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OZET

Oruk S. Ratlarda kuprizonla indiiklenen deneysel multipl skleroz modelinde ghrelinin olasi hafiza
koruyucu, noroprotektif ve antioksidan 6zelliklerinin arastirllmasi, Van Yiiziincii Y1l Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2022
Multipl Skleroz (MS), geng erigkinlerde sik goriilen ciddi bir ndrodejeneratif hastaliktir. Hastaligin
patofizyolojisi hala netlesmemigtir. Kanitlar, oksidatif stresin MS patogenezinde 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Bu calismada antiinflamatuar etkileri farkli bir MS modelinde ve cesitli epilepsi
modellerinde, antioksidan etkileri ise epilepsi modellerinde daha 6nce gosterilmis olan ghrelinin kuprizonla
indiiklenen MS modelinde olas1 antioksidan, néroprotektif ve hafiza koruyucu etkilerinin incelenmesi
amagclandi. Bu amagla 48 adet Wistar albino erkek rat 21 giinliikken siitten kesilerek randomize olarak alt1
gruba ayrildi: demiyelinizasyon kontrol, demiyelinizasyon, remiyelinizasyon kontrol, remiyelinizasyon,
remiyelinizasyon ghrelin-20 ve remiyelinizasyon-ghrelin-40 grubu. Deneyin son giinii ratlara Y maze testi
yapildi. Beyin dokusunda ELISA yontemi ile ticari kitler kullanilarak oksidatif stres parametrelerinden
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-PX), malondialdehit (MDA) ve katalaz (CAT)
arastirildi. Ayrica beyin dokusunda MS ile uyumlu inflamatuar alanlarin tespit edilmesi, miyelin hasari ve
onarimin gosterilmesi amaciyla hematoksilen & eozin (H&E) boyama ve luxol fast blue (LFB) boyama
gerceklestirildi. Total kol girisi sayisi, basarili degisim sayist ve baglangi¢ kolundan c¢ikis latansi
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Ghrelin uygulanan
gruplarda diger gruplara kiyasla daha anlamli bir remiyelinizasyon varligt gézlendi (p<0,05). Ayrica ghrelin
uygulanan gruplarin antioksidan parametre degerlerinde de anlamli artis tespit edildi (p<0,05). Sonug
olarak, bu ¢alismanin sonuglari, kuprizon ile indiiklenen deneysel MS modelinde ghrelinin néroprotektif
ve antioksidan 6zelliklere sahip oldugunu disiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Multiple skleroz, ghrelin, deneysel otoimmiin ensefalomiyelopati



ABSTRACT

Oruk S. Investigation of potential memory protection, neuroprotection and antioxidant properties of
ghrelin in cuprizone induced multiple sclerosis model in rats, University of Yuzuncu Yil, Institute of
Health Science, Faculty of Medicine, Department of Physiology, Master Thesis, Van, 2022. Multiple
Sclerosis (MS) is a common and serious neurodegenerative disease in young adults. The pathophysiology
of the disease is still unclear. Evidence suggests that oxidative stress plays an important role in the
pathogenesis of MS. In this study, it was aimed to examine the possible antioxidant, neuroprotective and
memory protective effects of ghrelin, whose anti-inflammatory effects have been previously shown in a
different MS model and various epilepsy models, and the antioxidant effects have been previously shown
in a cuprizone-induced MS model. For this purpose, 48 Wistar albino male rats were weaned at 21 days of
age and randomly divided into six groups: demyelination control, demyelination, remyelination control,
remyelination, remyelination ghrelin-20 and remyelination ghrelin-40 groups. Y maze test was performed
on the rats on the last day of the experiment. The oxidative stress parameters of superoxide dismutase
(SOD), glutathione peroxidase (GSH-PX), malondialdehyde (MDA) and catalase (CAT) were investigated
in brain tissue using commercial kits by ELISA method. In addition, hematoxylen & eosin (H&E) staining
and luxol fast blue (LFB) staining was performed to detect the inflammatory areas compatible with MS in
the brain tissue and to show myelin damage and repair. There was no statistically significant difference
between the groups in terms of total number of arm entries, number of successful alternations, and exit
latency from the initial arm (p>0.05). A more significant remyelination was observed in the ghrelin
administered groups compared to the other groups (p<0.05). In addition, a significant increase was also
found in the antioxidant parameter levels of the ghrelin administered groups (p<0.05). In conclusion, the
results of this study may suggest that ghrelin has neuroprotective and antioxidant properties in the cuprizone
induced experimental MS model.

