli kayitlarinda
belirlenen SI50 degerleri.

Gruplarin 2. haftadaki stimulus siddeti — yanit egrisi ve SIS0
degerleri.

10. haftada gruplara gore serum sitokin seviyeleri.
Pentoksifilinin olusturdugumuz moldelde DOE skoru,
lokomosyon ve motor durum {izerine etkileri.

Pentoksifilinin olusturdugumuz modeldeki mekanik allodini

uzerine akut ve kronik etkileri.

94

96

97

100

101

103

105

106

108

110

112

114

115

116
117

119

Xiv



Sekil 4.36.

Sekil 5.1.

Pentoksifilinin olusturdugumuz modeldeki anksiyete-benzeri
duygudurum, depresyon-benzeri duygudurum ve kognitif
disfonksiyon iizerine etkileri.

Mikroglia morfolojik 6zellikleri.

120

134

XV



Tablo

Tablo 3.1.
Tablo 3.2.
Tablo 3.3.
Tablo 4.1.

Tablo 4.2.

TABLO DiZiNi

Deney gruplari

DOE skorlamasina ait klinik 6zellikler

Modifiye DOE skoru parametreleri

Von Frey filaman testi sonuglarinin gruplar arasindaki ikili
kombinasyonlarma ait analiz sonuglarinin diizeltilmis p
degerleri

Agik alan arena testi parametrelerinin DOE skoruna gore

kiyasi

XVi

Sayfa
24
31
41



1. GIRIS

Multipl Skleroz (MS), otoimmiin kaynakli oldugu diisiiniilen inflamatuar,
demiyelinizan ve norodejeneratif bilesenleri bulunan kronik bir santral sinir sistemi
(SSS) hastaligidir (1). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore diinya genelinde
MS’ten etkilenen insan sayist 2,5 milyon civarinda tahmin edilmektedir ve MS, SSS
demiyelinizan hastaliklarinin en sik goriilenidir (2). Temel olarak 3 alt tipte
incelenmektedir: 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’i RRMS olarak tani almakta fakat bu hastalarin da
yaklasik %350’si hastaligin seyri sirasinda progresif MS komponentleri gelistirerek
SPMS’e dontismektedir. MS hastalarinin geriye kalan yaklasik %15°1ik kesimi ise

klinik tan1 aninda progresif seyir gostermekte ve PPMS olarak tan1 almaktadir (3).

MS hastaliginda SSS’de bulunan sinir liflerinin  miyelin  kiliflart
hasarlanmaktadir. Bunun sonucunda, demiyelinizasyona bagli olarak basit kas
giicsiizliglinden yliriiyememe veya solunum kaslarinin paralizisine kadar genis bir
spektrumda semptomlar ortaya ¢ikmaktadir. Hastalarin klinik semptomlar1 da kisiden
kisiye degismekte ve ciddi bir heterojenite gostermektedir. MS hastalarinda daha 6n
planda olan motor semptomlarin yaninda kognitif bozulma, depresyon, anksiyete,
yorgunluk, agr1 ve duyusal problemler gibi ¢esitli nérolojik ve psikiyatrik semptomlar
da goriilmektedir (4, 5). Ek olarak MS, santral néropatik agrinin en yaygin sebebi
olarak bilinmektedir. MS hastalarinin yasam kalitesini olduk¢a diisiiren bu
semptomlarin patofizyolojisi ve spesifik tedavi secenekleri agisindan heniiz ciddi bir

bilgi birikimi mevcut degildir (6).

MS genel olarak beyaz cevherin tutulumu ve demiyelinizasyonu ile giden bir
hastalik olarak bilinmektedir. Fakat son arastirmalar, MS’in progresyon siirecinde
beyaz cevher demiyelinizasyonu yaninda gri cevher demiyelinizasyonunun da 6nemli
oldugunu ortaya koymaktadir (7). Dahasi, MS iliskili néropsikiyatrik semptomlarin ve
norodejeneratif siirecin gri cevher tutulumuyla daha belirgin iliski gosterdigi

diistintilmektedir (8).

MS hastaliginin preklinik ¢alismalarinda siklikla Deneysel Otoimmiin

Ensefalomiyelit (DOE) modeli altin standart olarak kullanilmaktadir (9). DOE,



SSS’nin ¢esitli alanlarinda MS iligkili lezyonlarin indiiklenerek olusturuldugu ve farkli
metodolojilerde hastaligin farkli patofizyolojik agilarinin incelenmesine olanak
taniyan bir hayvan modelidir (10). Sicanlarda kortikal demiyelinizasyon ile giden
DOE modeli olusturulurken immiinolojik hastalik modellerine yatkin oldugu bilinen
Lewis veya Dark Agouti tiirleri daha yaygin olarak kullanilmakta ve bu yatkinlikta
major histokompatibite kompleks (MHC) haplotip farkliliginin rol oynadig iddia
edilmektedir. Bu giine kadar gelistirilen DOE modellerinde, Wistar albino si¢an
tirtiniin direngli ve klinik seyrinin heterojen oldugu kabul edilmektedir (11). Spesifik
sigan tiirlerinde kortikal demiyelinizasyon, serebral kortekse kateter aracili direkt
sitokin enjeksiyonu ile yakin donemde yapilmistir (12). Sitokin enjeksiyonu ile kan
beyin bariyeri (KBB) hasar1 olusturulmakta ve immiinizasyon sonrasi miyeline karsi
gelisen antikorlar ile ozellikle subpial alanda demiyelinizasyon olusmasi
saglanmaktadir. Giincel olarak MS’in progresif siirecini kortikal demiyelinizasyon,
norodejenerasyon, noropsikiyatrik semptomlar ve klinik benzerlik agisindan

modelleyebilen kapsamli ve basarili bir model ise heniiz gelistirilememistir.

Sistemik ve lokal inflamasyonun indiiklenmesi i¢in lipopolisakkarit (LPS)’ler
siklikla kullanilmaktadir (13). LPS, gram negatif bakterilerin dis membranlarindan
kaynaklanmakta ve temel olarak LPS’nin toll-benzeri reseptor 4 (TLR4) iizerinden
etki gosterdigi diisliniilmektedir. LPS’nin 6zellikle mikroglialar olmak iizere glial
hiicrelerin stimiilasyonunu, hatta ndronlar iizerinde TLR4 ekspresyonu oldugundan
sistemik inflamasyonun yaninda santral inflamasyonu da sagladigi bilinmektedir (14).
Tiim bunlarin yaninda genel bir doz ve sus ¢esidi belirlenmis olmasa da ¢esitli LPS
sus ve dozlart ile farkli deney hayvami modellerinde KBB gecirgenliginin
artirilabildigi ortaya konmustur (15).

MS’in progresif patolojisinin, MS’teki kortikal demiyelinizasyon ve
norodejenerasyon siireci ile iligkisini degerlendirmek igin giincel literatirde DOE
modeli arayis1 hala devam etmektedir. Giinlimiizde kullanilan progresif MS
modellerinde, santraldeki inflamatuar siire¢ spesifik sitokinlerin direkt santrale
enjeksiyonu ile olusturulmaktadir. Ancak bu modellerde inflamasyon kaskadi
tamamiyla simiile edilememekte, kortikal patoloji  dissemine  olarak
saglanamamaktadir ve MS klinigi tam olarak oturmamaktadir. Ek olarak kullanilan

sigan tiirleri spesifik, ulasilmasi zor ve ekonomik olarak ciddi bir yiik olusturmaktadir.



Pentoksifilin kan akimini artiran vazoaktif bir ilagtir ve periferik vaskiiler
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Tiim fosfodiesteraz tipleri ve timor
nekrozis faktor — alfa (TNF-a) inhibitoriidiir. Bu 6zelliklerinin yaninda TLR4
inhibisyonu da yapmaktadir ve si¢anlarda epileptik ndbetlerin 6nlenmesinde bu
ozelliginin kullanilabilecegi gosterilmistir (16). Pentoksifilinin MS’de kullanimi daha
once calisilmis fakat ¢eliskili sonuclar elde edilmistir ve bu ¢alismalarin ¢ogu RRMS
igin gegerli olup progresyon siireci igin etkileri halen bilinmemektedir (17). Ek olarak
pentoksifilinin ndropatik agri i¢in tedavi edici etkisinin de olabilecegini gésteren

calismalar bulunmaktadir (18).
Bu ¢alismadaki hipotezlerimiz su sekildedir:

1) LPS, Wistar albino siganlarda KBB gegirgenligini artirir ve santral

inflamasyon indiikler.

2) Periferden yapilan immiinizasyon ile olusturulan antikorlarin LPS
aracilifiyla artirllan KBB gecirgenligi sebebiyle santrale gegmesi saglanir ve santral
inflamasyonun indiiklendigi Wistar albino sigcanlarda, noropsikiyatrik semptomlar ile

kortikal demiyelinizasyonun 6n planda oldugu kronik progresif MS modeli olusur.

3) Pentoksifilin TLR4 antagonizmasi ile basta noropatik agri olmak iizere MS

iligkili ndropsikiyatrik semptomlar: diizeltir.
Bu ¢alisma ile amaglananlar su sekildedir:

1) Wistar albino disi siganlarda LPS’nin O55:B5 susunun KBB gegirgenligini

artiran dozunun belirlenmesi

2) Wistar albino sicanlarda noropsikiyatrik semptomlar ile kortikal
demiyelinizasyonun 6n planda oldugu kronik progresif MS modelinin olusturulmasi

ve bu tiirde DOE modelinin olusturulma direnci ile heterojenliginin kirtlmasi

3) Olusturulan modelin ve modele eslik eden periferik sinir tutulumunun
davranigsal, histopatolojik, immiinohistolojik ve elektrofizyolojik

karakterizasyonunun yapilmasi

4) Pentoksifilinin agr1 basta olmak {tlizere MS iligkili noropsikiyatrik

semptomlardaki etkisinin aragtirilmasi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Multipl Skleroz (MS)
2.1.1. MS’in Klinik Ozellikleri ve Seyri

Multipl skleroz (MS) santral sinir sistemi (SSS)’nin inflamatuar,
demiyelinizan, nérodejeneratif ve kronik bir hastaligidir. MS’in karmasik genetik ile
cevresel etken iliskilerinden kaynaklanan immiin-aracili, cok faktorlii heterojen bir
hastalik oldugu diistiniilmektedir (19). MS’in patolojik karakteristik 6zelligi, beyin ve
spinal kordun beyaz ve gri cevherinde demiyelinizan lezyonlarin birikmesidir. MS’in
klinik seyri ve tutulum bulgular1 oldukg¢a haterojendir ve hastadan hastaya ciddi olarak

degisebilmektedir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore diinya genelinde MS’ten etkilenen
insan sayisi 2,5 milyon civarlarinda tahmin edilmektedir (2). Klinik seyrin gidisatina
gore MS, temel olarak 3 farkl alt tipte incelenmektedir: relaps ve remisyonla seyreden
multipl skleroz (RRMS), primer progresif multipl skleroz (PPMS) ve sekonder
progresif multipl skleroz (SPMS). MS klinik seyrinin, progresif-relapsla seyreden
(PRMS), klinik olarak izole sendrom (clinically isolated syndrome, CIS), fulminan
veya benign seklinde belirtilen farkli alt tipleri olsa da genel ve kabul gérmiis ayrim 3
veya PRMS’in de dahil oldugu 4 alt tipi degerlendirmektedir (20). MS hastalarinin
yaklasik %85’i RRMS olarak tani almaktadir (bu oran farkli yaymlarda %80-90
arasinda bildirilmektedir) fakat bu hastalarin yaklasik %50’si seyrinde progresif MS
olup SPMS’e doniismektedir (3). MS hastalarinin ilk tani1 aninda yaklasik %15°lik
kesimi ise progresif seyir gostermekte ve PPMS olarak tani almaktadir. MS igin alt tip
degerlendirmelerinin yaninda bazi yazarlar relaps ve progresyon durumlarini birbiri
ile i¢ ice gegmis daha genis tanimlamalar olarak sunmaktadir (21). “Relaps” terimi
Zeydan ve Kantarci (21) tarafindan klinik olarak saatler ya da giinler igerisinde gelisen
SSS iligkili yeni ndrolojik semptom/semptomlarin gelismesi veya subklinik olarak
semptom goriilmeden yeni MRG (manyetik rezonans goriintiileme) lezyonu goriilmesi
olarak iki sekilde de tanimlanmaktadir. Ayni yayinda “progresyon” terimi ise; MS’in
patolojik bulgusu olan ilerleyici aksonal hasar ve kayip dolayisiyla ndrolojik
fonksiyonlarin  geri dondiiriilemez sekilde kotiilesmesinin  ifadesi  olarak

kullanilmaktadir. Klinik veya subklinik relapslar olmadan da progresyonun goriilebilir



olmasi bu alt tipler arasinda farkli patofizyolojik siireglerin isliyor olabilecegini de

distindiirmektedir.

Cogu hastada giinler veya haftalar icerisinde gerileyen geri doniislii norolojik
defisitler (relaps) hastaligin baslangi¢ fazinin karakteristigidir ve klinik izole sendrom
(CIS) veya RRMS olarak degerlendirilmektedir. Zamanla, kalic1 norolojik defisitlerin
gelismesi ve klinik dizabilitenin progresyonu daha da belirginlesmekte ve SPMS
olarak bilinmektedir. Hastalarin yaklasik %10 ila %15’inin de baslangicta progresif
seyir gosterdigi ve PPMS olarak adlandirildigr bilinmektedir. MS’in klinik siiregleri

sematizasyonu Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Semptom Sncesi Relaps-remisyon
e NCIS 7 A Sekonder progresif

A

Inflamatuar
relapslar
_ Klinik dizabilite
(RRMS ve SPMS)
__ Klinik dizabilite
(PPMS)

_____________________ Klinik

esik deger

Klinik dizabilite

Y

Zaman

Sekil 2.1. MS’in klinik seyri. (Bu sekil Filippi ve dig. (19)’nin 2018 yilinda MS
derlemesi olarak hazirladiklar1 yayindan alinarak dilimize g¢evrilmistir. CIS: klinik
izole sendrom; RRMS: relaps ve remisyonlar ile seyreden multipl skleroz; SPMS:

sekonder progresif multipl skleroz; PPMS: primer progresif multipl skleroz)



MS tipik olarak, daha yiiksek prevelans ile kadinlari, 20 ila 40 yas arasinda
geng eriskinleri etkilemektedir (22). Baz1 MS hastalar1 ise -6zellikle RRMS hastalari-

cocukluk veya adodlesan ¢agdan baslayarak demiyelinizan olaylar yasamaktadir (23).
2.1.2. MS’in Klinik Manifestasyonlari

MS’in klinik prezentasyonu heterojendir ve demiyelinizan lezyonun SSS’deki
yerine baghdir. MS’e spesifik klinik bir bulgu olmasa da bazi bulgularin oldukca
karakteristik oldugu disliniilmektedir. MS hastalarinin  yaklasik %85’inde,
demiyelinizan lezyonun bulundugu yere goére optik sinirde optik norit, spinal kordta
transvers miyelit, beyin sap1 veya serebellumda beyin sap1 veya serebellar sendrom ya
da serebral hemisferlerde serebral hemisferik sendrom seklinde nérolojik disfonksiyon
goriilen, beklenmeyen klinik ataklar yasanmaktadir. RRMS’in klinik seyrinde relaps
olarak bilinen ataklar goriilmektedir. Bu relapslar 24 saatten uzun siirmekte ve ates,
enfeksiyon veya ensefalopati (biling bulaniklig1 veya epileptik ndbet gecirmek gibi)
kliniginden bagimsiz olmalidir (24). Klinik ataklarin semptomlar1 akut veya subakut
baslangicli olmakta; haftalar veya giinler igerisinde kotiilesmekte; en yiiksek siddetine
2 ila 3 haftada ulasmakta; maksimum defisitin goriildiigii andan 2 ila 4 hafta sonra
klinigin minimal gerilemesi ile tamamen iyilesmesi arasindaki bir skalada remisyona

girmektedir (25).

Optik norit, hastalarin yaklasik %25’inde ilk ndrolojik bulgudur ve optik norit
hastalariin %34-75’inin 10 ila 15 yi1l i¢cinde kesin tan1 alarak MS oldugu bildirilmistir
(26, 27). MS’in seyrinde hastalarin yaklasik %70’i optik norit atagi gegirmektedir (28).
Optik norit ise klinik olarak; parsiyel veya komple gérme kaybina eslik eden santral

skotom, diskromatopsi ve goz hareketleri ile kotiilesen orbita agrisi ile karakterizedir.

Duyusal semptomlar, MS hastalarinin yaklasik %43’iintin ilk klinik
bulgusudur ve ¢ogu zaman miyelit veya beyin sap1 sendromundan kaynaklanmaktadir
(29). Duyusal semptomlar; uyusma, karincalanma, igne batmasi hissi, sogukluk
hissetme veya uzuvlarda yada govdede sisme seklinde tanimlanan parestezi, Lhermitte
bulgusu, vibrasyon veya eklem posizyonu hissinde bozulma ve hafif dokunma
algisinda bozulma sekillerinde olabilmektedir. Lhermitte bulgusu ise boynun

biikiilmesiyle omurgadan asagiya veya uzuvlara yayilan elektrik carpmasi hissi olarak



tanimlanan gegici bir bulgudur (30). Ek olarak, Uhthoff fenomeni olarak bilinen, artan

viicut sicakligiyla tiim semptomlarda kotiilesme goriilebilmektedir (19).

Motor semptomlar, MS hastalarinin yaklasik %30-40’1nda baslangi¢
semptomu iken hastalik seyrinde neredeyse hastalarin tamamini etkilemektedir (31).
Motor semptomlar; babinski bulgusu ya da artmis refleksler seklindeki piramidal
bulgular, parezi ve spastisite olarak bilinmektedir. Beyin sap1 ve serebellar semptomlar
MS hastalarinin %70’inde goriilmektedir ve nistagmus gibi goz hareketlerindeki
etkilenmeleri, osilopsiyi, diplopiyi, ataksiyi, dismetriyi veya disfajiyi icermektedir.
Bilinen en yaygin mesane disfonksiyonu bulgusu ise iiriner inkontinans olarak

goziikmektedir (32).

MS’in diger semptomlari ise kognitif disfonksiyon, yorgunluk ve huzursuzluk
hissidir. MS hastalarinin %40-70’inde kognitif etkilenme bildirilmistir ve erken
donemde dahi goriilebilmektedir (33). Kognitif bozulmalar CIS’in mutlak MS’e
doniistiiglinlin ongoriisiindeki en dnemli etmendir ve bu bulgu kronik progresif MS’te
daha sik ve daha belirgindir (34). MS’te goriilen yaygin kognitif bozulmalar bilgi
isleme hizinda, yonetici islevlerde, epizodik hafizada ve dikkatte disfonksiyon

olmasidir (33). Yorgunluk hissi ise MS hastalarinin %95’inde goriilmektedir (35).

MS hastalarmin 2/3’iinde duygudurum bozukluklarina rastlanmaktadir ve
bunlardan en yaygin olam1 depresyondur (36). Agri ise hastalarin %43’linde
goriilmekle beraber trigeminal nevralji, dizestetik agr1, sirt agrisi, viseral agr1 ve agrili
tonik spazmlar1 igermektedir (37). Tipik olarak bahsedilen tim klinik
prezentasyonlarin, PPMS ve SPMS hastalarinda RRMS hastalarina gére daha yiiksek
prevelansta ve siddette oldugu da bilinmektedir (19).

2.1.3. MS’in Klinik Degerlendirme Yontemleri

MS hastalarinin klinik takibinde nitel (kalitatif) ve yari-nicel (semikantitatif)
cesitli skalalarin kullanimi mevcuttur. Bu skalalar MS’in klinik manifestasyonlarini
ortaya koymak amaciyla kullanilmaktadir. En 6nemlileri ve en ¢ok kabul gbreni ise
Genisletilmis Dizabilite Durum Skalasi (EDSS, Expanded Disability Status Scale)’dir
(38). Bu skalaya ait skor 0 ile 10 arasinda ve 0,5’lik kademelerle bir nérolog hekim

tarafindan yapilmaktadir. “EDSS 0” skoru tamamen normal muayeneyi “EDSS 10~



skoru ise MS kaynakli 6liimii belirtmektedir. Bu skor; piramidal, serebellar, beyin sapi,
duyusal, bagirsak ve mesane fonksiyonu, viziiel fonksiyonlar, serebral fonksiyonlar ve
diger seklindeki 8 alt kategoride fonksiyonel sistem degerlendirmesini de gerekli
kilmaktadir. EDSS skorlarinda kabaca 1-4,5 arasi1 herhangi bir yardim almadan
yiirliyebilen fakat 8 tane fonksiyonel sistemde ¢esitli bulgular1 olan MS hastalarini; 5-

9,5 arasi ise yardim almadan yiiriiyemeyen MS hastalarini tariflemektedir.
2.1.4. MS’in Tani Kriterleri

MS’in tanist temel olarak klinik kriterler ile konulmaktadir ve ¢ogu zaman
RRMS tanisi i¢in en azindan kismi olarak gerileyen iki veya daha fazla SSS
disfonksiyon ataginin meydana gelmesi yeterlidir. Tan1 klinik olarak konuluyor olsa
da MRG bulgular1 da bu konuda belirgin katki saglamaktadir. 2017 yilinda revize
edilen MS tanis1 kriterleri su sekildedir (39):

RRMS

e En az iki klinik relaps ve ndrolojik muayenede ayri anatomik lokasyonlarda
belirgin klinik delili olan en az iki lezyonun olmas1 veya en az iki klinik relaps
ve klinik delili olan bir lezyon ile farkli bir anatomik konumda bir lezyon
bulunduguna dair belirgin delili bulunan 6nceki bir niiksiin varlig

e En az iki klinik relaps ve bir lezyonun belirgin klinik delili; ek olarak spasyal
yayilim ile (DIS, disseminated in space) farkli bir SSS bolgesine dair ikinci bir
klinik relapsin gosterilmesi (MRG bulgusu da olabilir)

e Bir klinik relaps ve iki veya daha fazla klinik delili olan lezyon; ek olarak
temporal yayilim (DIT, disseminatiin in time) ile ikinci bir klinik relapsin veya
MRG bulgusunun veya beyin omurilik sivisi (BOS)-spesifik oligoklonal band
(OKB) varligiin gosterilmesi

e Bir Kklinik relaps ve klinik delili olan bir lezyon; ek olarak DIS ile veya MRG
ile farkli bir SSS alaninin ikinci bir klinik relapsinin gosterilmesi, ya da DIT

ile ikinci klinik relapsin gosterilmesi veya BOS-spesifik OKB gosterilmesi



PPMS

Hastalik baslangici itibariyle progresyon ile karakterize, klinik relapstan
bagimsiz 1 yillik dizabilite progresyonu (retrospektif veya prospektif olarak

belirlenen) ve asagidaki kriterlerden en az iki tanesi:

e MS’e karakteristik beyin alanlarindan (periventrikiiler, kortikal ve/veya
jukstakortikal ya da infratentoriyal) en az bir tanesinde bir ya da daha fazla T2-
hiperintens lezyonun varligi

e Semptomatik veya asemptomatik olmasindan bagimsiz olarak spinal kordta 2
ya da daha fazla T2-hiperintens lezyonun varligi

e BOS-spesifik OKB’nin gosterilmesi

Ilk bilinen Schumacher tani kriterleri DIS ve DIT igin yalmzca klinik
muayeneye dayali kanit gerektirmekteydi ve bu kriterler MRG’nin bulunmasindan bile
once olusturulmasina ragmen hala DIS, DIT veya relaps gibi tanimlamalarda

kullanilmaktadir (40).
2.1.5. MS’in Patolojisi ve Patofizyolojisi

Tim MS tiplerinin karakteristik patolojik bulgusu lezyon olarak da
adlandirilan fokal plaklardir ve bu plaklar tipik olarak post-kapiller veniillerin
etrafinda demiyelinize alanlar olarak belirlenmektedir (19). Ek olarak kan-beyin
bariyeri (KBB) hasar1 da ayn1 alanlarda goriilmektedir. KBB hasarinin neden gelistigi
tam olarak bilinmemekle beraber; yerlesik (resident) hiicrelerin ve endotelyal
hiicrelerin tiretmis oldugu pro-inflamatuar sitokin ve kemokinlerin (TNF, IL-1p ve IL-
6) direkt etkisi ve sitokin-bagimli ile kemokin-bagimli 16kosit-aracili hasarin etkisiyle
olusabilecegi 6nerilen mekanizmalardandir (41, 42). KBB’nin disregiilasyonu sonucu
aktive lokositlerin, makrofajlarin, T hiicrelerin ve B hiicrelerin trans-endotelyal
migrasyonu artmaktadir. Bunun sonucu olarak da oligodendrosit kaybi, reaktif gliozis
ve noroaksonal dejenerasyon ile sonuclanacak olan inflamasyon ve demiyelinizasyon

baslamaktadir (43, 44).

Plaklar beyaz cevher ve gri cevherin ikisini de kapsayan beyin, spinal kord ve

optik sinirde tiim SSS’yi kapsayacak sekilde bulunmaktadir (45). MS’in goriiniir klinik
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semptomlarinin ¢ogu beyaz cevher lezyonlan ile iligkili olsa da diger alanlarin

tutulumu da oldukga 6nemlidir.

MS’in erken donemleri (CIS ve RRMS) aktif demiyelinizan plaklarin varligi
ile karakterizedir ve bu lezyonlar agir bir lenfosit infiltrasyonuna (ana olarak CD8" T
hiicreler ve CD20" T hiicreler, az olarak da CD4" T hiicreler) aktive olmus
mikroglialara (6zellikle miyelin debris igermekte), makrofajlara ve bliyiik reaktif
astrositlere sahiplik etmektedir (46, 47). PPMS ve SPMS hastalar1 ise temel olarak
inaktif lezyonlara sahiptir. Inaktif lezyonlar sinirlar1 belirlenmis, hiposeliiler, belirgin
demiyelinize, azalmis aksonal yogunlugu olan, reaktif astrosit gliozisi goriilen ve plak

cevrelerinde belirginlesen mikroglial aktivite gosteren alanlardir (48).

MS hastalariin erken doneminde (CIS ve RRMS) 6n beyin ve serebellumda
siddetli demiyelinizasyon goriilmektedir (49). PPMS ve SPMS hastalarinda ise bu
alanlarda goriilen siddetli demiyelinazasyonun miktar1 da belirgin olarak artmaktadir
(50). Progresif MS’in siddetli klinik vakalarinda korteksin %60’indan fazlasinda
demiyelinizasyon goriilebildigi belirtilmektedir. Gri cevher demiyelinizasyonu derin

gri cevher ¢ekirdeklerine kadar ulasabilmektedir.

MS’in immiin patofizyolojisi ile ilgili kanilarimiz son dénemlerde oldukga
ciddi degisimler gostermistir. Klasik bilgi MS relapslarinin T hiicre aracili oldugunu
belirtmesine ragmen, su an T hiicreler, B hiicreler, periferik hiicreler, mikroglia ve
astrosit gibi yerlesik hiicrelerin patofizyolojide cesitli iliskilerinin olduk¢a Onemli
oldugu bilinmektedir (51). Periferik immiin hiicreler ile beraber SSS-yerlesik
hiicrelerin  saliverdigi ¢esitli inflamasyon mediyatorleri santral parankimde
demiyelinizasyona ve inflamasyona sebep olmaktadir. Progresif tip MS icin ise

SSS’de devam eden inflamasyonun ayr1 bir patoloji olusturdugu diistintilmektedir.
2.1.6. MS’in Tedavisi

MS tedavisinde oldukca fazla segenek varmis gibi goziikse de Ozellikle
progresif tip icin olduke¢a kisith tedavi segcenegi mevcuttur. MS tedavisi ana hatlariyla
hastalik modifiye edici (DMT, disease modifying treatments) ajanlarla inflamatuar
hastalik aktivitenin baskilanmasini ve uzun vadeli yonetimi saglamak iizere klinik

relapslar1 6nlemek i¢in kullanilan tedavileri igermektedir (19). DMT’ler arasinda yer
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alan interferon  (IFNB) ve glatiramer asetatin enjeksiyonluk formlart giivenli klinik
profilleri dolayisiyla uzun siire ilk sira tedavi ajani olarak kullanilmistir. Fakat bu

ajanlarin etkinliklerinin de ¢ok yiiksek olmadig1 belirlenmistir.

Giincel yaklasimda MS hastalarinin akut relapsinin tedavisinde sirasiyla
intravendz metilprednizolon, plazmaferez ve intravendéz immiinglobiilin (IVIG)
tedavileri uygulanmaktadir (52). Hastalik aktivitesinin baskilanmasi/6nlenmesi
amaciyla CIS ve RRMS hastalarinin genel tedavisinde segenek olabilecek ilaglar ise
sunlardir: interferonlar, glatiramer asetat, fingolimod, teriflunamid, dimetil fumarat,

natalizumab, alemtuzumab, okrelizumab, kladribin, siponimod ve ritiiksimab.

MS’in progresif tiplerinde ise tedavi secenekleri oldukca kisitli hale
gelmektedir. CD20 monoklonal antikoru olan okrelizumab, PPMS tedavisinde 24
haftalik siirede %25°lik hastalik progresyonu onleme basaristyla kullanim onay1
almigtir (53). Okrelizumaba ragmen MS’in progresif siireci yeni tedavi ajanlarina ve
daha etkin tedavilere halen ihtiya¢ duymaktadir. Diger yandan, MS’in genel tedavi
ajanlarinin azligr ve oOzellikle progresif tip MS’in tedavi ajanlarinin nadirligi
diisiiniildiiginde; MS’1n ilk boliimlerde anlatilmis olan kendine 6zgii ana semptomlari
haricindeki bulgularina yonelik ise heniiz belirgin tedavi ajanlarinin neredeyse hig

olmadig1 goriilmektedir.
2.2. MS Hayvan Modelleri
2.2.1. MS Modellerinin Giincel Durumu

MS’1 tiim klinik ve patolojik 6zellikleriyle tam anlamiyla modelleyebilen su
ana kadar bir deney hayvani modeli gelistirilememistir. Fakat MS’in bugiinkii tedavi
yonetiminde geldigimiz noktay1 saglayan bilgi birikiminin neredeyse tamamini da bu
modellerden elde ettigimiz yadsinmamalidir. MS modellerinin bilinen en 6nemli genel

siniflamasi su sekildedir:

1. Deneysel Otoimmiin/Allerjik Ensefalomiyelit (DOE) modeli
2. Viral olarak indiiklenen kronik demiyelinizan hastalik modeli

3. Toksik etki ile indiiklenen model
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2.2.2. Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit (DOE) Modeli

Bu giine kadar en ¢ok c¢alisilmis ve en ¢ok tecriibenin edinildigi MS modelidir.
Temel olarak, deney hayvaninin SSS’sinin bir komponenti antijen olarak kullanilarak
kendisine adjuvan esliginde enjekte edilmekte ve otoimmiin yanit olusturulmasi
saglanmaktadir. Bu antijenlerin yaygin olarak kullanilanlar1 temel miyelin proteini
(MBP), proteolipid protein (PLP) ve son donemlerde daha yaygin olani miyelin
oligodendrosit  glikoprotein (MOG)’dir. Bu antijenler haricinde hayvanda
otoimmiinite tetiklenmesi i¢in spinal kord homojenat1 kullanildig1 da olmaktadir. Bu
durum ilk olarak 1933 yilinda tavsan beyin homojenatinin maymunlara
uygulandiginda maymunlarin spinal kord ve beyinlerinde demiyelinizasyon
gelistiginin farkedilmesiyle ortaya konulmustur (54). Freund’un tam adjuvani (CFA)
ve pertussis toksin (PT) ise daha sonradan modele eklenerek hiimoral immiin yanitin
potansiyasyonu saglanmistir (55, 56). Bu eklemeler ile DOE modeli MS’in o giin
bilinen tek tiirli olan RRMS ile ciddi bir benzerlik gostermistir. Bu eklemeler, ataklar
ile giden osilasyonu saglamak i¢in yapilmaktadir (57). DOE modeli farelerde
yapildiginda kuyruktan baslayip asendan yayilan bir paralizi yapmaktadir (58). Bu
model bir antijenin veya proteinin uygulanmasi ile aktif olarak yapilabildigi gibi,
ensefalitojenik T hiicrelerinin transferi ile pasif olarak da yapilabilmektedir (59). Cok
yakin donemlerde kullanilabilen antijenlerin gesitliligi artmis ve norofasin NF 155,
gecici aksonal tastyict protein 1 (transient axonal glycoprotein-1, TAG-1) gibi

antijenlerin de uygulamasi goriilmistiir (60, 61).

DOE modeli olarak kullanilan deney hayvanlarinda klinik durum DOE skoru
ile takip edilmektedir. Relaps, remisyon veya progresyon tanimlamalar1 bu skorun
seyrine gore yapilmaktadir. Ornegin DOE skorunun devamli artmasi veya belirli bir
yiikseklikte seyretmesi progresyon olarak nitelendirilmektedir. Bu tanimlamalar MS
hastalarmin  kliniginde EDSS ile yapilan takibine benzemektedir. Hayvan
modellerinde bu skora ait tanimlamalar MS’in klinik takibindeki gibi net kriterler

icermese de genel kani bu yondedir.

DOE temelinde SJL/J farelerde RRMS kliniginin C57BL6]J farelerde ise PMS
kliniginin simiile edildigi disiinilmektedir. Fakat bu kani, modellerin sadece klinik

prezentasyonlar1 dolayisiyla almis olduklar1 siniflamadir ve 6rnegin progresif MS’in
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cogu ozelligi bu model ile elde edilememektedir. Siganlarda yapilan DOE modelleri
ele alindiginda genel olaral Lewis veya Dark Agouti tiirii sicanlarin kullanildig:
goriilmektedir. Bu si¢anlarin immiin modellere yatkinligi bilinmektedir (62). Diger
sigan tilirlerinin direncgli oldugu ve bu direng veya yatkinlikta major histokompatibilite
kompleks (MHC) haplotipinin énemli oldugu bulunmustur (11). MS’in progresyon
stireci tetiklenmeye c¢alisilirken de bu modeller kullanilmakta olup basarilabilindiginde
fare modellerinde oldugu ciddi bir yiikseklikte seyreden klinik skor goriilmektedir.
Klinik skorun kuyruk ve beraberinde arka iki patinin paralizisine denk gelen skorlarda
olusu progresif siirecte genellikle goriilmektedir ve bu klinik durum davranigsal
tsetlerle NPS’lerin test edilebilmesini zorlastirmaktadir. Dahasi, bu skor bilinen
modellerde hizli bir sekilde yiikselmekte ve MS’in tedavisinde oldukca biiyiik yeri
olan monoklonal antikorlar gibi tedavilerin uzun donemli takip gerektiren ilag

denemelerini yapmaya imkan tanimamaktadir.

Gilintimiizde, DOE modeli yapilirken kullanilan PT icin c¢esitli uygulama
metodlar1 bulunmaktadir. Bu toksini antijen uygulamasi ile ayn1 giin veya ayni1 giine
ek olarak rapel dozlarla yapan c¢aligmalar bulunmaktadir. PT nin DOE modelindeki
etkilerine dair ¢esitli mekanizamalar One siiriilmektedir. PT nin, KBB geg¢irgenligini
artirarak (63); bagisiklik sistemini Th1-hiicre (yardimer T hiicresi tip 1) daha baskin
olacak sekilde aktive ederek (64); hastalik seyrinin daha monofazik olmasimi ve
indiiklenen demiyelinizasyonun daha baskin olarak spinal kord tutulumu yapmasini

saglayarak (65) DOE modeline katki yaptigin1 gosteren ¢alismalar bulunmaktadir.
2.2.3. Theiler’in Miirin Ensefalomiyelit Viriisit Modeli

Epidemiyolojik ¢alismalar erken yasam donemlerinde gecirilen viral
enfeksiyonlarm, yatkin genetik arka plani olan kisilerde otoimmiinite gelismesine
sebep olabilecegini belirtmektedir (66). Fakat su ana kadar MS’e sebep oldugu bilinen
spesifik bir viriis belirlenebilmis degildir. Epstein Barr Viriisii (EBV)’niin bu konuda
rolii olabilecegine dair yayinlar olsa da heniiz netlesmis bir bilgi bulunmamaktadir
(67). Farelerde SSS’de demiyelinizasyon en iyi olarak pikarnoviriis, bazi koronaviriis
suslart ve fare hepatit viriisi (MHV) ile yapilabilmektedir (68). Theiler’in miirin
ensefalomiyelit viriisii (TMEV) de pikarnoviriis ailesindendir. DOE’den farkli olarak

bu model sadece farelerde gelistirilebilmekte ve sadece progresif klinik



14

olusturabilmektedir. Fakat progresif klinigi ¢ok hizli ilerleyici ve ciddi dizabilite ile
giden tiirden olmaktadir. Bu modelin DOE ve MS’ten 6nemli bir farki ise aksonal
hasarmin miyelin orijinli sekilde (inside-out model) olarak goriilmesidir (69). Fakat
DOE modeli ve MS’de, aksonal hasar siddetli demiyelinizasyona sekonder olarak

olusmaktadir (outside-in model).
2.2.4. Toksik Etki ile indiiklenen Model

Yukarida behsedilen modellere ek olarak demiyelinizasyon kimyasal ajanlarla
da indiiklenebilmektedir (70). Bu modeller MS’in immiin patolojisini ¢aligmak igin
uygun olmasa da demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon ¢alismak agisindan olduk¢a
uygun yontemlerdir (71). Bu amagla yaygin olarak kullanilan iki kimyasal ajan
kuprizon ve lizolesitindir. Kuprizon bakir selate edici bir ajandir ve normal
beslenmeye katilarak uygulanmaktadir. Oligodendroglial hiicre 6limii ardindan
demiyelinizasyon ve demiyelinizasyona bagli olarak da astrosit ile mikroglia
aktivasyonu gelismektedir (72). Kuprizonun spesifik hedefi ise oligodendrositler
olmaktadir. Diger bir kimyasal ajan olan lizolesitin ise fosfolipaz A2 aktivatoriidiir ve
lokal enjeksiyonlar ile fokal demiyelinizasyonlar gelistirilebilmektedir (73). Bu ajan
ile demiyelinizasyon ise; oligodendrositlere verilen hasara sekonder olarak degil

primer deterjan etkisi ile ger¢eklesmektedir (74).
2.2.5. Yeni Model Thtiyaci

MS tarihsel olarak beyaz cevherin hastaligi olarak bilinmektedir. Fakat gri
cevherin tutulumu uzun zamandir, hatta tanimlayicis1 Charcot (75) tarafindan bile
yiizeysel olarak ortaya konmustur. Kurtzelnigg ve dig. (76), PPMS ve SPMS’in diffiiz
beyaz cevher hasarinin yaninda belirgin kortikal demiyelinizasyon ile karakterize
oldugunu belirtmistir. Ek olarak meningeal inflamasyonun kortikal demiyelinizasyona
eslik ettigi patoloji, kronik progresif MS igin olduk¢a 6nemli bir parametre olarak
bildirilmektedir (77). Bu sebeplerle MS’in progresyonunu g¢alismak i¢in kullanilan
DOE modellerinde meningeal alanda inflamasyon ve genis yayilimli kortikal
demiyelinizasyon yapilmaya calisilmaktadir. Bu amagla daha oOnce yapilmis
caligmalarin en sonuncusunda, MOG ile immiinizasyon sonrasi 4. haftada serebral

kortekse direkt sitokin enjeksiyonu sonucunda kortikal demiyelinizasyon elde
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edilmistir (12). Fakat bu model de, sadece kortikal demiyelinizasyonu barindirmakta

ve MS’in diger tiim klinik 6zelliklerinden yoksun kalmaktadir.