Key words: Multiple sclerosis, ghrelin, experimental autoimmune encephalomiyelitis.
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1.GIRIS

Multipl skleroz (MS), merkezi sinir sisteminin (MSS) kronik, inflamatuar,
otoimmiin ve norolojik bir hastaligidir (Thomas 2012). MS’de MSS’ nin miyelinli
aksonlar1 hedeftedir ve degisen derecelerde miyelin kiliflar ve aksonlar hasarlanirlar.
Baslangicta hastalarin cogunda hastalik, geri doniisiimlii nérolojik tutulumlardan olussa
da devam eden siireclerde ilerleyici bozukluklara yol agmaktadir. MS tanist klinik
bulgular temelinde, beynin manyetik rezonans goriintiilemesi (MRI) ve serebrospinal
stvinin (CSF) degerlendirilmesi gibi yardimei testlerle konur. Amerikada 250.000-
350.000 kadar MS hastas1 vardir. Bu hastalarin %50 si hastalik baglangicindan sonraki
15 yil iginde yiirlimek i¢in yardima ihtiya¢ duymaktadirlar (Thomas 2012).

MS tipik olarak 20-45 yas aras1 yetiskinlerde goriiliir, ara sira gocukluk ¢aginda
ve geng eriskin yasta da goriilebilmektedir. MS kadin cinsiyette daha fazla goriiliir ancak
durum her zaman boyle degildir. 1900°1lerin basindaki vakalarda cinsiyet orani neredeyse
esitti, o zamandan bu yana cinsiyet orani (K: E) siirekli bir sekilde artiyor ve su anda bu

oran 3:1°e yakindir. (Dobson ve Giovannoni, 2019).

Hastaligin temel sebebi bilinmemekle birlikte genetik hassasiyet ve viris,
metabolizma ve cevresel faktorler gibi non-genetik faktorlerin birlikte rol oynadigi
bilinmektedir. MS tedavisi i¢in yapilmakta olan girisimlerin amaci tedavi bazinda
hastaligin seyrinde ortaya ¢ikacak olan bulgularin etkisini azaltarak hastanin yagam
kalitesini korumaktir. Ayrica hastay1 psikolojik, sosyal ve kognitif yonden destekleyip
giinliik yasaminda karsilagabilecegi tlim zorluklar1 ¢c6zmesine yardimci olmak tedavinin

biiylik bir pargasini olusturmaktadir.

Hastaligin patofizyolojisi netlesmemistir. Bu yiizden yeni etken madde
calismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Calismamizda noroprotektif, anti-inflamatuar
etkileri daha 6nceden kanitlanmis (Ferrini ve ark., 2009) olan ghrelinin antioksidan,

noroprotektif, hafiza koruyucu etkilerini arastirmay1 hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Multipl Skleroz

2.1.1. Tammm

MS geng erigkinlerde rastlanan en yaygin sakat birakici, travmatik olmayan,
merkezi sinir sisteminin kronik, inflamatuar, otoimmiin ve demiyelinizan bir hastaligidir
(Dobson and Giovannoni 2019). Hastaligin gidisat1 oldukca karmasik, ¢esitli ve tahmin
edilemezdir (Thomas 2012). Tanimindan da anlasilacagi lizere MS birgok sistemi bir
arada etkileyebilen ve merkezi sinir sistemindeki miyelin kiliflar1 harap edecek bir
otoimmiiniteyi tetikleyen genetik ve non-genetik faktorlerin sebep oldugu diisiiniilen

kompleks bir hastaliktir (Thomas 2012).

MS, otopsi doku pargalarinda orantisiz aksonal hasar ile karakterize olan
demiyelinizasyon sergiler (Ransohoff ve ark., 2015). Norologlar hastaligin gidisatina
bagl olarak hastalarin dort ana kategoride gruplandirilabilecegini kabul etmektedirler
(Thomas 2012). En sik goriilen MS tipi alevlenme donemlerinin oldugu relapsing yani
tekrarlayan remitting yani ara verme siireclerinin dahil oldugu relapsing-remitting tip
MS’ tir (RR-MS). RR-MS Yaklagik %85 gibi biiyiik oranda gériiliir (Tablo 1). Iyilesme
donemlerinde neredeyse tam bir diizelme olur. Norolojik tutulumdan kaynaklanan
sorunlar ilk ataklarda goriilmeyebilir ancak ilerleyen siireglerde optik sinir tutulumu
(Noromiyelitis optica), kognitif becerilerde yoksunluk, emosyonel instabilite, mesane
problemlerinin neden oldugu sosyal izolasyon problemleri gibi birgok probleme neden

olabilmektedir (Thomas 2012).

MS hastalarinin %30’undan fazlasinda baslica bacaklarda i1limh diizeyden ciddi
diizeye kadar spastisite goriiliir. MS hastalarinda baslangic klinik bulgusu parestezi
(uyusma ve karincalanma), disestezi, diplopi, ataksi, mesane bozukluklaridir (Thomas,

2012).



Tablo 1: MS tipleri (Thomas, 2012)

Tip Sikhik Ozellikler
Alevlenmeler ile bilinir relapsing (tekrarlama)
Relapsing-remitting | ~%85 ve ara verme (remitting) donemleri vardir. En
MS ¢ok goriilen MS tipidir.
RR-MS Birkag hasta i¢in hastalik modifiye edici ajan ile
Sekonder progresif | hastalarinin |tedavi bazi  semptomlar1  geciktirebilir.
MS bazilarinda | Hastaligin gidisati iyilesme periyotlar: olsun ya
da olmasin gittik¢e kotiilesir.
Hastalik basindan itibaren dereceli olarak
kotilesmeye devam eder. Relapsing ve
Primer progresif ~%10 remitting donemleri yoktur. Bu MS formu
MS hastaligi tedavi etmek igin tipik olarak
kullanilan ilaglara daha direnclidir.
Nadir bir MS  formudur. Kotiilesen
semptomlarin aralikli alevlenmeleriyle
Progresif relapsing MS | <%5 baglangicta ilerleyicidir ve tekrarlama ve ara

verme periyotlar1 bulunmaz.

2.1.2 Tarihge

14. yiizy1lda Hollanda’da kayak yapan bir gen¢ aniden halsizlesti ve diiserek

kaburgasini kird1. Bu diisme hastaliginin ilk isaretiydi. Hastalik hizli bir sekilde kotiilesti

ve her iki bacagi paralize oldu. Tip tarih¢ilerine gore bu geng ilk dokiimante edilen MS

hastasityd1 (Medaer, 1979). MS’ in temel klinik noropatolojik 6zellikleri 19.Yiizyilin

ortalarinda anlasiimistir (Ransohoff ve ark., 2015).




2.1.3 Epidemiyoloji ve etiyoloji

MS’ in temel sebebinin bilinmedigi siklikla vurgulansa da bu yargi tiimiiyle dogru
degildir. Ebsstein-barr virlis (EBS), giines 1sinlarindaki ultraviyole B 1sinlar1 (UVB),
sigara kullanimi, vitamin D ve kisisel genetik altyapi birlestiginde MS gelisiminde 6nemli
roller oynarlar (Dobson ve Giovannoni, 2019). MS’ in baslangici, genellikle 20-40 yas
arasindaki geng erigkinlerde meydana gelir ve kadinlar erkeklerden 2-3 kat daha fazla
siklikta etkilenirler ve bu oran diinyanin baz1 bolgelerinde kadinlar lehine daha fazla artis
gosterir (Oh ve ark., 2018). MS’ in kiiresel ortalama prevalansi farkl iilkelerde 6nemli

degisiklikler ile birlikte her 100.000 insanda 33’ tiir (Belbasis ve ark., 2020).

MS, tablosu giderek kotiilesen kiiresel bir hastaliktir (Mehndiratta ve ark., 2014).
MS prevalansi enlemle birlikte artmaktadir ancak yapilan bir ¢alismada bu egilim Norveg
ve ABD’de azalmaktadir (Koch-Henriksen ve Serensen, 2010). MS prevalansindaki
enlemsel egilim UVB’ ye maruz kalmayla ¢ok giiglii bir sekilde iliskilidir. Diisiik vitamin
D biyoyararlanimina sebep olan UVB’ ye maruz kalma MS hassasiyeti olusturur (Mark

ve Anthony, 2018); (Reder, 2018).