MS’in ana semptomlari olan motor bulgularmin disindaki néropsikiyatrik
(non-motor) semptomlar hastaligin ¢ok ciddi bir alan1 olarak karsimiza ¢ikmakta ve
bu semptomlarin kortikal demiyelinizasyon ile daha belirgin iliski gosterdigi
diistiniilmektedir (8). Giincel literatiirde progresif MS modeli olarak C57BL/6J
farelerde MOG ile indiiklenen ve DOE skorunun progresif olarak arttigi DOE modeli
kullanilmaktadir (59). Fakat bu modelin de ilerleyici motor bulgulari, progresif siiregte

ndropsikiyatrik semptomlarin davranissal testler ile calisilmasini zorlastirmaktadir.

Tiim anlatilan modeller ve MS bilgileri beraber diisiiniildiigiinde MS’in kronik
stirecini ve bu siirecte goriilen NPS’lerini degerlendirebilecegimiz ¢ok yonlii bir model
goze carpmamaktadir. Bu baglamda patofizyolojisi ve klinik 6zellikleriyle progresif
MS’e benzeyen fakat davranis testlerini yapabilmeyi imkansiz kilacak derecede motor

bulgusu olmayan yeni MS modellerine ihtiyag¢ bulunmaktadir.

Calismamizda kronik progresif MS modelinin elde edilebilmesi i¢in Wistar
sicanlarin  kullanilmas1  planlanmistir. Bu  siganlar otoimmiin  hastaliklarin
modellenmesinde gorece direngli olarak bilinen tiirlerdir. Calismamizda bu direncin
klinik siddeti azaltabilecek ve boylece NPS’lerin test edilmesini saglayabilecek
deneylerin miimkiin kilinmasinda bir avantaj olabilecegi diisiinilmiistiir. Ek olarak,
Klinik seyrin daha yavas progrese olmasi da uzun dénemli tedavi denemelerinde artan

klinik siddetin maskeleyici etkisini ortadan kaldirabilecektir.
2.3. Toll-Benzeri Reseptor 4 (TLR4)

Toll-benzeri reseptorler (TLR’ler) Oriintii tanima reseptorleri (PRR, Pattern
Recognition Receptors) ailesinin bir iiyesidir ve ekstraseliiler matriks tarafindan
patojen taninmasina bagli olusturulan immiin yanitta 6nemli roller listlenmektedir
(78). TLR’ler Janeway’in (79) Oriintli tanima reseptorlerini tanimlayict 6zelliklerine
iliskin dngoriileri saglayabilen ilk protein ailesi olarak bilinmektedir (80). PRR’lerin,
Patojen Iliskili Molekiiler Kaliplar (PAMP, Pathogen Associated Molecular Pattern)
olarak bilinen korunmus mikrobiyal iiriinleri taniyan ve sonug olarak bagisiklik ile

konak savunmasini uyaran indiikleyici kodlanmig proteinler olarak galistigi tahmin
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edilmektedir. Memelilerin hiicre zarinda bulunan TLR’ler gesitli mikrobiyal hiicre
yiizey bilesenlerini taniyabilmektedir. En iyi bilinen TLR’lere 6rnek verilecek olursa
LPS’yi tamyan TLR4; flagellini tanmiyan TLRS; bakteriyel lipoproteinleri taniyan
TLR1, TLR2 ve TLR6 goze carpmaktadir. Bunlarin yaninda endozomda bulunup
niikleik asit tantyabilen TLR3 (¢ift zincirli RNA), TLR7 (tek zincirli RNA), TLRS (tek
zincirli RNA), TLR9 (metillenmemis CgP igeren tek zincirli DNA) ve TLR13
(bakteriyel ribozomal RNA)’de énemli olanlarmdandir (80). insan TLR10’unun ise

heniiz net bir ligandinin oldugu belirlenebilmis degildir.

TLR’lere ligand baglanmasi ile reseptér dimerizasyonu gerceklesmekte ve
TLR’ler, farkli sinyal yolaklarina aracilik eden bir dizi adaptor protein ile etkilesime
girebilmektedir. Miyeloid diferansiyasyon primer yanit proteini 88 (MyD88) en
yaygin kullanilan TLR adaptor proteinidir ve TLR3 hari¢ tiim TLR’lerin sinyal
yolaginda aracilik saglamaktadir (81). Bu sinyal yolagi niikleer faktor kappa B (NF-
kB)’ye kadar ilerlemekte ve MyD88-NF-kB yolagi olarak adlandirilmaktadir.

SSS’nin ve immiin sistemin etkilesimi klinik olarak gordiigiimiiz bir ¢ok
norodejeneratif hastaligin patofizyolojisinde rol almaktadir (82). MS hastaliginin da
patofizyolojisinde TLR’lerin belirgin rolii oldugu disiiniilmektedir (83). TLRlerin en
onemlilerinden biri olan TLR4’lerin MS ve DOE patofizyolojisinde rolii oldugu daha
once net olarak ortaya konmustur (84). Bu baglamda TLR modiilasyonlari ile beraber
TLR4 inhibitoérlerinin MS ve DOE tedavisindeki yeri de arastirilmaktadir (85).

2.3.1. Lipopolisakkaritler

Lipopolisakkaritler (LPS) gram negatif bakterilerin énemli bir dis membran
bilesenidir. Deney hayvanlarinda inflamasyon ve sepsis modellerinin olusturulmasi
acisindan 6nemli bir yere sahiptir. Temel mekanizmasi da TLR4 agonizmasidir (86).
Calismamizda kullanilacak oldugu amag¢ olan KBB permeabilitesinde artis yapma
ozelligi ise farkli suslar ve model organizmalarda daha once belirlenmistir (15).
Calisgmamizda LPS’in, KBB gecirgenliginde belirgin artis yapan dozunun kullanilmasi
planlanmustir. Fakat LPS, bu 6zelliginin disinda DOE modellerinde daha 6nce farkli

amaglar ile 6zellikle adjuvan olmasi agisindan kullanilmistir (87).
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LPS’nin DOE modellerinde adjuvan olarak kullanildig1 cesitli metodlar
denenmistir. DOE modeli olusturulurken uygulanacak immiinizasyondan 6nce LPS
verilerek immiin sistemin modulasyonu saglanmaya calisilmistir (88). Immiinizasyon
yapilirken Freund’un adjuvan1 yaninda ek adjuvan olarak immiinizasyon ile es zamanl
ve PT’nin yerine kullanilarak denenmistir (87). Diisilk doz sistemik inflamasyon
tetiklenmesi ve buna bagli olarak remisyondaki demiyelinize lezyonlarin aktivasyon
durumu arastirilmistir (89). Calismamizda ise immiinizasyondan belirli bir siire sonra
programli olarak KBB permeabilitesini artiran belirgin yiiksek bir dozda DOE
modeline katkis1 aragtiritlmaktadir. Ek olarak ¢alismamiz dizayninda immiinizasyon
sirasinda veya belli bir slire sonunda PT enjeksiyonu yapilmamakta ve immiin

modiilasyon kronik siirecte sadece LPS ile tetiklenmektedir.
2.3.2. Pentoksifilin

Pentoksifilin bir metilksantin tiirevi olup genel olarak anti-inflamatuar
ozellikleri ile bilinmektedir (90). Ayn1 zamanda pentoksifilin viskoziteyi azaltarak kan
akiminin artisint saglayabilen bir farmakolojik ajandir. Semptomatik kladikasyo igin
periferik arter hastaliklarinda tedavi endikasyonu bulunmaktadir ve uzun zamandir bu
endikasyonla kullanilirken giivenlik profilinin ilgili dozlarda basarili oldugu ortaya
konmustur. Pentoksifilinin FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onayli
tek endikasyonu da periferik arter hastaligidir. Fakat, resmi onay1 bulunmasa da kronik

vendz bacak iilserleri i¢in onerildigi rehberler bulunmaktadir (91).

Pentoksifilin bilinen diger ksantin tiirevleri gibi 6zgiil olmayan fosfodiesteraz
enzim inhibisyonu yapmaktadir (92). Timor nekrozis faktor (TNF) ve lokotrien
sentezi inhibisyonu yaparak hem inflamasyonu hem de dogal bagisiklik yanitini
baskilamaktadir (93, 94). Pentoksifilinin belirtilen ana etki mekanizmalar1 haricinde

TLR4 antagonizmast yaptigi da bilinmektedir (16, 92).

Pentoksifilinin MS ve DOE modellerinde daha o6nce yapilmis c¢esitli
calismalar1 bulunmaktadir. MS hastalarinda yapilan klinik ¢alismalarinda agrilikli
olarak negatif yonlii ¢eliskili sonuglar saptanmistir (95-97). Bilinen DOE modelinde
yapilan c¢aligmalarda ise pentoksifilinin tedavi edici potansiyelinin olabilecegi
belirlenmistir (98). Daha 6nce yapilan bu hayvan ¢alismalarinda pentoksifilinin TNF
baskilayici 6zelligi dolayisiyla DOE’de etkili olabilecegi hipotezi test edilmistir (99).
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Fakat TNF inhibisyonunun MS tedavisindeki bagarisi da halen ¢eliskiler barindirmakta
ve tartisilmaktadir (100). Calismamizdaki sekliyle MS’in kronik progresif siireci
kapsamli olarak modellenebildiginde TLR4 antagonizmasinin tedavideki yeri
aydinlatilacaktir. Ek olarak MS’te de dnemli bir NPS olan santral néropatik agrinin
tedavisinde de pentoksifilinin etkili olabilecegi saptanmistir (18). Bu baglamda MS
iligkili NPS’lerin modellenip test edilebildigi c¢alismamizda pentoksifilinin yeri

arastirilacaktir.

Calismamizda, olusturulacak modelin TLR4 agonizmasi ile potansiyelize
edilebilecegi ve model olustuktan sonra TLR4 antagonisti pentoksifilin ile de tedavi

edilebilecegi hipotezi test edilecektir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlar

Deneylerde 220-280 gram araliginda viicut agirligina sahip 8-10 haftalik disi
Wistar albino siganlar kullanildi. Siganlar, KOBAY Deney Hayvanlar1 Laboratuari
(Ankara, Tiirkiye) Anonim Sirketi’nden satin alma yolu ile temin edildi. Siganlar tiim
deney siiresince Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji Anabilim
Dali, Hayvan Laboratuvari’nda barindirildi. Hayvan Laboratuvari, 21+1 °C ve %45-
60 nem ayarlarinda tutuldu. Barinagmn 1sik ayarlari 12 saat gece 12 saat giindiiz
seklindedir ve 1s1klar sabah 07:00°de acilmaktadir. Siganlarin deney siiresince yem ve
suya erigimleri ad libitum olarak saglandi. Siganlarin aklimatizasyon siireci i¢in deney
baslangicindan iki hafta Oncesinde temini saglandi. Sigcanlar deney siiresince

kafeslerde 4 sigan olacak sekilde barindirildi.

Bu tez ¢alismasinda yapilacak deneyler i¢in Hacettepe Universitesi — Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 2023/06-04 karar numarast ve NESA Deney
Hayvanlar1 Laboratuvar1 — Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 2023/012 karar
numarast ile etik kurul onay1 alindi. Caligmanin tiim raporlanma siirecinde ARRIVE
guidelines (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) rehberlerinin

Onerilerine uyuldu.
3.2. Deney Protokolii ve Gruplari

Calismamiz deneyleri LPS dozunun belirlenmesi, modelin olusturulmasi ve
davranmigsal karakterizasyonu, modelin elektrofizyolojik karakterizasyonu ve
pentoksifilin etkisi seklinde 4 ayr1 bolimde yapildi. 4 asamada yapilan deneylerin
genel akig semasi Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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LPS’nin KBB permeabilitesinde
artis yapan dozunun
belirlenmesi

\;;> Belirlenen LPS dozu ve MOG+CFA emitilsiyonu
enjeksiyonuyla olusturulan modelin zamana bagh

davranigsal karakterizasyonunun yapilmasi (6-8-10. haftalar)

\;> Olusturulan modelin

elektrofizyoloji deneylerinin
yapilmasi

\::> Pentoksifilinin, modelin belirlenen
en uygun haftasina gore tedavi edici

etkisinin arastirilmasi

Sekil 3.1. Calismanin genel akis semasi. (LPS: lipopolisakkarit; KBB: kan beyin
bariyeri; MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani)

[1k olarak olusturulacak modelde kullanilacak LPS dozu belirlenmeye ¢alisildi.
LPS dozunun belirlenmesi deneyleri icin KBB permeabilitesi degerlendirildi. Bu
degerlendirme i¢in LPS’nin 1 mg/kg, 4 mg/kg ve 10 mg/kg dozunun denenmesi
planlandi. Fakat 4 mg/kg denemesinde basariya ulasildigi i¢in 10 mg dozundaki
denemeler kullanilan deney hayvani sayisinin azaltilmasi ilkesi geregince yapilmadi.
Kullandigimiz LPS g¢esidi ve Wistar albino sigan tiirii i¢in KBB’nin agilmasi
durumunda hangi saatte olacagi bilinmediginden 4 ve 18. saatler incelendi. Bu
deneylere ait deney protokolii Sekil 3.2°de gosterilmistir. Siganlar 5 ayr1 gruba rastgele
dagitilarak deneye dahil edildi. Tim deney gruplari Tablo 3.1°de ayrintili olarak
belirtilmistir. Protokoliin 0.saatinde KBB’ye etkisi arastirilacak uygulama (salin veya
LPS) yapildi. LPS olarak gosterilen kisimda 4.saatte sakrifiye edilecek bir gruba LPS
yerine salin enjeksiyonu yapilarak kontrol grubu olusturuldu. Sakrifikasyondan bir
saat once siganlara anestezi uygulandi ve EM enjeksiyonu yapildi. EM ile bir saatlik

muamele sonrasi siganlar sakrifiye edilip ilgili dokular1 toplandi.



21

{5 0.saat 3.saat 4.saat J¥
= A N T T ¢
LPS EM Sakrifikasyon
() 0.saat 17.saat 18.saat
oA ¢ o [
LPS EM  Sakrifikasyon

Sekil 3.2. Evans mavisi ile KBB permeabilite degerlendirmesi deney protokolii.

(LPS: lipopolisakkarit; EM: evans mavisi)

Belirlenen LPS dozu model olusturulmasi ve karakterizasyonu deneylerinde
kullanildi. Model olusturulurken 0.glinde (0.haftada) MOG ve CFA ile olusturulan
emiilsiyon sicanlara uygulandi. Ardindan 3.haftada LPS uygulamas1 yapildi. Tim
deney gruplar1 (Tablo 3.1) zamana bagli olarak 6., 8. ve 10. haftada degerlendirildi.
Bu haftalarda deneyleri sonlanan sigcanlarin dokulari1 toplandi. Sicanlara model
olusturulmadan hemen 6nce ve haftalik olarak tekrarli davranis deneyleri uygulandi.
Bir si¢an i¢in tek defa yapilan davranis deneyleri son davranis deneyleri olarak
adlandirildt ve protokole gore 6., 8. veya 10. haftada yapilarak siganlarin
sakrifikasyonu gergeklestirildi. Ilgili deney protokolii Sekil 3.3’te yer almaktadir.
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Sham/CFA/MOG+CFA Salin/LPS
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Sakrifikasyon sonrasi

Son Davranig Deneyleri
dokularin toplanmasi

O Tekrarl Davranis Deneyleri

Sekil 3.3. Modelin olusturulmasi1 ve davramissal karakterizasyonu deney
protokolii. (Sham: siganlarin immiinizasyon i¢in uygulanan tiim anestezi ve
enjeksiyonlarinin etkin maddeler olmadan uygulandigi kontrol grubu; CFA:
Freund’un tam adjuvani; MOG: miyelin oligodendrosit glikoproteini; LPS:

lipopolisakkarit)

Belirlenen LPS dozu ile model olusturulup davranigsal karakterizasyon
yapildiktan sonra ayni modelde periferik sinir elektrofizyolojisi deneyleri ile
tutulumun zamansal karakterizasyonu yapildi. Bu deneyler i¢in olusturulan deney
gruplar1 Tablo 3.1°de, diizenlenen deney protokolii de Sekil 3.4’te bulunmaktadir.
Elektrofizyoloji deneylerinde zamansal karakterizasyon yapilmasi planlanan haftalar
modelin davranigsal karakterizasyonu sonrasi kararlastirildi. Bilinen rutin modelde ve
LPS eklenmesi ile gelisen degisimin incelenmesi amaglandi. Sicanlara 2. ve 6.
haftalarda geri doniislii anestezi uygulandi ve deneyler anestezi altinda yapildi. 6.hafta

sonrast si¢anlar sakrifiye edildi.
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Sham/CFA/MOG+CFA Salin/LPS
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Sekil 3.4. Modelin elektrofizyolojik karakterizasyonu deney protokolii. (Sham:
sicanlarin immiinizasyon i¢in uygulanan tiim anestezi ve enjeksiyonlarinin etkin
maddeler olmadan uygulandig1 kontrol grubu; CFA: Freund’un tam adjuvani; MOG:
miyelin oligodendrosit glikoproteini; LPS: lipopolisakkarit)

Modelin olusturulup davranmigsal ve elektrofizyolojik karakterizasyonu
yapildiktan sonra tedavi denemesine gegildi. Pentoksifilin, belirlenen zaman diliminde
giinliik olarak uygulandi. Pentoksifilinin akut ve kronik etkileri arastirildi.
Pentoksifilin deneylerinin protokolii Sekil 3.5’te, deney gruplar1 da Tablo 3.1°de
paylasilmistir. Pentoksifilin uygulamasi deneyin 4.haftasinda baslatild. ilk uygulama
giiniinde von frey (VF) testi ile allodini iizerine akut etkisi incelendi. Akut testler
yapilirken pentoksifilinin iki dozu ayri giinlerde denendi. Pentoksifilin enjeksiyonu
yapilan gruba kontrol grubu olmasi agisindan sadece salin enjeksiyonu yapilan deney
grubu olusturuldu. Bu deney grubu 6. haftada sonlandirildi ve sakrifikasyon yapildi.
Pentoksifilin uygulanan grubun 6. haftada son davranis deneyleri ve elektrofizyoloji
deneyleri tamamlandiktan sonra yarisi pentoksifilin tedavisi uygulanmadan haftalik
VF testi degerlendirmesi ile takip edilmeye devam edildi. 10.hafta sonrasi bu siganlar

da sakrifiye edildi.
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10 Haftalar

O Haftalik VF testi

Son Davranig Deneyleri, Elektrofizyoloji ve Sakrifikasyon

Sekil 3.5. Pentoksifilin etkisi deney protokolii. (MOG: miyelin oligodendrosit

glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS: lipopolisakkarit; ip: intraperitoneal;

VF: Von Frey testi)

Tablo 3.1. Deney gruplari

KBB Permeabilite degerlendirmesi ile LPS dozunun belirlenmesi

Grup no Salin 1 mg/kg 4 mg/kg 4.saat 18.saat

1 + +

2 + +

3 + +

4 + +

5 + +
Modelin olusturulmasi ve davranigsal karakterizasyonu

Grup ismi CFA MOG LPS 6.hafta | 8.hafta | 10.hafta
Sham + + +
CFA + + + +
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MOG+CFA + + + + +
Sham+LPS + + + +
CFA+LPS + + + + +
MOG+CFA+LPS + + + + + +
Modelin elektrofizyolojik karakterizasyonu

Grup ismi CFA MOG 2.hafta LPS 6.hafta
Sham + +
CFA + + +
MOG+CFA + + + +
Sham+LPS + + +
CFA+LPS + + 5 +
MOG+CFA+LPS + + + + +
Pentoksifilin etkisi

Grup ismi MOG+CFA+LPS Pentoksifilin
MOG+CFA+LPS +
MOG+CFA+LPS+Pentoksifilin + +

LPS: lipopolisakkarit; CFA: Freund’un tam adjuvani; MOG: miyelin oligodenrosit
glikoporotein; LPS ve pentoksifilin uygulamarinin yapilmadig: durumlarda salin enjeksiyonu
yapilmustir.

3.3. Kan Beyin Bariyeri Permeabilite Degerlendirmesi

Siganlarin KBB permeabilitesi, evans mavisinin (EM) santral sinir sistemi
dokularina ekstravaze olan miktarinin floresans 6zelligi dolayisiyla spektrofotometrik
oOlglilmesi ile degerlendirildi. Molekiiler agirligi 180 Da’dan yiiksek olan boyalarin
KBB’yi gecemedigi bilinmektedir. Evans mavisi ise 961 Da molekiiler agirligiyla bu
islem i¢in oldukga sik kullanilan 6nemli bir inert boyadir. Ek olarak, iv olarak verilen
EM, albiimin ile gii¢lii ve geri doniislii olarak baglanip yiiksek molekiiler agirlikli (68,5
kDa) bir kompleks olusturur. Beyin dokularima sizan bu kompleksin dokulardan

ekstrakte edilip dlglilmesi ile KBB permeabilitesi belirlendi (101).

EM soliisyonu %2 w/v olarak salin igerisinde hazirlandi. Uygulama 6ncesinde
siganlara 1,4 g/kg tiretan dozu ile anestezi saglandi. Anestezi oturduktan sonra lateral

kuyruk veninden damar yolu erisimi saglandi ve EM soliisyonu iv olarak 3 mL/kg
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sican dozunda uygulandi. Bu erisimin saglanamamast durumunda siganlarin alt karin
bolgesine oblik bir kesi atilip, deri ve yag doku gecilerek inguinal ligamana ulasildi.
Sag elini kullanan arastirmacilar i¢in sol femoral vene erisimin daha kolay oldugu
belirtildiginden ilk sol femoral ven denendi, buradan da erisim saglanamaz ise sag
femoral vene erisim saglanmaya ¢aligildi. Bu girisimlerden sonra bolgeye steril gazli
bez ile tampon yapildi ve cerrahi kapama islemi kanama durdugunda yapildi.
Enjeksiyon sonrasi yaklasik 5 ila 10 saniye icerisinde si¢anin kulaklarinin, gozlerinin
ve patilerinin maviye donmesiyle islemden emin olunmustur (Sekil 3.6). EM
uygulamasi sonrasi siganlar bir saat siireyle EM’ye maruz birakildi. Bu siirecte rektal
termometre ile geri doniislii olarak ¢alisan homeotermik battaniye (Harvard
Apparatus, ABD) yardimiyla si¢anlarin viicut isilar1 37 °C’de tutuldu. Bir saat sonunda
siganlarin anestezisi kontrol edildi ve toraks bolgeleri agilip salin ile transkardiyel
perflizyon yapildi. Perfiizyon i¢in 300 mL salin kullanildi. Sonrasinda siganlarin beyin
dokular1 topland1 ve beyinler, serebellum, hipokampiis, orta beyin ve korteks olacak
sekilde diseke edildi. Diseksiyon isleminde ilk olarak serebellum tek parca olarak
ayrildi, ardindan korteksial alan iki hemisfere ayrildi, hemisferlerden de orta beyinler
kesildi. Hipokampiis izole edildikten sonra kalan parcalar serebral korteks olarak
isleme alind1. Islem sonrasi hizlica yas doku agirliklar: tartildi ve 1 g doku basma 1
mL’lik %50 (w/v) olarak hazirlanmis trikloroasetik asit (TCA) ile muamele edildi.
TCA eklenen dokulardan hipokampiis 2 dk, diger beyin dokular ise 3 dk olacak
sekilde ultrasonik homojenizatdr (Sonoplus mini 20, Bandelin, Almanya) ile
homojenize edildi. Dokular igerisinde bulunduklar tiipler ile 10000 g’de 20 dk siire
ile santrifiij (Sigma 3K30 Centrifuge, SciQuip, Shrewsbury, Ingiltere) edildi. Santrifiij

sonrast elde edilen siipernatanlar -80 °C’de analiz siiresine kadar saklandi.

Spektroskopik olgtimler igin 100 ng/mL, 250 ng/mL, 500 ng/mL, 750 ng/mL,
1000 ng/mL, 2500 ng/mL, 5000 ng/mL, 7500 ng/mL, 10000 ng/mL
konsantrasyonlarinda EM soliisyonlar1 hazirlandi. Orneklerden 50 pL alinarak plaka
kuyucuguna yerlestirildi, pipet ucuyla al ver yapilarak ve mekanik olarak karistirma
yapilarak 150 pL ethanol ile homojen olarak karigtirildi. Plakadan 620 nm’de
spektrofotometre (Multiskan GO, Thermo Fischer Scientific, ABD) ile absorbans
Olctimii yapildi ve standartlara gére olusturulan matematiksel model ile 6rneklerin EM

konsantrasyonlari belirlendi.
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Sekil 3.6. KBB permeabilite deneylerine ait sican ve doku fotograflari. A-B.

Sicana evans mavisi uygulandiktan sonraki goriiniim. C. KBB’si intakt sican beyni.
D-E. KBB’si intakt sigan beyninin sirasiyla dorsal ve ventral goriintiisiiniin ayn1 sigan
testisi ile kiyas edilebilir gortintiileri. F. KBB’si tamamen hasarlanmis sigan beynine

ait goriintii.

3.4. LPS Uygulamasi

Calismamizda kullanilan LPS ¢esidi O55:B5 (Sigma-Aldrich, Merck,
Darmstadt, Almanya) susudur. LPS dozlarinin mortalite veya siddetli septik klinik
olusturmadan KBB etkisinin arastirilmasi i¢in belirlenen dozlarinin karar1 Anabilim
Dali’mizin daha onceki tecriibelerine gore verildi (102). Hangi saatlerde bakilmasi
karart ise Kikuchi ve dig. (15)’nin c¢alismasina gore planlandi. LPS’nin
hazirlanmasinda ¢6ziicii olarak salin kullanildi. KBB permeabilitesi inceleme
deneylerinde 1 mg/kg sican dozu kullaniminda 0,25 mg/l mL salin ¢ozeltisi
hazirlanirken; 4 mg/kg sigan dozu kullaniminda 1 mg/mL salin konsantrasyonunda

hazirlama yapildi. Sadece salin uygulanan siganlara ise 4 mL/kg sican hacminde
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uygulama yapildi. Tim LPS ve salin uygulamalar1 ip olarak yapildi. LPS ¢ozeltileri

her kullanilacaginda taze olarak hazirlandi.
3.5. Immiinizasyon

Si¢anlarin immiinizasyonu i¢in MOG ile CFA’dan olusan emiilsiyonun kuyruk
kokiine subkiitan enjeksiyonu uygulandi. Kullanilan antijen MOGz-125 (Anaspec Inc.
& Eurogentec US, CA, ABD) rekombinant sigan antijenidir. 1 mL’de 1000 ng MOG
icermektedir. Sirketin kullanim Onerisine gore seyreltilmesi i¢in pH’1 4 {izerinde olan
soliisyon kullanilmamalidir. Bu 6neriye binaen seyreltme i¢in pH’1 3,75’e ayarlanmig
asetik asit soliisyonu hazirlandi. Soliisyonun hazirlanmasinda glasiyel asetik asit
(Merck, Darmstadt, Almanya) kullanildi. 20 pg MOG antijeni stoktan alinarak 1’¢ 5
olarak seyreltildi ve 100 pL ¢ozeltisi elde edildi. Emiilsiyon igin esit hacimde
Freund’un tam adjuvani1 (CFA) hazirlandi. CFA (Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt,
Almanya) kalin uglu enjektore, sisesi tam karistirilarak c¢ekildi ve 100 pL hacimde
eklendi. Ardindan olusan karisimin emiilsiyon haline gelmesi i¢in homojenizator
(Bioprep-6, Allsheng, Hangzhou, Cin) kullanildi. Kullanilan homojenizatdr ve elde
edilen emiilsiyon formu Sekil 3.7°de gosterilmistir. Homojenizatorde 4000 rpm (rate
per minute — dakikadaki doniis hiz1)’de, aralarda 30 sn bekleme siiresi olan 1 dakikalik
20 siklus uygulandi ve bilye kullanilmadi. 20 siklus uygulamasi, antijenin asirt
1sinmasini ve bu sebeple yapisal degisiklik olmasini 6nlemek i¢in ikiye bdliindii ve 10.
siklus sonrasi 5 dakika buz {izerine alinarak ara verildi. Homojenizasyon sonrasi en az
iki saat emiilsiyon yapisini koruyabilen emiilsiyonlar kullanildi. Bir si¢an i¢in 20 pg
MOG dozu belirlendiginden ve her enjeksiyonda 4 sicana ayni giin uygulama
yapilmasi seklinde planlama yapildigindan, kayiplar da disiiniilerek yukaridaki

hacimlerin 4,5 kat1 immiinizasyon emiilsiyonu hazirlandi.
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Sekil 3.7. Emiilsiyon olusturmada kullanilan homojenizator ve elde edilen

emiilsiyon formu. A. Homojenizator. B. Emiilsiyon formu

Sicanlara emiilsiyon enjeksiyonu yapilirken agrili olmasi ve kuyruk kokiine bir
stire bas1 gerektirmesi dolayisiyla gaz anestezik ile si¢anlar anestezi altindayken iglem
yapildi (Sekil 3.8). Gaz anestezik olarak sevofluran (Sevorane, AbbVie Inc. North
Chicago, Illinois, ABD) segildi ve kendi 6zel gaz vaporizatorii kullanildi. Sigan ilk
olarak kapali bir cam fanusa alindi ve kapak kapali durumda 2 L/dk O2 esliginde
%6’lik sevofluran ile indiiksiyon yapildi. Sigan, anesteziye girmesiyle beraber
fanustan alind1 ve maske ile solutmaya geg¢ildi. 2 L/dk Oz esliginde %3’liik sevofluran
ile idamesi saglandi. Islem siiresi indiiksiyon igin yaklasik 1 dk, idame ve enjeksiyon
icin 2 dk ve islem sonrasi ayilmaya kadar gegen siire i¢in 2 dk seklinde toplam 5

dakikadir.
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Sekil 3.8. inhaler anestezik sistemi.

3.6. Viicut Agirhg Olgiimii

Deneyde yer alan tiim siganlarin haftalik olarak viicut agirliklar1 olgtildii ve
gram olarak kayit edildi. Haftalik 6l¢timler o hafta ki ilk uygulama olarak yapildi. KBB
permeabilite testinde yer alan sicanlarin deney dncesi ve sakrifikasyon oncesi viicut
agirhiklart kayit edildi. Ek olarak, deney protokoliine gore 0. ve 3. haftada (MOG ve
LPS enjeksiyonlar1 zamaninda) sicanlarin viicut agirliklar1 enjeksiyon hemen oncesi

ve 3 giin boyunca her giin seklinde takip edildi.
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3.7. Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit (DOE) Skoru

Calismamiz boyunca siganlarin klinik durumunun degerlendirmesi DOE
(deneysel otoimmiin enfalomiyelit) skoru ile yapildi. Siganlar deney siiresince her giin
skorlandi. Kullandigimiz DOE skoru, g¢esitli yazarlarca daha oOnceden fazlaca
kullanilan skorlamalarin birlikte kullanilmig halidir (103, 104). Cesitli klinik

gozlemler i¢in kullanilan skor puanlar1 Tablo 3.2°de gdsterilmistir.

Tablo 3.2. DOE skorlamasina ait klinik ozellikler

Skor Klinik 6zellik

0,0 Normal motor &zellikler

0,5 Kuyrukta hafif distikliik;
Kuyrugun ug veya orta kismindaki dogal gerginligin kaybolmasi

1,0 Komple kuyruk diisiikligii

2,0 Komple kuyruk diisiikliigii ve arka patilerde zayiflik/kuvvet kaybi;
Hafif paraparezi veya ataksi

3,0 Komple kuyruk diistikliigii ve arka tek patide paralizi

4,0 Komple kuyruk diisiikliigii ve komple arka pati paralizisi

50 Komple arka pati paralizisi ve parsiyel On pati paralizisi;

Komple arka pati paralizisi ve {iriner inkontinans

6,0 Oliim

3.8. Davrams Deneyleri

Calismamizda tekrarlayan ve tek sefere mahsus olacak sekilde yapilan ¢esitli
davranig deneyleri kullanildi. Bu davranig deneylerinden agik alan arena testi, Von
Frey filamani testi, tutma (agresyon) testi ve Rotarod testi protokol baslangicinda ve
her hafta olacak sekilde yapildi. Bu deneyler “tekrarli davranis deneyleri” olarak
adlandirilmistir. Yiikseltilmis art1 labirent testi, Porsolt zorunlu yiizme testi ve edilgen
kaginma testi protokole gore deneylerin sonlanacagi hafta ve tek defaya mahsus olmak
tizere yapildi. Bu deneyler ise “son davranis deneyleri” olarak adlandirilmistir.

Sicanlarin davranis deneyleri, sicanlar barinaktan davranis laboratuvarina getirildikten



32

45 dk sonra baslatildi. Bu siire siganlarin aligmasi i¢in taninmustir. Tekrarli davranig
deneylerinin siralamasi tutma testi, agik alan arena testi, Von Frey filamani testi ve
rotarod testi seklindedir. Son davranis deneylerinin siralamasi ise en az stresli testten
en ¢ok stresli olana seklindedir: yiikseltilmis art1 labirent testi, edilgen kacinma testi
ve Porsolt zorunlu ylizme testi. Ek olarak sicanlarin son haftasina denk gelen tekrarli
davranig deneyleri o haftanin 0. giiniinde yapilirken son davranis deneyleri kendi
protokolleri de gbz Oniine alindiginda son haftanin 1., 2. ve 3. giiniine denk
gelmektedir. Sakrifikasyon islemi son davranis deneyleri tamamlandiktan sonra
gerceklestirildi. Tiim davranig deneyleri video kayit sistemleri ile kayit altina alind1 ve
bu goriintiiler baz1 testler i¢in (agik alan arena testi, yiikseltilmis art1 labirent testi,
Porsolt zorunlu yilizme testi ve edilgen kacinma testi) goriintii isleme programi ANY -
maze (Stoelting Europe, Dublin, irlanda) ile degerlendirildi. Diger testlerin sonuglari

ise ya deney sirasinda ya da kayith goriintiilerden hesaplandi.
3.8.1. Acik alan arena testi

Bu test ile siganlarin lokomotor durumlart ve nadiren anksiyete iliskili
davraniglari degerlendirilmektedir (105). Fakat calismamizda tekrarli lgtimleri sadece
lokomosyon ve eksplorasyon 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla yapilmistir. Tim
sicanlara immiinizasyon enjeksiyonu Oncesi ve haftalik olarak uygulanmis olup
tekrarli davranis deneylerindendir. Test i¢in bir kenar1 45 cm olan kare camlardan
olusmus tstii acik alt1 ise siyah zeminle kapl bir kiip yapis1 kullanildi (Sekil 3.9).
Platforma hep ayni tarafa yiizii doniik olacak sekilde birakilan sigan siyah zemin
tizerinde 60 dakika siire ile video takip sistemi ile kayit altina alindi. Test igerisindeki
siganin bu siire zarfinda toplam almis oldugu yol, ortalama hiz verisi, maksimum hiz
verisi, yaptigi rotasyon sayisi, alttaki kare platforma gore alanin merkezinde ve
periferinde gecirmis oldugu siireler degerlendirildi. Alt karenin %24’lik kismu

merkez, geri kalani ise perifer olarak incelendi.
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Sekil 3.9. Acik alan arena testi. A. Test platformu. B. Test esnasinda goriintii isleme
programindan alinan takip ekrani. C. Rastgele bir siganin test bitiminde, programdan

elde edilen test esnasindaki merkez noktasinin tiim hareketinin ¢izgisel hali.

3.8.2. Von Frey Filamani Testi

Sicanlarin agr1 benzeri davraniglarini degerlendirmek amaciyla mekanik
allodini testi olarak kullanilmigtir (106). Tiim siganlara immiinizasyon enjeksiyonu
oncesi ve haftalik olarak uygulandi. Tekrarli davranis deneylerindendir. Test aparati,
yerden 20 cm yiikseklikte ayaklar1 olan, bu yiikseklikteki alt zemini 0,5 cm’lik kare
delikli sert fileden olusan ve lizerinde yiiksekligi, eni ve boyu sirasiyla 22 cm; 15,5 cm
ve 19,5 cm olan istii agik cam kisimdan olusmaktadir (Sekil 3.10A). Sicanlar test
aparatina alindiktan sonra 8 dakika alismaya birakildi. Ardindan siganlarin arka
patilerini ¢esitli filamanlara (Aesthesio®, DanMic Global, LLC, ABD) gore ¢ekme
durumlart kayit edildi (Sekil 3.10B). Si¢anlarin ilk olarak sag arka patisi ve 2 dk ara
sonrasinda ayni protokolle sol arka patisi incelendi. Deneye 4 g’lik filaman ile
baslanmis, sirayla artirilarak siganin patisini ilk ¢ektigi filamandan sonra “artirma-ve-

diisiirme (up-and-down)” metoduna gore 4 filaman daha uygulanmis ve test
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sonlandirilmistir. Fakat esigin ¢ok diistiigii deney protokoliiniin son haftalarinda 2; 1,4
ve 1 g’k filamanlar da kullanildi. Sicanlarin mekanik allodini durumlarinin
degerlendirmesi % 50 geri ¢gekme esik degerleri olarak “up-and-down” metodu ile agik
erigimli https://bioapps.shinyapps.io/von_frey app/ web sitesi {izerinden hesaplandi
(107).

|
i
i
i

Sekil 3.10. Von Frey Filamam testi. A. Von Frey testi i¢in yapilan aparat. B. Taktil

duyu degerlendiricisi filamanlar.

3.8.3. Tutma Testi

Sicanlarin  agresyon benzeri davramiglarii  degerlendirmek amaciyla
kullanilmigtir (108). Haftalik olarak uygulanan tekrarli davranis deneylerindendir.
Sicanlarin eldiven ile tutmaya kars1 verdigi yanitlar skorlandi. Skorlama su sekildedir
(109): 0 — sican tutmaya izin verir ve kagmak i¢in herhangi bir ¢abasi olmaz; 1 —
tutmaya izin verir fakat kagmaya calisir; 2 — elden uzaga kacar ve yakalanmaktan
kurtulmaya calisir; 3 — ellenmekten aktif olarak kacar ve tutuldugu zaman ¢iglik atar,
agzini acar veya 1sirir; 4 — ellenmeye izin vermez ve yiiksek sesle ¢igliklar atarak ele

saldirir.
3.8.4. Rotarod Testi

Sicanlarin motor koordinasyon ve denge durumu degisimlerini degerlendirmek

icin  kullanilmistir ~ (110).  Calismamizda kaba  motor  disfonksiyonun


https://bioapps.shinyapps.io/von_frey_app/
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degerlendirilmesini saglamistir. Tiim siganlara immiinizasyon enjeksiyonu oncesi ve
haftalik olarak uygulandi. Tekrarli davranis deneyleri arasindadir fakat alistirma
gerektirdiginden siganlar deneylere baslanmadan 2 veya 3 giin 6nce 5 seans aligtirma
seansina maruz birakildi. Test sisteminde ayni anda iki si¢anin test edilebilecegi iki
serit bulunmaktadir ve platformlardan diisme yiiksekligi 34 cm’dir (bu mesafe ortadaki
milin merkez noktasina zeminden 6l¢iilen mesafedir). Seritlerin enine genisligi 10 cm,
seritte donen milin ¢ap1 ise 6 cm’dir. Seritlerin iki kenarindaki daire plakalarin ¢ap1 ise
43 cm’dir (Sekil 3.11). Haftalik deneylerin baslangicinda siganlar cihaza ilk
yerlestirildiginde dondiirme yapilmadan 1 dakika boyunca habitiiasyon yapildi. 20
rpm hizinda sabit hizda degerlendirme yapildi. Her sigan 5 dakika boyunca bu hizda
izlendi. Diisen siganlarin diisme siireleri kayt edildi. Ilgili siirede diismeyenler ise 300

saniye olarak kayit edildi. Bu 6l¢tim 4 kez yapilmis ve ortalamasi alinmistir. 4 deneme

stireci arasinda 20 dakika bekleme siiresi birakildi.

Sekil 3.11. Rotarod testi. A. Rotarod test sisteminin soldan goriiniisii ve elektronik

aksami. B. Rotarod test sisteminin karsidan goériiniisii ve Ol¢iileri.

3.8.5. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Bu test ile sicanlarin anksiyete iliskili davranis durumlarinin degerlendirilmesi

amaglanmistir (111). Son davranis deneylerindendir ve tek defa deney siirecinin son
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haftasinda uygulandi. Test i¢in kullanilan aparatin 4 kolu mevcuttur ve karsilikl iki
kolu agik, karsilikli iki kolu kapalidir. Dort kol art1 seklinde birbirlerine dik olarak
yerlestirilmis ve zemin ile duvarlar siyah olarak tasarlanmistir. Kollarin eni 15 c¢cm,
boyu 45 cm, kapal1 kollarin yukar1 dogru duvar yiiksekligi ise 40 cm’dir (Sekil 3.12).
Aparatin zemini ayaklar araciliiyla yerden bir metre ylikseltilmistir. Bu testte siganlar
yiizii, agik kollardan herhangi birine doniik olarak aparata birakildi ve 5 dakika
boyunca video takip sistemi ile izlendi. Sicanin agik kollarda bulunma siiresi, bu

kollarda katettigi mesafe ve agik kollara gegme sayis1 degiskenleri belirlendi.

Sekil 3.12. Yiikseltilmis arti labirent testi. A. Test platformunun ¢aprazdan

goriintlisii. B. Test esnasinda goriintii isleme programindan alinan takip ekrani.

3.8.6. Edilgen Kacinma Testi

Bu test ile si¢anlarin 6grenme ve bellek fonksiyonlarmin degerlendirilmesi
amaglanmistir (112). Son davranis deneylerinin ikincisidir. Test i¢in birbirlerine bir
gecit (9 cm genisliginde dikey siirgiilii kap1 ile kapanabilen) araciligiyla agilan biri
aydinlik (26x30 cm) digeri de karanlik (26x30 cm) olmak {izere iki farkli kompartman
iceren platform (52x30 cm) kullanildi (Sekil 3.13A). Platformun tabani 15 mm
araliklarla yerlestirilmis paslanmaz c¢elik ¢ubuklardan olusmaktadir. Bu test ii¢
asamadan olusmaktadir: Ilk asamada aydinlik kompartmana sican konulduktan sonra

kompartmanlar arasindaki kapi acilarak sicanin platformu serbestce kesfetmesi
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beklendi. Sigan karanlik kompartmana gecer gegmez aradaki dikey siirgiilii gegit
kapatildi, siganin karanlik kompartmana gegene kadar gegirdigi siire kaydedildi ve
sigan karanlik kompartmanda 30 sn tutularak kafesine geri alindi. Ilk asamadan 5
dakika sonra ikinci asama yapildi. Ikinci asamada, ilk asamadan farkli olarak sigan
karanlik kompartmana gegtiginde tabandaki ¢ubuklar araciligiyla 3 saniye boyunca,
50 Hz frekansinda, 1 mA amplitiidiinde, kare dalgalardan olusan elektrik soku verildi.
Sokun ardindan ikinci asama sonlandirilds, sigan kafesine geri alind1. ikinci asamadan
24 saat sonra ise hayvanin hafizasini test etmek i¢in liglincii asama yapildi. Bu asamada
aydinlik kompartmana birakilan siganin video kayd1 yapildi ve karanlik kompartmana
gecisine kadar gegen siire not edildi (Sekil 3.13B). Sigan 300 saniye boyunca karanlik

kompartmana gegmez ise test tamamlanip sonug 300 sn olarak kayit edildi.

TN

Sekil 3.13. Edilgen kaginma testi. A. Test aparati. B. Test sirasinda kaydedilen video

kaydindan alian gorsel.

3.8.7. Porsolt Zorunlu Yiizme Testi

Bu test ile sicanlarin depresyon benzeri duygudurumlarinin degerlendirilmesi
amaclanmistir (113). Son davranis deneylerinin sonuncusudur. Test igin 10 cm
yarigapinda, 60 cm yiiksekliginde ve i¢i 40 cm yiikseklige kadar 21°C sicakliktaki su
ile doldurulmus isti agik seffaf cam silindir kullanildi (Sekil 3.14). Bu test iki
asamadan  olusmaktadir: Ilk asamanmn  amaci  siganlarm  platformdan
kagamayacaklarim 6grenmeleridir. Ilk asamada 15 dk siire ile sican silindirde

yiizdiiriildii. Birinci asamadan 24 saat sonra ikinci asamaya gegildi ve sigan 5 dakika
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boyunca ayni aparatta yiizdiiriildii. Test genel protokolde son haftanin 2. ve 3. giiniine
tekabiil etmektedir. ikinci giin yapilan 5 dakikalik seans video kayit sistemi ile kayit

edilip siganin immobil siiresi goriintii isleme sistemiyle analiz edildi.

Sekil 3.14. Porsolt zorunlu yiizme testi. A. Siyah tahta aparat igerisinde cam havuz.

B. Test sirasindaki kayittan alinan gorsel

3.9. Tam idrar Tetkiki

Sicanlarin genitoiiriner sistem tutulumunun endirekt olarak ortaya konulmasi
amaciyla tam idrar tetkiki analizi yapildi. Bu analiz i¢in idrar test cubuklar1 kullanildi
(Mission® Expert urinalysis strips, Hangzhou, Cin). Testler haftalik olarak tekrar
edildi ve haftada bir yapildi. Idrar 6rneginin alinabilmesi igin sicanlar alt zemini fileli
ve yerden yikseltilmis aparata konuldu. Bu aparat Von Frey testinde de
kullanildigindan ilgili boliimde anlatilmigtir. Aparatin altinda yer alan zemin steril
naylon ile kaplandi. Aparata konulan siganin idrarin1 yapmasi beklendi ve non-invaziv
olarak drnek toplandi. idrar 6rnegi olusur olusmaz idrar cubugu ile test yapildi. Ornek
olustugu yerden steril enjektdr ile alindi ve test cubuguna uygulandi. Testin
degerlendirme siireci igin iiretici firmanin dnerileri takip edildi. Ornek almma siireci

ve idrar testi gubugu Sekil 3.15’te gosterilmistir.
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Sekil 3.15. Idrar 6rnegi alinma prosediirii ve tam idrar tetkiki. A. Idrar 6rneginin
olusmasinin hemen ardindan steril enjektor ile alinip test cubuguna uygulama. B. Test
¢ubugunun idrar 6rnegi uygulanmadan onceki goriintiisii. C. Test ¢ubugunun idrar

ornegi uygulandiktan sonraki goriintiisii.

3.10. Siklus Tayini

Caligmamizda disi siganlar kullanildigi ve davranis deneyleri yapildigi igin
siganlarin siklustan etkilenebilecek davranis deneylerinin yapilmasindan hemen sonra
siklus tayini yapildi. Siklus tayini ile siganlarin ayni siklusa getirilmesi degil, rutin
deney protokollerinden ayrilmadan deneye alindigi anda hangi siklusta oldugunun
belirlenmesi amaclandi. Ek olarak davranis deneylerinin bitiminde sakrifikasyondan
hemen once tekrar siklus tayini yapilarak ek degerlendirme yapildi. Bu baglamda
haftalik davranig deneylerinde bu belirleme yapilmamis olup sadece son davranig
deneylerinde siklus tayini kullanilmustir.

Siklus tayini i¢in 150 pL’lik steril salin mikropipet ile siganin vajinasina
uygulandi. Ayni sivi geri cekilerek lama yayma yapildi. Vajinal lavaj yaymasi

kuruduktan sonra siklus tayini yapmak iizere boyama yapildi. Boyamada sirasiyla
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fiksatif, eozin ve tiyazin uygulamasi yapildi. Bunun i¢in Cabuk Boyama Seti (Diff
Quick boya seti, Mediko Kimya, ADR grup, Istanbul, Tiirkiye) kullanildi. Siklus
degerlendirmesi yapilirken siganlarin prodstrus ile dstrus evresi -ostrus (O)- ve

metostrus ile didstrus evresi ise -diostrus (D)- olarak 2 grupta ele alindi (114, 115).
3.11. Modifiye DOE skoru

Calismamizda, rutinde kullanilan DOE skoruna ek olarak, parametreleri ve
hesaplama sistemi tarafimizca belirlenmis “Modifiye DOE skoru” kullanildi. Rutinde
kullanilan skorun iiriner sistem tutulumunu ve belirgin (ileri seviye) olmayan motor
tutulumu gostermekte yetersiz kalabildigi belirlendi. Ek olarak si¢anlar igin ortaya
konulan nérolojik skorlama sistemlerinde yer alan ekstansiyon ve fleksiyon o6zellikleri
de rutin DOE skoruyla ortaya konamamaktadir. Fakat progresif siiregte bu 6zelliklerin

belirgin rolii bulundugundan degerlendirilmelerinin katki saglayabilecegi diistintildii.

Li ve dig. (116), sicanlarda inme galistiklart makalelerinde nérolojik tutulumun
siddetini belirlemek i¢in “modifiye nérolojik siddet skoru” 6l¢egini kullanmistir. Bu
degerlendirmeye gore sicanlar, kuyruklarindan kaldirildiktan sonra arka ve on
patilerini ekstansiyon durumuna getirmektedir. Norolojik tutulumun siddeti arttikga
arka ve On patilerin bu hareket sirasinda ekstansiyon yerine fleksiyonda olabildigi

belirtilmistir.

Modifiye DOE skoruna ait klinik gozlemler ve ilgili skor puanlar1 Tablo 3.3’te
gosterilmistir. Ek olarak toplam skorun hesaplamasi da ayrintisiyla paylasilmistir.
DOE skorundan en fazla 12, agik alan arena testi paramatrelerinden en fazla 2, TIT
paramatrelerinden en fazla 2 ve son olarak sigan kaldirildiginda pati durumu testinden
en fazla 2 puan alinabildiginden en yiiksek toplam skor 18, en diisiik toplam skor ise
0’dr.
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Klinik ozellikler Skor
DOE skoru DOE skoru X 2
+
Maksimum hiz | <belirlenen deger 1
Acik alan arena | paramatresi >belirlenen deger 0
testi’ne gore Katedilen <belirlenen deger 1
toplam mesafe | >belirlenen deger 0
Nitrit (+) ise 1
TIiT e gore (-) ise 0
Lokosit (+) ise 1
(-) ise 0
Sigan On patiler Fleksiyon 1
kuyrugundan Ekstansiyon 0
kaldirildiginda Arka patiler Fleksiyon 1
Ekstansiyon 0
Toplam skor Tiim siitunun toplami1

DOE: deneysel otoimmiin ensefalomiyelit; TIT: tam idrar tetkiki

3.12. Serum ve Beyin Omurilik Sivist Orneklerinin Toplanmasi

Deney protokoliiniin “model olusturulmasi1 ve davranigsal karakterizasyonu”
kisminda yer alan sicanlarin sakrifikasyonu sirasinda ilk olarak BOS ardindan da kan
ornegi alindi. Bu 6rneklerin alimina gegmeden Once siganlar sakrifikasyon igin 1,4
g/kg sigan dozu ile liretan anestezisi altina alindi. Anestezinin oturdugundan emin
olunduktan sonra BOS 6rnegi alimi i¢in sigan cerrahi tablayla stereotaksik ¢ergeveye
dorsumu istte olacak sekilde sabitlendi. BOS 06rneginde kan kontaminasyonu
olmamasi i¢in Barthel ve dig. (117)’nin sisterna magnadan mikrocerrahi ile 6rnek alma
metodu kullanildi. Siganin kafa arkasi ve boyun derileri tirag edildi. Sicanin burnu
asag1 bakacak sekilde ¢ergeveye sabitlendi. Bu sabitlemede burnun zemine yaklasik
70-80 derece aciyla durmasi saglandi. Ardindan yukardan asagi bir kesi atildi ve etraf

kaslar temizlendi. Oryantasyonun kaybedilmemesi i¢in orta hatta kalindi. Kiiciik
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kanamalarin tamami kontrol altina alind1 ve dura belirgin olarak gériindiigiinde insiilin
enjektorli ucuna sar1 ug¢ (30G) takilarak sisterna magnaya erisim saglandi. Yaklasik
100 uL’lik 6rnek toplandi. Bu islemden hemen sonra sigcan stereotaksik ¢ergeveden
alindi, dorsumu iizerine yatirildi. Kan alimi i¢in abdominal cerrahi ile karin agildi,
bolgeye ulasildi ve inferior vena kavadan (sol renal ven ile sol iliolumbar ven
arasindaki alan) yaklasik 5 mL kan alindi. BOS 6rnegi steril bir tiipe, kan 6rnegi ise
sar1 tlipe alind1, 6rnekler oda sicakliginda bir saat bekletildikten sonra 2000 g’de 10 dk
santrifiij edildi (Eppendorf® Centrifuge 5804, Hamburg, Almanya). Siipernatanlari
toplanan ornekler -80 °C buzdolabina kaldirildu.

3.13. Doku Toplanmasi ve Trimlenmesi

Serum ve BOS 0rnegi toplanan sakrifikasyon asamasindaki sigcanlarin
histopatolojik ve immiinohistokimyasal incelemeleri i¢in dokular1 da toplandi. Bu
doku toplama siireci i¢in PBS (fosfat tamponlu salin)’li paraformaldehit hazirlandi.
Paraformaldehit %4 liiktiir ve pH’1 7,4’e ayarlanmistir. Bu PBS’li paraformaldehit ile
transkardiyel perfiizyon yapildi.

Anestezi altindaki ve yukarida bahsi gegen kan 6rnegi toplanmis sakrifikasyon
asamasindaki sicanin karin ve toraks bolgesi tiim cildi agildi. Periton acilarak diyafram
serbestlendi. Ardindan toraks genis bir bolge olarak kostalarla birlikte agild1 ve kalp
tamamen erisilir hale getirildi. Sol ventrikiile hazirlanmig olan topuzlu ve kiint uglu
enjektor ile girildi. Enjektér ucu aort baslangicina kadar ilerletilip klemplendi.
Ardindan sag atriyuma, kanin drene olabilmesi igin kesi atildi. Yaklasik 60 mL’lik
enjektorler ile sogutulmus salin uygulamasi sag atriyumdan drene olan kanin
berraklasmasina kadar siirdiiriildii. Drene olan siv1 berraklaginca pH’1 7,4’e ayarlanmis
0,1 M PBS igerisinde % 4’liikk (agirlikga) hazirlanmis paraformaldehit ile perfiizyon
yapildi. 300 mL uygulama yapildi. Perflizyon islemi tamamlandiktan sonra sican
dekapite edilerek tiim beyni, ardindan spinal kordu, bilateral optik sinirleri ve bilateral

siyatik sinirleri alind.

Toplanan dokular tamponlu paraformaldehit igerisinde 24 saat +4 °C’de post-
fiksasyona maruz birakildi. Post-fiksasyon sonrasi beyin ile spinal kord dokusu Sekil

3.16°da gosterilmistir.
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Sekil 3.16. izole edilen beyin ve spinal kord dokular1 A. Beyin dokusu. B. Spinal

kord dokusu

Beyin dokulariin bolgesel incelemesinin yapilabilmesi igin sigan beyni
matriksi kullanilarak trimleme yapildi. Trimlemenin standart olabilmesi i¢in 200-400
gram si¢an beyni i¢in tasarlanan RBM-4000C (ASI-instruments, Warren, Michigan,
ABD) aparatindan yararlanildi. Beyin matriksi ile beyinlerin trimlenmesi ise Defazio
ve dig. (118)’nin belirttigi metodoloji ile yapildi. Bu metodolojiye gore A, B, C, D, E,
F, G ve H harfleri ile belirtilen 8 beyin kesiti elde edilmektedir. Calismamiz igin
trimlenen bir beyin dokusunun matriks igindeki ve trimlendikten sonra harfine goére
dizilmis hali Sekil 3.17°de paylasilmistir. Sekil 3.17A’da yer alan gosterimde
matriksin iizerine asetatli kalem ile isaretleme yapilmistir. Bu isaretlemelerin hemen
tistiindeki ilk kesit ¢izgisinde beynin koronal ekseni boyunca kesme islemi uygulandi.
Yukaridan asag1 dokularin kesit alinan yerleri sirastyla 6, 8, 10, 12, 14, 16, 19 ve 21.
kisimlardir. A, B, C, D, E, F, G ve H harfleri de sirastyla bu koronal kesitlere tekabiil
etmektedir. Paxinos Atlasi (119)’na gore ise A harfi bregma +3’e H harfi ise -10’a
denk gelmektedir.
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Sekil 3.17. Beyin matriksi icinde ve trimleme sonrasi beyin dokular1 A. Beyin
matriksi i¢ginde dorsolateral yiizii izerine yatirilmis beyin dokusu B. Trimlenmis beyin

dokusu

Beyin dokusunun haricinde alinan spinal kord dokusu da trimlendi. Spinal kord
dokusununun trimlenmesi ise sirasiyla servikal, torakal, lumbal ve sakral
boliimlerinden alman 0,5 cm’lik koronal kisimlar seklinde yapild:. Ilk 3 bdlge igin 2
doku kesiti, sakral i¢in ise 1 doku kesiti alindi. Bolgelerin anatomik ayrimi yapilirken
C8 servikal siniri, servikal veya lumbar bolgedeki kalinlagma, filum terminale yapisi
gibi nirengi noktalar1 ve ek olarak spinal sinir ¢ikintilarinin sayilmasi yontemi
kullanildi. Optik sinirler optik kiazma yapisiyla birlikte biitiin olarak, etraf dokudan
izole edilmek suretiyle trimlendi. Siyatik sinirler ise iki taraftan 1 cm’lik parga

seklinde trimlendi.
3.14. Doku Takibi ve Kesit Hazirlanmasi

Trimlenmis beyin dokular1t AB, CD, EF, GH Kesitleri beraber olacak sekilde 4
kaset; spinal kord dokular servikal, torakal, lumbal ve sakral ayri ayr1 olacak sekilde
4 kaset; optik sinir ve siyatik sinirler de 1 kaset olacak sekilde yerlestirildi ve

etiketlendi. Doku takip islemleri Oncesinde paraformaldehitin uzaklastirilmasi
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amaciyla cesme suyu altinda 2 saat siireyle yikandiktan sonra, rutin doku takip
islemleri otomatik doku takip cihazinda gergeklestirildi ve sirasiyla tanimlanan su
asamalardan gegirildi: Kisaca; sirasiyla %50 - %70 -%96 ve mutlak alkol serilerinde
birer saat bekletildikten sonra 2 seri ksilen, %50/%50 ksilen-parafin ve 2 seri parafin
istasyonunda 30 dk, 45 dk ve 45 dk siirelerinde tutuldu. Tim bu islemler
tamamlandiktan sonra dokularin parafin gomme islemine gecildi. Gomme islemi
sirasinda 1sitict tabla (Leica Biosystems, HI 1220 Flattening table, Illinois, ABD) ve
siv1 parafin saglayicisi (Leica Biosystems, EG1120 Paraffin Wax Dispenser, Illinois,
ABD) kullanildi. Dokular takip kasetleri igerisinden alind1 ve incelenecek yiizeyi alta
gelecek sekilde metal bloklara gomiilerek tizerlerine takip kasetlerinin kapaksiz hali
yerlestirildi. Bloklar sogumast i¢in sogutucu tabla (Maxotech, Cooling plate, Istanbul,
Tiirkiye) tizerine kondu. Parafinin katilasma siireci tamamlandiktan sonra parafin

bloklar demir bloklardan ¢ikarildi ve muhafaza edildi.

Parafin bloklardan kesitler tam motorize mikrotom ile alind1 (Leica
Biosystems, RM2255, Illinois, ABD). Kesitlerden bilateral degerlendirme de
yapilacagindan tamamen diiz ve iki tarafi esit kesitler i¢in 6nce gerektiginde tiraslama
yapildi. Kesitler 3 veya 5 um kalinliginda alindi. Alinan kesitler 48 °C’de ayarli su
banyosu (Leica Biosystems, HI 1210 Water bath, Illinois, ABD) iizerine alindiktan
sonra lamlara gecirildi. Lamlar immiinohistokimya da yapilacak olmasi dolayisiyla
pozitif yiiklii olarak temin edildi. Uzerinde kesit bulunan lamlar en yiiksek sicaklii 56
°C olacak sekilde 3 saat etiivde tutuldu. Etiivden alinan kesitler muhafaza edildi.

3.15. Histopatolojik incelemeler

Beyin ve omurilik dokularinda deneysel otoimmiin ensefalomiyelit ve
demiyelinizasyona ait karakteristik histopatolojik degisikliklerin ortaya konabilmesi
icin hematoksilen ve eozin (HE) boyamasi ve luksol hizli mavi (luxol fast blue) ile

kresil viyole (cresyl violet)’nin beraber kullanildigi LFB/CV boyamasi yapildi (120).

Hematoksilen eozin boyama protokoli su sekildedir:  Kesitler,
deparafinizasyon i¢in 10 dakika siireyle iki seri ksilende bekletildikten sonra sirasiyla
absolii alkol, %95, %70 ve %50’lik alkol ¢ozeltilerinde 5’er dakika bekletildikten
sonra distile suya alinarak rehidre edildi. Harris hematoksileni boyasinda 5 dakika

bekletilen kesitler gesme suyunda yikandi. Lityum karbonat soliisyonunda dekolorize
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edilerek ¢esme suyunda tekrar yikama yapildi. Sonrasinda 1 dakika siireyle de eozin
boyamasi yapildi. Ardindan yiikselen alkol yiizdesiyle (%50 — 70 - 80 — 90 ve absolii
alkol serileri) dehidrasyon siirecine gegildi ve ksilen ile 5 dakikalik iki bekleme seansi

yapildi. Ksilenden alinan kesitler, entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

LFB/CV boyamas: ise satin alinan ticari kitin foylinde yer alan Oneriler
dogrultusunda yapildi (Diapath S.p.A., 010226, Luxol fast blue acc. Kluwer — Barrera,
Martinengo, Italya). Kesitlere ilk olarak deparafinizasyon ve %95 alkole kadar
hidrasyon uygulandi. Ardindan kesitlere LFB uygulanarak 60 °C’deki etiivde
inkiibasyon yapildi. %95°lik etil alkol ile kristal kaybolana kadar yikanan kesitler
distile sudan gegirildi. Lityum karbonat ile yarim dakikalik muamele sonrasindaki
basamakta 1s1tk mikroskopu ile gri cevher yapilarmin beyaz cevher yapilarindan
ayriminin yapilabildigi kontrol edildi. Ardindan %70’lik etil alkol uygulanan
kesitlerdeki miyelin yapilarinin maviye dondiigii mikroskop ile tekrar kontrol edildi.
Iki kere distile sudan gegirilen kesitlere 10 damla CV ve 5 damla aktive edici asit
tamponu damlatildi. Sonrasinda 15 dakika 56 °C’ye ayarli etiivde bekletildi.
Kesitlerdeki Nissl tanecikleri pembelesene kadar %95°lik etanol uygulandi. Son olarak

ksilenden gecirilen kesitler entellan damlatilarak lam ile kapatildu.

HE boyamasi ile beyin ve omurilik dokularinda gliozis, perivaskiiler ve
meningeal inflamasyon, mikroglia, akson veya ndron dejenereasyonu incelendi.
Hasarin hi¢ olmamasindan kademeli olarak yiikselisine sirasiyla 0; 1; 2; 3; 4 ve 5
seklinde skor verildi (121). Bu skor inflamasyon skoru olarak kayit edildi. LFB/CV
boyasi ile demiyelinizasyon degerlendirmesi de 0 ile 4 arasindaki skalada yapildi (120,
122). Referans degerlendirmede de uygulandig sekilde spinal kord kesitleri igin kabul
gormiis 0 ve 4 arasindaki skorlama yapildi. Beyin igin yapilan incelemelerde ise daha
once belirlenmis olan miyelin boyamas: skorlamasinin ¢alismamiza uyarlanmis hali
kullanildi (123). Fakat bu degerlendirmede bolgelerin incelenmesi ayri yapildi.
Trimlenen dokularda C ve D beyin bolimlerinde subpial korteks, hipokampiis,
l6komalazi ve perivaskiiler demiyelinizasyon seklinde 4 alt kategoride skor verildi.
Histopatolojik degerlendirmede trinokiiler arastirma mikroskopu (Olympus BX51,
Tokyo; Japonya) ile dijital kamera (Olympus DP25, Tokyo, Japonya) ve bilgisayar
programi (Olympus DP2-BSW, Tokyo, Japonya) kullanildi. Degerlendirmeleri yapan



47

degerlendirici patoloji alaninda ve daha 6zel olarak demiyelinizasyon konusunda

tecriibeli idi. Deney gruplari agisindan kor ¢aligilda.
3.16. Immiinoperoksidaz incelemeler

Calismamizda, demiyelinizasyon derecesi ve demiyelinize alanlardaki
mikroglial aktivitenin kantifiye edilmesi amaciyla immiinoperoksidaz test ile, ilgili
antijenik yapilar ortaya konularak analiz edildi. Incelenen kesitteki miyelin kaybimin
belirlenmesinde temel miyelin protein (myelin basic protein — MBP) ve mikroglial
aktivitenin belirlenmesinde iyonize kalsiyum baglayici adaptor molekiilii 1 (ionized
calcium-binding adapter molecule 1 — IBA1) antijenlerine spesifik antikorlar
kullanilarak indirekt immiinoperoksidaz test gerceklestirildi. Immiinoperoksidaz
testler otomatize immiin boyama cihaziyla (Leica Biosystems, BOND-MAX Fully
automated IHC staining system, lllinois, ABD) yapild1 (Sekil 3.18).

MBP boyamas i¢in primer antikor olarak poliklonal tavsan antikoru (BSB
5779, Bio SB, Santa Barbara, ABD) kullanildi. Kullanima hazir formdaki antikor geri
¢cekme (retrieval) soliisyonu olarak etilen diamin tetra asetik asitte (EDTA) 20 dk
kaynatildi ve 45 dk inkiibasyon siiresi uygulandi. Sekonder elemanlar i¢in cihaz ile
uyumlu kullanima hazir kitten (Leica Biosystems, DS9800, BOND Polymer Refine
Detection, Illinois, ABD) yararlanildi. Bu kit igerisinde, peroksit blogu, post primer,
polimer reaktifi, diaminobenzidin (DAB) kromojen ve hematoksilen karsi boyasini
icermektedir. Kesitler, hidrojen peroksit i¢in 10 dk; post primer i¢in 8 dk; polimer
reaktifi igin 8 dk; DAB kromojen igin 8 dk; hematoksilen i¢in 10 dk bekleme siirelerine
tabi tutuldu ve her basamakta yikama solusyonuyla yikandi. Ardindan dehidre edilip

entellanla kapatildi. Uygulamalar i¢in pozitif kontrol olarak beyin dokusu kullanildi.
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Sekil 3.18. Tam otomatik immiinohistokimya boyama cihazi.

Histokimyasal boyamalarda oldugu gibi MBP i¢in de beyinde C ve D trimleme
bolgelerinden alinan kesitler kullanildi. MBP ile demiyelinizasyon degerlendirmesi
icin MBP boyali alanin nicelik olarak sayim1 yapildi (124). Bunun i¢in agik erigimli
Image] yazilimi (https://imagej.net/ij/, NIH ImageJ software, ABD) kullanildi. MBP

hesaplamalar1 icin subpial korteks, hipokampiis, beyaz cevher, spinal kord beyaz
cevheri ve spinal kord gri cevheri i¢in inceleme yapildi. Sekil 3.19°da beyinde analizi
yapilan bolgelerin 6zet gosterimi yapilmistir. Sekil 3.19°da kullanilan beyin kesiti
gorseli bu caligmada boyanan dokulardan olusturulmus olup ilgili kesitte tiim alanlar
gezilerek 4X biiyiitmede g¢ekilen 28 adet fotografin, Photoshop® (Adobe Inc., ABD)

programi ile tist tiste birlestirilmesi sonucu elde edilmistir.


https://imagej.net/ij/
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Sekil 3.19. MBP ile boyanmis subgross doku goriintiisii iizerinde analizi yapilan

gri ve beyaz cevher beyin bdlgelerinin gosterimi. (Kirmizi gosterimler beyaz

cevherin, mavi gosterimler ise gri cevherin incelenen bolgeleridir)

MBP o6lglimleri i¢in kesitlerin ayni alanindan ayni biiyiitmede fotograflar
¢ekildi. Ardindan bu fotograflar ImagelJ yaziliminda agilarak “Image = Color - Split
Channels” seklindeki siralamayla (mavi), (yesil) ve (kirmizi) olarak 3 farkli fotograf
haline getirildi. Miyelin boyamasi (mavi)-kodlu sekilde belirlendi. Sonrasinda ilgili
fotograf secilip “Image = Adjust = Threshold” seklindeki siralamayla sekil tizerinde
ilgi alanlarimiz1 renk skalasinda kirmizi boyamamizi saglayacak ayar sayfast acildi.
Ayar sayfasinda ilgi alanlarinin boyandigindan ve kenar boyamasi (edge staining) gibi
giiriiltii olabilecek koyulukta alanlarin boyanmadigindan emin olunduktan sonra
“Apply” denilerek siyah/beyaz goriintii elde edildi. Programda “Analyze —> Set
Measurements” kismindan ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum
degerleri secildi. Ardindan analizi yapilan sekilde -ilgi alaninin gekline gore tiim
fotograf ise dikdortgen ¢izim ile veya dagmik bir sekil ise tamamen elle belirleme
secenekleri ile- ilgi alan1 segildi. Son olarak da “Analyse > Measure” siralamasi ile

Ol¢iim yapildi. Elde edilen ortalama degerler, analiz edilen fotograf i¢in miyelin
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miktari olarak kayit edildi. Tiim bu anlatim siiregleri Sekil 3.19’da 6rnek bir boyama

fotografi lizerinde gorseller ile agiklanmustir.

4 Threshold
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Sekil 3.20. MBP immiinohistokimya boyamasi analizi icin ImageJ programu ile
degerlendirme. A. Subpial korteks alanindan gekilen hematoksilen ve MBP ile
immiinohistokimyasal boyanmis fotograf. B. A’daki gorselin ImageJ programinda
renk ayrimi yapildiktan sonraki (mavi)-miyelin yapisi gorseli. C. A’daki gorselin
ImagelJ programinda renk ayrimi yapildiktan sonraki (kirmizi)-¢ekirdek yapist gorseli.
D. B gorselindeki miyelin boyasinin F gorselindeki esik deger ayariyla elde edilen ve
miyelinin kirmizi renge boyandig1 goriintii. E. D gorselinin siyah/beyaz analize hazir
hali. F. Esik deger ayarlamasmin yapildigi program ekrani. (MBP: temel miyelin

protein)

Allogreft inflamatuar Faktor 1 (Allograft Inflammatory Factor 1, AIF1) olarak
da bilinen IBAT1 proteininin beyin ve spinal kord dokularinda mikroglia aktivasyonu
tayini i¢in boyamasi yapildi. IBA1 boyamasi igin monoklonal antikoru (Thermo Fisher
Scientific, MA5-27726, monoklon: GT10312, ABD) kullanildi. Boyama igin 1:100
diliisyon uygulandi. 20 dk EDTA’da kaynatilma ve sonrasi siiregleri i¢in yukarida
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MBP boyamasinda belirtilen yontemin aynisi takip edildi. Beyin hiicreleri igerisinde
IBA1 geni ¢ok kuvvetli ve spesifik olarak mikroglialar icerisinde eksprese
edilmektedir. Bu sebeple beyindeki mikroglia aktivasyonunu gostermekte oldukca
spesifik bir belirteg oldugu diisiiniilmektedir (125). IBA1+ boyanan hiicrelerin
morfolojik oOzellikleri ile aktivasyon tayini yapilabildigi gibi belli bir alandaki
mikroglia sayisinin belirlenmesi ile de mikroglial aktivasyon tayini yapilabilmektedir
(126). Calismamizda da ¢esitli bolgelerden belli biiyiikliikteki alana diisen IBA1+

hiicre sayisi belirlenmistir.

Analizi yapilan alanlar trimlenen beyin bolgeleri C ve D’den alinan kesitlerden
secildi. MBP boyamasi ile ayni kesitlerin eslenigi olarak alindi. MBP’de bahsedilen
subpial korteks, hipokampiis, beyaz cevher, spinal kord beyaz cevheri ve spinal kord
gri cevheri alanlar1 degerlendirildi. Fakat burda MBP’den farkli olarak demiyelinize

ve demiyelinize olmayan alanlarin ayri incelemesi yapildi.
3.17. Viicut Sivilarinda Sitokin Seviyeleri Tayini

Serum Ornegi toplama islemleri daha 6nce ayrintili olarak anlatilan sicanlarin
bu 6rnekleri ile Tiimér Nekrozis Faktor - Alfa (TNF-0) ve Interlokin-1beta (IL-1pB)
degerleri ¢alisildi. Bu inceleme ic¢in enzim bagli immiinosorbent deneyi (ELISA)
yontemi kullanildi. TNF-o (ELK Biotechnology, ELK1396, Denver, ABD) ve IL-1
(ELK Biotechnology, ELK1272, Denver, ABD) icin ELISA deneyleri satin alinan
ticari kitler ile yapildi. Deney asamalar1 firmanin deney foyli Onerisine gore
gerceklestirildi. Spektrofotometrik Olctimlerin  (Multiskan GO, Thermo Fischer
Scientific, ABD) ikisi de 450 nm’de yapildi. Bu deneylerin yapilmasinda sinirli sayida
ornek test edilebildiginden sadece ana deney gruplari ve ana zaman kesitleri i¢in sonug

elde edildi.
3.18. Elektrofizyoloji incelemeleri

Elektrofizyoloji deneyleri ile, olusturulan sican modelinde periferik sinir
tutulumu olup olmadigi, tutulum var ise zamansal degisimi ve sicanlarda goriilen
allodini ile periferik sinir hipo/hipereksitabilite iliskisinin degerlendirilmesi
amagclandi. Minimal-invaziv bir yontem olmasi avantajiyla tekrarlanabilir ve deney

protokoliiniin devam etmesi saglanabilir oldugu i¢in daha 6nce Teixeira ve dig. (127)
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tarafindan fare kuyruk siniri ve kasinda yapilan teknik kullanildi. Bu elektrofizyoloji
tekniginde, temel olarak bir sinirin govdesi elektriksel olarak uyarildiginda yanit
olarak uyarilan tiim sinir veya kas fibrillerinin birlikte aktivitesi sonucu olusan bilesik
aksiyon potansiyeli (Compound Action Potential, CAP) kayd1 yapilmaktadir. Sinirden
alinan kayitlardaki duyusal sinir kaydi “bilesik sinir aksiyon potansiyeli” (Compound
Nerve Action Potential, CNAP) olarak; motor sinir kaydi “bilesik kas aksiyon

potansiyeli” (Compound Muscle Action Potential, CMAP) olarak adlandirilmaktadir.

Elektrofizyolojik kayitlarin alinacagi deney diizenegine ait aparatlar Sekil
3.21°de gosterilmistir. Elektriksel uyarilar kare dalga uyari tireten stimiilator (Grass
Instrument, S44, Massachusetts, ABD) ile verildi. Stimiilatérden ¢ikan uyari sabit
akim tnitesi (Stimulus isolation and Constant Current Unit, YSED, Ankara, Tiirkiye)
ile sabit akima gevrildi ve izole edildi. Anot ve katot seklinde iki elektrotla ¢ikisi
saglandi. Aksiyon potansiyellerinin kaydi anot, katot ve toprak elektrotlar1 10X
“headstage” (Aywray, YSED; Ankara, Tiirkiye)’e baglanarak alindi. Kullanilan 5
elektrodun timii igne elektrot idi (Grass Instruments, Massachusetts, ABD).
Sonrasinda, yiikseltici (Kaldiray, DC amplifier, YSED, Tirkiye) ile sinyaller
amplifiye edildi. Verilerin dijitasyonu veri toplama sistemi (PowerLab/8sp,
ADlInstruments, Avustralya) ile yapildi. Bilgisayardaki elektronik kayitlar ise
bilgisayar programi (LabChart 7, ADInstruments, Avustralya) ile elde edildi. Elde
edilen kayitlarin degerlendirmesi de ayni yazilimin okuma programi (LabChart 8
Reader, ADInstruments, Avustralya) ile yapildi. Ek olarak, siganlarin tim
elektrofizyolojik kayitlar: giirtiltiiyli 6nlemek amaciyla olusturulmus faraday kafesi

i¢inde alind1.
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Sekil 3.21. Elektrofizyoloji deney diizenegi parcalari. A. Dijitizasyon igin veri
toplama cihazi. B. Stimiilatér. C. Uzerinde gii¢ kaynagi ile beraber sabit akim iinitesi
ve stimulus izolasyon {initesi. D. Kaldiray. E. Aymray. F. Igne elektrotlar. G.