2.1.4. Patolojik immiinoloji

MS’ in en temel karakteristik patolojik ayirici niteligi demiyelinizan plaklara yol
acan inflamatuar periventrikiiler lezyonlardir (Karussis, 2014). Bir zamanlar, MS
patolojisi lizerine yapilan caligmalar, beyaz cevherde fokal demiyelinize plaklara
odaklanmis durumdaydi. Ancak sonrasinda bu plaklarin korteksi, bazal gangliyonlari,
beyin sapin1 ve spinal kordun gri maddesini de i¢eren gri cevher tutulumuna neden oldugu
da kanitland1 (Brownell ve Hughes., 1962). Aktif demiyelinizasyon ya da doku hasari,
aktiflenmis makrofaj ya da mikroglialarin morfolojik bir fenotipini ortaya ¢ikaran ve
hasarli bolgede yogun bir sekilde yerlesik durumda olan fagositik hiicrelerle iliskilidir
(Lassmann, 2018). MS hastaligina sahip bir beyinde fokal lezyonlar inflamasyonlu
venlerin etrafinda gelisir (Lassmann, 2018). Perivaskiiler inflamatuvar infiltratlarin
baslica lenfositleri ve plazma hiicrelerini icerdigi bulunmustur. Oysa aktif doku hasari,

mikroglialar ve aktiflenmis makrofajlarla iliskilidir (Lassmann, 2018).



Inflamatuar infiltratlar, &zellikle T-lenfositleri igerir; B-hiicreleri ve plazma
hiicreleri de mevcuttur, ancak cok daha diisiik sayilardadir (Lassmann, 2013).
Inflamasyonun ve hastaligin patolojisinde de énemli yer tutan otoimmiinitenin bir sonucu
olarak makrofajlarin ya da mikroglialarin aktiviteleri sonucu oligodentrosit hasart ve
demiyelinizasyon ortaya c¢ikar. Hastaligin erken asamalarinda aksonlar goreceli olarak
korunur. Ancak hastalik ilerledik¢e geri doniisiimsiiz aksonal hasar gelisir. Adaptif
immiin sistemin hiicreleriyle ilgili olarak, CD3+ T hiicreleri hastaligin tiim asamalarinda
ve tiim lezyonlarinda MS hastaligina sahip bir beyindeki en ¢ok sayida olan lenfositlerdir
(Lassmann, 2018).

2.1.5. Multipl sklerozda tedavi yaklasimlari

Su ana kadar, hastaligin ilerleyisiyle birlikte hastadaki sakatlik durumu artigini
durduran herhangi bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Ancak hastaligin patofizyolojisi
daha iyi anlasildikga hastaligin dogal seyrine olumlu katki saglayan tedaviler gelistirildi.
Bu tedaviler hastalik modifiye edici ilaglardir (Polman, 2000). Hastaligin ilerleyici olmasi
ve hastalik modifiye edici ilaglar disinda kesin bir tedavisinin olmamasi, tedavinin
amacini hastaligin ilerleyen donemlerinde en konforlu bir sekilde giinliik yasam
aktivitelerini olabildigince bagimsiz yapmasina yonlendirmistir. Bu anlamda medikal
tedavi, fizik tedavi, alternatif yontemler siklikla kullanilmaktadir. Akut donemde MS
tedavisinin ana amaci tekrarlamalar1 dnlemek ve hastaligin kotiilesmesini engellemektir
(Thomas, 2012). Bu amagla, gegmiste immiinsiipresif ajanlar kullanildi. Ancak bu ilaglar,
kisitlt etkilerinden dolay1 ve 6nemli derecede toksik 6zelliklerinden dolay1 higbir zaman
yaygin kabul goérmemistir (Polman, 2000). Son zamanlarda, biiyiik ¢apli randomize
kontrollii ¢alismalarda interferon-1a, interferon-1b, glatriamer asetat, natalizumab ve
mitoksantron ile prognozu olumlu etkileyen sonuglar basarili bir sekilde elde edilmistir.
Bu maddeler, immiin siipresor olmaktan ziyade immiin modiilatérler olarak
goriilmelidirler (Thomas, 2012). Hastalik modifiye edici ajanlar, kotii prognoza sahip MS
hastalarinda erken bir tedavi yaklagimi olarak diisiiniilmelidir. MS i¢in kétii prognoz;
erkek cinsiyet, hastaligin daha geg yaslarda baslamasi, hastalik baslangicinda motor veya
serebellar bulgu olmasi, ilk ve ikinci atak arasinda kisa siire olmasi, hastaligin ilk

yillarinda yiiksek relaps orani, ilk relapstan sonra inkomplet remisyon, erken sakatlik ve



beynin erken donem manyetik rezonans goriintiillemesinde goriilen asir1 lezyon odaklar
olarak siralanabilir (Polman, 2000).