Homeotermik battaniyenin kontrol {initesi

Sicanlarin anestezisi 90 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazinin ip uygulamasi
ile elde edildi. Anestezisinin oturdugundan emin olunan sigan, viicut sicakliginin
deney stiresince 37 °C’de sabit kalmasini saglayacak homeotermik battaniye (Harvard
Apparatus, ABD) iizerine alindi. Sicana rektal prob yerlestirildikten sonra kuyruk
uzunlugu 6l¢iildii. Deney siiresince calisilan sicanlarin kuyruk uzunlugu ortalamasi
yaklasik 17 cm olarak tespit edildi ve bu uzunluga bagli olarak islem yapildi. Deney
protokoliimiize gore ilk olarak CNAP kaydi alindi. Bu kayit i¢in sicanin kuyrugunda
distal u¢ 0 cm kabul edilerek; 5,5 ve 6,5 cm noktalarina stimiilasyon elektrotlarinin
sirasiyla anot ve katot olani, 8 cm noktasina da toprak elektrodu yerlestirildi. Ek olarak
kaydin alinmasi i¢in 11 ve 12 cm noktalarina da kayit elektrotlarinin sirasiyla anot ve

katot olan1 yerlestirildi (Sekil 3.22, kirmiz1 gosterim). Elektrotlar yerlestirildikten ve



54

sicanin viicut sicakligi sabitlendikten sonra bazal CNAP kaydi alindi. Bu kayaitta ilk
olarak 4 V, 300 us, 2000 pA ile bazal kayit elde edildi. 2 ms gecikme (delay) konularak
sinyallerin goriiniirliigii artirildi. Bazal CNAP kaydi elde edildikten sonra stimiilasyon
siddeti-yanit egrisinin ¢izilmesi i¢in 100 pA ile baslanip 100, 200, 400, 600, 800, 1000,
1200, 1400, 1600, 2000, 2400 ve gerektiginde 3000 pA ile aksiyon potansiyeli kaydi
alindi. Refrakter periyot (RP) kaydi i¢in ise elektrotlarin yeri ayni sekilde birakild ve
stimiilator ayarlar1 degistirildi. Stimiilasyon siiresi 60 us’ye dusiiriiliirken uyar1 kismi
tekliden (single) ¢iftliye (twin) alindi. Gecikme kismi1 0,2 ms’den baglanarak gerekli
stirelere kadar kayit boyunca artirilarak arastirma yapildi. Sabit akim iinitesindeki
akim ayari da 5000 pA’e ayarlandi. Refrakter periyot kaydi igin iki ard arda
stimiilasyonun tamamiyla tek aksiyon potansiyeli olusturdugu en yiiksek siire ve iki
ard arda stimiilasyonun ayr1 ayri tamamamiyla iki aksiyon potansiyeli olusturdugu en
diistik siire arastirildi (Sekil 3.24). CNAP kaydi tamamlandintan sonra CMAP kaydina
gecilmesi igin elektrotlarin yeri degistirildi. Uyar1 elektrotlarinin anot olan1 sol arka
pati bilek i¢c kismina, katot olani ise kuyruk proksimal ucundan 1 cm distale
yerlestirildi. Sirasiyla 4 cm; 5,5 cm ve 6,5 cm kuyruk proksimal ucundan mesafelere
toprak ve kayit elektrotlarinin anot ile katot olanmi yerlestirildi (Sekil 3.22, siyah
gosterim). CNAP kaydi ile benzer sekilde bazal kayit, stimiilasyon siddeti-yanit kaydi
ve refrakter periyot kaydi yapildi. Siganlarin kuyrugunda belirtilen noktalara elektrot
yerlestirilmesi karar1 ise On kayitlarla belirlendi. Alinan aksiyon potansiyelinin
degerlendirmeye imkan saglayabilecek biiyiikliikte olmasini saglayan mesafe
secimleri yapildi. Ek olarak, kuyrugun distal ucuna dogru incelme egilimiyle ¢ok ince
bir bolgede elektrodun ¢ikma ihtimali ve yeteri sinir lifinin uyaridan etkilenebilmesi

kaygis1 onlenmeye calisildi.
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Sekil 3.22. Duyusal ve motor sinir potansiyeli kaydi protokolii (Kirmizi renk ile
gosterilen kisim duyusal sinir potansiyeli kaydina, siyah renk ile gosterilen kisim ise
motor sinir potansiyeli kaydina ait sematizasyondur. Bu sekil Biorender.com
uygulamasi ile bu uzmanlik tezi i¢in hazirlanmis ve YW26A13DGM kabul kodu ile

yayinlanma lisanst alinmaistir.)

Periferik sinirden alinan aksiyon potansiyeli kaydinda latans incelemesi
yapilarak demiyelinizasyon, amplitiid incelemesi yapilarak aksonal hasar ve/veya
demiyelinizasyon ve maksimum amplitiidiin yarisini olusturan stimulus akimi
incelemesi yapilarak eksitabilite durumu degerlendirildi. Ek olarak sinirin refrakter
periyodu incelemesi ile de ek bir eksitabilite parametresi daha arastirildi. CNAP
kaydinda degerlendirme yapilirken incelenen degerler Sekil 3.23’te gosterilmistir.
Latans degiskeni stimulusun baslama ani ile en yiiksek aksiyon potansiyelinin
ol¢iildiigli zaman arasinda gecen siiredir. Amplitiid degiskeni ise aksiyon
potansiyelinin en yliksek degeri ile en diisiik degeri arasindaki farktir. CMAP kaydinda
incelenen degiskenlerin de hesaplama metodolojisi aynidir. Eksitabilite durumu
hesaplamasinda maksimum amplitiidiin yaris1 amplitiid degerini olusturan stimulus
siddetinin degeri kullanildi. Bu deger SIS0 (stimulus intensity) olarak ifade edildi.
Refrakter periyot belirlenmesinde iki ayr1 deger olciildii. ilk refrakter periyot
degerlendirmesinde, ikinci aksiyon potansiyelinin olusmadigr maksimum stimuluslar
aras1 siire kullanildi. Diger degerlendirmede ise ikinci aksiyon potansiyelinin tam

anlamiyla olusmasini saglayan minimum stimuluslar arasi siire kullanildi.
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Sekil 3.23. Bilesik aksiyon potansiyeli kaydindan 6rnek bir trase ve latans ile

amplitiid degiskenlerinin hesaplamasi gosterimi.

s A 15 B
10- 10
os | l o0s. |
Z 00- 2z op
3 a
5 W A o ' 05 .
1,0 1,0
15+ 15
100 0n
Z >
2 ® Z ®
A S S e T I U 0y e N — — —
e 1 2 3 4 5 ms 0 i 2 3 4 5 ms

] o . .
¥~ En yiiksek siire arali ¥~~~ En diiik siire aralig



Sekil 3.24. Refrakter periyot hesaplamalar1 A. Sadece tek aksiyon potansiyeli
olusturan ¢iftli uyarmin en yiiksek stire aralifi. B. Tamamiyla iki ayr1 aksiyon

potansiyeli olusturabilen ¢iftli uyarinin en diisiik siire araligi.
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Sekil 3.25. Bilesik motor aksiyon potansiyeli kaydina ve refrakter periyot
arastirllmasi siirecine dair sirah trase gorselleri. A. Stimuluslar arasi stire 0,92 ms.
B. Stimuluslar arasi siire 0,99 ms. C. Stimuluslar arasi siire 2,00 ms. D. Stimuluslar
arasi siire 2,55 ms. E. Stimuluslar arasi siire 2,80 ms. F. Stimuluslar arasi siire 3,05

ms.

3.19. Pentoksifilin Uygulamasi

Pentoksifilinin (Trentilin, Santa Farma ila¢ Sanayi A.S., Istanbul, Tiirkiye) 50
mg/kg ve 100 mg/kg sigan dozlar1 kullamldr (18). ilacin uygulama ¢ozeltisi 20 mg
etkin madde/1 mL izotonik ¢6zelti (salin) seklinde idi ve enjeksiyonlar intraperitoneal
(ip) olarak yapildi. Sigan basina uygulanan sivi dozu ise 5 mL/kg si¢an seklinde idi.
Akut uygulamalarda (50 mg/kg sican) da enjeksiyon yapilan sivi miktariin ayni
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olmasi i¢in 10 mg etkin madde/l mL izotonik ¢ozelti hali kullanildi. Kontrol

gruplaria da 5 mL/kg sican dozunda salin uygulandi.

Akut uygulama haricinde ilacin uygulama dozu 100 mg/kg sigan’di. Tim
uygulanma donemi boyunca her giin enjeksiyon yapildi. Haftalik deneyler yapilirken
once o haftanin deneyi yapildi ve ardindan o giinkii enjeksiyon yapildi. Sonrasinda

akut etki de incelendi.

Pentoksifilin etkisinin arastirildigi protokolde, Ostrus donemlerinde tiim
sicanlarin acik kolda gecirdigi silire belirgin diisiik oldugundan ve bu donemde
degerlendirme yapildiginda maskeleme yapabileceginden sicanlarin didstrus

doneminde test edilmesine karar verildi.
3.20. Istatistiksel Metodoloji

Calismamiz verilerinin analiz edilmesinde GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, Boston, ABD) ve SPSS Statistics 22 (IBM, New York, ABD) programlari
kullanildi. Veriler ortalama + standart hata (Standart Error of the Mean, SEM) olarak
belirtildi. p<0,05 degeri anlaml kabul edildi.

Tim deney gruplart analiz yapilmadan once “Shapiro-Wilk testi” ve
“D’Agostino-Pearson testi” ile normallik dagilimi agisindan arastirildi. Gruplardan en
az birinin normal dagilmadigi durumlarda non-parametrik tesler, tiim gruplar normal
dagildiginda ise parametrik testler segildi. Iki grubun sayisal &lgiimlerinin
kiyaslanacagi durumlarda “Bagimsiz 6rneklem t testi” veya “Mann-Whitney U testi”
kullanild1. 2’den fazla grubun sayisal dl¢timlerinin kiyasinda ise “tek yonlii ANOVA
(varyans analizi, Analysis of Variance) testi” veya “Kruskal-Wallis testi” yapildi. “Tek
yonlic ANOVA testi” sonrasi ¢oklu karsilagtirmalar i¢in “Tukey testi”; “Kruskal
Wallis testi” sonrasi ¢oklu karsilastirmalar i¢in ise “Dunn testi” posthoc test olarak
secildi. 2°den fazla grubun en az 2 ayr1 hafta veya siklus donemi gibi 2 degiskenli
kiyaslar1 i¢in “iki yonlii ANOVA testi” yapildi. Ayni deney hayvaninin tekrarl
Olgtimleri durumunda ise “tekrarlayan olgtimler igin iki yonlit ANOVA testi” segildi.
Bu ANOVA testleri sonrasinda da ¢oklu karsilastirmalar i¢in “Tukey testi”; “Dunnett

testi” veya “Sidak testi” posthoc test olarak uygulandi.
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Iki sayisal 6l¢iim arasindaki iliskinin arastirilmasi i¢in parametrik test olarak
“Pearson testi”’; non-parametrik test olarak ise “Spearman testi” kullanildi. Bu testler
sonucu elde edilen r degeri 0,2-0,4 arasinda diisiik diizeyli; 0,4-0,6 arasinda orta
diizeyli; 0,6-0,8 arasinda yiiksek diizeyli ve 0,8-1 arasinda ise ¢ok yiiksek diizeyli iliski
olarak yorumlandi. Sayisal 6l¢iim degeri ile tan1 koymada esik deger belirlemek igin
ROC (Receiver-Operating Characteristic) egrisi analizi yapildi. Belirlenen duyarlilik
ve Ozglllik degerlerinden Ozgiilliikten daha az olacak sekilde 6diin verilerek esik

deger secildi.
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4. BULGULAR
4.1. LPS’nin KBB Permeabilitesi Uzerine Etkisi

LPS’nin KBB permeabilitesinde artis yapan dozunun belirlenmesi igin iv
verilen evans mavisinin beyin dokusuna ekstravazasyonunu temel alan yontem
kullanildi. 4. saatte si¢anlarin tiim beyinlerinde degerlendirilen evans mavisi
konsantrasyonu Salin, 1 mg/kg LPS ve 4 mg/kg LPS gruplar i¢in benzer bulundu
{F(2,7)=2,399; p=0,1609}. 18.saatte yapilan deneylerde ise gruplar arasinda fark
bulundu {F(2,7)=131,7; p<0,0001}. Coklu karsilastirmalar sonucunda Salin ve 1 mg
LPS grubu arasinda fark olmadigi; 4 mg/kg LPS grubunda Salin ve 1 mg/kg LPS
gruplarina goére evans mavisi konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu belirlendi
(p<0,0001). 1 mg/kg LPS 4. ve 18. saatlerde KBB permeabilitesini degistirmez iken 4
mg/kg LPS uygulamasi 18. saatte KBB permeabilitesini artirdi. Sekil 4.1°de gruplara
ait degerlerin bar grafigi paylagilmistir.
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Sekil 4.1. LPS’nin 4 ve 18. saatlerde KBB permeabilitesi iizerine etkisi. 4. saatte
LPS hem 1 mg/kg hem de 4 mg/kg dozda permeabilite degisikligine yol agmadi. 18.
saatte 4 mg/kg LPS ile KBB permeabilitesi Salin ve 1 mg/kg LPS gruplarina gore
artmistt (****p<0,0001). (Gruplar arasinda “tek yonlii ANOVA testi” yapildiktan
sonra ¢oklu karsilastirmalar igin posthoc “Tukey testi” kullanilmistir. Bar grafikler
ortalama+standart hata gostermektedir. Grup basina n=3-4’tiir. LPS: Lipopolisakkarit)
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LPS’nin KBB permeabilitesi iizerine etkisinin degerlendirildigi bu deneylerde
etkinin bolgesel ayrimimin yapilmasi i¢in korteks, orta beyin, hipokampiis ve
serebellum beyin bolgeleri ayr1 ayri analiz edildi. 4. saatte Salin, 1 mg/kg LPS ve 4
mg/kg LPS gruplar1 arasinda tiim beyin bolgelerinde evans mavisi konsantrasyonu
benzer bulundu {F(2,28)=2,327; p=0,1162}. 18. saatte yapilan deneylerde ise 4 mg/kg
grubunda diger gruplara gore korteks (p<0,0001), orta beyin (p<0,01) ve
hipokampiiste (p<0,0001) belirgin KBB permeabilitesi artis1 oldugu belirlendi
{F(2,36)=247,9; p<0,0001}. Serebellumda 18. saat de dahil olmak tiizere bakilan

zaman dilimlerinde 4 mg/kg LPS ile belirgin bir permeabilite degisikligi saptanmadi.
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Sekil 4.2. LPS’nin korteks, orta beyin, hipokampiis ve serebellum olarak izole
edilen beyin alanlarindaki KBB permeabilitesine bolgesel etkisi. A. 4. saat. 1
mg/kg ve 4 mg/kg LPS’nin gesitli beyin bolgelerindeki KBB permeabilitesi {izerine
etkisi yoktu (p>0,05). B. 18.saat. 4 mg/kg LPS grubunda korteks, orta beyin ve
hipokampiis bolgelerinde Salin ve 1 mg/kg LPS gruplarina gére KBB permeabilitesi
daha fazla idi, sadece serebellumda gruplar arasinda fark yoktu (sirasiyla p degerleri
***¥*<0,0001; **<0,01; ****<0,0001; >0,05). (Gruplar arasinda “iki yonli ANOVA
testi” yapildiktan sonra ¢oklu karsilastirmalar i¢in posthoc “Tukey testi”
kullanilmistir. Bar grafikler ortalama+standart hata gdstermektedir. Grup basina n=3-
4’tiir. LPS: Lipopolisakkarit)



62

4.2. Modelin Olusturulmasi Deneylerinde Sicanlarin Genel Klinik Seyri ve

Viicut Agirhg:

Deney stirecimizde siganlardan sadece bir tanesi LPS enjeksiyonu sonrasi 61di;
1 tanesi de kronik siirecte DOE skoru 5’e ulastigi i¢in sakrifiye edildi. Bu durumlar
haricinde herhangi bir mortalite gergeklesmedi. Mortalite disindaki diger bulgular ek

gorsel bulgular olarak ileriki boliimlerde anlatilmastir.

Modelin olusturulmasi ve davranissal karakterizasyonu deney setine ait siiregte
siganlarin viicut agirliklart Slgiildii. 6 grubun verisi ayni grafikte paylasildiginda
okunma zorlugu olusturdugundan Sham, MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplar1 bir
grafikte CFA, Sham+LPS ve CFA+LPS gruplari da ikinci bir grafikte gorsellestirildi.
Istatistiksel analizler ise tiim gruplar: birlikte kapsayarak yapildi. Bu gosterim sekli
ilerleyen veri paylasimlarinda da kullanildi. Gruplara gore tiim deney siiresince viicut
agirligr degisimi incelendiginde gruplar arasinda fark bulundu {F(80,621)=3,952;
p<0,0001}. Gruplarin tim Ol¢iimlerdeki ortalama viicut agirliklart Sham, CFA,
MOG+CFA, Sham+LPS, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplari igin sirasi ile 275,7
0; 269,9 g; 267,8 g; 265,9 g; 259,4 g; 262,1 g olarak hesaplandi. CFA grubunun deney
stiresince viicut agirligi Sham grubunun viicut agirlig: ile benzerdi. MOG+CFA,
Sham+LPS, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplarinin deney siiresince viicut
agirhigr Sham grubuna gore daha diistiktii (sirasiyla p degerleri <0,001; <0,0001,
<0,0001; <0,0001; Sekil 4.3). 0. ve 21. giinde yapilan enjeksiyonlar sonrasi viicut
agirhigmin  yakin takibi i¢in gilinliik Olgimler de gosterilmistir. Deneylerin
baglangicinda siganlarin  viicut agirliklart yaklasgik 260 gram iken protokol
sonlandirildiginda ortalama agirliklar 260 - 310 gram arasinda olgiildi. LPS
enjeksiyonu yapilan gruplarin 21. giinden sonraki 6l¢iimlerinde belirgin viicut agirlig
diististi oldugu goriildii. Diisiis ortalamasi1 LPS uygulanan 3 grup i¢in 24. saatte 18,4 g;
48. saatte 15,8 g ve 72.saatte 10,0 g’d1, 1. haftasinda ise 7 g olarak hesaplandi. Bu

diisiis, protokoliin ayni giiniinde salin enjeksiyonu yapilan gruplarda ise gériilmedi.
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Sekil 4.3. Modelin olusturulmasi deneyleri siiresinde sicanlarin viicut agirhiklar
degisimi. A. Sham, MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarinin viicut agirhig
degisimleri. MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarimin viicut agirhgr Sham
grubuna gore deney siiresince daha diisliktii (sirasiyla p degerleri **<0,01 ve
****<0,0001) B. CFA, Sham+LPS ve CFA+LPS gruplarinin viicut agirligi
degisimleri. Sham+LPS ve CFA+LPS gruplarinin viicut agirligi Sham grubuna gore
deney siiresince daha diisiik bulundu (****p<0,0001). (“Tekrarlayan 6lgiimler igin iki
yonlii ANOVA testi” yapildiktan sonra posthoc “Tukey testi” yapilmistir. Cizgi
grafikler ortalama+standart hata gostermektedir. Grup basina n=8’dir. MOG: miyelin
oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit)

4.3. Modelin Olusturulmasi Deneylerinde Sicanlarin DOE skoru

Modelin olusturulmas1 ve davranissal karakterizasyonu deney protokolii

boyunca siganlarin her giin DOE skoru kayit edildi. Belirlenen en yiiksek DOE skoru
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5 en diisiik DOE skoru ise 0°d1. Belirlenen en yiiksek giinliik ortalama DOE skoru 49.
giinde MOG+CFA+LPS grubundaydi ve 1,44 bulundu. Siganlarin bireysel en yiiksek
DOE skorlarinin goriildiigii giinler ise 13, 14 ve 15. ginler oldu. MOG+CFA
uygulanan iki gruptaki tiim siganlarin LPS enjeksiyonuna kadar gegcen 3 haftalik
stirede DOE skorunun en az bir 6l¢iimde >1 olma olasiligr % 29,2 olarak hesaplandi.
Ayni1 donemde DOE skorunun en az bir 6l¢iimde 1 olma olasiligi %37,5; en az bir
Olgiimde 0,5 olma olasihig ise %83,3 bulundu. MOG+CFA+LPS grubundaki
siganlarin 3. hafta LPS enjeksiyonu sonras1t DOE skorunun en az bir 6l¢iimde >1 olma
olasilig1 %50; en az bir dlglimde 1 olma olasilig1 %91,7 ve en az bir 6l¢timde 0,5 olma
olasiligr %100 hesaplandi. 70 giinliik DOE skorunun gruplara gore seyri Sekil 4.4’te
gosterilmistir. Sham, CFA ve Sham+LPS gruplarinin DOE skoru 70 giin boyunca 0’d1.
DOE skoru MOG+CFA, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplarinda Sham, CFA ve
Sham+LPS gruplarma gore yiiksek bulundu {F(69,1122)=4,078; p<0,0001). Gruplar
arasinda her giin dl¢iilen DOE skoru tiim ikili grup kombinasyonlart i¢in kiyas edildi.
Sekil 4.4’te Sham grubuna ve rutin kullanilan DOE modeli olan MOG+CFA grubuna
kars1 fark belirlenen gruplar ozellikle gosterilmistir. Fakat bu gdsterim sirasinda
anlaml tiim p degerleri i¢in derecesinden bagimsiz tek “*” veya “#” isareti kullanildi.
MOG+CFA+LPS grubunun DOE skoru 9. giin itibari ile Sham grubundan yiiksekti.
Bu fark 19, 20 ve 21. giinlerde kayboldu ve 22. giinde geri olusup 70. giine kadar
devam etti. MOG+CFA grubunun DOE skoru ise 12. giin itibari ile Sham grubundan
yiiksek belirlendi. Bu fark 17. giine kadar devam etti. 17. giin sonrasi tim deney
stiresince Sham grubu ile benzerdi. CFA+LPS grubunun DOE skoru ise 23. giin itibari
ile Sham grubundan yiiksekti ve bu fark 36. giine kadar devam etti. DOE skoru 70.
giine kadar CFA+LPS grubu i¢in ortalamada 0’a hi¢ diismese de Sham grubuna gore
diger giinlerde fark saptanmadi (p>0,05). Olusturdugumuz modelin (MOG+CFA+LPS
grubu) bilinen rutin modele (MOG+CFA grubu) gore yapilan kiyas analizinde ise 24.
ginde fark saptandi ve MOG+CFA+LPS grubunun DOE skoru MOG+CFA
grubundan daha yiiksek bulundu (p<0,05). 24. giinde baslayan bu fark 70. giine kadar
devam etti ve sadece 63 ile 64. giinlerde bu fark tespit edilemedi. CFA+LPS grubunun
MOG+CFA grubuna gore yapilan kiyas analizinde ise DOE skorunun 24, 25, 26, 31,
32, 33, 34 ve 35. giinlerde CFA+LPS grubundan daha yiiksek oldugu bulundu
(p<0,05). Ek olarak CFA+LPS grubunun MOG+CFA grubuna gére DOE skorunun
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daha diisiik oldugu giinler ise MOG+CFA grubunun Sham grubuna gore farkli oldugu

giinler ile ayn1 olup sekilde gosterilmedi.
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Sekil 4.4. Modelin olusturulmasi deneylerinde giinlik DOE skoru. A. Sham,
MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarinin DOE skoru degisimi. MOG+CFA ve
MOG+CFA+LPS gruplarmin Sham grubuna goére DOE skoru yiiksek bulundu
(p<0,05). MOG+CFA grubunun 12-17. giinlerde; MOG+CFA+LPS grubunun ise 9-
18, 22-62 ve 65-70. giinlerde DOE skoru Sham grubuna gore daha yiiksek belirlendi
(*p<0,05). MOG+CFA+LPS grubunun ise 24-62 ve 65-70. giinlerde MOG+CFA
grubuna gore DOE skoru daha yiiksek saptandi (#p<0,05). B. CFA, Sham+LPS ve

CFA+LPS gruplarinin DOE skoru degisimi. CFA ve Sham+LPS gruplarinin DOE

skoru Sham grubu ile tamamen benzer iken CFA+LPS grubunun DOE skoru Sham
grubundan daha yiiksek bulundu (p<0,05). 23-36. Giinler arasinda CFA+LPS
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grubunun DOE skoru daha yiiksekti (*p<0,05). CFA+LPS grubunun MOG+CFA
grubuna gore DOE skorunun daha yiiksek oldugu giinler ise 24-26 ve 31-34. giinlerdi
(#p<0,05). (Genel grup kiyasinda “Tekrarlayan ol¢timler igin iki yonlit ANOVA testi”
yapildiktan sonra posthoc “Dunnett testi” yapilmistir. Cizgi grafikler ortalama deger
ve daha az koyulukta standart hata gostermektedir. Grup basmna n=12’dir. Glinliik
gruplar arasi analizler i¢in ise “tek yonlii ANOVA testi” yapilmig ve ardindan posthoc
“Tukey testi” kullanilmistir. Sham grubuna gore giinliik karsilastirma analizinde fark
bulunan gruplarin kendi renginde grup ortalamasi tizerine “*” simgesi konulmustur.
MOG+CFA grubuna gore giinliik karsilastirma analizinde fark belirlenen gruplarin da
kendi renginde ortalama verisi altina “#” simgesi konulmustur. Bu simgeler sadece
p<0,05 olarak degerlendirilmistir. DOE: Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit; MOG:
miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS:

Lipopolisakkarit)

4.4. Modelin Olusturulmasi Deneylerinde Davranis Bulgular

Siganlar protokol baslarken ve sonrasinda haftalik olarak agik alan arena testi
ile takip edildi. Tiim siganlarin 0. hafta toplam katettikleri mesafe ortalama + standart
sapma degeri 40,95+£14,28 m olarak hesaplandi. Belirlenen en diisiik haftalik ortalama
toplam katedilen mesafe 19,98 m ile MOG+CFA+LPS grubunun 7. haftasinda elde
edildi. Belirlenen en yiiksek haftalik ortalama toplam katedilen mesafe ise 49,56 mile
CFA grubunun 3. haftasinda belirlendi. Gruplarin zamana gore genel egilimindeki
kiyast yapildiginda fark belirlendi {F(50,348)=2,049; p<0,0001} ve MOG+CFA+LPS
grubunun toplam Kkatedilen mesafesinin Sham, CFA, MOG+CFA, Sham+LPS,
CFA+LPS gruplarina gore daha diisiik oldugu bulundu (sirasiyla p degerleri: <0,0001;
<0,0001; <0,05; <0,0001; <0,05). Haftalik olarak gruplar arasinda yapilan kiyaslar ise
Sham ve MOG+CFA gruplarina gore ayri ayri yapildi. MOG+CFA+LPS grubunun
toplam katedilen mesafesi 1, 2, 4, 5 ve 7. haftalarda Sham grubundan daha diisiik
bulundu (sirasiyla p degerleri: <0,01; <0,05; <0,05; <0,05; <0,05). MOG+CFA
grubunun da 1. ve 2. haftalarda Sham grubuna gore toplam katedilen mesafesi daha
diistiktii (p<0,05). CFA grubunun ise sadece 1. haftada toplam katedilen mesafesi

Sham grubundan diistiktii (p<0,05). Tiim bu analiz sonuglar1 Sekil 4.5’te p degerinin
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derecesine gore “*” simgesi ile gosterilmistir. CFA grubu i¢in birinci haftadan sonra
toplam katedilen mesafe ortalamasi sham grubunun istiine ¢ikti fakat fark
belirlenmedi. MOG+CFA+LPS grubunun MOG+CFA grubu ile kiyasinda ise 5, 7 ve
9. haftalarda MOG+CFA+LPS grubunun toplam katedilen mesafesi daha diisiik
belirlendi (sirasiyla p degerleri: <0,05; <0,01; <0,05). MOG+CFA grubu ile kiyasta
Sham+LPS grubunun 1 ve 2. haftalarda daha yiiksek toplam katedilen mesafeye sahip
oldugu belirlendi (sirasiyla p degerleri: <0,01 ve <0,05). MOG+CFA grubuna gore

kiyas sonuglar1 Sekil 4.5’te p degerinin derecesine gore “#” simgesi ile paylasiimistir.
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Sekil 4.5. Acik alan arena testinde gruplara gore haftalik toplam katedilen
mesafe. A. Sham, MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarinin haftalik toplam
katedilen mesafe degisimi. MOG+CFA+LPS grubunun diger tiim gruplara gore
toplam katedilen mesafesi daha diisiiktii (p<0,0001). MOG+CFA+LPS grubunun
Sham grubuna gore 1, 2, 4, 5 ve 7. haftalarda toplam katedilen mesafesi daha diisiiktii
(**p<0,01 ve diger tiimii *p<0,05). MOG+CFA grubunun ise sadece 1 ve 2. haftada
daha diisiiktii (*p<0,05). MOG+CFA+LPS grubunun MOG+CFA grubuna gore 5, 7
ve 9. haftalar da toplam katedilen mesafesi daha diisiik bulundu (#p<0,05; ##p<0,01
ve #p<0,05). B. CFA, Sham+LPS ve CFA+LPS gruplarinin haftalik toplam katedilen
mesafe degisimi. Sham grubuna gore sadece CFA grubunun 1. haftasinda fark vardi
ve CFA’nin mesafesi daha diisiiktii (*p<0,05). MOG+CFA grubu ile yapilan kiyasta
ise sadece Sham+LPS grubunun toplam katettigi mesafenin 1 ve 2. haftalarda daha
yiiksek oldugu bulundu (##p<0,01 ve #p<0,05). (Genel grup kiyasinda “Tekrarlayan
Olgtimler igin iki yonlii ANOVA testi” yapildiktan sonra posthoc “Tukey testi”
yapilmustir. Cizgi grafikler ortalama+tstandart hata degeri gostermektedir. Grup basina
n=12dir. Haftalik gruplar aras1 analizler igin ise aynit ANOVA testi sonras1 posthoc
“Dunnett testi” kullanilmistir. Sham grubuna gore haftalik karsilastirma analizinde

3232

fark bulunan gruplarin kendi renginde grup ortalamasi {izerine simgesi
konulmustur. MOG+CFA grubuna gore haftalik karsilastirma analizinde fark
belirlenen gruplarin da kendi renginde ortalama verisi altina “#” simgesi konulmustur.
Bu simgeler istatistiksel anlamliligin p degeri derecesine gore yerlestirilmistir. MOG:
miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS:

Lipopolisakkarit)

Sicanlarin agri-benzeri davraniglarinin belirlenmesi i¢in sag arka patiden
mekanik allodini degerlendirildi. Gruplar arasinda haftalik pati geri ¢ekme esigi
acisindan fark bulundu {F(50,378)=3,231; p<0,0001} ve MOG+CFA+LPS grubunun
pati geri ¢ekme esigi diger tiim gruplara gore diisiikti. CFA+LPS grubunun
MOG+CFA+LPS grubu hari¢ diger tim gruplara gore pati geri ¢ekme esigi daha
diistiktii. CFA ve MOG+CFA gruplarinin ise sadece Sham grubuna goére pati geri
cekme esi8i diisliktii. Sham+LPS grubu ile Sham grubunun pati geri ¢ekme esigi
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benzerdi. Bu analizlere ait posthoc Tukey testinden elde edilen diizeltilmis p degerleri
Tablo 4.1°de belirtilmistir.

Tablo 4.1. Von Frey filaman testi sonuclarimin gruplar arasindaki ikili

kombinasyonlarina ait analiz sonuclarinin diizeltilmis p degerleri

Gruplar Sham CFA MOG+ Sham+ CFA+ MOG+

CFA LPS LPS CFA+LPS
Sham - 0,0184 | 0,0126 0,4329 <0,0001 | <0,0001
CFA * - >0,9999 | 0,6528 0,0203 <0,0001
MOG+CFA | * X - 0,6176 0,0178 <0,0001
Sham+LPS | x X X - <0,0001 | <0,0001
CFA+LPS | **** 4 * kel - 0,0113
MOG+ ——— a——— ——— —— * _
CFA+LPS

CFA: Freund’un tam adjuvani; MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein; LPS;
lipopolisakkarit; x: fark yok. “*” simgesinin sayis1 farkin derecesini gostermektedir.

Gruplarin zamana kars1 degisimlerinin genel analizi disinda her grubun her
haftasinin 0.hafta (bazal) 6l¢tim degerine gore, tiim gruplarin haftalik olarak Sham ve
MOG+CFA grubuna gore kiyaslar1 yapildi (Sekil 4.6). MOG+CFA grubunun pati geri
¢ekme esik degeri kendi bazal 6l¢iim degerine gore 1, 2 ve 3. haftada diisiiktii (p<0,05).
MOG+CFA+LPS grubunun ise pati geri ¢cekme esik degeri kendi bazal 6lgiimiine gore
1. haftadan 8. haftaya kadar daha diisiiktii, 9 ve 10. haftada da anlamli degere oldukga
yakind1 (sirastyla p degerleri: <0,05; <0,0001; <0,01; <0,05; <0,001; <0,001; <0,01,
<0,01; 0,0569 ve 0,0503). MOG+CFA grubunun pati geri ¢ekme esik degeri Sham
grubuna gore 2 ve 3. haftada daha diistikti (p<0,05). MOG+CFA+LPS grubunun ise
10 haftanin tamaminda pati geri ¢cekme esik degeri Sham grubundan diisiiktii (sirasiyla
p degerleri: <0,05; <0,0001; <0,01; <0,05; <0,0001; <0,0001; <0,0001; <0,0001;
<0,05; <0,05). MOG+CFA+LPS seklinde olusturdugumuz model grubunun pati geri
cekme esigi, MOG+CFA seklindeki bilinen rutin modelin pati geri ¢ekme esiginden
haftalik kiyasta 5, 6, 7, 8 ve 10. haftalarda daha diisiikk bulundu (p<0,01 ve sadece 8.
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haftada <0,001). CFA grubunun pati geri ¢ekme esik degeri kendi bazal Glglim

degerine gore 1, 2 ve 3. haftada daha diisiiktii (sirastyla p degerleri: <0,01; <0,01;

<0,05). CFA+LPS grubunun ise pati geri gekme esik degeri kendi bazal 6l¢iimiine gore
1. haftadan 6. haftaya kadar daha diisiiktii (p<0,05 ve sadece 2 ve 5. haftada <0,01).

CFA grubunun pati geri ¢cekme esik degeri Sham grubuna gore 2 ve 3. haftada daha

distiktii (p<0,01). CFA+LPS grubunun ise 2, 4, 5 ve 6. haftada pati geri ¢gekme esik

degeri Sham grubundan diisiiktii (sirasiyla p degerleri: <0,01; <0,05; <0,05; <0,001).
MOG+CFA grubuna gore CFA+LPS grubunda sadece 6. haftada daha diisiik pati geri

cekme esik degeri saptandi (p<0,01).
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Sekil 4.6. Von Frey filamani testinde gruplara gore haftalik pati geri cekme esigi
degerleri. A. Sham, MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarinin haftalik pati geri
cekme esik degeri degisimi. MOG+CFA+LPS grubunun pati geri ¢ekme esik degeri
1. haftadan 8. haftaya kadar bazal Ol¢clim degerine gore diistiktii (*p<0,05;
****p<(0,0001; **p<0,01; *p<0,05; ***p<0,001; ***p<0,001; **p<0,01; **p<0,01).
MOG+CFA grubunun ise sadece 1, 2 ve 3. hafta da pati geri ¢ekme esik degeri bazal
Ol¢timiine gore daha diisiiktii (*p<0,05). MOG+CFA+LPS grubunun Sham grubuna
gore tiim haftalarda pati geri ¢ekme esik degeri disiiktii (#p<0,05; ####p<0,0001;
##p<0,01; #p<0,05; ####p<0,0001; ####p<0,0001; ####p<0,0001; ###p<0,001,;
#p<0,05; #p<0,05). MOG+CFA grubunun ise sadece 2. ve 3. haftada sham grubuna
gore pati geri ¢ekme esik degeri disiiktii (#p<0,05). MOG+CFA+LPS grubunun
MOG+CFA grubuna gore 5, 6, 7, 8 ve 10. haftalarda pati geri ¢ekme esik degeri daha
distiktii (&&p<0,01 ve sadece 8. haftada &&&p<0,001). B. CFA, Sham+LPS ve
CFA+LPS gruplarinin haftalik pati geri ¢ekme esik degeri degisimi. CFA+LPS
grubunun pati geri cekme esik degeri 1. haftadan 6. haftaya kadar bazal 6l¢liim degerine
gore distiktii (¥p<0,05; **p<0,01; *p<0,05; *p<0,05; **p<0,01; *p<0,05;). CFA
grubunun ise sadece 1, 2 ve 3. haftada pati geri ¢gekme esik degeri bazal 6l¢iimiine gore
daha disiiktii (**p<0,01; **p<0,01; *p<0,05;). CFA+LPS grubunun Sham grubuna
gore 2, 4, 5 ve 6. haftalar da pati geri ¢ekme esik degeri diisiiktii (##p<0,01; #p<0,05;
#p<0,05; ###p<0,001). CFA grubunun ise sadece 2 ve 3. haftada Sham grubuna gore
pati geri ¢ekme esik degeri dusiiktii (##p<0,01). CFA+LPS grubunun MOG+CFA
grubuna gore sadece 6. haftada pati geri gekme esik degeri daha diistiktii (&&p<0,01).
(Genel grup kiyasinda “Tekrarlayan 6l¢iimler igin iki yonliit ANOVA testi” yapildiktan
sonra posthoc “Tukey testi” yapilmistir. Cizgi grafikler ortalama+tstandart hata degeri
gostermektedir. Grup basina n=12"dir. Haftalik gruplar arasi analizler i¢in ise aym
ANOVA testi sonras1 posthoc “Dunnett testi” kullanilmigtir. Her grubun haftalik
Olctimlerinin kendi bazal 6l¢iimiine gbre yapilan kiyas analizinde fark belirlenen
ortalama degeri altina grubun kendi renginde “*” simgesi konulmustur. Sham grubuna
gore haftalik karsilastirma analizinde fark bulunan gruplarin kendi renginde grup
ortalamast altina “#” simgesi konulmustur. MOG+CFA grubuna gore haftalik
karsilastirma analizinde fark belirlenen gruplarin da kendi renginde ortalama verisi

altina “&” simgesi konulmustur. Bu simgeler istatistiksel anlamliligin p degeri
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derecesine gore yerlestirilmistir. MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA:

Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit.)

Sicanlarin haftalik olarak yapilan agresyon testi sonuglarina gore zamansal
degisim agisindan 6 grup arasinda fark bulunmadi. Sadece gruplar haftalik olarak
Sham grubuna gore kiyas edildiginde 4. ve 5. haftada fark belirlendi. 4. haftada
Sham+LPS, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplarinin agresyon testi skoru Sham
grubundan daha yiiksekti (p<0,05). 5. haftada ise sadece MOG+CFA+LPS grubunun
tutma testi skoru Sham grubundan daha yiiksekti (p<0,05). Haftalik olarak agresyon
test skoru tiim gruplarda diismekteydi fakat MOG+CFA+LPS grubunda 0,3 ortalama

skor degeri 4. hafta sonrasi siirekli saptandi.