Semptomatik terapilerle iliskili en 6nemli durum uykudur. Uyku bozuklugunun
yayginligr artmistir ¢linkii MS hastalik siiresi artmistir ve rapor edilen uyku bozuklugu
olan hastalarda kaygi, depresyon ve yorgunluk olduk¢a yaygindir (Dobson ve
Giovannoni, 2019). Bu noktada semptomatik tedavinin prensipte temel amaci uyku
bozukluguna yol agan etmenleri devre dis1 birakmak, uyku bozuklugunun bir sonucu
olarak ortaya ¢ikan depresyon ve yorgunluk gibi sorunlari, uyku siiresini ve kalitesini
arttirarak onlemektir (Braley, 2018). MS’ in sosyo-ekonomik yiikii diistiniildiigiinde, MS
semptomlarinin iyilestirilmesinde; fiziksel, sosyal ve kognitif agidan rehabilitasyonun
onemli bir role sahip oldugu sdylenebilir (Amedoro ve ark., 2020). MS hastalar1, genel
poplilasyonda saglikli akranlarina gore daha az aktif olmayi stirdiirtirler. Bu durum da
iyilik hallerini olduk¢a olumsuz etkilemektedir. Iyilik halinin siirdiiriilmesi, fiziksel
aktivite ve egzersizi igeren saglikli davranislarla saglanabilir (Kalb ve ark., 2020). Bu
fiziksel aktivitelerden en dikkat cekici olam1 ve spesifik olarak kas iskelet sistemine
odaklanan egzersiz terapilerinden farkli olarak hemen hemen tiim sistemlere faydasi
oldugu diisiintilen akuaterapidir (Amedoro ve ark., 2020). Akuaterapi gecmiste ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilagelmistir. Akuatik tedaviyi essiz yapan 6zellikler bir¢ok
fayda saglayan su yiizeyinde kalmanin verdigi rahatlik hissi, hidrostatik basing, su direnci
ve suyun tiirbiilans1 olarak diisiiniilebilir (Getz ve ark., 2006). Akuatik tedavi, MS’li
hastalarin gilinliik yasam aktivitelerinin gelistirilmesinde konvansiyonel tedavi yaninda

iyi bir alternatif tedavi olabilir (Amedoro ve ark., 2020).

2.2. Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelopati

Deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (EAE), insan inflamatuar, kronik ve
demiyelinizan hastalifi olan MS’in patofizyolojisini anlamak, agiklamak ve tedavi
stratejilerini gelistirmek i¢in laboratuvar ortaminda yaygin bir sekilde kullanilan deneysel
hayvan modelidir (Constantinescu ve ark., 2011). EAE modelinin ilk versiyonlarinda
hastalik, subpial beyaz cevher homojenati, miyelin 6ziitleri ya da tiimiiyle miyelin
proteinleri (temel miyelin proteini [MBP], miyelin oligodentrosit glikoprotein [MOG],
proteolipid proteini [PLP]) kullanilarak indiiklenmistir (Amor ve Baker, 2009). EAE’nin

giincel versiyonlarinda temel olarak iki yol izlenmektedir. ilki aktif immiinizasyon