-~ Sham
CFA

-+~ MOG+CFA

- Sham+LPS
CFA + LPS

—+— MOG+CFA+LPS

Tutma testi skoru

Haftalar

Sekil 4.7. Agresyon testinde gruplara gore haftalik tutma testi skoru. Siganlarin
tutma testi skoru tim gruplar icin ilk haftadan itibaren diismekteyedi. LPS alan
gruplarin tutma testi skoru 4. haftada Sham grubunun tutma testi skorundan daha
yiiksekti (*p<0,05). 5. haftada ise sadece MOG+CFA+LPS grubunun tutma testi skoru
Sham grubundan daha yiiksekti (¥*p<0,05). (Genel grup kiyasinda “Tekrarlayan
Olgtimler i¢in iki yonlii ANOVA testi” yapildiktan sonra posthoc “Tukey testi”
yapilmustir. Cizgi grafikler ortalama+standart hata degeri gostermektedir. Grup basina
n=12"dir. Haftalik gruplar arasi analizler i¢in ise ayni ANOVA testi sonras1 posthoc
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“Dunnett testi” kullanilmistir. Sham grubuna gore haftalik karsilastirma analizinde
fark bulunan gruplarin kendi renginde grup ortalamasi dstiine “*” simgesi
konulmustur. MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam

adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit.)

Sicanlarin kaba motor ve denge durumlarint degerlendirmek igin rotarod testi
yapildi ve diisme siiresi degerlendirildi. Tim sicanlarin 0. hafta diisme siiresi
ortalamasi 289 s olarak hesaplandi. Sham, CFA, MOG+CFA, Sham+LPS, CFA+LPS
ve MOG+CFA+LPS gruplariin tiim deney siiresince diigme siiresi ortalamasi ise
sirastyla 297 s; 293,8 s; 283 s; 291,6 s; 270,3 s ve 256,7 s bulundu. Zamana bagli
olarak gruplar arasinda fark belirlendi{F(50,513)=4,503; p<0,0001}. MOG+CFA,
MOG+CFA+LPS ve CFA+LPS gruplarinin diisme siiresi Sham grubunun diigme
stiresinden diistiktii (sirastyla p degerleri: <0,05; <0,0001; <0,0001). Sham grubuna
gore haftalik olarak yapilan kiyasta ise MOG+CFA grubunun diisme siiresi 2 ve 3.
haftada Sham grubundan diisiiktii (p<0,05). MOG+CFA+LPS grubunun diisme stiresi
2, 5 ve 6. haftada Sham grubuna gore diigiiktii (p<0,05). CFA+LPS grubunun ise 4.
haftada Sham grubuna gore diisme siiresi daha diisiik bulundu (p<0,05). MOG+CFA
grubuna gore yapilan kiyasta MOG+CFA+LPS grubunun diisme siiresinin 5 ve 6.
haftada (p<0,05); CFA+LPS grubunun ise sadece 4. haftada diisme siiresinin daha
diisiik oldugu belirlendi (p<0,01).
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Sekil 4.8. Rotarod testinde gruplara gore haftalik diisme siiresi. A. Sham,
MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarinin haftalik diisme siiresi degeri degisimi.
Sham grubuna gére MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarinin diisme siiresi diistik
bulundu (*p<0,05 ve ****p<0,0001). MOG+CFA grubunun diisme siiresi 2 ve 3.
haftada Sham grubundan daha diisiiktii (*p<0,05). MOG+CFA+LPS grubunun ise 2,
5 ve 6. haftada diisme siiresi Sham grubundan daha diisiik hesaplandi (*p<0,05).
MOG+CFA+LPS grubunun diisme siiresi 5 ve 6. haftada MOG+CFA grubunun diisme
stiresine gore disiiktii (#p<0,05). B. CFA, Sham+LPS ve CFA+LPS gruplarinin
haftalik diisme siiresi degeri degisimi. CFA+LPS grubunun diisme siiresi Sham
grubundan daha diistik bulundu (****p<0,0001). CFA+LPS grubunun 4. haftada
diisme siiresi hem Sham grubundan hem de MOG+CFA grubundan daha diisiiktii
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(*p<0,05 ve ##p<0,01). (Genel grup kiyasinda “Tekrarlayan ol¢limler i¢in iki yonli
ANOVA testi” yapildiktan sonra posthoc “Tukey testi” yapilmistir. Cizgi grafikler
ortalama+standart hata degeri gostermektedir. Grup basina n=12’dir. Haftalik gruplar
aras1 analizler i¢in ise aymi ANOVA testi sonrasi posthoc “Dunnett testi”
kullanilmistir. Sham grubuna gore haftalik karsilastirma analizinde fark bulunan

32 32)

gruplarin  kendi renginde grup ortalamasi {istiine simgesi konulmustur.
MOG+CFA grubuna gore haftalik karsilastirma analizinde fark bulunan gruplarin
kendi renginde grup ortalamasi {istline “#” simgesi konulmustur. Bu simgeler
istatistiksel anlamliligin p degeri derecesine gore yerlestirilmistir. MOG: miyelin

oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit.)

Tekrarlayan davranig deneyleri haricinde tek defaya mahsus olarak
degerlendirilen davranis deneyleri de yapildi. Bu deneyler protokole gore 6, 8 ve 10.
haftalarda gergeklestirildi. Sicanlarin anksiyete-benzeri duygudurumlari igin agik
kolda gecirilen siire degiskeni incelendi. Bu incelemeler yapilirken disi siganlarin
siklus doneminden etkilenebilecegi bilinen davranislari, siklus degiskenine gore de
analiz edildi. Deney haftasindan bagimsiz olarak Sham, CFA, MOG+CFA,
Sham+LPS, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplarinin sirasiyla agik kolda gecirdigi
siire ortalamas1 30,1 s; 26,7 s; 18,5 s; 25,2 s; 19,0 s ve 7,9 s olarak ol¢iildii. Siganlarin
anksiyete-benzeri duygudurumlart zamansal olarak gruplar arasinda degisiklik
gostermezken {F(10,55)=0,3765; p=0,9517} sadece grup etkisi farkli bulundu
{F(5,55)=3,80; p<0,01}. MOG+CFA+LPS grubunun agik kolda gegirdigi siire Sham,
CFA ve Sham+LPS gruplarindan daha diisiik bulundu (sirasiyla p degerleri: <0,01;
<0,05; <0,01; Sekil 4.9A). Her hafta verisi kendi igerisinde gruplar arasinda
kiyaslandiginda ise Sham grubuna gore sadece 6. haftada MOG+CFA+LPS grubunda
acik kolda gecirilen siire de diisiikliik belirlendi (p<0,01). Olusturdugumuz model
grubu (MOG+CFA+LPS) ozellikle 6. haftada olmak {izere anksiyete-benzeri
duygudurum gelistirdi. Siganlarin agik kolda ge¢irdigi siire deney haftasindan
bagimsiz olarak siklus donemleri dstrus ve didstrus ayrimi ile degerlendirildiginde ise
benzer sekilde MOG+CFA+LPS grubunun agik kolda gegirilen siiresi Sham, CFA ve
Sham+LPS gruplarindan daha diisiiktii (sirasiyla p degerleri: <0,001; <0,05; <0,01).

Ayrica deney haftasindan bagimsiz olarak gruplarin kendi i¢inde Ostrus ve didstrus
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siklus donemleri kiyaslandiginda; MOG+CFA+LPS grubu haricindeki 5 grubun
tamaminda Ostrus donemindeki sicanlarin agik kolda gegirilen siiresinin didstrus
donemindekinden daha diisiik oldugu bulundu (p<0,05; Sekil 4.9B). Siganlar
MOG+CFA+LPS grubu haricinde 6strus doneminde daha yiiksek anksiyete-benzeri

duygudurum gosterdi.
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Sekil 4.9. Yiikseltilmis art1 testinde gruplara gore acik kolda gecirilen siire
degerleri. A. Gruplarin 6, 8 ve 10. haftalarda agik kolda gecirdikleri siireler.
MOG+CFA+LPS grubunun agik kolda gecirilen siiresi Sham, CFA ve Sham+LPS
gruplarindan diistiktii (**p<0,01; *p<0,05; **p<0,01). Haftalik olarak Sham grubuna
gore yapilan kiyasta MOG+CFA+LPS grubunun agik kolda gecirdigi siire sadece 6.
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haftada daha diisiikk bulundu (##p<0,01). B. Gruplarin siklus donemine gore agik kolda
gecirdikleri stireler. MOG+CFA+LPS grubununun agik kolda gegirilen siiresi Sham,
CFA ve Sham+LPS grubundan diistiktii (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05). Sham,
CFA, MOG+CFA, Sham+LPS ve CFA+LPS gruplarinin 6strus doneminde agik kolda
gecirdigi siireler diostrus donemindekinden daha diisiik belirlendi (*p<0,05;
***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; **p<0,01). (Genel grup kiyasinda “iki yonli
ANOVA testi” yapildiktan sonra posthoc “Tukey testi” yapilmustir. Bar grafikler
ortalamazstandart hata degeri gostermektedir. Grup basina n=12 hafta bagina n=4"tiir.
Haftalik gruplar arasi analizler i¢in ise “Kruskal-Wallis testi sonras1 posthoc “Dunnett
testi” kullanilmistir. Sham grubuna gore haftalik karsilagtirma analizinde fark bulunan
gruplarin bar grafiginin {stiine “#” simgesi konulmustur. Bu simge istatistiksel
anlamliligin p degeri derecesine gore yerlestirilmistir. MOG: miyelin oligodendrosit
glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit; O: Ostrus dénemi;

D: Digstrus donemi)

Siganlarin hafiza durumunu degerlendirmek igin edilgen kaginma testinden
elde edilen latans degiskeni kullanildi. Deney haftasindan bagimsiz olarak Sham,
CFA, MOG+CFA, Sham+LPS, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplarinin sirasiyla
latans ortalamasi1 283,4 s; 273,1 s; 287,8 s; 276,8 s; 2934 s ve 153,2 s olarak
hesaplandi. Siganlarin hafiza durumlari zamansal olarak gruplar arasinda degisiklik
gostermezken {F(10,54)=0,7980; p=0,6309} sadece grup etkisi farkli bulundu
{F(5,54)=8,396; p<0,0001}. MOG+CFA+LPS grubunun latans1 Sham, CFA,
MOG+CFA, Sham+LPS ve CFA+LPS gruplarindan daha diisiik bulundu (sirasiyla p
degerleri: <0,0001; <0,001; <0,0001; <0,001; <0,0001; Sekil 4.10A). Her hafta verisi
kendi igerisinde gruplar arasinda kiyaslandiginda ise MOG+CFA+LPS grubunun 6.
hafta latans1 Sham, MOG+CFA ve CFA+LPS gruplarimin latansindan diisiik belirlendi
(p<0,05). 10. haftada ise MOG+CFA+LPS grubu diger tiim gruplardan daha diisiik
latans degerine sahipti (p<0,05; Sekil 4.10B). Olusturdugumuz model grubunda
(MOG+CFA+LPS) ozellikle 6. ve 10. haftada olmak iizere hafiza etkilenimi/kayb1

saptandi.
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Sekil 4.10. Edilgen kacinma testinde gruplara gore latans siireleri. A. Gruplarin 6,
8 ve 10. haftalardaki latans siireleri. MOG+CFA+LPS grubunun genel analize gére
latans1 diger tim gruplardan diisiik bulundu (***p<0,001 ve ****p<0,0001). B.
Haftalara gore gruplarin latans siirelerinin karsilastirilmasi. MOG+CFA+LPS
grubunun 6. haftada latans siiresi Sham, MOG+CFA ve CFA+LPS gruplarindan daha
diistik belirlendi (*p<0,05). Ayn1 grubun 10. haftadaki latans siiresi ise Sham, CFA,
MOG+CFA, Sham+LPS ve CFA+LPS seklindeki diger tiim gruplardan daha diistikti
(srastyla p degerleri *p<0,05; ***p<0,001; **p<0,01; ***p<0,001; ***p<0,001).
(Genel grup kiyasinda “iki yonlii ANOVA testi” yapildiktan sonra posthoc “Tukey
testi” uygulanmistir. Bar grafikler ortalama+standart hata degeri gostermektedir. Grup
basina n=12 hafta bagina n=4’tiir. Haftalik gruplar arasi analizler i¢in ise aynt ANOVA
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testi sonras1 posthoc “Dunnett testi” kullanilmistir. MOG: miyelin oligodendrosit
glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit.)

Sicanlarin depresyon-benzeri duygudurumlarinin degerlendirmesi i¢in Porsolt
zorunlu yiizme testinde hareketsiz kalinan siireleri belirlendi. Deney haftasindan
bagimsiz olarak Sham, CFA, MOG+CFA, Sham+LPS, CFA+LPS ve
MOG+CFA+LPS gruplarinin sirasiyla hareketsiz kalinan siire ortalamasi 33,7 s; 47,4
s; 59,3 s; 39,7 s5; 62,1 s ve 67,7 s olarak hesaplandi. Siganlarin depresyon-benzeri
duygudurumlar1 hem zamansal olarak gruplar arasinda {F(10,54)=2,496; p=0,0153}
hem de sadece grup etkisi agisindan farkli bulundu {F(5,54)=6,997; p<0,0001}.
MOG+CFA; CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplarinin hareketsiz kalma siiresi
Sham grubundan daha yiiksek belirlendi (sirasiyla p degerleri: <0,05; <0,01; <0,001;
Sekil 4.11A). MOG+CFA grubu hari¢ diger iki grubun hareketsiz kalma siiresi benzer
sekilde Sham+LPS grubundan da yiiksekti (p<0,05 ve p<0,01). Grup igerisinde Ostrus
ve diostrus sikluslar agisindan kiyaslama yapildiginda ise herhangi bir grupta fark
belirlenmedi. Haftalara gore gruplarin hareketsiz kalma siireleri kiyaslandiginda 8.
haftada CFA+LPS grubu; 10. haftada ise MOG+CFA+LPS grubu daha yiiksek
ortalama gosterdi (p<0,05; Sekil 4.10B). 6. haftada ise gruplar arasinda hareketsiz
kalman siire acisindan fark bulunmadi. Olusturdugumuz model grubu
(MOG+CFA+LPS) 6zellikle 10. haftada olmak tizere depresyon-benzeri duygudurum
degisikligi gosterdi ve hafta ilerledik¢e depresyon-benzeri duygudurumun arttigi
belirlendi. Ek olarak CFA+LPS grubu da 8. hafta 6zelinde depresyon-benzeri
duygudurum gelistirdi. Fakat bu durum 6 ve 10. haftalarda belirgin degildi.
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Sekil 4.11. Porsolt zorunlu yiizme testinde gruplara gore hareketsiz kalinan
siireler. A. Gruplarin siklus donemine gore hareketsiz kalma siireleri ve gruplarin
genel karsilagtirmasi. 6 grubun ikili kombinasyonlari arasinda yapilan analizde
MOG+CFA, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplarinin hareketsiz kalma siireleri
Sham grubuna gore yiiksek bulundu (sirasiyla p degerleri: *<0,05; **<0,01;
*#%<0,001). Ek olarak CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplarinin hareketsiz kalma
stireleri Sham+LPS grubuna gore yliksekti (*p<0,05 ve **p<0,01). Gruplarin kendi
icinde siklus donemine gore fark belirlenmedi. B. Haftalara gore gruplarin hareketsiz
kalian siirelerinin karsilastirilmasi. CFA+LPS grubunun hareketsiz kalma siiresi 8.
haftada Sham ve Sham+LPS gruplarindan yiiksek hesaplandi (*p<0,05). 10. haftada
ise MOG+CFA+LPS grubunun hareketsiz kalma siiresi Sham, CFA ve Sham+LPS
gruplarindan daha yiiksek bulundu (***p<0,001). (Genel grup kiyasinda “iki yonlii
ANOVA testi” yapildiktan sonra posthoc “Tukey testi” uygulanmustir. Bar grafikler
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ortalama+tstandart hata degeri gostermektedir. Grup basina n=12 hafta basina n=4"tiir.
Siklus gruplarina gore analiz yapilirken aynt ANOVA testi sonras1 posthoc “Sidak
testi”; haftalik gruplar arasi analizler igin ise posthoc “Dunnett testi” kullanilmustir.
MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS:
Lipopolisakkarit.)

4.5. Modifiye DOE Skoru I¢in Acik Alan Arena Testi Parametrelerinin

Belirlenmesi Bulgular

Calismamizda siganlarin progresif siirecini takip etmek i¢in rutin kullanilan
DOE skorunun yaninda “Modifiye DOE skoru” gelistirildi. Bu skor i¢in hafif motor
bozukluklari/etkilenmeleri ortaya koyabilecek agik alan arena testi parametreleri
belirlenmeye calisildi. Bu baglamda acik alan arena testinde goriintii isleme programi
tarafindan hesaplanan toplam katedilen mesafe, ortalama hiz, sinir ¢izgilerinin gecilme
say1s1, mutlak dontis acis1, maksimum hiz, saat yoniinde rotasyon sayisi, saat yoniiniin
tersi rotasyon sayisi, toplam rotasyon sayisi ve ayni parametrelerin merkez ile kenar
alanlar i¢in hesaplanan 6l¢tim degerlerinin, siganlarin motor tutulumunu 6ngérmek ve
belirlemekteki yeri arastirildi. Modelin olusturulmasi deney protokoliiniin ilk 3
haftasinda MOG+CFA enjeksiyonu yapilan iki gruptaki (MOG+CFA ve
MOG+CFA+LPS gruplari) siganlar bilinen rutin model olarak ele alindi. 1. haftada
tiim siganlarin DOE skoru 0 iken agik alan arena testinde elde edilen Ol¢timler ile 3
haftalik siiregte ilgili sicanin maksimum belirlenen DOE skoru arasinda korelasyon
analizi yapildi. Bu analiz sonucunda 1. hafta agik alan arena testinde Olgiilen
maksimum hiz parametresi ile 3 haftalik siiregte belirlenen maksimum DOE skoru
arasinda yiiksek diizeyli, zit yonli iligki belirlendi (r=-0,714; p<0,001). Diger
parametrelerde ise iliski bulunmadi. Bu sonug ile agik alan arena testinde Olgiilen
maksimum hiz parametresinin si¢anlarin DOE skorunu predikte edebilecegi
diisiiniildii. Sicanlarin 6lgiilen maksimum hiz degeri diistiikce DOE skorlar1 artmakta
idi. Toplam katedilen mesafe parametresinin de lokomosyon degerlendirmek igin
kullanildig1 bilinmekteydi. Iki parametrenin de diisiisii motor etkilenme ve/veya DOE

skoru artisi ile iligkili olarak saptandi.



82

Modifiye DOE skorunda agik alan arena testi paramatrelerinin kategorik olarak
puanlamada yer almasi igin esik deger (cut-off value) belirlemesi yapildi. Esik deger
belirlenmesi i¢in sigcanlar iki gruba ayrildi. Birinci grup 2. haftada agik alan arena testi
yapilan giinde belirlenen DOE skoru 0 olanlar iken ikinci grup DOE skoru>0 olanlar
olarak ayarland1. iki grup arasinda ikinci hafta agik alan arena testi dl¢iimlerinde
belirlenen maksimum hiz ve toplam katedilen mesafe parametreleri kiyas edildi. DOE
skoru 0’dan biiyiik olan siganlarin toplam katedilen mesafesi ve maksimum hizi DOE
skoru 0 olan siganlara gore daha diisiik bulundu (p<0,05; Tablo 4.2). Esik deger
belirlenmesi igin ise ROC analizi yapildi. Toplam katedilen mesafe degiskeni i¢in egri
altinda kalan alan 0,85 hesaplandi (p=0,004). %71,4 duyarlilik ve %90 6zgiillik degeri
ile toplam katedilen mesafe igin 29,32 m esik degeri belirlendi. Maksimum hiz i¢in ise
egri altinda kalan alan 0,97 idi (p<0,001). %92,9 duyarlilik ve %90 6zgiillik degeri ile
maksimum hiz degiskeni i¢in 0,37 m/s esik degeri belirlendi. Duyarlilik ve 6zgiilliik

degerlerini gosteren gorsel Sekil 4.12°de paylagilmistir.

Tablo 4.2. Acik alan arena testi paramatrelerinin DOE skoruna gore kiyasi

Degisken Grup 1 Grup 2 Istatistiksel analiz*
(DOE=0 olanlar) | (DOE>0 olanlar)

Toplam  katedilen | 37,76+8,02 26,99+7,28 t=6,191

mesafe (M) p<0,001

Maksimum hiz | 0,41+0,028 0,34+0,026 t=3,427

(mfs) p=0,002

*Gruplarm normallik dagilim analizi “Shapiro-Wilk testi” ile yapilmustir. iki grubun dlgiim
degerlerinin karsilastirilmasinda parametrik “bagimsiz érneklem t testi”” kullanilmistir. Veriler
ortalama + standart sapma olarak paylagilmistir.
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Sekil 4.12. Acik alan arena testi parametreleri icin yapilan ROC analizi gorseli.
(Sekil gorseli analiz yapilan SPSS programindan alinmistir. Mavi ¢izgi maksimum hiz

parametresini yesil ¢izgi ise toplam katedilen mesafe parametresini gostermektedir.)

4.6. Modelin Olusturulmasi Deneylerinde Sicanlarin Modifiye DOE Skoru

Siganlar rutin DOE skoru ile giinliik olarak takip edildi. Fakat genitoiiriner
sistem tutulumu, kaba motor tutulum haricinde goriilen ince motor tutulumlar ve
progresif norolojik bulgular DOE skoru ile takip edilemedi. Bu nedenler ile
tarafimizca modifiye DOE skoru gelistirildi. Gelistirilen skorlama paramatrelerinin
modelin olusturulmas1 deney gruplarina gore haftalik degisimleri Sekil 4.13°te
gosterilmistir. MOG+CFA+LPS grubunun 6. haftada genitoliriner sistem tutulumu
oldukga belirgin bulundu. Siganlar kuyrugundan kaldirildiginda 6n patilerinin
fleksiyona gelme durumu olduk¢a nadir goriildii. Ayni test sirasinda arka patilerin
fleksiyona gelme durumu ise Ozellikle olusturulan model grubunda
(MOG+CFA+LPS) olmak tizere yiiksek oranda pozitif belirlendi. A¢ik alan arena
testinden elde edilen parametrelerden toplam katedilen mesafe pozitifligi Sham
gruplar1 da dahil olmak iizere ¢ogu grupta saptanmasina ragmen MOG+CFA+LPS
grubunda daha yiiksek bulundu. Maksimum hiz degiskeni ise modelin 6. haftasi
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doneminde belirgin pozitif olarak belirlendi. Modifiye DOE skoruna eklenmesi
planlanan parametreler olusturulan modelin 6zellikle 6. haftasinda olmak iizere uzun

doneminde progresif kronik patolojiyi belirlemede etkili bulundu.
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Sekil 4.13. Modifiye DOE skoru parametrelerinin ayri ayri gosterimi. A. Lokosit
pozitifliginin gruplara gore haftalik seyri. B. Nitrit pozitifliginin gruplara gore haftalik
seyri. C. On pati fleksiyonu pozitifliginin gruplara gére haftalik seyri. D. Arka pati
fleksiyon pozitifliginin gruplara gore haftalik seyri. E. Toplam katedilen mesafe

pozitifliginin gruplara gore haftalik seyri. F. Maksimum hiz parametresi pozitifliginin
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gruplara gore haftalik seyri. (Gosterilen sekiller sadece seyrin belirtilmesi amacli olup
istatistiksel inceleme yapilmamistir. Cizgi grafikler yalnizca ortalama degeri
gostermektedir. Grup basimna n=8’dir. MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein;
CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit.)

Sicanlarin ayr1 ayri belirlenen parametreleri ve bilinen DOE skoru ile birlikte
olusturulan Modifiye DOE skorunun hesaplama yontemi Tablo 3.3’te ayrintili olarak
belirtilmistir. Sham, CFA, MOG+CFA, Sham+LPS, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS
gruplariin tiim deney siiresince modifiye DOE skoru ortalamasi sirasiyla 0,33; 0,23;
1,05; 0,35; 1,90 ve 3,60 hesaplandi. Zamana bagl olarak gruplar arasinda fark
belirlendi {F(50,372)=6,467; p<0,0001}. ikili grup karsilastirmalar1 sadece model
grubu olan MOG+CFA+LPS grubuna kars1 yapildi ve tiim gruplarin Modifiye DOE
skorunun daha diigiik oldugu bulundu (p<0,0001 ve sadece CFA+LPS grubu i¢in
p<0,01). Haftalik olarak gruplar arasinda yapilan karsilagtirmalar da Sham grubuna
gore yapildi. MOG+CFA grubunun 2 ve 3. haftada Modifiye DOE skoru Sham
grubuna gore yiiksek belirlendi (p<0,05). MOG+CFA+LPS grubunun Modifiye DOE
skoru ise Sham grubuna gore 2, 3,4, 5, 6, 7, 8 ve 10. haftalarda daha yiiksekti (sirasiyla
p degerleri: <0,05; <0,05; <0,001; <0,001; <0,05; <0,05; <0,01; <0,05; Sekil 4.14).
CFA+LPS grubunun Modifiye DOE skoru da sadece 4. haftada Sham grubundan
yiiksek belirlendi (p<0,05). Modifiye DOE skoru ile kronik progresif DOE modeli i¢in
patolojinin ¢esitli manifestasyonlarini i¢eren ve kronik siireci ortaya koyabilecek yeni
bir skorlama gelistirildi. Olugturdugumuz model grubunun Modifiye DOE skoru takibi
ile kronik siirecte diger gruplardan belirgin ayrimi saglandi. Yapilan model ve
gelistirilen skor ile 2. haftadan 10. haftaya kadar kronik progresif hastalik modeli

ortaya konabildi.
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Sekil 4.14. Gruplara gore haftahk Modifiye DOE skoru degisimi.
MOG+CFA+LPS grubunun Modifiye DOE skoru ikili grup analizlerinde Sham, CFA,
MOG+CFA, Sham+LPS ve CFA+LPS gruplarma ait Modifiye DOE skorundan daha
yiksek bulundu (sirastyla p degerleri: ####<0,0001; ####<0,0001; ####<0,0001;
####<0,0001; ##<0,01). MOG+CFA+LPS grubunun Sham grubuna gore haftalik
kiyasinda 2, 3,4, 5, 6, 7, 8 ve 10. haftalarda Modifiye DOE skoru daha yiiksek bulundu
(sirastyla p degerleri: *<0,05; *<0,05; ***<0,001; ***<0,001; *<0,05*; <0,05;
*#<0,01 ve *<0,05). MOG+CFA grubunun Sham grubuna gore haftalik kiyasinda 2
ve 3. haftada Modifiye DOE skoru daha fazla idi (*p<0,05). CFA+LPS grubunun
Sham grubu ile haftalik kiyasinda ise sadece 4. haftada Modifiye DOE skoru daha
yiiksek bulundu (*p<0,05). (Genel grup kiyasinda “Tekrarlayan dl¢timler igin iki
yonlii ANOVA testi” yapildiktan sonra posthoc “Tukey testi” yapilmistir. Cizgi
grafikler ortalamaz+standart hata degeri gostermektedir. Grup basina n=8’dir. Haftalik
gruplar arasi analizler i¢in ise aynt ANOVA testi sonrasi posthoc “Dunnett testi”
kullanilmistir. Sham grubuna goére haftalik karsilastirma analizinde fark bulunan

sk

gruplarin kendi renginde grup ortalamasi iistiine simgesi konulmustur. Zamansal
olarak gruplarm ikili karsilastirmalar1 MOG+CFA+LPS grubuna kiyasen yapilmistir
ve anlamli bulunan gruplar icin kendi ¢izgi grafiginin sonlandig1 kisimda kendi grup
renginde “#” simgesi konulmustur. Bu simgeler istatistiksel anlamliligin p degeri
derecesine gore yerlestirilmistir. MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA:

Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit.)
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4.7. Modelin Olusturulmasi Deneylerinde EK Gérsel Bulgular

Sicanlarin grubuna gore 6, 8 veya 10 haftalik takipleri sirasinda belirlenen ek
bulgulari oldu. immiinizasyon sonrasi enjeksiyon bdlgesinde birinci haftada bolgesel
kizariklik ile baglayip 6-8. haftalara kadar devam edebilen yaklasik 1 cm’lik kuyruk
kokii yarasi tespit edildi (Sekil 4.15). Bu yara immiinizasyon i¢in MOG+CFA veya
yalnizca CFA enjeksiyonu yapilan tiim gruplarda goriildii ve sicanlarin yaklagik
%060’1nda gelistigi belirlendi. Kuyruk yarasina ek olarak, sicanlarin 2. haftada baslayip
en siddetli an1 3. haftada belirlenen yama seklinde bukkal bolgede tiiy dokiilmesi tespit
edildi. Dokiilme zemininde hafif kizarikligin saptandigi siganlar oldu. Bu tily
dokiilmesi LPS enjeksiyonu yapildiginda 5. haftada; LPS enjeksiyonu yapilmadiginda
4. haftada gerilemekte idi. Sicanlarin yaklasik %40’ inda tity dokiilmesine rastlandi.

Sekil 4.15. Sicanlarin kuyruk yarasi ve yama seklindeki tiiy dokiilmesi. A.

Immiinizasyon enjeksiyonu bdlgesindeki yaranmn 1. haftadaki durumu. B.
Immiinizasyon enjeksiyonu bolgesindeki kuyruk yarasinin ilerlemis hali. C. Siganlarin

bukkal bolgesinde goriilen yama seklindeki tily dokiilmesi alani.

Bu bulgulara ek olarak sicanlarin takip silirecinde kuyruklarindan
kaldirildiginda 6zellikle arka patilerinin ekstansiyon yerine fleksiyon yaptigi belirlendi

(Sekil 4.16). Bu bulgu Modifiye DOE skoruna paramatre olarak da eklendi.
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Sekil 4.16. Sicanlarin kuyruktan kaldirildiginda arka patilerinin ekstansiyon-
fleksiyon durumu. A. Fleksiyon. B. Ekstansiyon.

Davranig deneylerinden sonra sicanlarin siklus tayini yapildi ve bu ayrim
yapilirken histolojik goriintiiler degerlendirildi (Sekil 4.17). Cekirdekli olmayan
kornifiye hiicreler dstrus doneminin karakteristik goriintiisii olarak; 16kositlerin olmasi
ise didstrus doneminin karakteristik goriintiisii olarak degerlendirme yapildi. Prodstrus
veya metOstrus gegislerinde kornifiye hiicrelerin veya ¢ekirdekli epitelyal hiicrelerin

goriintimii degiskenlik gosterebildiginden dortlii ayrim yerine ikili ayrim kullanildi.
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Sekil 4.17. Sicanlarin siklus tayini sirasinda cekilen 151k mikroskobu goriintiileri.
A. Didstrus dénemine ait vajinal yayma goriintiisii. B. Ostrus donemine ait vajinal

yayma goruntusu.

4.8. Modelin Olusturulmasi Deneylerinde Histopatolojik Bulgular

Modelin olusturulmasi deneyleri sonunda sicanlarin dokular ile ilk olarak
histopatolojik degerlendirmeler yapildi. HE boyamasinda gruplara inflamasyon skoru
verildi. Bu skor en diisiik O en yiiksek 5 seklinde idi. Gruplar arasinda yapilan genel
kiyaslamada Sham grubuna gore MOG+CFA, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS
gruplarinin inflamasyon skorunun daha yiiksek oldugu belirlendi {F(5,54)=47,45;
p<0,0001; Sekil 4.18}. Bu kiyaslama aymi sekilde MOG+CFA grubuna gore
yapildiginda hem CFA+LPS grubunun hem de MOG+CFA+LPS grubunun
inflamasyon skoru daha yiiksek belirlendi (p<0,05 ve p<0,0001). MOG+CFA
grubunun inflamasyon skoru kendi igerisinde 6. haftada 10. haftadan yiiksek bulundu
(p<0,05). CFA+LPS grubunun da aym sekilde 10. haftada inflamasyon skoru 6.
haftadan daha distikti (p<0,001). MOG+CFA+LPS grubunun kendi igerisindeki
analizde ise haftalar arasinda fark bulunmadi. MOG+CFA, CFA+LPS ve
MOG+CFA+LPS gruplarinda belirgin inflamasyon saptandi. MOG+CFA ve
CFA+LPS gruplarindaki inflamasyon 10. haftaya ilerleyen siirecte azalirken
MOG+CFA+LPS grubunda degismedi. Ek olarak, MOG+CFA+LPS grubunda daha
belirgin olmak tizere CFA+LPS grubuyla beraber MOG+CFA grubundan daha yiiksek

inflamasyon belirlendi.
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Sekil 4.18. Gruplara gore inflamasyonu skoru. Sham grubuna géore MOG+CFA,
CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplariin inflamasyon skoru daha yiiksekti
(****p<0,0001). CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplariin inflamasyon skoru ise
MOG+CFA grubuna karsi da daha yiiksek belirlendi (#p< ve ####p<0,0001).
Gruplarin 6, 8 ve 10. haftalarindaki durum kiyaslandiginda ise MOG+CFA ve
CFA+LPS gruplarinda 6. haftaya gore 10. haftada inflamasyon skoru azalirken
MOG+CFA+LPS grubunda haftalar arasinda herhangi bir degisim saptanmadi
(p<0,05 ve p<0,001). (Genel grup kiyasinda “iki yonli ANOVA testi” yapildiktan
sonra posthoc “Tukey testi” uygulanmistir. Bar grafikler ortalama+standart hata degeri
gostermektedir. Grup basima n=12 hafta basina n=4’tiir. Sham grubuna gore
karsilagtirma analizinde fark bulunan gruplarin kendi renginde grup bar sekli {istiine
“*” simgesi konulmustur. MOG+CFA grubuna gore karsilastirma analizinde fark
bulunan gruplarin kendi renginde grup bar sekli {istiine “#” simgesi konulmustur. Bu
simgeler istatistiksel anlamliligin p degeri derecesine gore yerlestirilmistir. Ayn1 grup
icerisinde haftalarin kiyasindaki farklar ise sadece ilgili haftalar arasma ¢izgi
konularak gosterilmistir ve istatistiksel anlamliligin p degeri derecesinden
bagimsizdir. MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam
adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit.)
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Dokularin HE ve LFB/CV boyanmis preparatlarinin birlikte degerlendirilmesi
ile subpial korteks, perivaskiiler alanlar ve beyaz cevher alanlari i¢in demiyelinizasyon
skoru olusturuldu. Bu skor en diisiik 0 en yiiksek 4 seklinde idi. Beynin beyaz
cevherinde gruplar arasinda yapilan analizde zamansal olarak Sham grubuna gore
MOG+CFA, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplarinda demiyelinizasyon skoru
daha yiiksek bulundu {F(10,54)=4,511); p<0,0001; Sekil 4.19A}. Subpial korteks
alanlarinda gruplar arasinda yapilan analizde MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS
gruplarinda demiyelinizasyon skoru Sham grubuna goére daha yiiksek belirlendi
{F(5,54)=105,8; p<0,0001; Sekil 4.19B}. Perivaskiiler alanlarda gruplar arasinda
yapilan analizde zamansal olarak MOG+CFA, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS
gruplarinin demiyelinizasyon skoru Sham grubunun demiyelinizasyon skoruna gore
daha yiiksek saptandi {F(10,54)=3,243; p=0,0024; Sekil 4.19C}. MOG+CFA+LPS
grubunun demiyelinizasyon skoru MOG+CFA grubundan subpial kortekste ve
perivaskiiler alanlarda daha yiiksek iken (p<0,0001) beyaz cevherde benzer saptandi.
MOG+CFA grubunun kendi igerisinde haftalar arasindaki kiyasinda subpial korteks
ve perivaskiiler alanlarda 8 ve 10. haftalarda 6. haftadan daha diisiik bulundu (p<0,05).
CFA+LPS grubunun kendi igerisinde haftalar arasindaki kiyasinda beyaz cevher ve
perivaskiiler alanlarda 8 ve 10. haftalarada 6. haftadan daha diisiikk bulundu (p<0,05).
CFA+LPS grubunun subpial korteks demiyelinizasyon skoru O olarak belirlendi.
MOG+CFA+LPS grubunun kendi igerisinde haftalar arasinda yapilan kiyas analizinde
hem beyaz cevher hem subpial korteks hem de perivaskiiler alanlarda 10. haftada 6.
haftaya gore demiyelinizasyon skoru diisiik olarak saptandi (p<0,05). Ek olarak beyaz
cevherde 6, 8 ve 10. haftalarda birbiri arasinda anlamli olacak sekilde diisiis belirlendi
(p<0,05). Demiyelinizasyon skorunda tiim alanlarda Sham, CFA ve CFA+LPS
gruplar1 toplam olarak 0 skorunda saptandi. Bu gruplarda zamandan bagimsiz olarak
demiyelinizasyon belirlenmedi. CFA+LPS grubunda beyaz cevher ve perivaskiiler
alanlarda ise Ozellikle 6. haftada demiyelinizasyon belirlenirken 10. haftada bu
demiyelinizasyon neredeyse tamamen geriledi. Beyaz cevher demiyelinizasyonu hem
rutin modelde hem de olusturdugumuz modelde benzer bulunurken subpial korteks ve

perivaskiiler alanlarda olusturdugumuz model daha istiin bulundu.
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Sekil 4.19. Gruplara gore demiyelinizasyon skoru. A. Gruplara gore haftalik beyaz
cevher demiyelinizasyon skoru degisimi. Sham grubunun demiyelinizasyon skoruna
gore MOG+CFA, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplariin demiyelinizasyon skoru
beyaz cevherde daha yiiksek belirlendi (****p<0,0001). CFA+LPS ve
MOG+CFA+LPS gruplarinin 8 ve 10. haftada demiyelinizasyon skoru 6. haftadan
daha diistiktii (p<0,05). MOG+CFA+LPS grubunun 10. hafta demiyelinizasyon skoru
ek olarak 8. hafta skorundan da diisiik bulundu (p<0,05). B. Gruplara gore haftalik
subpial korteks demiyelinizasyon skoru degisimi. Sham grubunun demiyelinizasyon
skoruna goére MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarinin subpial kortekste
demiyelinizasyon skoru daha yiiksek belirlendi (****p<0,0001). MOG+CFA+LPS
grubunun demiyelinizasyon skoru MOG+CFA grubuna gore de yiiksek bulundu
(####p<0,0001). MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarinin demiyelinizasyon
skoru 8 ve 10. haftalarda 6. haftadan daha diisiiktii (p<0,05). C. Perivaskiiler alanlarda
Sham grubunun demiyelinizasyon skoruna gore MOG+CFA, CFA+LPS ve
MOG+CFA+LPS gruplarinin demiyelinizasyon skoru daha yiiksek belirlendi
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(****p<0,0001; ***p<0,001; ****p<0,0001). Ayn1 gruplarda demiyelinizasyon skoru
8 ve 10. haftalarda 6. haftadan daha diisiik belirlendi (p<0,05). (Genel grup kiyasinda
“iki yonlit ANOVA testi” yapildiktan sonra posthoc “Tukey testi” uygulanmistir. Bar
grafikler ortalama+standart hata degeri géstermektedir. Grup bagina n=12 hafta basina
n=4’tiir. Sham grubuna gore karsilastirma analizinde fark bulunan gruplarin kendi

ko

renginde grup bar sekli iistiine simgesi konulmustur. MOG+CFA grubuna gore
karsilastirma analizinde fark bulunan gruplarin kendi renginde grup bar sekli {istiine
“#” simgesi konulmustur. Bu simgeler istatistiksel anlamliligin p degeri derecesine
gore yerlestirilmistir. Ayn1 grup icerisinde haftalarin kiyasindaki farklar ise sadece
ilgili haftalar arasina ¢izgi konularak gosterilmistir ve istatistiksel anlamliligin p degeri
derecesinden bagimsizdir. MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA:

Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit.)