ikincisi pasif transferdir. Aktif immiinizasyonda oto reaktif T-lenfositlerin istilasindan
MSS’deki infiltrasyon ve demiyelinizasyona kadar olan tiim siire¢ ayni hayvan iizerinde
gerceklesir ve pertusis toksini kullanilarak hayvanin kan beyin bariyeri gecirgenligi
arttirtlir ve pasif mikobakterium tuberkiilosis iceren komplet freund adjuvan1 (CFA)
kullanilarak immiiniize edilir. Pasif transferde ise pertusis toksini kullanilmaz, baska bir
farede miyelin peptidiyle olusturulan immiinizasyon sonrasi alinan lenf nodu kiiltiirleriyle
genetik olarak birebir ayn1 baska bir fareye intraperitoneal enjeksiyonuyla pasif transferi
gerceklestirilir ve enjeksiyon yapilan farede EAE indiiklenmis olur (Amor ve ark., 2019).
Inflamasyon, demiyelinizasyon, aksonal kayip ve gliozis MS’ te patolojik anahtar
stiregleri  olusturmaktadir (Amor ve Baker, 2009). Meydana gelen inflamasyon,
otoimmiinite ve oligodentrosit apoptozisi miyelin kaybinin baslica nedenidir. EAE’ nin
tipik klinik bulgusu, optik sinir ve beyin (6zellikle subpial beyaz cevher ve beyin sap1)
siklikla etkilenseler de spinal kordun torakolomber bolgesindeki inflamasyon ve doku
hasar ile iligkili olarak siirekli kdtiilesen bir paralizidir (Amor ve Baker, 2019). EAE

olusturmak i¢in birgok metot vardir. Biz deneylerimizde EAE’ yi kuprizonla indiikledik.

2.3. Demiyelinizasyon Olusturmak i¢in Kuprizon Modeli

Toksik bir demiyelinizasyon modeli olan kuprizon modelinde geng eriskin fareler
veya ratlar bakir selatorii olan kuprizonla (bis-siklohegzanon oksaldihidrazon) beslenirler
(Sekil 1) (Torkildsen ve ark., 2008). Kuprizonun fizyokimyasal davranisi ile ilgili bir
hipoteze gore kuprizonla indiiklenen patolojinin bakir (Cu**) eksikliginden kdken aldigini
desteklemektedir. Bu hipotezde bakir ile selasyon olusturan kuprizon modeli CPZ-Cu**
oligomerlerinin gastrointestinal yolda ¢dkelmesiyle sonuglanir (Praet ve ark., 2014).
Boylelikle Cu*’nun girdigi enzimatik reaksiyonlarda islev yetersizligi goriiliir. Bu da
oligodentrosit sitozoliinde reaktif oksijen tiirlerinin ve reaktif nitrojen tiirlerinin artmasina
ve lipid peroksidasyon son trtinlerinden olan malondialdehitin artisiyla sonuglanarak bir
dizi inflamasyona ve oligodentrositlerin apoptozisine zemin hazirlar. MSS icerisindeki
aksonlara miyelin saglayan bu oligodentrositlerin apoptozisi demiyelinizasyon siirecinin
baslamasina ve demiyelinizan plaklarin olugsmasina neden olur. Oligodentrositlerin
Oliimiine yol agan bu modelde gecici ve yaygin bir demiyelinizasyon olusturulmus olur

(Praet ve ark., 2014).



1960’lardan bu yana merkezi sinir sisteminde (MSS) 6nemli derecede degisiklik
yapabilen net kuprizon dozunu belirlemek i¢in bir¢ok calisma yapilmistir. Kemirgen
yemine %0,2-0,6 arasindaki degerlerde kuprizon homojen bir sekilde karistirildiginda
onemli derecede miyelin degisiklikleri saptanmistir (Vega-Riquer ve ark., 2019).

Kuprizonun neden sadece oligodentrositlerde spesifik hiicre 6liimiine yol actigi
bilinmemekedir. Ancak kuprizon, bakira bagli mitokondriyel enzimler olan sitokrom
oksidaz ve monoamin oksidazin inhibisyonuna yol acan bakir selatérdiir. Boylelikle
kuprizon kullanimi oligodentrositlerin enerji metabolizmasinin bozulmasina yol agar
(Matsushima ve Morell, 2001; Venturini, 1973). Bununla birlikte spontane
remiyelinizasyon, norotoksinin kesilmesinden 4 giin sonra gozlemlenebilir (Lindner ve
ark., 2008). Bu da kuprizonla indiiklenen deneysel MS modelini demiyelinizasyonu

Onleyebilecek ve remiyelinizasyonu uyarabilecek faktorleri incelemek igin oldukga

kullanisgh hale getirir (Lindner ve ark., 2008).

Sekil 1: %0,6 kuprizonla homojen karistirilmis 100 gram yemle beslenen ratlar.