4.9. Modelin Olusturulmasi Deneylerinde Immiinoperoksidaz Inceleme

Bulgular:

Histopatolojik degerlendirmelere ek olarak demiyelinizasyonun kantifiye
edilmesi i¢in miyelin temel proteini (MBP) boyamasi yapildi. Gri cevher alanlarindan
subpial korteks ve hipokampiis degerlendirildi. Sham grubunda haftadan bagimsiz
olarak subpial kortekste ortalama MBP(+) boyanma yiizdesi 52,1 iken hipokampiiste
ayni yiizde 24,3 olarak hesaplandi. Subpial kortekste MBP(+) boyanma yiizdesi i¢in
gruplar arasinda yapilan karsilastirmada MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarinin
Sham grubundan MOG+CFA+LPS grubunun da MOG+CFA grubundan daha diistik
boyanma yiizdesine sahip oldugu oldugu bulundu {F(5,54)=38,26; p<0,0001; Sekil
4.20A}. Hipokampiis i¢in yapilan analizin sonuglari da ayni sekilde belirlendi
{F(5,54)=29,1; p<0,0001; Sekil 4.20B}. Subpial korteksinde MBP(+) boyamasinda
diisiis gozlenen MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarinin Sham grubunun aym
haftasina gore kiyasinda MOG+CFA grubu i¢in 6 ve 8. haftalarda; MOG+CFA+LPS
grubunun ise tiim haftalarinda diisiis belirlendi (p<0,05). Hipokampiis i¢in yapilan
ayni analizde sadece MOG+CFA grubunun 8. haftasinda Sham grubunun ayni
haftasindan daha diisiik belirlenen MBP(+) boyanma yiizdesi durumu ortadan kalkti
(p<0,05). Ek olarak MOG+CFA+LPS grubunun hipokampiis MBP(+) boyanma



94

yiizdesi 10. haftada 6. haftadan daha yiiksek bulundu (p<0,05). Beynin gri cevher
alanlarinda MOG+CFA grubunda 6zellikle 6. haftada demiyelinizasyon goriildii fakat
MOG+CFA+LPS grubunda tiim haftalarda bu demiyelinizasyon daha belirgin halde
idi. Olusturulan modelde hipokampiiste belirlenen demiyelinizasyon 10. haftada daha

da derinlesmis olarak saptandi.
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Sekil 4.20. Gri cevher alanlarinin MBP(+) boyanma yiizdesi. A. Gruplara gore
subpial korteksin haftalik MBP(+) boyanma yiizdesi. Gruplar arasinda yapilan genel
analizde MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarinin MBP(+) boyanma yiizdesi
Sham grubunun boyanma yiizdesinden diisiik bulundu (***p<0,001 ve
*Ex%p<0,0001). MOG+CFA grubuna gore yapilan kiyasta ise MOG+CFA+LPS
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grubunun MBP(+) boyanma yiizdesi daha diistiktii (****p<0,0001). 6, 8 ve 10. haftalar
kendi icerisinde gruplar arasinda kiyaslandiginda MOG+CFA grubu 6 ve 8. haftada;
MOG+CFA+LPS grubu ise tiim haftalarda Sham grubundan daha diisiik MBP(+)
boyanma yiizdesine sahip bulundu (*p<0,05). B. Gruplara gore hipokampiisiin
haftalik MBP(+) boyanma yiizdesi. Gruplar arasinda yapilan genel analizde
MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarinin MBP(+) boyanma yilizdesi Sham
grubunun boyanma yiizdesinden daha diisiik belirlendi (*p<0,05 ve ****p<0,0001).
MOG+CFA grubuna gore yapilan kiyasta ise MOG+CFA+LPS grubunun MBP(+)
boyanma yiizdesi daha diigtiktii (****p<0,0001). 6, 8 ve 10. haftalar kendi icerisinde
gruplar arasinda kiyaslandiginda MOG+CFA grubu 6. haftada; MOG+CFA+LPS
grubu ise tiim haftalarda Sham grubundan daha diisiik MBP(+) boyanma yiizdesine
sahip bulundu (*p<0,05). Gruplar kendi igerisinde haftalar arasinda kiyas yapildiginda
sadece MOG+CFA+LPS grubunun 6 ve 8. haftalar arasinda fark belirlendi ve 10.
haftada daha diisik MBP(+) boyanma yiizdesi saptandi (p<0,05). (Genel grup
kiyasinda “iki yonli ANOVA testi” yapildiktan sonra posthoc “Tukey testi”
uygulanmistir. Bar grafikler ortalama+standart hata degeri gostermektedir. Grup
basina n=12 hafta basina n=4’tiir. Sham grubuna gore haftalik karsilastirma analizinde

32 32)

fark bulunan gruplarin kendi renginde grup bar sekli tistline simgesi konulmustur.
Ayni grup igerisinde haftalarin kiyasindaki farklar ise sadece ilgili haftalar arasina
cizgi konularak gosterilmistir. Iki gosterimde de istatistiksel anlamlihigm p degeri
derecesine dikkat edilmemistir. MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA:

Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit.)

Beynin ve spinal kordun beyaz cevher alanlart i¢in de demiyelinizasyon
degerlendirmesi yapildi. Sekil 4.21°de MBP boyamasina ait ornek gorseller
paylasilmistir. Sham grubunda haftadan bagimsiz olarak beyin beyaz cevherinde
ortalama MBP(+) boyanma yiizdesi 65,5 iken spinal kord beyaz cevherinde ayni1 yiizde
55,5 olarak bulundu. Beyin beyaz cevherinde MBP(+) boyanma yiizdesi i¢in gruplar
arasinda yapilan karsilastirmada MOG+CFA, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS
gruplarinin Sham grubundan daha diisiik boyanma yiizdesine sahip oldugu belirlendi
{F(5,54)=44,56; p<0,0001; Sekil 4.22A}. Spinal kord beyaz cevheri i¢in yapilan
analizin sonuglar1 da aynmi sekilde bulundu {F(5,54)=10,69; p<0,0001; Sekil 4.22B}.
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Beyin beyaz cevherinde MBP(+) boyamasinda diisiis gozlenen MOG+CFA ve
MOG+CFA+LPS gruplarinin Sham grubunun ayni haftasina gore kiyasinda tiim
haftalarda diisiis belirlenirken, CFA+LPS grubunun sadece 6. haftasinda diistikliik
saptandi (p<0,05). Spinal kord beyaz cevheri i¢in yapilan ayni analizde ise MOG+CFA
grubunun sadece 6. haftasinda ve MOG+CFA+LPS grubunun tiim haftalarinda Sham
grubunun ayn1 haftasindan daha diisitk MBP(+) boyanma yiizdesi belirlendi (p<0,05).
Spinal kord beyaz cevherinde gruplarin kendi igerisinde haftalar arasinda fark
bulunmadi. Beyin beyaz cevher alanlarinda MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS
grubunun yaninda CFA+LPS grubunda da demiyelinizasyon bulundu. MOG+CFA ve
MOG+CFA+LPS gruplarindaki demiyelinizasyon haftadan bagimsiz iken CFA+LPS
grubunda sadece 6. haftada belirgindi. Spinal kord beyaz cevherinde ise beyin beyaz
cevherinden farkli olarak CFA+LPS grubunda demiyelinizasyon saptanmadi. Rutin
model grubunda spinal kord beyaz cevherindeki demiyelinizasyon 6. haftada belirgin

iken olusturulan model grubunda tiim haftalarda belirgin bulundu.

Sekil 4.21. MBP(+) boyanma preparatlarindan ornek gorseller. A.
Olusturdugumuz modelin subpial korteksine ait demiyelinize alan goriintiisii. B. Sham

grubuna ait normal MBP(+) boyanma goriintiisii.
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Sekil 4.22. Beyin ve spinal kord beyaz cevher alanlarinin MBP(+) boyanma
yiizdesi. A. Gruplara gore beyin beyaz cevherinin haftalik MBP(+) boyanma yiizdesi.
Gruplar arasinda yapilan genel analizde MOG+CFA, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS
gruplarinin MBP(+) boyanma yiizdesi Sham grubunun boyanma yiizdesinden diisiik
bulundu (****p<0,001; ***p<0,001; ****p<0,0001). 6, 8 ve 10. haftalar kendi
icerisinde gruplar arasinda kiyaslandiginda hem MOG+CFA grubu hem
MOG+CFA+LPS grubu tiim haftalarda Sham grubundan daha diisiik MBP(+)
boyanma yiizdesine sahip bulundu (¥p<0,05). MOG+CFA ve CFA+LPS gruplarinin
MBP(+) boyanma yiizdesi 10. haftada 6. haftadan daha yiiksekti (p<0,05). B. Gruplara
gore spinal kord beyaz cevherinin haftalik MBP(+) boyanma yiizdesi. Gruplar arasinda
yapilan genel analizde MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarinin MBP(+)
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boyanma yiizdesi Sham grubunun boyanma yiizdesinden daha diisiik belirlendi
(***p<0,001 ve ****p<0,0001). 6, 8 ve 10. haftalar kendi icerisinde gruplar arasinda
kiyaslandiginda MOG+CFA grubu 6. haftada; MOG+CFA+LPS grubu ise tim
haftalarda Sham grubundan daha diisik MBP(+) boyanma yiizdesine sahip bulundu
(*p<0,05). (Genel grup kiyasinda “iki yonliit ANOVA testi” yapildiktan sonra posthoc
“Tukey testi” wuygulanmigtir. Bar grafikler ortalamatstandart hata degeri
gostermektedir. Grup basina n=12 hafta bagina n=4’tiir. Sham grubuna gore haftalik
karsilastirma analizinde fark bulunan gruplarin kendi renginde grup bar sekli {istiine
“*” simgesi konulmustur. Ayni grup igerisinde haftalarin kiyasindaki farklar ise sadece
ilgili haftalar arasina ¢izgi konularak gosterilmistir. Iki gdsterimde de istatistiksel

anlamliligin p degeri derecesine dikkat edilmemistir. MOG: miyelin oligodendrosit

glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit.)

MBP boyamasina ek olarak siganlarin 8. haftada toplanan dokularinda IBA1
antijeni ile mikroglia boyamasi yapildi. Bu boyamada mm?®’ye diisen mikroglia
ortalama sayis1 Sham grubu i¢in subpial korteks, hipokampiis, beyin beyaz cevheri ve
spinal kord beyaz cevheri igin sirasiyla 47,4; 25,8; 37,4 ve 21,8 olarak hesaplandi.
Subpial kortekste gruplara gore yapilan genel analizde fark belirlendi {F(5,29)=16,95;
p<0,0001; Sekil 4.23A}. Ikili karsilastirmalarda sadece Sham ve MOG+CFA
gruplarina kars1 yapilan analiz sonuclar1 paylagilmistir. MOG+CFA+LPS grubunun
IBA1(+) hiicre sayis1 hem Sham grubundan hem de MOG+CFA grubundan belirgin
daha yiiksek bulundu (p<0,001 ve p<0,0001). Hipokampiiste gruplara gore yapilan
IBA1(+) hiicre sayis1 karsilastirmasinda fark belirlendi {F(5,29)=23,31; p<0,0001;
Sekil 4.23B}. ikili karsilastirmalarda ise Sham grubuna gére MOG+CFA, Sham~+LPS
ve MOG+CFA+LPS gruplariin IBA1(+) hiicre sayist daha yliksek saptandi (sirasiyla
p degerleri: <0,01; <0,001; <0,0001). MOG+CFA grubuna gore yapilan kiyasta ise
MOG+CFA+LPS grubunun IBA1(+) hiicre sayis1 yiiksek olarak belirlendi (p<0,001).
Beynin beyaz cevherinde IBAIl(+) hiicre sayist agisindan fark saptandi
{F(5,29)=14,28; p<0,0001; Sekil 4.23C}. Sham grubuna gore CFA, MOG+CFA,
CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplarinin IBA1(+) hiicre sayis1 daha yiiksek
bulundu (sirasiyla p degerleri: <0,01; <0,0001; <0,001 ve <0,05). MOG+CFA grubuna
karst yapilan analizde ise CFA, Sham+LPS, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS
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gruplarinin IBA1(+) hiicre sayisinin daha diisiik oldugu belirlendi (sirasiyla p
degerleri: <0,001; <0,0001; <0,05 ve <0,001). Spinal kordun beyaz cevherinde de
genel analizde gruplar farkli bulundu {F(5,29)=16,95; p<0,0001; Sekil 4.23D}. Sham
grubuna karsi yapilan analizde MOG+CFA, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS
gruplariin daha yiiksek IBA1(+) hiicre sayisi oldugu saptandi (sirastyla p degerleri:
<0,0001; <0,05 ve <0,001). MOG+CFA grubuna kars1 yapilan kiyasta ise CFA,
Sham+LPS ve CFA+LPS gruplarinin IBA1(+) hiicre sayis1 daha diisiik olarak bulundu
(strastyla p degerleri: <0,0001; <0,0001; <0,05). Mikroglia sayist gri cevher alanlar
olan subpial korteks ve hipokampiiste olusturdugumuz model grubunda diger
gruplardan daha yiiksek bulundu. Rutin model grubunun mikroglia sayisi ise beyin
beyaz cevherinde olusturdugumuz model grubu ve Sham grubundan daha ytiksek
saptandi. Spinal kord beyaz cevherinde ise rutin model ve olusturdugumuz model
gruplarinin mikroglia sayist benzerdi ve bu iki grupta da Sham grubundan daha
yiiksekti. Tek bagina CFA verilen grubun da beyaz cevher alanlarinda Sham grubuna
gore mikroglia sayisinin arttigi bulundu. Tek basina LPS yapilan gruplarin ise

mikroglia sayis1t Sham grubu ile benzer saptandi.
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Sekil 4.23. Gruplara gore 8. haftada subpial korteks, hipokampiis, beyin beyaz
cevheri ve spinal kord beyaz cevherinde IBA1(+) hiicre sayisi. A. Subpial kortekste
IBA1(+) hiicre sayis1. Sham grubuna gore yapilan analizde sadece MOG+CFA+LPS
grubunun IBA1(+) hiicre sayist daha fazla idi (****p<0,0001). MOG+CFA grubuna
gore yapilan analizde de sadece MOG+CFA+LPS grubunun IBAI(+) hiicre sayisi
daha fazlayd: (***p<0,001). B. Hipokampiiste IBA1(+) hiicre sayisi. Sham grubuna
gore yapilan analizde MOG+CFA, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplarinin
IBA1(+) hiicre sayisi daha fazla bulundu (sirasiyla p degerleri:**<0,01; ***<0,001 ve
*Ex%<0,0001). MOG+CFA grubuna gore yapilan analizde ise sadece
MOG+CFA+LPS grubunun IBA1(+) hiicre sayis1 daha fazla belirlendi (***p<0,001).
C. Beyin beyaz cevherinde IBA1(+) hiicre sayis1. Sham grubuna gore yapilan analizde
CFA, MOG+CFA, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplarinin IBA1(+) hiicre sayis1
daha fazla saptandi (sirasiyla p degerleri:**<0,01; ****<0,0001; ***<0,001 ve
*<0,05). MOG+CFA grubuna gore yapilan analizde ise CFA, Sham+LPS, CFA+LPS
ve MOG+CFA+LPS gruplarinin IBA1(+) hiicre sayis1 daha diisiik bulundu (sirasiyla
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p degerleri: ***<0,001; ****<0,0001; *<0,05; ve **<0,01). D. Spinal kord beyaz
cevherinde IBA1(+) hiicre sayist. Sham grubuna gore yapilan analizde MOG+CFA,
CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplarinin IBA1(+) hiicre sayis1 daha fazla bulundu
(strastyla p degerleri: ****<0,0001; *<0,05; ve ***<0,001). MOG+CFA grubuna gore
yapilan analizde ise CFA, Sham+LPS ve CFA+LPS gruplarinin IBA1(+) hiicre sayis1
daha diisiik belirlendi (sirasiyla p degerleri: ****<0,0001; ****<0,0001 ve *<0,05).
(Gruplarin kiyasinda “tek yonlii ANOVA testi” yapildiktan sonra posthoc “Tukey
testi” uygulanmistir. Bar grafikler ortalama+standart hata degeri gostermektedir. Grup
basina n=5-6"dir. Sham grubuna gore karsilastirma analizinde fark bulunan gruplarin
bar grafiginin iizerine siyah renkte “*” simgesi konulmustur. MOG+CFA grubuna
gore karsilastirma analizinde fark bulunan gruplarin bar grafiginin iizerine mavi renkte
“*” simgesi konulmustur. Gosterimlerde istatistiksel anlamliligin p degeri derecesine
dikkat edilmistir. MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein, CFA: Freund’un tam
adjuvant; LPS: Lipopolisakkarit.)
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Sekil 4.24. IBA1 boyamasindan ornek gorseller. A. Mikroglial aktivasyonun
goriildiigl bir alandan goriintii. B. Mikroglial aktivasyon olmayan alandan bir goriintii.
C. Belirgin demiyelinize alana eslik eden mikroglial aktivasyon goriintiisii. D. Aktive

mikroglialarin 100X biiylitme goriintiisii.

4.10. Modelin Elektrofizyolojik Degerlendirme Bulgulari

Modelin davranigsal ve histopatolojik karakterizasyonu yapildiktan sonra yeni
bir deney setinde periferik sinir tutulumunun ortaya konmasi ve belirlenen mekanik
allodini de periferik sinir etkilenmesinin olasi rolii belirlenmeye ¢alisildi. Bilesik sinir
aksiyon potansiyeli kaydi (CNAP) 2 ve 6. haftalarda alindi. 2. haftada Sham, CFA ve
MOG+CFA gruplariin ortalama latans siiresi sirasiyla 1,06 ms; 1,26 ms ve 1,48 ms
olarak hesaplandi. 6. Haftada ise Sham, CFA, MOG+CFA, Sham+LPS, CFA+LPS ve
MOG+CFA+LPS gruplarinin sirasiyla latans siireleri 1,07 ms; 1,13 ms; 1,19 ms; 1,09
ms; 1,19 ms ve 1,17 ms olarak belirlendi. 2. haftada 3 grup arasinda yapilan analizde
gruplarin farkl oldugu belirlendi {F(2,21)=57,51; p<0,0001; Sekil 4.25} ve hem CFA
hem de MOG+CFA grubunda Sham grubuna gore latans siiresinin arttigi bulundu
(p<0,001 ve p<0,0001). Ek olarak MOG+CFA grubunun latans siiresi CFA grubunun
latans siiresine gore de artmig idi (p<<0,0001). 6. haftada tiim gruplarin latans siiresi
benzerdi. Gruplarin kendi igerisinde haftalar arasinda kiyas yapildiginda CFA,
MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplariin 6. haftada latans siiresi 2. haftaya gore
azalmisti (sirastyla p degerleri: <0,05; <0,0001; <0,001). 2. haftada si¢anlarin kuyruk
sinirinde iletim hiz1 hem CFA grubunda hem de MOG+CFA grubunda azalmist: fakat
MOG+CFA grubundaki sinir iletim hiz1 yavaglamasi CFA grubundan da fazla olarak
saptandi. MOG+CFA grubunun tiim gruplara gére miyelin agisindan etkilenmesi daha
fazla idi. 2. haftada belirlenen tim bu farklar 6. haftada kayboldu ve tiim gruplarin

periferik sinir iletim hiz1 benzerdi.
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A. CNAP 2. hafta B. CNAP 6. hafta
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Sekil 4.25. Gruplara gore bilesik sinir aksiyon potansiyeli (CNAP) kayitlarinda
latans degerleri. A. Gruplara gore 2. hafta bilesik sinir aksiyon potansiyeli latans
degisimi. 2. haftada CFA grubunun latans degeri Sham grubundan yiiksek bulundu
(***p<0,001). MOG+CFA grubun latans degeri ise hem hem Sham grubundan hem
de CFA grubundan daha yiiksek belirlendi (****p<0,0001). B. Gruplara gore 6. hafta
bilesik sinir aksiyon potansiyeli latans degisimi. 6. haftada bilesik sinir aksiyon
potansiyelinin latansi tim gruplarda benzerdi. C. Gruplarin 2 ve 6. haftada bilesik sinir
aksiyon potansiyeli latans degerinin degisimi. CFA, MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS
gruplarinda 6. haftada latans 2. haftaya gore diismiistii (sirasiyla p degerleri: *<0,05;
*Ax%<0,0001 ve ***p<0,001). (2. haftada LPS enjeksiyonu heniiz yapilmadig: i¢in
LPS enjeksiyonu yapilacak gruplar da ilgili grubunun i¢inde degerlendirilmistir. 2. ve
6. hafta analizleri i¢in “tek yonli ANOVA testi” sonrasi posthoc “Tukey testi”
yapilmistir. Tim gruplarin zamansal degisimi i¢in “tekrarli 6l¢iimler icin iki yonli
ANOVA testi” sonrasi posthoc “Tukey testi” yapilmistir. Grup basina n=4’tiir. MOG:
miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS:

Lipopolisakkarit; CNAP: Compound Nerve Action Potential)
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Bilesik sinir aksiyon potansiyeli kaydinda si¢anlarin aksiyon potansiyellerinin
amplitiid degerleri de belirlendi. 2. haftada Sham, CFA ve MOG+CFA gruplarinin
ortalama maksimum amplitiid degerleri sirastyla 1,45 mV; 0,99 mV ve 0,94 mV olarak
hesaplandi. 6. Haftada ise Sham, CFA, MOG+CFA, Sham+LPS, CFA+LPS ve
MOG+CFA+LPS gruplarinin sirasiyla ortalama maksimum amplitiid degerleri 1,60
mV; 1,23 mV; 1,33 mV; 1,62 mV; 1,14 mV ve 1,32 mV olarak belirlendi. 2. haftada
3 grup arasinda yapilan analizde gruplarin farkli oldugu bulundu {F(2,21)=24,05;
p<0,0001; Sekil 4.26} ve hem CFA hem de MOG+CFA grubunda Sham grubuna gore
maksimum amplitiid degerinin azaldig1 saptandi (p<0,0001). 6. haftada tiim gruplarin
maksimum amplitiid degerleri benzerdi. Gruplarin kendi igerisinde haftalar arasinda
kiyas yapildiginda CFA, MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarinin 6. haftada
maksimum amplitiid degerleri 2. haftaya gore artmis bulundu (sirasiyla p degerleri:
<0,01; <0,001; <0,01). 2. haftada siganlarin kuyruk sinirinde Olgililen en yiiksek
amplitiid degeri hem CFA grubunda hem de MOG+CFA grubunda azaldi. Bu durum
sinir liflerinde goriilen genel hasarin hem CFA hem de MOG+CFA grubunda
goriildiigiinii ortaya koydu. 2. haftada belirlenen tiim bu farklar 6. haftada kayboldu ve

tim gruplarin genel sinir etkilenmesi durumu benzer olarak belirlendi.
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Sekil 4.26. Gruplara gore bilesik sinir aksiyon potansiyeli (CNAP) kayitlarinda
maksimum amplitiid degerleri. A. Gruplara gore 2. hafta bilesik sinir aksiyon
potansiyeli maksimum amplitiid degisimi. 2. haftada hem CFA hem de MOG+CFA
gruplarinin - maksimum amplitiid degeri Sham grubundan diisiik bulundu
(****p<0,0001). B. Gruplara gore 6. hafta bilesik sinir aksiyon potansiyeli maksimum
amplitiid degisimi. 6. haftada bilesik sinir aksiyon potansiyelinin maksimum amplitiid
degeri tim gruplarda benzerdi. C. Gruplarin 2 ve 6. haftada bilesik sinir aksiyon
potansiyeli maksimum amplitiid degeri degisimi. CFA, MOG+CFA ve
MOG+CFA+LPS gruplarinda 6. haftada maksimum amplitiid degeri 2. haftaya gore
artti (swrastyla p degerleri: **<0,01; ***<0,001 ve **p<0,01). (2. haftada LPS
enjeksiyonu heniiz yapilmadigi i¢in LPS enjeksiyonu yapilacak gruplar da ilgili
grubunun i¢inde degerlendirilmistir. 2. ve 6. hafta analizleri i¢in “tek yonlii ANOVA
testi” sonras1 posthoc “Tukey testi” yapilmigtir. Tiim gruplarin zamansal degisimi i¢in
“tekrarli Olglimler i¢in iki yonli ANOVA testi” sonrasi posthoc “Tukey testi”
yapilmistir. Grup basina n=4’tiir. MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA:
Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit; CNAP: Compound Nerve Action
Potential)
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Sicanlarin kuyruklarinda bilesik sinir aksiyon potansiyeli yaninda bilesik kas
aksiyon potansiyeli (CMAP) de degerlendirildi. 2. haftada Sham, CFA ve MOG+CFA
gruplarinin ortalama CMAP latans degerleri sirasiyla 2,39 ms; 3,05 ms ve 2,99 ms
olarak hesaplandi. 6. haftada ise Sham, CFA, MOG+CFA, Sham+LPS, CFA+LPS ve
MOG+CFA+LPS gruplarinin sirasiyla ortalama CMAP latans degerleri 2,39 ms; 2,60
ms; 2,60 ms; 2,38 ms; 2,68 ms ve 2,56 ms olarak belirlendi. 2. haftada 3 grup arasinda
yapilan analizde gruplarin farkli oldugu belirlendi{F(2,21)=24,05; p<0,0001; Sekil
4.27} ve hem CFA hem de MOG+CFA grubunda Sham grubuna gore latans degerinin
arttigi bulundu (p<0,0001). 6. haftada tiim gruplarin latans degerleri benzerdi.
Gruplarin kendi igerisinde haftalar arasinda kiyas yapildiginda CFA, MOG+CFA ve
MOG+CFA+LPS gruplarinin 6. haftada latans degerleri 2. haftaya gore diisiikti
(swrasiyla p degerleri: <0,01; <0,05; <0,05). 2. haftada siganlarin kuyruk motor
sinirinde Olgiilen latans degeri hem CFA grubunda hem de MOG+CFA grubunda
distiktii. Bu durum motor sinirde goriilen iletim hasarinin hem CFA hem de
MOG+CFA grubunda oldugunu ortaya koydu. 2. haftada belirlenen tiim bu farklar 6.

haftada kayboldu ve tiim gruplarin genel motor sinir etkilenmesi benzerdi.
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Sekil 4.27. Gruplara gore bilesik kas aksiyon potansiyeli (CMAP) kayitlarinda
latans degerleri. A. Gruplara gore 2. hafta bilesik kas aksiyon potansiyeli latans
degisimi. 2. haftada hem CFA grubunun hem de MOG+CFA grubunun latans degeri
Sham grubundan yiiksek bulundu (**p<0,01). B. Gruplara gore 6. hafta bilesik kas
aksiyon potansiyeli latans degisimi. 6. haftada bilesik motor aksiyon potansiyelinin
latanst tim gruplarda benzerdi. C. Gruplarin 2 ve 6. haftada bilesik kas aksiyon
potansiyeli latans degerinin degisimi. CFA, MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS
gruplarinda 6. haftada latans degeri 2. haftaya gore diisiiktii (sirasiyla p degerleri:
**<0,01; *<0,05 ve *<0,05). (2. haftada LPS enjeksiyonu heniiz yapilmadigi i¢in LPS
enjeksiyonu yapilacak gruplar da ilgili grubunun iginde degerlendirilmistir. 2. ve 6.
hafta analizleri ig¢in “tek yonli ANOVA testi” sonrast posthoc “Tukey testi”
yapilmistir. Tiim gruplarin zamansal degisimi i¢in “tekrarh 6l¢iimler icin iki yonli
ANOVA testi” sonrasi posthoc “Tukey testi” yapilmistir. Grup basina n=4’tiir. MOG:
miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS:

Lipopolisakkarit; CMAP: Compound Muscle Action Potential)

Bilesik kas aksiyon potansiyeli (CMAP) kaydinda maksimiim amplitiid
degerleri de incelendi. 2. haftada Sham, CFA ve MOG+CFA gruplarmin ortalama
maksimum amplitiid degerleri sirasiyla 136,2 mV; 107,3 mV ve 97,1 mV olarak
hesaplandi. 6. haftada ise Sham, CFA, MOG+CFA, Sham+LPS, CFA+LPS ve
MOG+CFA+LPS gruplarinin sirasiyla ortalama maksimum amplitiid degerleri 136,4
mV; 131,1 mV; 138,8 mV; 138,9 mV; 127,8 mV ve 111,2 mV olarak belirlendi. 2.
haftada 3 grup arasinda yapilan analizde gruplarin farkli  oldugu
belirlendi{F(2,21)=5,013; p=0,016; Sekil 4.28} ve sadece MOG+CFA grubunda
Sham grubuna gore maksimum amplitiid degerinin azaldigir bulundu (p<0,05). 6.
haftada tiim gruplarin maksimum amplitiid degerleri benzerdi. Gruplarin kendi
igerisinde haftalar arasinda kiyas yapildiginda sadece MOG+CFA grubunun 6. haftada
maksimum amplitiid degerleri 2. haftaya gore artmisti (p<0,05). 2. haftada siganlarin
kuyruk motor sinirinde olgiilen en yiiksek amplitiid degeri sadece rutin model
grubunda azaldi. 2. haftada belirlenen maksimum amplitiid farki ise 6. haftada

kayboldu ve tiim gruplarin genel etkilenmesi benzer olarak belirlendi.
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Sekil 4.28. Gruplara gore bilesik kas aksiyon potansiyeli (CMAP) kayitlarinda
maksimum amplitiid degerleri. A. Gruplara gore 2. hafta bilesik kas aksiyon
potansiyeli maksimum amplitiid degisimi. 2. haftada sadece MOG+CFA grubunun
maksimum amplitiid degeri Sham grubundan diisiikk bulundu (*p<0,05). B. Gruplara
gore 6. hafta bilesik kas aksiyon potansiyeli maksimum amplitiid degisimi. 6. haftada
bilesik kas aksiyon potansiyelinin maksimum amplitiid degeri tiim gruplarda benzerdi.
C. Gruplarin 2 ve 6. haftada bilesik kas aksiyon potansiyeli maksimum amplitiid degeri
degisimi. Sadece MOG+CFA grubunda 6. haftada maksimum amplitid degeri 2.
haftaya gore artmist1 (p<0,05). (2. haftada LPS enjeksiyonu heniiz yapilmadig: igin
LPS enjeksiyonu yapilacak gruplar da ilgili grubunun i¢inde degerlendirilmistir. 2. ve
6. hafta analizleri i¢in “tek yonli ANOVA testi” sonrasi posthoc “Tukey testi”
yapilmustir. Tiim gruplarin zamansal degisimi igin “tekrarli 6l¢iimler icin iki yonlii
ANOVA testi” sonrasi posthoc “Tukey testi” yapilmistir. Grup basina n=4’tiir. MOG:
miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS:
Lipopolisakkarit; CMAP: Compound Muscle Action Potential)
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Sicanlarin kuyruk sinirlerinde yapilan CNAP ve CMAP kayitlarinda iki ¢esit
refrakter periyot (RP) degerlendirmesi yapildi: 1) aksiyon potansiyelinin tam olarak
tek bir dalga oldugu maksimum stimuluslar aras siire ve 2) aksiyon potansiyelinin tam
anlamiyla 2 dalga oldugu minimum stimuluslar aras1 siire. ilk olarak analatilan RP
degerleri hem CNAP hem de CMAP kayitlarinda incelendi. 2. haftada Sham, CFA ve
MOG+CFA gruplarinin ortalama CNAP-RP stimuluslar arasi siire degerleri sirasiyla
0,38 ms; 0,46 ms ve 0,50 ms olarak hesapland:. 6. haftada ise Sham, CFA, MOG+CFA,
Sham+LPS, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplarinin sirasiyla ortalama CNAP-RP
stimuluslar aras siire degerleri 0,38 ms; 0,40 ms; 0,39 ms; 0,39 ms; 0,38 ms ve 0,52
ms olarak belirlendi. 2. haftada 3 grup arasinda yapilan analizde gruplarin farkli oldugu
bulundu {F(2,21)=52,62; p<0,0001; Sekil 4.29} ve hem CFA hem de MOG+CFA
grubunda Sham grubuna gore stimuluslar arasi siire degerinin yiikseldigi bulundu
(p<0,0001). Ek olarak MOG+CFA grubunun stimuluslar arasi siire degeri CFA
grubundan da yiiksekti (p<0,01). 6. haftada ise gruplar arasinda fark oldugu belirlendi
{F(5,18)=67,62; p<0,0001} ve MOG+CFA grubunun stimuluslar arasi siire degeri
Sham grubuna gore yiiksek bulundu (p<0,05). Gruplarin kendi igerisinde haftalar
arasinda kiyas yapildiginda CFA, MOG+CFA ve CFA+LPS gruplarinin 6. haftada
stimuluslar aras1 siire degerleri 2. haftaya gore diistii (sirasiyla p degerleri: <0,01;
<0,0001; ve <0,001). 2. haftada siganlarin bilesik sinir aksiyon potansiyeli kaydinda
refrakter periyot belirlemesi igin Olgiilen stimuluslar arasi siire degeri, hem CFA
grubunda hem de MOG+CFA grubunda artti. Bu durum duyu sinirinde uyarilma
gecikmesi agisindan hem CFA hem de MOG+CFA grubunda Sham grubuna goére
yiikselme oldugunu belirledi. 2. haftada belirlenen bu farklar 6. haftada kayboldu fakat

sadece olusturdugumuz model grubunda bu fark devam etti.
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Sekil 4.29. Gruplara gore bilesik sinir aksiyon potansiyeli (CNAP) kayitlarinda
refrakter periyot (RP) olarak belirlenen sitimuluslar arasi siire degerleri. A.
Gruplara gore 2. haftada CNAP-RP stimuluslar arasi siire degerlerinin degisimi. 2.
haftada hem CFA hem de MOG+CFA grubunun stimuluslar arasi siire degeri Sham
grubundan yiiksek olarak bulundu (****p<0,0001). B. Gruplara gore 6. hafta CNAP-
RP stimuluslar arasi siire degisimi. 6. haftada MOG+CFA+LPS grubunun CNAP-RP
stimuluslar aras1 siire degeri Sham ve CFA+LPS gruplarindan daha yiiksek belirlendi
(*p<0,05). C. Gruplarin 2 ve 6. haftada CNAP-RP stimuluslar arasi siire degisimi.
CFA, MOG+CFA ve CFA+LPS gruplarinda 2. haftada artmis olan stimuluslar arasi
stire degeri azalarak normale dondii (sirasiyla p degerleri ****<0,0001; ****<0,0001
ve ***<0,001). (2. haftada LPS enjeksiyonu heniiz yapilmadig1 i¢in LPS enjeksiyonu
yapilacak gruplar da ilgili grubunun i¢inde degerlendirilmistir. 2. ve 6. hafta analizleri
icin “tek yonli ANOVA testi” sonrast posthoc “Tukey testi” yapilmistir. Tim
gruplarin zamansal degisimi i¢in “tekrarli Sl¢iimler i¢in iki yonlii ANOVA testi”
sonrast posthoc “Tukey testi” yapilmistir. Grup basmma n=4’tiir. MOG: miyelin
oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit;
CNAP: Compound Muscle Action Potential; RP: Refrakter Periyot).
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Refrakter periyot kayitlar1 bilesik kas aksiyon potansiyelinde de dlgiildi. 2.
haftada Sham, CFA ve MOG+CFA gruplarinin ortalama CMAP-RP stimuluslar aras1
stire degerleri sirasiyla 0,79 ms; 0,95 ms ve 1,06 ms olarak hesaplandi. 6. haftada ise
Sham, CFA, MOG+CFA, Sham+LPS, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS gruplarinin
sirastyla ortalama CMAP-RP stimuluslar arasi sitire degerleri 0,80 ms; 0,80 ms; 0,81
ms; 0,78 ms; 0,81 ms ve 1,01 ms olarak belirlendi. 2. haftada 3 grup arasinda yapilan
analizde gruplarin farkli oldugu belirlendi {F(2,21)=46,53; p<0,0001; Sekil 4.30} ve
hem CFA hem de MOG+CFA grubunda Sham grubuna gore stimuluslar aras1 siire
degerinin yiikseldigi bulundu (p<0,0001). Ek olarak MOG+CFA grubunun stimuluslar
arasi siire degeri CFA grubundan da yiiksekti (p<0,01). 6. haftada ise gruplar arasinda
fark oldugu bulundu {F(5,18)=18,91; p<0,0001} ve MOG+CFA grubunun stimuluslar
arasi siire degeri tiim gruplardan yiiksek olarak saptandi (p<0,05). Gruplarin kendi
icerisinde haftalar arasinda kiyas yapildiginda CFA, MOG+CFA ve CFA+LPS
gruplarimin 6. haftada stimuluslar arasi siire degerleri 2. haftaya gore diisiik bulundu
(sirastyla p degerleri: <0,0001; <0,0001; ve <0,001). 2. haftada siganlarin bilesik kas
aksiyon potansiyeli kaydinda refrakter periyot belirlemesi igin 6lgiilen stimuluslar
arasi siire degeri, hem CFA grubunda hem de MOG+CFA grubunda artmisti. Bu
durum motor sinirde uyarilma gecikmesi agisindan hem CFA hem de MOG+CFA
grubunda Sham grubuna gore yiikselme oldugunu gosterdi. 2. haftada belirlenen bu
farklar 6. haftada kayboldu fakat sadece olusturdugumuz model grubunda bu fark

devam etti.
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Sekil 4.30. Gruplara gore bilesik motor aksiyon potansiyeli kayitlarinda refrakter
periyot olarak belirlenen sitimuluslar arasi siire degerleri. A. Gruplara gore 2.
haftada CMAP-RP stimuluslar arasi siire degerlerinin degisimi. 2. haftada hem CFA
hem de MOG+CFA grubunun stimuluslar aras1 siire degeri Sham grubundan yiiksek
olarak bulundu (****p<0,0001). B. Gruplara gore 6. hafta CMAP-RP stimuluslar aras1
slire degisimi. 6. haftada MOG+CFA+LPS grubunun CMAP-RP stimuluslar arasi siire
degeri diger tiim gruplardan daha yiiksek belirlendi (*p<0,05). C. Gruplarin 2 ve 6.
haftada CMAP-RP stimuluslar arasi siire degisimi. CFA, MOG+CFA ve CFA+LPS
gruplarinda 2. haftada artmis olan stimuluslar arasi siire degeri azalarak normale dondii
(sirastyla p degerleri ****<0,0001; ****<(0,0001 ve ***<0,001). (2. haftada LPS
enjeksiyonu heniiz yapilmadigi icin LPS enjeksiyonu yapilacak gruplar da ilgili
grubunun i¢inde degerlendirilmistir. 2. ve 6. hafta analizleri i¢in “tek yonlii ANOVA
testi” sonras1 posthoc “Tukey testi” yapilmistir. Tiim gruplarin zamansal degisimi i¢in
“tekrarli Olglimler i¢in iki yonli ANOVA testi” sonrasi posthoc “Tukey testi”
yapilmistir. Grup basimna n=4’tiir. MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA:
Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit; CNAP: Compound Muscle Action
Potential; RP: Refrakter Periyot).
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Aksiyon potansiyelinin tam 2 dalga haline geldigi minimum stimuluslar arasi
stire seklinde ikinci olarak bahsedilen refrakter periyot degerlendirmeleri de ayni
sekilde CNAP-RP ve CMAP-RP olarak yapildi. Bu incelemelerde hem CNAP hem de
CMAP igin 2 ve 6. haftalarda alinan tiim kayitlarda gruplar arasinda ve zamansal
olarak herhangi bir fark belirlenmedi. Bu &l¢iimlerde gruplarin 2 ve 6. haftadaki
CNAP-RP i¢in belirlenen yaklasik stimuluslar arasi siire degeri 1,17 ms ile 1,31 ms
arasinda degisti. Benzer sekilde CMAP-RP stimuluslar aras1 yaklasik siire ise 2,95 ms

ile 3,03 ms arasinda belirlendi.