2.4. MS Patofizyolojisinde Oksidatif Stresin Rolii

Oksijen, canliligimizin devami i¢in elzemdir ancak oksijenin metabolizmasi
zararli etkilere yol agabilmektedir. Uretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile buna kars
antioksidan defans mekanizmasinin yetersiz olmasi sebebiyle oksidatif stres olusmaktadir
(Gonsette, 2008; Radi ve ark., 2014). Fizyolojik kosullar altinda mitokondriyal oksidatif
metabolizma, mitokondriyal elektron transport zincirinin son iiriinli olarak enerji iiretir.
Ayrica mitokondri, solunum transport zinciri komponentlerini ve hiicre iginde serbest
radikallerin temel iireticileri olan bir dizi enzimi birlestirir.

Serbest radikaller; reaktiviteyi indiikleyebilen, son orbitallerinde eslenmemis
elektron bulunan kimyasal tiirlerdir (Pegoretti ve ark., 2020). Serbest radikaller; lipid
peroksidasyonu, DNA hasart, hiicre 6liimii ve norolojik problemlere sebep olan bir siireci
tetikler (Khajehnasiri ve ark., 2013). Lipid peroksidasyonu, serbest radikal aracili ve
direkt olarak hiicre zarlarina hasar veren sorunlarin en basinda gelen ayn1 zamanda MDA
gibi aldehitleri iceren bir¢ok sekonder liriiniin sentezlenmesine neden olan bir faktordiir
(Sharifian ve ark., 2005). MS’te oksidatif stresin dolayisiyla lipit peroksidaysonunun
zararli etkileri; oligodentrosit apoptozisi, miyelin kaybi, aksonal hasar ve bu yikimlarin
sonucu olarak ortaya ¢ikan norolojik plaklardir (Gonsette, 2008).

Oksidatif stresi genellikle baslatan faktor nitrik oksit (NO ) ile stiperoksit (O2 )
arasindaki tepkimeden olusan peroksinitrittir (ONOO ). NO essiz Ozellikleriyle
neredeyse her organda yerel sinyallerin iletimini miimkiin kilan gerekli bir
norotransmitterdir. NO’nun toksik etkileri kendisi ile ilgili degil oksidasyon siirecinde
peroksinitrit tiretimi ile ilgilidir (Gonsette, 2008).

Neredeyse tiim dokularda hasar olusturacak inflamatuar olaylar oksidatif stresten
kaynaklanir. MS’ teki tabloda merkezi sinir sisteminde miyelin iireten oligodentrositlerin
apoptozisine yol acan siirecleri tetikleyen faktorler arasinda oksidatif stresin rolil
biiyiiktiir (Jana ve Pahan, 2007). Oligodentrositlerin kaybi bir dizi ndroinflamasyon
baslangicinin habercisidir. Yiiksek konsantrasyondaki ROS’ lar nekrotik hiicre liimiine
yol acsa da oksidatif stres kosullar1 altinda apoptotik hiicre 6liimlerinin de olabilecegi
baz1 caligmalarda rapor edilmistir (Mronga ve ark.,, 2004). Dolayisiyla MS
patofizyolojisinde oligodentroglial hiicrelerin kaybina neden olan oksidatif stresin rolii

g0z ard1 edilemez.



2.5. Ghrelinin Ozellikleri ve Deneysel Acidan Kullanilma Amaci

Oreksijenik ve adipojenik bir peptit olan ghrelin, ilk olarak 1999 yilinda bir sican
midesinde biiyiime hormonu (GH) salgilanmasini saglayan bir araci olarak kesfedilmistir
(Kojima ve ark., 1999). Ghrelinin etkisi sadece GH salgilanmasi iizerine degildir. Besin
alimini arttirir, enerji homeostazisini diizenler, yag yikimini azaltarak enerji harcanmasini
da azaltir (Nakazato ve ark., 2001).

Ghrelin hiicre niikleusunda preproghrelin geni tarafindan kodlanir, endoplazmik
retikulumda desagil ghrelin ve agil ghreline dontstiiriiliir daha sonrasinda golgi aparatina
gelir. Golgi aparatindan sekretuvar graniiller ile dolagima salgilanir, hedef dokudaki
ghrelin salgilayici reseptor 1’e (GHSR1) baglanir ve gesitli fizyolojik etkiler gosterir
(Miiller ve ark., 2015).