Elektrofizyolojik kayitlar alinirken yukaridaki degerlendirmelere ek olarak
eksitabilite incelemesi igin stimulus siddeti — yanit egrilerini ¢izmek iizere artan
siddetlerde uyar1 verilerek yanitlar belirlendi. Bu yanitlar ile ¢izilen egrilerden
maksimum amplitiid yanitinin yaris1 (%50’si) amplitiiddeki yanit1 olusturan stimulus
siddeti (SI50) degerleri hesaplandi. 2. haftada Sham, CFA ve MOG+CFA gruplarinin
ortalama SI50 degerleri sirasiyla 266,7 pA; 375,6 uA ve 453,4 pA olarak bulundu. 6.
haftada ise Sham, CFA, MOG+CFA, Sham+LPS, CFA+LPS ve MOG+CFA+LPS
gruplariin sirasiyla ortalama SI50 degerleri 275,4 pA; 303,5 pA; 353,3 nA; 257,2
nA; 298,3 uA ve 344,5 uA olarak saptandi. 2. haftada 3 grup arasinda yapilan analizde
gruplarin farkl oldugu belirlendi {F(2,21)=10,57; p=0,0007; Sekil 4.31} ve hem CFA
hem de MOG+CFA grubunda Sham grubuna gore S150 degerinin yiikseldigi bulundu
(p<0,05 ve p<0,001). 6. haftada ise MOG+CFA ve MOG+CFA+LPS gruplarinin
sayisal olarak daha yiliksek SIS0 degeri belirlense de anlamli fark saptanmadi.
Gruplarin kendi igerisinde haftalar arasinda kiyas yapildiginda sadece olusturdugumuz
model grubunda 6. haftada SI50 degerleri 2. haftaya gore diisiik belirlendi (p<0,05). 2.
haftada siganlarin bilesik sinir aksiyon potansiyeli kaydinda eksitabilite
degerlendirmesi igin belirlenen SIS0 degeri, hem CFA grubunda hem de MOG+CFA
grubunda yiiksekti. Bu bulgular, 2. haftada hem CFA hem de MOG+CFA uygulanan
sicanlarin kuyruk sinirinin daha hipoeksitabl oldugunu gosterdi. 2. haftada belirlenen
bu farklar 6. haftada ise kayboldu ve tiim gruplarin kuyruk sinirinin benzer eksitabl

durumda oldugu bulundu.
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Sekil 4.31. Gruplara gore bilesik sinir aksiyon potansiyeli kayitlarinda belirlenen
SI50 degerleri. A. Gruplara gore 2. haftada SI50 degerlerinin degisimi. 2. haftada hem
CFA hem de MOG+CFA grubunun SI50 degeri Sham grubundan yiiksek olarak
bulundu (*p<0,05 ve ***p<0,001). B. Gruplara gore 6. hafta SIS0 degerleri degisimi.
6. haftada tiim gruplarin SISO degeri benzerdi. C. Gruplarin 2 ve 6. haftada SI50
degerleri degisimi. Sadece MOG+CFA+LPS grubunda 2. haftada artmis olan
stimuluslar arasi siire degeri azalarak normalde dondi (*p<0,05). (2. haftada LPS
enjeksiyonu heniiz yapilmadigi i¢cin LPS enjeksiyonu yapilacak gruplar da ilgili
grubunun i¢inde degerlendirilmistir. 2. ve 6. hafta analizleri i¢in “tek yonlii ANOVA
testi” sonrasi posthoc “Tukey testi” yapilmigtir. Tiim gruplarin zamansal degisimi i¢in
“tekrarli Olgimler i¢in iki yonli ANOVA testi” sonrasi posthoc “Tukey testi”
yapilmistir. Grup basina n=4’tiir. MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA:
Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit; CNAP: Compound Nerve Action

Potential; SI50; maksimum yanitin %50’sini olusturan stimulus siddeti)

CNAP kayitlarinda ¢izilen stimulus siddeti — yanit egrilerinin 2. hafta gorseli
Sekil 4.32°de paylasilmistir. Bu sekle géore hem CFA hem de MOG+CFA gruplarinin
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egrisi Sham grubuna gore saga kaymis olarak belirlendi. Saga kayma, kuyruk sinirinin
hipoeksitabl hale geldigini ortaya koydu. CFA ve MOG+CFA arasindaki saga

kaymanin ise anlamli olmadig1 yukarida belirtildi.

2. Hafta
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Sekil 4.32. Gruplarin 2. haftadaki stimulus siddeti — yanit egrisi ve SIS0 degerleri.
CFA ve MOG+CFA gruplarinin egrisi saga kaydi. (Grup basina n=8’dir. MOG:
miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; CNAP: Bilesik

sinir aksiyon potansiyeli - Compound Nerve Action Potential)

4.11. Modelin Serumda Sitokin Tayini Bulgular:

Modelin olusturulmasi deney protokoliiniin sonunda 10. haftada sicanlarin
serum Ornekleri ile sitokin tayini yapildi. Sham grubunun serum IL-1p ortalama degeri
35,02 pg/mL iken serum TNF-o ortalama degeri 21,44 pg/mL olarak hesaplandi.
Serum IL-1B seviyesi tim gruplarda benzer bulundu. Serum TNF-a seviyesi igin
gruplar arasinda fark oldugu belirlendi {F(5,13)=3,413; p=0,0345} ve
MOG+CFA+LPS grubunun TNF-a seviyesinin Sham grubundan daha yiiksek oldugu

saptand.
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Sekil 4.33. 10. haftada gruplara gore serum sitokin seviyeleri. A. Gruplara gore
serum IL-1B seviyesi. Gruplarin serum IL-1P seviyesi benzerdi. B. Gruplara gore
serum TNF-a seyiyesi. MOG+CFA+LPS grubunun TNF-a seviyesi Sham grubundan
yiiksek olarak bulundu (*p<). (Gruplarin karsilastirilmas: analizi igin “tek yonli
ANOVA testi” sonras1 posthoc “Tukey testi” yapilmistir. Grup basina n=3-4’tiir.
MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS:
Lipopolisakkarit)

4.12. Olusturdugumuz Modelde Pentoksifilinin Etkisi Bulgular

Olusturdugumuz DOE modelinin tiim karakterizasyonlar1 saglandiktan sonra
tedavi denemesi protokoliine gegildi. Sicanlara 4. haftada 100 mg/kg dozda
intraperitoneal pentoksifilin uygulamasi yapildi. Siganlarin sakirifikasyon giiniine
kadar DOE skorlar1 giinliik takip edildi. Pentoksifilin tedavisi altinda bu skorda
herhangi bir giinde degisim saptanmadi (Sekil 4.34A). Benzer sekilde haftalik olarak
degerlendirilen acgik alan arena testi ve rotarod testinde olusturdugumuz model grubu
ve pentoksifilin grubu arasinda fark belirlenmedi (Sekil 4.34B ve Sekil 4.34C).
Pentoksifilinin olusturdugumuz modelde goriilen motor disfonksiyonlara ve klinik

seyre bir etkisi saptanmadi.
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Sekil 4.34. Pentoksifilinin olusturdugumuz moldelde DOE skoru, lokomosyon ve
motor durum iizerine etkileri. A. DOE skorunun gruplara gore 4 ile 6. hafta arasinda
giinliik degisimi. Gruplar arasinda herhangi bir giinde ve genel kiyasta fark bulunmadi.
B. Lokomosyon durumunun gruplara gore 4, 5 ve 6. haftadaki degisimi. Gruplar
arasinda herhangi bir haftada ve genel kiyasta fark bulunmadi. C. Motor durumun
gruplara gore 4, 5 ve 6. haftadaki degisimi. Gruplar arasinda herhangi bir haftada ve
genel kiyasta fark bulunmadi. (Genel grup kiyasinda “Tekrarlayan dl¢limler i¢in iki
yonliit ANOVA testi” yapilmistir. Cizgi grafikler ortalama + standart hata degerlerini
gostermektedir. Grup basimma n=8’dir. Giinlik veya haftalik olarak gruplar arasi
analizler i¢in ise aynt ANOVA testi sonrasi posthoc “Sidak testi” kullanilmigtir. DOE:
Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit; MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein;

CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit)

Olusturdugumuz modelde pentoksifilinin akut ve kronik olarak mekanik
allodini bulgusuna etkisi arastirildi. Akut etki i¢in 50 ve 100 mg/kg dozlar1 uygulandi.

Akut etki denemeleri baglarken olusturdugumuz modelin ortalama pati geri gekme esik
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degeri 14,99 g olarak hesaplandi. Gruplarin genel kiyasinda fark belirlendi
{F(14,70)=1,893; p=0,0419}. Pentoksifilinin 50 ve 100 mg/kg dozlarmin her ikisinde
de kendi bazal 6l¢glim degerlerine gore yarim saatte ve 1. saatte pati geri ¢gekme esik
degerinin arttig1 goriildii (sirastyla p degerleri: <0,001; <0,001; <0,05 ve <0,001; Sekil
4.35A). iki dozun etkisi arasindaki kiyas analizinde ise 100 mg/kg pentoksifilinin 50
mg/kg pentoksifiline gore yarim saatte ve 1. saatte pati geri gekme esik degerleri daha
yiiksek saptandi (p<0,01 ve p<0,001). 2, 4 ve 6. saatlerde ise her iki doz grubunun pati
geri ¢cekme esik degerleri bazal seviyesine dondii. 100 mg/kg pentoksifilinin kronik
etki degerlendirmesinde grup etkisi agisindan fark bulundu {F(1,14)=8,650;
p=0,0107}. Gruplarin haftalara gore yapilan kiyasinda pentoksifilin grubunun pati geri
¢cekme esik degeri 6. haftada MOG+CFA+LPS grubundan daha yiiksek saptandi
(p<0,01; Sekil 4.35B). Grafigin devaminda ise pentoksifilin tedavi protokolii kesildi
ve sicanlarin pati geri gekme esik degerlerinin bazal 6l¢iimlerine ilk haftadan itibaren
dondiigi belirlendi. Pentoksifilin uygulamasi, hem 50 mg/kg dozda hem 100 mg/kg
dozda ortalama bir saatlik siire ile modelimizde olusan mekanik allodininin akut
tedavisinde basarili oldu. Bu tedavi edici akut etki 2. saatte sonlandi. Pentoksifilinin
kronik uygulamada ise 2 haftalik siire sonunda 6. haftada olusturdugumuz modeldeki

mekanik allodinin tedavisinde etkili oldugu belirlendi.



119

A. Akut etki

40- 'n'“.
G e - MOG+CFA+LPS+Pentoksifilin 100 mg/kg
o)
'g‘r 30 -+ MOG+CFA+LPS+Pentoksifilin 50 mg/kg
£
X 204
@
o
= o &
& 10+
E

0 T T T T T T Saatler
0 0.5 1 2 4 6
B. Kronik etki

30+
@ -~ MOG+CFA+LPS
- #
E% -# MOG+CFA+LPS+Pentoksifilin
(] 20—.
(]
£
X
@
O
T 10
[
o
g

0 T T T T T T Haftalar

Sekil 4.35. Pentoksifilinin olusturdugumuz modeldeki mekanik allodini iizerine
akut ve kronik etkileri. A. Pentoksifilinin 50 ve 100 mg/kg dozlarmin mekanik
allodini tizerine akut etkisi. Pentoksifilinin iki dozunda da bazal 6l¢iim degerlerine
gore pati geri gekme esiginde 30. dakikada artis saptand1 (***p<0,001 ve *p<0,05).
Bu artig 1. saatte de belirlendi (***p<0,001). Gruplar arasinda zamansal yapilan
kiyasta ise 100 mg/kg pentoksifilin grubunun pati geri cekme esik degerleri 50 mg/kg
pentoksifilin grubundan 30. dakika ve 1. saatte daha yiiksek bulundu (##p<0,01 ve
###p<0,001). B. 100 mg/kg pentoksifilinin mekanik allodini {izerine kronik etkisi ve
pentoksifilin tedavisi sonras1 mekanik allodininin haftalik takibi. Gruplar arasinda
zamansal olarak yapilan analizde 6. haftada pentoksifilin grubunun pati geri ¢ekme
esik degeri MOG+CFA+LPS grubundan daha yiiksek bulundu (##p<0,01). (Genel
grup kiyasinda “Tekrarlayan dl¢timler icin iki yonlii ANOVA testi” yapilmistir. Cizgi
grafikler ortalama =+ standart hata degerlerini gostermektedir. Grup basina n=8dir.

Saatlik veya haftalik olarak gruplar arasi analizler icin ise ayn1t ANOVA testi sonrasi
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posthoc “Sidak testi” kullanilmistir. Gruplarin kendi igerisinde bazal 6l¢timlerine gore
ypilan kiyasta fark bulunanlarin ortalama verisi tizerine kendi grubunun renginde “*”
simgesi konulmustur. Gruplarin birbirine gbére zamansal karsilastirmasinda fark
bulunan gruplarin kendi renginde grup ortalama verisi {istine “#” simgesi
konulmustur. Bu simgeler istatistiksel anlamliligin p degeri derecesine gore
yerlestirilmistir. MOG: miyelin oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam
adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit)

Olusturdugumuz modelde pentoksifilinin anksiyete-benzeri duygudurum,
depresyon-benzeri duygudurum ve kognitif disfonksiyona etkileri arastirild.
Modelimizin yiikseltilmis art1 testindeki acik kolda gegirilen siire ortalamasi 6,45 s
iken pentoksifilin grubunda bu siire 16,48 s’ye yiikseldi (t=2,214; p=0,0439; Sekil
4.36A). Pentoksifilinin 100 mg/kg dozunun giinliik uygulamasi, modelimizde goriilen
anksiyete-benzeri duygudurum igin tedavi edici 6zellik gésterdi. Modelimizin zorunlu
yiizme testinde hareketsiz kalinan siire ortalamasi 65,05 s iken pentoksifilin grubunda
bu siire 45,03 s’ye disti (t=3,145; p=0,0072; Sekil 4.36B). Pentoksifilinin
modelimizde goriilen depresyon-benzeri duygudurum i¢in tedavi edici 6zelligi oldugu
saptandi. Modelimizin edilgen kaginma testinde latans siiresi ortalamas1 177 s iken
pentoksifilin tedavisi alan grubun latans stiresi ortalamasi 223,6 s olarak hesaplandi.
Pentoksifilin grubunun latans1 daha diisiik olarak belirlenmis olsa da gruplar arasinda
fark belirlenmedi (Sekil 4.36C). 100 mg/kg giinliik pentoksifilin uygulamasi 2 hafta
sonunda, olusturdugumuz modelde gelisen kognitif disfonksiyonu diizeltemedi. Genel
olarak pentoksifilin anksiyete- ve depresyon-benzeri duygudurum i¢in tedavi edici

ozellik gosterirken kognitif disfonksiyona etki gostermedi.
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Sekil 4.36. Pentoksifilinin olusturdugumuz modeldeki anksiyete-benzeri
duygudurum, depresyon-benzeri duygudurum ve kognitif disfonksiyon iizerine
etkileri. A. Pentoksifilinin anksiyete-benzeri duyguduruma etkisi. Pentoksifilin
grubunun agik kolda gegirdigi siire, olusturdugumuz modelin agik kolda gecirdigi
stireden daha yiiksekti (**p<0,01). B. Pentoksifilinin depresyon-benzeri duyguduruma
etkisi. Pentoksifilin hareketsiz kalinan siire ortalamasi, olusturdugumuz modelin
hareketsiz kalinan siire ortalamasindan daha diisik bulundu (**p<0,01). C.
Pentoksifilinin kognitif disfonksiyona etkisi. Pentoksifilin grubunun latans siiresi,
olusturdugumuz modelin latans siiresi ile benzer bulundu. (Gruplarin
karsilagtirillmasinda “bagimsiz 6rneklem t testi” kullamilmustir. Bar grafikler
ortalamatstandart hata degeri gostermektedir. Grup basina n=8’dir. Bu simgeler
istatistiksel anlamliligin p degeri derecesine gore yerlestirilmistir. MOG: miyelin

oligodendrosit glikoprotein; CFA: Freund’un tam adjuvani; LPS: Lipopolisakkarit)
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5. TARTISMA

Calismamizda 1) LPS’nin O55:B5 4 mg/kg intraperitonel uygulama dozunun
Wistar albino disi sicanlarda KBB gegirgenligini artirdigi  bulundu. 2)
Olusturdugumuz (MOG+CFA+LPS) model ile rutin (MOG+CFA) modele gore, 23.
giinden itibaren baglayip 70. giine kadar devam eden ve daha yiiksek DOE skorunun
sergilendigi kronik progresif DOE modeli elde edildi. 3) Olusturdugumuz modelde,
allodininin 10 hafta stirdiigii; motor tutulumun 6. haftada maksimuma ulastig1 ve
sonraki haftalarda geriledigi; anksiyete-benzeri bulgularin 6. haftada maksimuma
ulastigi ve 10. haftada hala devam ettigi; 10. haftada depresyon-benzeri duygudurum
oldugu ve 6-10. haftalarda kognitif bozukluk gelistigi saptandi. 4) Olusturdugumuz
modelin histopatolojik degerlendirmesinde rutin modele kiyasla, 10. haftada belirgin
santral inflamasyon belirlendi; beyaz cevherde goériilen demiyelinizasyon rutin modele
benzerken, modelimizde gri cevherde daha yiiksek demiyelinizasyon skoru saptands;
subpial korteks ve hipokampiiste daha belirgin miyelin kayb1 oldugu; beyin ve spinal
kord beyaz cevherlerinde ise rutin modele benzer miktarda miyelin kaybi oldugu
bulundu. 5) Morfolojik mikroglia aktivasyonu ve mikroglial say1 artisi, rutin modelde
agirlikli olarak beyin ve spinal kord beyaz cevherinde, olusturdugumuz modelde ise
subpial korteks ve hipokampiiste goriildii. 6) Olusturdugumuz modelde, hem Sham
grubuna hem de rutin modele gore serumda TNF-o seviyesinin yiikseldigi, 1L-1p
diizeyinin ise degismedigi belirlendi. 7) Elektrofizyolojik incelemelerde, rutin model
ve tek basina CFA enjeksiyonu sonrasi 2. haftada periferik sinir tutulumu belirlendi ve
bu tutulum 6. haftada normale dondii. 8) Periferik sinir bulgularinda 2. haftada
sinirlerin hipoeksitabl oldugu ve 6. haftada tiim gruplardaki hipoeksitabilitenin
geriledigi belirlendi. 9) Olusturdugumuz modeldeki periferik sinir tutulumu
bulgularinin rutin model ile benzer oldugu, ancak modelimizde 6. haftada halen
refrakter periyot siiresi artiginin devam ettigi saptandi. 10) Olusturdugumuz kronik
progresif MS modelinde intraperitoneal 100 mg/kg dozunda giinliik pentoksifilin
uygulamasi, depresyon-benzeri duygudurumun; anksiyete-benzeri duygudurumun ve
akut ile kronik mekanik allodininin tedavisinde etkin bulundu. 11) Pentoksifilinin
DOE skoruna, motor bulgulara ve kognitif bozulmaya etkisi ise saptanmada.
Olusturdugumuz (MOG+CFA+LPS) model ile ilk defa olarak Wistar albino

sicanlarda, beyine direkt bir miidahale yapilmadan, davranigsal ve histolojik agidan
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progresif MS klinigine kapsamli benzerligin saglandigi, kronik progresif DOE modeli
gelistirildi.

5.1. LPS’nin KBB Permeabilitesi Uzerine Etkisi

Patolojik durumlarda kan beyin bariyeri (KBB), biitiinliigiinii kaybetmekte ve
endotelyal permeabilite artmaktadir. Béylece SSS, immiin sisteme daha agik ve
goriiniir hale gelmektedir (15). Calismamizda da DOE modeli olusturulabilmesi igin,
KBB disfonksiyonu (gegcirgenlik artisi) yaparak SSS’nin sistemik dolasima maruz
kalmasi planlandi. Sicanlarda KBB permabilitesinde artis yapabilecek cesitli
yontemler bulunmaktadir. Ozmotik ve ultrasonik yontemler bu konuda oldukca
basarihidir (128, 129). Fakat bu yontemler ile KBB yalnizca mekanik olarak
acilabilmekte, inflamasyon kaskadi tiim bilesenleri ile indiiklenememektedir. LPS’nin
kemirgenlerde KBB disfonksiyonu yaptigi ve sepsis-iliskili ensefalopati modelinde
kullanildig1 bilinmektedir (130). LPS’nin bu 6zellikleri dolayisiyla KBB hasarinin

yaninda santral inflamasyonu da saglayabilecegi diistiniildii.

LPS’nin ¢esitli suslarinin klinik etkilerinin ve bulgularinin kullanilan hayvan
cesidi ve tiiriine bagli olabilecegi bildirilmistir (131). Wistar albino disi sicanlarda da
O55:B5 susu ile hangi dozda ve hangi zamanda KBB hasar1 goriilecegi
bilinmemektedir. Yaptigimiz deneylerde 1 mg/kg LPS ile Wistar albino disi siganlarda
KBB permeabilitesinde degisiklik saptanmadi. LPS’nin 4 mg/kg dozunda da 4. saatte
permeabilite degisikligi saptanmaz iken 18. saatte ise belirgin permeabilite artist
belirlendi. Bu dozda siganlarin higbirinde deney protokolii siiresince mortalite olmadi.
Farkli bir LPS tiirii ve farelerde yapilan Banks ve dig. (132)’ne ait ¢alismada da
calismamizla benzer sekilde tek doz LPS enjeksiyonu sonrasi 24. saatte sadece 3
mg/kg dozda KBB hasar1 belirlenmistir ve daha diisiik dozlarda bu etkinin olmadigi
raporlanmistir. Kikuchi ve dig. (15)’nin ¢alismasinda ise ensefalopati modelinde 18
mg/kg LPS ile farede 18. saatte KBB hasar1 olustugu belirtilmistir. LPS’nin 4 mg/kg
dozu, KBB hasar1 yaptiginin belirlenmesi; literatiirdeki dozlarla uyum iginde olmasi

dolayistyla DOE modeli olusturulmasinda kullanilacak doz olarak kararlagtirilda.

KBB deneylerinde, korteks, orta beyin, hipokampiis ve serebellum alanlari
bolgesel olarak degerlendirildi. KBB permeabilitesindeki artis korteks, orta beyin ve

hipokampiiste belirlenirken serebellumda ise saptanmadi. Phares ve dig. (133), viral
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olarak indiiklemis olduklari otoimmiinite ve inflamasyon modelinde SSS’nin bolgesel
etkilenme farkliligt oldugunu belirtmis fakat calismamizla tam tersi sekilde
serebellumda KBB permeabilitesinin serebral kortekse gore daha yiiksek oldugunu
raporlamistir. Fakat bu ¢alismada KBB permeabilitesi degerlendirmesi en az 6 giin
sonra yapilmis ve LPS yerine viral ajan kullanilmistir. Calismamizda incelenmis olan
18. saatten sonraki bir zaman diliminde, serebellumun bu bulgusunun degismis
olabilecegi veya bahsedilen ¢alismada 18. saatte bolgesel etkilenmenin belirtilenden

farkl1 olabilecegi diisiiniildii.
5.2. Kronik Progresif Multipl Skleroz Modelinin Olusturulmasi

Calismamizda MOG ile immiinizasyon i¢in 20 pg’lik doz seg¢ildi. Bu doz
literatiirdeki dozlar ile karsilastirildiginda olduk¢a diisiik bir doz olarak
goziikmektedir. DOE modeline yatkin olarak bilinen sigan tiirleri ig¢in dahi,
kullandigimiz MOG tiirii (MOGu-125)’ntin 50 pg, 65 pg ve daha yiksek dozlari
uygulanmaktadir (134, 135). Antijenin ticari saglayicisinin kullanim f6yiinde de yatkin
sigan tiirleri i¢cin 75 pg doz Onerisi bulunmaktadir. Bu yiiksek dozlarin yaninda bu
modellerde pertussis toksini enjeksiyonu da en az bir defa yapilmaktadir.
Calismamizda diger calismalara gore diisiik bir doz se¢ilmesinin sebebi olarak,
MOG’dan 3 hafta sonra verdigimiz LPS ile hem bagisiklik yanitinin gii¢lendirilmesi
hem KBB gecirgenliginin programli artirilmasi hem de santral inflamasyonun
indiiklenmesi diisiiniildii. Ek olarak ¢alismamizin pilot deneylerinde 40 pg’lik doz ile
deneme yapilmig fakat ¢ok siddetli bir kinik tablo olustugu belirlenmistir.
Noropsikiyatrik semptomlarin ve norodejeneratif 6zelliklerin galisilabilecegi ve klinik
progresyon ile daha uyumlu bir model elde edilebilmesi amaciyla kullandigimiz doz

secilmistir.

Calismamizda, Wistar albino si¢anlara immiinizasyon sonrasi 3. haftasinda
LPS enjeksiyonu yapildi ve 10 haftalik takip saglandi. Siganlarin belirli donemlerde
enjeksiyona bagl kuyruk yaralari, bukkal bolgesinde yama seklinde tiiy dokiilmeleri
saptand1. Motawi ve dig. (136), ¢alismamiza benzer sekilde Wistar albino si¢anlarda
DOE modeli ¢alisirken immiinizasyon enjeksiyonu bdlgesinde c¢alismamizdakine
kiyasla daha siddetli lokal enfektif alanlarin olustugunu raporlamistir. Diger yandan

otoimmiin patolojiler dolayisiyla kemirgenlerde alopesi areata kliniginin oldugu da
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bildirilmistir ve ¢alismamizdaki bukkal tiiy dokiilmesi bu patolojiyi diistindiirmuistiir

(137).

Immiinizasyon olusturulurken kullanilan adjuvanin ve LPS’nin direkt
etkilerinin diglanmasi i¢in olusturulan CFA+LPS grubunda; LPS enjeksiyonu hemen
sonrasinda motor bulgularin ortaya ¢iktig1 saptandi. Bu bulgu tarafimizca, CFA gibi
kuvvetli bir adjuvanin kullanmis oldugumuz dozunda yol ac¢tig1r non-spesifik immiin
sistem aktivasyonuna ek olarak, diger ciddi bir immiin aktivatér olan LPS’nin
eklenmesiyle gelisen siddetli inflamasyon kaynakli olabilecegi seklinde yorumlandi.
Immiinohistopatolojik incelemelerde 6. haftada bu grupta belirgin santral inflamasyon
belirlendi. Bu inflamasyonun da 10. haftaya dogru geriledigi goriildii. Daha 6nceki
caligmalara gore CFA’nin periferde inflamasyon yaptigi, LPS’nin hem periferde hem
santralde inflamasyon yaptigi diisiiniilmektedir (138-140). Bu da LPS ile KBB
gecirgenligi artist asamasiyla santralde giicli bir inflamasyon indiiklenmis
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgularin, klinik siddeti diisiik ensefalit veya

menenjit gibi bir tablo kaynakli olabilecegi ve zamanla da geriledigi diistintildii.

Klinik olarak MS hastalarinin progresyonunda takip i¢in EDSS skoru yaygin
olarak kullanilmaktadir ve progresyon tanimi bu skorun belli siireler i¢erisindeki belli
artiglarini veya belli bir seviyede olusunu icermektedir (141). MS’teki EDSS skorunun
DOE i¢in karsiligi DOE skoru olarak diisiintilmektedir. Bu baglamda kronik progresif
DOE modeli siniflamasi bu skorun seyri sebebiyle belirtildi. Olusturdugumuz modelin
DOE skoru, LPS enjeksiyonu sonrasindan 10. haftaya kadar her 6l¢timde rutin modele
kiyasla daha yiiksek bulundu. Modelimizin DOE skoru ortalamas: kronik siiregte 1
civarinda seyretti. Modelimizin; 10 haftaik DOE skoru seyri, belirlenen
noropsikiyatrik  semptomlart ve  immiinohistopatolojik  sonuglar1  beraber
diisiiniildiiglinde kronik progresif bir MS modeli elde edildigi sonucuna varildi. Diger
yandan tanimlasint yaptigimiz Modifiye DOE skoru ile de bu kronik progresif seyir

daha belirgin ve hasas olarak dokiimante edildi.
5.3. Modelin Davranigsal Karakterizasyonu

Modelin olusturulmasi sirasindaki deneylerde kaba ve zor farkedilen (subtle)
ince motor disfonksiyon degerlendirmesi yapildi. Bidgood ve dig. (142), Parkinson

Hastalig1 fare modelinde rotarod gibi kaba motor degerlendirmesi yapan testlere gore
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zor farkedilen ince motor etkilenmelerin belirlenmesi i¢in “denge tahtasi yiiriime
testinin” basarili olabilecegini gostermistir. Hem rutin DOE modelinde hem de
olusturdugumuz modelde 1. haftada toplam katedilen mesafenin Sham grubuna gore
diisiik oldugu bulundu. Fakat rotarod testinde olusturdugumuz model ve rutin DOE
modeli gruplarinin motor disfonksiyonu 1. haftada saptanmadi. Ek olarak, 7. giinde iki
grubun da DOE skoru ortalamasi sifir olarak bulundu. Calismamizin bulgulari ile DOE
modelinde, DOE skoru ve rotarod ile belirlenemeyen motor bozukluklarin
belirlenmesinde agik alan arena testinin 6nemli katkis1 olabilecegi ortaya kondu. Diger
yandan acgik alan arena testinin DOE modelinde yeni bir skorlama sistemi

olusturulmasinda 6nemli paramatreler saglayabilecegi diisiintildii.

Olusturdugumuz model grubunun Sham grubuna gore allodinisi tiim haftalarda
karsilastirildi. Bu test ile belirlenen allodini bulgusu, santral veya periferik néropatik
agriya olabilecegi gibi inflamatuar agriya da gdsterge olarak kabul edilebilmektedir
(143). Diger yandan bu agrinin néropatik agr1 olmast durumunda, santral noropatik
agr1 m1 yoksa periferik néropatik agri mi oldugu ise bilinmemektedir. Caligmamiz
periferik sinir elektrofizyolojik bulgularina gére olusturdugumuz modelde, 2. haftada
periferik sinir tutulumu belirlenirken 6. haftada boyle bir tutulum olmadig1 saptandi.
Sonu¢ olarak elde ettigimiz elektrofizyoloji deneyi bulgulari, olusturdugumuz
modelde 10. haftaya kadar devam eden mekanik allodininin periferik sinir kaynakli bir

agridan ziyade santral kaynakl bir agr1 olabilecegini isaret etmektedir.

MS hastalarinin kliniginde yaklasik 3 hastadan birinin ndropatik agrisinin
oldugu, DOE modellerinin de néropatik agri mekanizmalarini ¢caligmak agisindan son
donemlerde kullanildigir bilinmektedir (144, 145). Calismamizda da rutin DOE
modelinde 3. haftaya kadar siiren allodini belirlenmis olup farelerde yapilan DOE
modelinde de 4. haftaya kadar siirebildigi raporlanmistir (146). Caligmamizin bir diger
onemli bulgusu, CFA’nin tek basina enjeksiyonu ile de 3 haftaya kadar siiren allodini
yapilabildigi oldu. CFA’nin sigan ve farelerde ayak plantar yiiziine subkiitan
enjeksiyonu ile inflamatuar agr1 modelinin yapilabildigi bilinmektedir (147). Fakat bu
modellerde allodini testleri enjeksiyon uygulanan bolgede lokal olarak
degerlendirildiginden bu c¢alismalarda calismamizda oldugu gibi sistemik etki
bakilmamistir. Bu nedenle, ¢alismamizdaki sekliyle CFA ile indiiklenen sistemik bir

allodini olabilecegi saptanamamustir. Dahas1 ayak plantar yiiziine olan uygulama ile
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kuyruk kokiine olan uygulama arasinda da etki farki olabilecegi de tarafimizca
diisiiniildi. Sonug¢ olarak 100 pl CFA iceren emiilsiyon ile yapilan kuyruk kokii

enjeksiyonu ile sistemik bir mekanik allodini gelistirilebilecegi gosterildi.

MS hastalarinin agresyonu konusunda ¢ok belirgin bulgular olmasa da kontrol
popiilasyonuna gore daha yiiksek agresyon gostermedigi belirtilmistir (148).
Calismamiz bulgularina gore de olusturdugumuz modelde agresyon saptanmamis olup

klinik veri ile uyumlu olarak diisiiniildii.

MS hastalarinin  %36’sinda anksiyete oldugu raporlanmistir (149). Bu
hastalarin MS gibi bir hastalik tanis1 dolayisiyla anksiyete tanisit almasinin yanisira
amigdala, bazal ganglia ve serebral korteks bozukluklarinin da anksiyetede rolii
olabilecegi diisiiniilmektedir (150). RRMS/DOE modeli ile yapilan bir ¢alismada ise
erkek Dark Agouti sicanlarin sosyal interaksiyon testinde anksiyeteleri belirlenmistir
(151). Modelimizde de o6zellikle 6. haftada goriilen anksiyete-benzeri duygudurum
gelistigi saptandi. Olast menstiirel siklus etkilerinin ayirt edilmesi amaciyla yapilan
analizlerde de anksiyete-benzeri duygudurum artisinin siklustan bagimsiz olarak
artmis oldugu goriildi. Olusturdugumuz model grubunda Ostrus ve didstrus
doénemlerine ait anksiyete-benzeri duygudurum seviyesinde farklilik bulunmadi. Diger
tim gruplarda ise 6strus donemindeki siganlarin anksiyete-benzeri duygudurumunun
diostrus donemine gore belirgin olarak yiiksek oldugu saptandi. Olusturdugumuz
model grubunun siklus dénemleri arasinda fark belirlenmemis olmasi; modelimizde
goriilen siddetli anksiyete-benzeri duygudurum dolayisiyla, testin alt sinirinda satiire
olunmasiyla agiklandi. Disi siganlarin 6strus doneminde daha anksiyetik oldugu daha
onceki ¢alismalarda bulunmus olup c¢alismamiz bulgusu ile de uyumlu idi (152).
Calismamizin immiinohistopatolojik bulgulari, modelimizde goriilen anksiyete-
benzeri duygudurum da dnemli olabilecek hipokampiis ve diger limbik sistemin
onemli alanlarindan olan amigdalanin da demiyelinizasyona ugradigini gosterdi. EK
olarak, subpial bolge olarak incelenen alanlarda, medial prefrontal korteks ve daha
0zel olarak singulat girusta da demiyelinizasyon ve eslik eden inflamasyon saptanmasi
davranig deneyi bulgularini destekledi. Olusturdugumuz modelde, belirlenen serum
TNF-o yiiksekliginin de anksiyete-benzeri duygudurum veya agn ile iliskisi
olabilecegi diisiiniildii. Dib ve dig. (153)’nin ¢alismasinda serumdaki TNF-a seviyesi

yiiksekliginin stres davranisi ile iligkili olabilecegi gdsterilmistir.
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MS hastalarinin yasam boyu major depresyon tanisi alma prevalansi %50
civarinda belirtilmektedir (154). Cesitli DOE modellerinde depresyon-benzeri
duygudurum oldugu da raporlanmistir (155). Calismamizda da, rutin DOE modeli,
olusturdugumuz model ve CFA+LPS gruplarinin Sham grubuna gore daha depresif
oldugu goriildii. Modelimizde depresyon-benzeri duygudurumun 10. haftada en
belirgin olarak ortaya ¢iktig1 tayin edildi. Fakat depresyon-benzeri duygudurum 8.
haftada CFA+LPS grubunda daha belirgin olarak belirlendi. Bu bulgular ile
immunohistopatolojik bulgular beraber degerlendirildiginde, 8. haftada CFA+LPS
grubunda, 10. haftada ise MOG+CFA+LPS grubunda demiyelinizasyonun gorildigi
tek ortak alan beyin beyaz cevher bolgesi olarak belirlendi. Gao ve dig. (156)’nin
calismasinda da, beyin beyaz cevherinin atrofisi ve demiyelinizasyonu durumunda

sicanlarda depresyon gelistigi bulunmustur.

Kognitif disfonksiyon, MS’in tiim tiplerinde goriilmekle beraber SPMS ve
PPMS’te daha yiiksek siklikta oldugu bildirilmistir (157). MS klinigi ile uyumlu olarak
¢ogu DOE modelinde de kognitif disfonksiyon oldugu raporlanmistir (158).
Calismamizda olusturulan model, tiim haftalarda belirgin kognitif bozulma gosterdi.
Siganlarin kognitif degerlendirmeleri, motor semptomlardan en az etkilenmesi
nedeniyle edilgen kaginma testi ile yapildi. Morris su labirenti testinde bu tiir yanlis
degerlendirmelerin olabilecegi diisiiniildii. Aharoni ve dig. (159) de DOE modelinde
kognitif disfonksiyon degerlendirirken ayni kaygi ile T labirenti testi tercih etmistir.
Fakat tarafimizca T labirenti testi ile; depresyonu da bulunan bir modelde anhedoni
sebebiyle se¢im yaptirilmasinda zorlanilacagi ve yanlis degerlendirmelere yol
acilacag diisiiniildii. Rutin model grubunda ise 6. hafta da dahil olmak tizere herhangi
bir haftada kognitif bozulma saptanmadi. Rutin modelde kognitif bozulmanin
saptandig1 ¢aligmalar ile ortiismeyen bu bulgumuzun sebebi ise ¢aligmamizdaki rutin
modelin direngli bir tiirde olusturulmasidir. Ayni sekilde CFA+LPS grubunda da Sham
grubuna gore herhangi bir fark olmadi. Modelimizde goriilen kognitif disfonksiyon
hipokampiisiin belirgin demiyelinizasyonu ile agiklanabilmektedir. Diger gruplarin
hipokampal demiyelinizasyonu olusturdugumuz modele gore olduke¢a diisiik saptandi.
Mikroglial aktivasyonun da olusturdugumuz model grubunun hipokampiisiinde diger
gruplardan belirgin daha yiiksek olmasi, hipokampiisteki yliksek inflamasyonun
kogntifif disfonksiyona katk: saglayabilecegini diigiindiirdii.
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Tiim bu davranis deneyi bataryasinin, MS hastaliginin progresyonu ile ortiisen
bulgularinin gorildigi ve direngli bir tiir olan Wistar siganlarda, kronik progresif bir
DOE modeli ilk defa bu ¢alisma ile olusturuldu. Tarafimizca, hem DOE skorlar1 hem
de olusturulan modelin davranis deneylerinde elde edilen grup i¢i bulgu benzerligi;
MOG immiinizasyonuna LPS enjeksiyonunun eklenmesi ile Wistar albino sigan
tirtindeki DOE modeli olusturulma heterojenitesinin ortadan kaldirilmis olabilecegine

isaret olarak yorumlandi.

5.4. Modifiye DOE Skorunun Gelistirilmesi ve Olusturulan Modelde

Kullanimi

Siganlarin ¢alisma siiresince yapilan takiblerinde DOE skoru kullanildi. Fakat
bu skor, sadece paralizi ve belirgin motor disfonksiyonlar1 belirlemek amagli bir
degerlendirmedir. DOE skorunun relapslar ile giden hastalik tipinde ve relaps
doneminde klinik durumu belirlemekte ¢ok 6nemli rolii olsa da progresif siirecin ¢oklu
sistemik tutulumu bu skor ile ortaya konmaya ¢alisilirken yetersizlikler farkedildi. Bu
sebeple tarafimizca “Modifiye DOE skoru” gelistirildi. Bu yeni skorlama ile siganlarin
ince motor bozulukluklarini, genitoiiriner sistem tutulumlarinin ve progresif norolojik

bulgularinin degerlendirmeye katilmasit hedeflendi.

Calismamizda rotarod test sonuglarinin DOE skoru sonuglarina yansirken
lokomosyon sonuglarinin DOE skoruna yansimadigi farkedildi. Ek olarak MS
hastalarinda ve DOE modelinde yorgunluk semptomu da goriilebilmektedir (160,
161). Bu sebeplerle 1 saat siiren agik alan arena testinin yorgunluk ve ince motor
etkilenmelerin  ortaya konmasinda kullanilabilecegi tarafimizca diisiiniildii.
Maksimum hiz ve toplam katedilen mesafe degiskenleri i¢in esik degerler belirlenerek
kategorik olarak skorlama yapilabilmesi saglandi. Daha sonra belirlenen esik degerler
ile; olusturdugumuz modelimize uygulama yapildiginda elde edilen sonuglarda toplam
katedilen mesafe pozitifligi parametresi i¢in kronik siirecte %100 pozitiflige ulasildig
ve progresif kronik siirecin oldukga basarili olarak olarak gosterilebildigi belirlendi.
Diger yandan ayni paramatrede Sham grubunda da kronik siiregte %50 civarinda
pozitiflik belirlendi. Agik alan arena testinde toplam katedilen mesafe degiskeni
sicanlarin eksploratif davraniglar: (162) ile ilintili oldugundan, testin calismamizda her

hafta tekrarlanmasi sebebiyle Sham grubunda da bu disiisiin goriilebilecegi
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diistintildii. Bu duruma ¢6ziim olarak, toplam katedilen mesafe parametresinin esik
degerinin her defasinda siganlarin bir 6nceki haftasinda oOlglilen degerlerine gore
giincellenmesinin bu tiir durumlarin O6niine gecebilmesi i¢in uygun olabilecegi

diistintildi.

MS hastalarinin genitoiiriner sistem enfeksiyonu sikliginin %30 civarinda
oldugu, bazi raporlara gore ise yasam boyu yakalanma riskinin de %80 oldugu tahmin
edilmektedir (163). Klinik olarak yapilan bir c¢alismada, genitoiiriner sistem
enfeksiyonu geciren hastalarin ileri yas, erkek ve progresif tip MS hastalar1 olma
sikligi daha yiiksek belirlenmistir (164). MS hastaliginda 6zellikle spinal bolgelerde
goriilen plaklar dolayisiyla innervasyon bozukluguna bagli mesane disfonksiyonu gibi
cesitli alt triner sistem ilintili problemler goriilebilmektedir (165). MS hastalarindaki
bu tutulumun benzeri olarak farelerde olusturulan DOE modelinde de mesane
disfonksiyonu gorildiigii gosterilmistir (166). Ek olarak, olusturdugumuz modelin
immiinohistopatolojik bulgularinda iiriner sistem regiilasyonu yaptigi bilinen spinal
kord, medyal prefrontal korteks ve insula gibi alanlarin da demiyelinizasyon tutulumu
belirlendiginden bu tiir bir degerlendirme daha da elzem hale gelmistir. Bu baglamda
calismamizda, siganlardan non-invaziv olarak toplanan idrar Grneklerinde mesane
disfonksiyonunu endirekt gosterebilecek 16kosit ve nitrit parametreleri pozitifliginin

modelimizde belirgin olarak arttigi bulundu.

Sicanlarin kronik takibinde, norolojik skorlamalarda kullanilan kuyruktan
kaldirilma sirasinda 6n ve arka patilerin fleksiyon-ekstansiyon durumu da belirlendi.
Bu parametrenin DOE skorunda da progresyon agisindan bulunmasi gerekliligi
diisiiniildii. On pati pozitifligi, tiim deney gruplarinda siire¢ boyunca oldukca az
siklikta belirlenmesine ragmen, arka pati pozitifligi 6zellikle modelimizin kronik

stirecinde ciddi bir pozitiflik gosterdi.

Deney gruplarimin belirlenen tiim parametreler ile saptanan “modifiye DOE
skoru” sonuglari, olusturdugumuz modelin zor farkedilen motor degisiklerini
belirlemede, iiriner sistem tutulumunu ortaya koymada ve ek ndrolojik incelemel
yapmakta oldukc¢a basarili bulundu. Modifiye DOE skoru ile, DOE modelinin ¢oklu

sistemik tutulumunu kapsayan ve kronik progresif siirecini dokiimante edebilecek yeni
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bir degerlendirme araci gelistirildi. Diger yandan MS hastalarmin klinik takibinde

kullanilan EDSS skoruna da bu tiir modifikasyonlar yapilabilecegi diisiiniildii.
5.5. Modelin Histopatolojik Karakterizasyonu

Calismamizda HE boyamasinda rutin model, CFA+LPS ve olusturdugumuz
model gruplarmin Sham grubuna gore inflamasyon skorunun arttig1 belirlendi. Rutin
model ve CFA+LPS gruplarinda inflamasyon 6. haftada zirve yaparken ilerleyen
haftalarda geriledi. Olusturdugumuz modelde ise tiim haftalarda inflamasyon belirgin
olarak devam etti. MS’in kronik siirecinde, demiyelinizasyon ve norodejeneratif
bilesenler yaninda inflamatuar bilesen de oldukg¢a 6nemlidir (167). LPS ile santral
inflamasyon indiiklendigi daha 6nceki boliimlerde belirtildi fakat bu indiikleme, tek
seferlik LPS enjeksiyonu ile akut sayilabilecek donemlerde gergeklesmektedir (168,
169). Calismamizda bakildigi gibi LPS enjeksiyonundan en az 3 ve en fazla 7 haftalik
siire¢ sonunda santral inflamasyon oldugunu belirten ¢alismalarin hepsinde, LPS
enjeksiyonu kronik ve tekrarli olarak hatta ¢ogu zamanda direkt santrale (icv)
uygulananarak yapilmustir (170, 171). Bizim ¢alismamizda en uzun siire skalasinda tek
LPS’nin periferik enjeksiyonundan 7 hafta sonra siganlarin santral inflamasyonu
degerlendirildi. Sham grubumuz ile bu kadar siire sonra inflamasyon olmadigi
saptandi. CFA veya MOG ile immiinizasyon {izerine LPS uygulanmasi durumlarinda
ise belirgin santral inflamasyon saptandi. Boylece, LPS oncesi yapilmis ek bir
immiinmodiilasyonun, bagisiklik yanitinin uzun siire siirdiiriilmesinde ve santral

etkilerin devaminda 6nemli oldugu belirlendi.

Beyinde demiyelinizasyon ag¢isindan degerlendirme yapildiginda, beyaz
cevher ve perivaskiiler alanlarda DOE modeli olmayan CFA+LPS grubunda DOE
gruplarina gore daha az diizeyde de olsa demiyelinize alanlar goriildii. Bu grupta
subpial alanlarda ise demiyelinizasyon goriilmedi. Calismamizda, LPS sonrasi
endotelyal hasara sekonder vaskiiler alanda demiyelinize alanlar goriilmesi, non-
spesifik immiin aktivasyonun ve bu alanlarda goriilen dejeneratif siirecin sonucu
olarak diiiiniildii. Zamanla periferde immiin regiilasyonun tekrar saglanmasina bagh
olarak 10. haftaya dogru demiyelinizasyonun belirgin azalmast da bu hipotezi
desteklemektedir. Olusturdugumuz modelin demiyelinizasyon skoru subpial korteks

ve perivaskiiler alanda, rutin modele kiyasla daha yiiksek iken, beyaz cevherde boyle
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bir fark goriilmedi. Bu bulgu da, LPS ile KBB hasar1 asamasinin eklenmesinin gri
cevherdeki demiyelinizasyonu artirdigin1 gosterdi. Felts ve dig. (172) de bizim
calismamizdaki etki mekanizmasindan ¢ok farkli bir yol ile direkt SSS enjeksiyonu
seklinde intraspinal LPS uygulamasiyla inflamasyon ve primer demiyelinizasyon

gelistirilebilecegini gostermistir.

5.6. Modelin Immiinoperoksidaz incelemeler ile Demiyelinizasyon ve

Mikroglia Aktivasyonu Acisindan Karakterizasyonu

MBP ile yapilan boyamalarda degerlendirdigimiz gri cevher alanlarindan
subpial korteks ve hipokampiiste hem rutin modelde hem de olusturdugumuz modelde
demiyelinizasyon saptandi. Gelisen demiyelinizasyonun, modelimizde rutin modele
kiyasla belirgin olarak daha yiiksek oldugu goriildii. Olusturdugumuz modelde tim
haftalarda demiyelinizasyon saptandi. Bu sonug¢lar modelimizde ortaya ¢ikan gri
cevher demiyelinizasyonun kroniklestigini gosterdi. Diger yandan CFA+LPS
grubunda histopatolojik yontemle belirlenen diisiik diizeyli demiyelinizasyon

immiinoperoksidaz inceleme sonuglarinda gri cevher alanlarinda saptanmadi.

Subpial korteks olarak degerlendirdigimiz bolgede yer alan retrosplenial
kortekste belirgin demiyelinizasyon saptandi. Hipokampiis ile benzer sekilde bu
bolgenin de kognitif fonksiyonlarla belirgin baglantisi oldugu bilinmektedir (173,
174). MS hastalarinda ise talamusun; hipokampiis, amigdala, singulat korteks,
orbitofrontal korteks, retrosplenial korteks gibi kognisyon iligkili alanlarin baglanti

projeksiyonlarinda demiyelinizasyon goriilmistiir (175).

Beyaz cevher, beyinde ve spinal kordta MBP ile de degerlendirildi. Rutin DOE
modeli ve olusturdugumuz modelde hem beyin beyaz cevherinde hem spinal kord
beyaz cevherinde belirgin demiyelinizasyon saptandi. Progresif tip MS’te, kortikal
demiyelinizasyon onemli bir bilesen olsa da, DOE modelinin MS klinigine
benzerliginin en 6nemli durumlarindan biri de beyaz cevher demiyelinizasyonunun
bulunmasidir. Ugal ve dig. (12)’nin olusturdugu, kortikal demiyelinizasyon ile giden
DOE modelinde oldugu gibi, sadece kortikal demiyelinizasyon modeli, MS kliniginin
ve MS’in birbiri ile i¢ ice gecmis patofizyolojik temelinin kapsamli degerlendirmesini

saglayamamaktadir. Bu durum modelimizde, eslik eden belirgin beyaz cevher
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demiyelinizasyonunun da bulunmas: ile énemli bir validasyonu daha saglandigin

ortaya koydu.

Beck ve dig. (176) tarafindan 2022 yilinda yayinlanan ve MS hastalarinin
MRG bulgularinin incelendigi ¢alismada, kortikal lezyonlarin progresif tip MS’te daha
yaygin oldugu ve subpial bolgede bu hastalarin ciddi bir lezyon yiikii oldugu
belirlenmistir. Subpial lezyonlarin en belirgin olarak goriildiigii beyin anatomik
bolgeleri ise yardimci motor korteks, singulat korteks veya supramarjinal girus gibi

bizim ¢alismamizda da benzer olarak etkilenen bolgeler olmustur.

Tiim bulgularimiza ek olarak CFA+LPS grubunda MBP boyamasinda
demiyelinizasyon saptanan tek yer beyin beyaz cevheri olarak bulundu. Bu anlamda
spesifik bir antijen icermeden yapilan adjuvan immiinizasyonuna LPS’nin eklenmesi
ile primer demiyelinizasyonun yapildigir yeni bir modelleme ortaya konmus oldu.
Beyaz cevherde primer demiyelinizasyon ¢alismalart igin kuprizon ve lizolesitin
modelleri kullanilmaktadir (177). Fakat bu modellerde, demiyelinizasyonun immiin
patofizyolojisi diglanmaktadir. CFA+LPS grubu ile belirledigimiz beyaz cevher
demiyelinizasyonunun, immdiin patofizyolojik bileseni de icermesi 6nemli bir avantaj
olarak diisiiniildii. izole demiyelinizasyon g¢alismalar1 i¢in bu bulgumuz oldukca

onemli yeni bir modelin ortaya konabilecegini gostermektedir.

Calismamizda mikroglial degerlendirmeler i¢in kullanilan IBA1 boyamasinda;
olusturdugumuz modelde mikroglia sayisinin, subpial kortekste diger tiim gruplara
gore belirgin olarak arttig1 bulundu. Hipokampiiste ise mikroglia sayis1 Sham grubuna
gore tiim gruplarda artmisti. Beyin beyaz cevherinde, mikroglia sayisi rutin model ve
olusturdugumuz modelde artmis; fakat rutin modeldeki artis, olusturdugumuz
modelden belirgin olarak daha yiiksek idi. Spinal kord beyaz cevherinde ise ayni
sekilde en yiiksek artis rutin DOE modelinde saptanmis olup olusturdugumuz modelde
rutin modele gore diisiik olsa da hala anlamli artis mevcuttu. Olusturdugumuz
modelde, LPS’nin KBB geg¢irgenligini artirmasi agamasinin eklenmesi ile mikroglial
proliferasyonun rutin modele kiyasen beyaz cevherden gri cevhere migrasyonu
saglandi. Rutin DOE modellerinde mikroglial ana aktivite spinal kord bdlgesinde
gerceklesmektedir. Pertusis toksininin intraserebroventrikiiler olarak direkt beyne

enjeksiyonu ile spinal kordta beklenen mikroglia proliferasyonunun beyine
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migrasyonu saglandigi belirtilmistir (126). Calismamiz bulgular, DOE modelinin
immiin aktivasyonunda yaptigimiz LPS modiilasyonu ile; mikroglia migrasyonunu

beyaz cevherden gri cevhere kaydirdigimizi ortaya koydu.

Mikroglialar patolojik olmayan durumlarda sessizdir ve bu dinlenme halleri
ramifiye mikroglia olarak adlandirilmaktadir. Calisgmamizda tek basina CFA verilen
grup da dahil olmak {iizere Sham grubu haricindeki tim gruplarda mikroglial
aktivasyon belirlendi. Aktive mikrogliayt ameboid mikroglia olarak belirten
caligmalar oldugu gibi aktive mikroglianin ramifiye ile ameboid arasinda bir form
olabilecegini belirten yayinlar da mevcuttur (178). Aktive mikroglianin en belirgin
ozellikleri ise morfolojik olarak yuvarlak, genis govdeli ve kalin cikintilardan
olusmasidir (179). Dinlenmedeki ve aktive mikroglia, aktivasyonun giicline ve
inflamasyon siirecinin zaman ¢izelgesine bagli olarak genis bir ara fenotip yelpazesini
sinirlayan iki zit morfolojik tip olarak diisiiniilmektedir. Bizim ¢aligmamizda
belirlenen mikroglialar da bu fenotipin iki ucu arasinda saptanmis ve aktivasyon

acisindan sematizasyonu asagidaki sekilde yapilmistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. Mikroglia morfolojik o6zellikleri. A. Ramifiye mikroglia. B. Aktive

mikroglia. C. Ameboid mikroglia. (Bu sekil Biorender.com ile olusturulmustur.)

5.7. Modelin Elektrofizyolojik Karakterizasyonu

Calismamizda olusturdugumuz modelin davranis deneylerinde mekanik

allodini saptandi. Bu mekanik allodini, MOG ile indiiklenen néropatik agrinin bir
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yansimasi olarak diisiiniildii. Bu agrinin periferik sinir hasarindan mi yoksa santral bir
hasardan mi1 kaynakli oldugunun aydinlatilmas1 amaci ile, siganlarin in vivo periferik
sinir elektrofizyolojisi degerlendirildi. Bulgularimizda modelin 2. haftasinda heniiz
LPS uygulamasi yapilmamis iken, hem CFA hem de MOG+CFA grubunda kuyruk
sinirinin iletim hizinin gostergesi olan latans paramatresinde anlamli uzama belirlendi.
Bu bulgu, rutin kullanilan modelde 2. haftada belirlenen ndropatik agrinin periferik
sinir hasari iligkili bir bileseni de olabilecegini diisiindiirdii. Teixeira ve dig. (127)’ne
ait 2020 yil1 ¢alismasinda da ¢alismamizla uyumlu olarak, MOG ile indiiklenen DOE
modelinde farelerin 2 ve 4. haftalarinda periferik sinir tutulumu oldugu belirtilmistir.
Bu bulgular rutin DOE modelinin MS hastaligina benzerligi konusunda ise yeni bir
soru isareti olusturmaktadir. Cilinkii klinik olarak MS hastalarinin néropatik agrist
oldugunda bunun santral kaynakli oldugu diistiniilmektedir, periferik elektromiyografi
(EMG) degerlendirmesinde bulgusu olmadigi goriilmekte ve MS hastalarmin rutin
takibinde periferik EMG incelemesi onerisi yapilmamaktadir (145, 180). Fakat MS’in
periferik sinir bulgusunun hi¢ olmadig1 varsayimi da dogru goziikmemektedir ve
ilerleyen siiregte MS hastalarmin periferik sinirlerinin  hem histolojik hem
elektrofizyolojik bulgular1 olabilecegi de gosterilmistir (181). Diger yandan
calismamizda, CFA grubunda da 2. haftada hem latans hem maksimum amplitiid
acisindan tutulum belirlendi. Teixeira ve dig. (127)’nin yaptigi ¢alismada model
grubu, CFA olarak belirlenen kontrol grubuna gore latans agisindan daha yiiksek
tutulum gostermistir. Fakat o caligmada CFA enjeksiyonunun olmadig: bir kontrol
grubuna karsi kiyas yapilmamistir. Bu sebeple ¢alismamiz, CFA grubunun Sham
grubuna gore belirlenen bu farkini literatiirde ilk kez gosterdi. CFA grubunun periferik
sinirinde goriilen bu iletim yavaslamasi ve maksimum amplitiid azalmasinin sebebi
tarafimizca, CFA nin kuyruk bolgesine yapilan enjeksiyon ve direkt periferik hasar
yollartyla olabilecegi sekliyle yorumlandi. Ciinkii daha once artrit modeli olmasi
amaciyla subkiitan CFA enjeksiyonu yapilan siganlarin ¢aligmalarinda ndropatinin
histolojik olarak gelisebilecegi gosterilmistir (182). Bilesik kas aksiyon potansiyeli

kayitlarimiz da bilesik sinir potansiyeli kayitlarimizla uyumlu bulundu.

Siganlarin protokoliimiize gore 6. haftada degerlendirilen periferik sinir
elektrofizyoloji sonuglarinda higbir grupta latans ve maksimum amplitid

parametrelerinin farkli olmadigi belirlendi. 2. haftada degisim belirlenen gruplarin
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tiimiinde 6. haftada bazale doniis goriildii. Olusturdugumuz modelde 6. haftada ve
ilerleyen haftalarda mekanik allodini belirlendigi ve 6. haftada periferik sinir
elektrofizyolojik  bulgusu olmadigi bulgular1 beraber degerlendirildiginde;
olusturdugumuz kronik progresif DOE modelimizde santral néropatik agrinin da
oturdugu dusiiniildii. 6. hafta bilesik motor aksiyon potansiyeli bulgular1 da sinir

aksiyon potansiyeli agisindan yapilan degerlendirmeleri destekledi.

Periferik sinir elektrofizyolojisi deneylerinde ek olarak refrakter periyot
degerlendirmesi yapildi. Bu bulgumuza gore 2. haftadaki ve 6. haftadaki refrakter
periyot Ol¢iimleri bilesik sinir aksiyon potansiyeli verilerine benzer bulundu. Fakat,
sadece 6. haftada olusturdugumuz model grubunun refrakter periyot siiresindeki artis
belirgin olarak devam etti. Periferik duyusal sinir kaydinda refrakter periyot i¢in
degisme oldugunu belirten ve RRMS hastalarini igeren nadir olarak sadece 1978 yilina
ait bir yaym bulundu (183). Tarafimizca, belirlenen bu bulgu da santralden gelen
aktarim aginda ara bir noktada demiyelinizasyon kaynakli, aksiyon potansiyellerinin
olusum veya repolarizasyon fazinin uzamasindan kaynaklanabilecegi seklinde
yorumlandi. Klinik olarak ise ozellikle progresif siireci belirgin MS hastalarinda
periferik EMG degerlendirmesinde rutinde olmayan refrakter periyot degerlendirmesi

ile ek bulgulara ulasilabilecegi onerisi diisiiniildi.
5.8. Olusturdugumuz Modelde Pentoksifilin Etkisi

Davranigsal, immiinohistopatolojik ve elektrofizyolojik olarak karakterize
edilen kortikal demiyelinizasyon ile giden kronik progresif DOE modelimizde 100
mg/kg dozunda giinliik TLR4 antagonisti olan pentoksifilin uygulamasinin tedavi edici
etkisi arastirildi. Correa ve dig. (98) tarafindan kobay spinal kord homojenatinin
enjeksiyonu ile Lewis si¢anlarda elde edilen rutin DOE modelinde pentoksifilin etkisi
arastirilmis ve bu calismada siganlarin DOE skorunun 15 giinliik seyirde azaldigi
belirlenmistir. 1993 yilina ait baska bir ¢alismada da rutin DOE modelinde
pentoksifilinin  klinik diizelme sagladigi belirtilmistir  (99). Calismamizda
pentoksifilinin DOE skoru tizerine herhangi bir etkisinin saptanamama sebebi olarak
progresif kronik DOE modeli kullanilmasi oldugu diisiiniildii. Diger bir yandan
pentoksifilinin uygulandig: giin ve siire dolayisiyla progresif patolojinin oturdugu ve

TLR4 antagonizmasi i¢in ge¢ kalindigi ihtimali akla gelmektedir. Bu baglamda
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pentoksifilinin; TLR4 agonisti olan LPS enjeksiyonu ile aktive edilmesinden dnceki
2. haftada uygulama yapildig: ek protokoller ile pentoksifilinin progresif siirece etkisi
arastirilabilir olarak diisiiniildii. Ek olarak pentoksifilin ile siganlarin haftalik motor
testlerinde de herhangi bir etki goriilmedi. Pentoksifilinin DOE modelimizde motor

tutulumu barindiran 6zellikler agisindan etkisi saptanmadi.

Pentoksifilin uygulanan grupta olusturdugumuz model grubuna goére 4 ve 5.
haftada fark belirlenmezken 6. haftada iyilesme goriildii. Pentoksifilinin ilk verilme
aninda saatlik yapilan yakin izlemde de yarim ve 1. saat izleminde akut etki olarak
mekanik allodinide tamamen iyilesme yaptigi belirlendi. Yapilan doz analizine gore
ayni saatlerde 50 mg/kg pentoksifilin ile de bazale gore fark belirlendi ve akut iyilesme
etkisi bortaya kondu. Daha 6nce yapilan bir klinik ¢alismaya gore diyabetik distal
polindropatide pentoksifilinin 2 aylik kullanimi ile belirgin iyilesme saglandigi
belirtilmistir (184). Daha Once yapilan calismalarda santral noropatik agri igin
kullanimina rastlanmasa da pentoksifilinin siganlarda paklitaksel ile olusturulan
“kemoterapi ile indiiklenmis noropatik agri” modelinde hem akut hem de kronik
kullanimda etkili oldugu belirlenmistir (18). Calismamiz bulgulari da diistiniildiigiinde
en onemli orneklerinden birinin MS oldugu santral noropatik agri i¢in pentoksifilin

hem akut hem de kronik donemde Gnerilebilir bir tedavi adayi olarak diisiiniildii.

Olusturdugumuz model 6. haftada belirgin olarak kognitif disfonksiyon
gelistirdi ve 2 haftalik pentoksifilin tedavisi ile bu bulguda diizelme saglanamadi. Daha
once yapilan bir calismada pentoksifilinin 50 mg/kg dozunda kognitif iyilesme
saglanacag bildirilmis olup ilgili ¢alismadaki iyilegsmenin rutin kognitif duruma gore
oldugu ve bizim modelimizdeki gibi ¢ok yonlii bir patoloji dolayisiyla gelismis bir
kognitif disfonksiyon olmadig: akilda tutulmalidir (185).

2 hafta boyunca pentoksifilin tedavisi alan siganlarin ndropsikiyatrik
semptomlar1  degerlendirildiginde  depresif-benzeri  ve  anksiyete-benzeri
duygudurumlarinda diizelme oldugu bulundu. Bu etkinin daha 6nce belirtilen agri
paramatrelerindeki diizelme dolayisiyla m1 yoksa direkt bir etki mi oldugu ise
bilinmemektedir. Olusturdugumuz modelin ¢ok yonlii 6zellik profiline benzemese de
daha onceki bir ¢alismada pentoksifilinin 2 haftalik tedavisiyle izole depresyon-

benzeri duygudurumun azaltilmasinda etkili oldugu belirlenmistir (186). Dahas1 klinik
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caligmalar ile de pentoksifilinin major depresyonda kullanimi Onerilmistir (187).
Siganlarda lityum-pilokarpin ile indiiklenen epilepsi modelinde pentoksifilinin
anksiyete-benzeri duygudurumu belirgin olarak azalttigi gosterilmistir (188).
Calismamiz  bulgular1  degerlendirildiginde kronik progresif MS kliniginde
pentoksifilinin kronik kullanimda depresyon ve anksiyete iliskili duygudurum

bozukluklarinda olumlu etkisi olabilecegi diisiiniildii.
5.9. Calismamizin Kisithhklari

Calismamizda LPS ile KBB permeabilitesinin artist ayr1 bir protokolde
gosterildi. Fakat MOG ile indiiksiyon yapilmis siganlarda LPS uygulamasiyla KBB
permeabilitesinin durumu belirlenmedi. Beklenen durum, bu siganlarda da KBB
permeabilitesinin artmasidir. Fakat onemli bir kisitlilik olarak yine de goze

carpmaktadir.

Olusturdugumuz modelin ve mekanik allodini belirlenen diger gruplarin 2.
hafta gibi ara zaman doneminde periferik sinirlerinin histopatolojik olarak
degerlendirilmemesi, bu haftalardaki allodinin agr1 ¢esidi  anlamindaki

yorumlanmasinda zorluklar olusturmaktadir.

Yapmis oldugumuz immiinohistopatolojik incelemelerde subpial korteksin
belirgin demiyelinizasyonu saptandi. Subpial korteks alanlarindan biri de viziiel
kortekstir. EK olarak immiinojik indiiksiyonlarda ve MS hastaliginin dogal seyrinde
optik norit ataklar1 veya hafif optik sinir tutulumlari olabilmektedir. Calismamizda
degerlendirilen c¢ogu davramis deneyi, gorme komponentinin intakt olmasini
gerektirmektedir. Siganlarm takibinde klinik olarak bir bulgu belirlenmese de bu

ihtimal akilda tutulmalidir.

Olusturdugumuz progresif DOE modeli motor semptomlara nazaran motor
olmayan semptomlarin daha belirgin oldugu bir model olsa da kronik siiregte DOE
skoru ortalamasi 1’e yakin seyretmektedir. Kuyruk paralizisi veya zayifliginin yiizme
iliskili bir testte degerlendirme sorunlar1 olusturabilecegi akilda tutulmalidir (189).
Pentoksifilin tedavisinin DOE skoruna etki etmedigi halde olusturdugumuz modelde
goriilen depresyon-benzeri duygudurumun tedavisinde etkin oldugu belirlendi. Bu

bulgumuz bahsedilen endiseyi azaltsa da tam anlamiyla bertaraf etmemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

1) LPS’nin O55:B5 susunun 4 mg/kg dozu ile Wistar albino disi siganlarda 18.
saatte KBB gegirgenliginde artis saglanabildigi bulundu. Beyin bélgesel olarak
incelendiginde; korteks, orta beyin ve hipokampiiste permeabilite artist varken
serebellumda olmadig1 saptandi. Calismamizda LPS’nin bu dozu ve ozelligi ile;
periferde olusturulan antikorlarin ve immiin sistem aktivasyonunun santral sinir
sistemini de goriir hale getirmesi ve santral inflamasyon tetiklemesi amaglandi. EkK
olarak, LPS’nin bu o6zelliklerinin bolgesel ve temporal olarak aydinlatilmasi ile
ilaglarin santrale gecisinin saglanmasinda; hem bolgesel hem de zamansal

programlama yapilabilecegi diisiiniildii.

2) Wistar albino si¢anlarda, belirlenen 4 mg/kg LPS dozunun 3. haftada KBB
gecirgenligi artirmak ve santral inflamasyon tetiklemek i¢in kullanildigi, MOG ile
indikklenmis DOE modeli olusturuldu. Olusturdugumuz modelin DOE skoru ile
takibinde rutin modele kiyasla 7 hafta daha uzun siiren ve progresyon gosteren bir
model elde edildi. MS’in progresif tipleri ve siireci i¢in olduk¢a az sayida tedavi
secenegi mevcuttur. Mevcut olanlarin tedavi basarisi da tartismalidir. Progresif siirecin
klinigine miimkiin olan en fazla agidan benzeyen yeni bir hayvan modeli ile olas: yeni
ilaglarin denenmesine ve klinik caligmaya gecen ilaglarin da basar1 yiizdesinin

artirilabilmesine olanak saglanmistir.

3) Olusturdugumuz modelin, kronik progresif MS kliniginde oldugu gibi;
ilerleyici motor disfonksiyonlari, depresyon-benzeri duygudurumu, anksiyete-benzeri
duygudurumu ve kognitif disfonksiyonu oldugu belirlendi. Modelimiz ile, MS
hastalarinin hayat kalitesini azaltmakta c¢ok belirgin rolii olan ndropsikiyatrik

semptomlarin ¢alisilabilmesine olanak saglanmustir.

4) Olusturdugumuz modelin, tiim haftalarda hem Sham grubuna hem de
sicanlarin kendi bazal 6l¢iim degerine gore mekanik allodinisi oldugu belirlendi. Bu
allodininin, kronik siirecte santral noropatik agrinin davranigsal bulgusu oldugu
diistiniildii. MS hastalarinda néropatik agri, olduk¢a sik goriilen ve rutin tedavi
ilaglarmin haricinde tedavi segenegi olmayan bir ek semptomdur. Bu model ile santral
noropatik agri, daha izole ve daha spesifik olarak arastirilabilecektir. Olusturdugumuz

model ile yapilacak ileri caligmalarda periferik sinirlerin ve optik sinirin
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immiinohistopatoloji veya ek metodolojiler ile arastirilmast da &nemli bulgular

saglayacaktir.

5) Calismamizda olusturulan kronik progresif DOE modelinin takibinde, DOE
skorunun belirgin motor bulgular1 ortaya koymak haricinde yetersiz kaldig1 goriildii.
Bu baglamda, {iriner sistem tutulumunun endirekt gostergeleri, zor farkedilen ince
motor bulgularin gostergeleri ve kronik progresyonda goriilebilecek norolojik
gostergeleri igeren yeni bir skorlama olan “Modifiye DOE skoru” tarafimizca
gelistirildi. Bu skorun puanlamasi 0 ile 18 arasinda degismektedir ve bilinen DOE
skorunu da bilesen olarak igermektedir. Modifiye DOE skoru gelistirilirken arastirilan
parametrelerde, acik alan arena testinin paramatreleri basarili bulundu. Non-invaziv
olan bu testin uygun karsiligr ile MS kliniginde de kullanilabilmesi tarafimizca
onerilmektedir. MS hastalarinin iizerinde halihazirda bulunan telefon gibi bir cihaz
uygulamasiyla, rutin hareket durumu incelenebilir ve bu veriler ile MS’in seyri

ongoriilebilir olarak diistintilmiistiir.

6) Olusturdugumuz modelde disi sigan kullandigimiz ve davranis
komponentleri inceledigimiz igin siklus donemi tayini yapildi. Modelimizdeki
anksiyete-benzeri duygudurum ve depresyon-benzeri duygudurum problemlerinin
siklus doneminden etkilendigi saptandi. Didstrus doneminin ise dstrus donemine gore
duygudurum degisiklerini saptamak adina daha yiiksek test alan1 sagladigi bulundu.
Disi modellerde davranis deneyinin yapilmasinin planlandigi deney protokollerinde
ozellikle didstrus doneminde test yapilmasma dikkat edilmesi tarafimizca

onerilmektedir.

7) Olusturdugumuz modelde, progresif MS’te daha belirgin oldugu bilinen
kortikal demiyelinizasyon saptandi. Subpial bolge basta olmak iizere hipokampiisiin
de dahil oldugu yaygin gri cevher tutulumu belirlendi. Santral inflamasyonun da giiglii
oldugu gorildi. Bu 06zellikleri ile modelimiz; kronik progresif MS klinigini,
patofizyolojisini ve tedavi olasiliklarini arastirmak icin basarili bir yontem olarak
degerlendirildi. Ek olarak mikroglial aktivasyonun da belirgin olmasi, MS’in

norodejeneratif bilesenlerinin kapsamli olarak ¢alisilmasina olanak saglamaktadir.

8) MS’in tedavisinde, monoklonal antikorlar gibi ¢esitli uzun donem etkinlik

aragtirmasi gerektiren ilaglar incelenmektedir. Olusturdugumuz model, 10. haftasina
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kadar karakterize edilmis ve bu anlamda uzun vadeli ilac¢ etkinligi arastirmalarina
olanak saglayabilecegi disilinlilmiistiir. Daha uzun siirelerde veya daha siddetli
kliniklerde model gereksinimi olur ise de; bunlarin LPS’nin doz artirim1 ve tekrarl

enjeksiyonlar1 ile modiile edilebilecegi diistiniilmiistiir.

9) MOG ile indiiklenen modelde 2. haftada periferik sinir hasari oldugu
calismamizda elektrofizyolojik olarak gosterildi. MS kliniginin erken evreleri igin
klinikle uyusmayan bu bulgusu DOE modellerinde eksik bir yan olarak goze
carpmaktadir. Olusturdugumuz modelin 6. haftasinda tiim MS klinigi devam ederken

elektrofizyolojik olarak periferik sinir tutulumu olmadigi belirlendi.

10) Periferik sinir elektrofizyolojisi deneylerinde 6. haftada, olusturdugumuz
modelin tek bulgusu refrakter periyodun artisidir. MS kliniginde rutin EMG takibi
Onerisi olmasa da bu tanidan siiphelenilen hastalarin periferik EMG testlerinde
refrakter periyot tayini yapilmasi tarafimizca onerilmektedir. Bu inceleme ile hem
ayirict tani hem de santral sinir sistemi tutulumuna gosterge ek bir veri

saglanabilecektir.

11) Olusturdugumuz modelin serum incelemesinde TNF-a seviyesinin diger
gruplardan yiiksek oldugu, IL-1P seviyesinin ise diger gruplar ile benzer oldugu
bulundu. TNF-a’nin MS’in progresif patolojisi ve noéropatik agri semptomunda 6nemli
rolii oldugu bilindiginden, modelimizin TNF-a iliskili olasi terapdtik molekiillerin

aragtirtlmasina olduk¢a uygun bir model oldugu diisiiniilmiistiir.

12) Ginlik 100 mg/kg intraperitoneal pentoksifilin uygulamasinin,
olusturdugumuz modelde DOE skoru seyrine, motor disfonksiyonlara ve kognitif
disfonksiyona etkisi saptanmadi. Fakat ¢alismamizda pentoksifilin 4. haftada kronik
progresif DOE modeli olustuktan sonra baslanmistir. Pentoksifilinin TLR4
antagonizmasi ile iligkili tedavi edici bir molekiil olabilme durumu yeni bir protokol

ile LPS enjeksiyonu dncesindeki bir donemde baglanilarak da arastirilmalidir.

13) Olusturdugumuz modelde goriilen mekanik allodini, akut olarak hem 50
mg/kg hem de 100 mg/kg pentoksifilin dozlarinda geriledi. 100 mg/kg dozun tedavi
edici etkisi daha yiiksek bulundu. Kronik olarak ise 100 mg/kg pentoksifilinin 2.

haftada mekanik allodini de iyilesme sagladigi belirlendi. Santral néropatik agrida hem
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akut olarak hem de kronik siirecte pentoksifilin basarili bir tedavi segcenegi olarak

tarafimizca Onerilmektedir.

14) 2 hafta boyunca 100 mg/kg giinliik pentoksifilin uygulamasi,
olusturdugumuz modelde saptanan anksiyete-benzeri ve depresyon-benzeri
duygudurumlarin tedavisinde etkin bulundu. Bu baglamda MS iligkili noropsikiyatrik

semptomlarin tedavisinde pentoksifilinin yeri olduk¢a umut vadedici goziikmektedir.
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