Giris boliimiinde bahsettigimiz MS tedavisinin ana prensiplerinden olan
immiinstipresif ajanlardan biri de ghrelindir, immiinsiipresif etkileri olan ghrelinin ayni
zamanda anti inflamatuar 6zellikleri laboratuvar ortaminda kanitlanmistir (Miyake ve
Yamamura, 2009). Ghrelinin bir¢ok sistem tizerine etkileri bulunmaktadir (Tablo 2). Son
yillarda deneysel ¢aligmalarda farkli amaglarla kullanilan ghrelinin antioksidan 6zellik
gosterip gostermedigi bilinmemektedir. Buradan yola ¢ikarak ghrelinin antioksidan

0zelligini arastirmak biiyiik 6nem tasimaktadir.
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Tablo 2: Ghrelinin farkli doku/organlar tizerine etkileri (Miiller ve ark., 2015)

Hedef doku/organ Etkileri
Hipotalamus -Istah1 arttirir -Besin alimini arttirir
-Tat duyusu -Depresyon
Hipotalamik olmayan | -Odiil davranisi -Noroprotektif
alanlar -Koku alma ve koklama |-Uyku ve uyaniklik ritmini
-Ogrenme ve hafiza diizenler
Hipofiz -GH 1 -ACTH 1

Sempatik sinir sistemi

SSS aktvitesi |

-Insiilin sekresyonu |

Pankreas -Glikoz ~ metabolizmasini | -Insiilin sensitivitesit
diizenler
-IGF1(insiilin benzeri
Karaciger biliylime faktorii-1) 1
Bagirsak -Bagirsak motilitesi 1
-Inflamasyon |
Yag doku -Lipid oksidasyonu |
- Lipogenezis 1
-Gastrik bosalma 1 -Gastrik motilite 1
Mide -Gastrik asit sekresyonu 1
-Kardiyak output 1 -Kardiyak kontraktilite 1
Kalp -Vazodilatasyon 1

Kahverengi Yag Dokusu

-Termogenezis |
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Ghrelinin bu etki alaninin genisliginden yola ¢ikarak oksidatif strese karsi bir
defans mekanizmasinda rol alip almadigini belirleyebilmek i¢in ghrelinin daha 6nceden
kanitlanmis olan (Miiller ve ark., 2015; Ferrini ve ark., 2009) antiinflamatuvar, hafiza
koruyucu, noroprotektif 6zelliklerinin yaninda antioksidan 6zelliklerinin arastirilmasi

oldukca 6nem arz etmektedir.

2.5.1. Ghrelinin santral sinir sistemindeki rolii

Kesfedildigi zamandan bu yana ghrelinin merkezi sinir sistemindeki temel
kaynag1 hipotalamus olarak diisiiniilmiistiir. Baz1 ¢alismalarda belirtildigi gibi ghrelin,
hipotalamus haricinde de 6zel néron gruplarinda sentez edilip etki gosterir. Orta beyinde,
arka beyinde, hipokampiiste ve spinal kordda ghrelinin varligi belirlenmistir (Ferrini ve
ark., 2009).

Ghrelinin hipotalamustaki gorevleri sadece beslenme davranisi ve enerji
metabolizmasi tizerine degil, ayn1 zamanda uyku-uyaniklik durumunun diizenlenmesi
tizerine de etki gosterir (Steiger, 2007). Ancak uygulama sekline gore farkli etkiler
gosterir. Sistemik olarak uygulanmasi, uyku kalitesini arttirir (Obal ve ark., 2003).
Intraserebroventrikiiler (ICV) olarak uygulanmasi ise uyamkligi, zindeligi arttirir
(Szentirmai ve ark., 2006).

Beynin 6grenme ve hafiza becerileri ile ilgili alanlar1 hipokampiis, amigdala,
dorsal rafe niikkleusudur (DRN). Ghrelinin hafiza islevleriyle ilgili bir roliiniin oldugu ile
ilgili ilk kanitlar Carlini ve arkadaglar tarafindan 2002 yilinda sunulmustur (Carlini ve
ark., 2002). Bu calismada ilk olarak davranis deneyleri yapilmis ve ghrelinin ICV

enjeksiyonunun hafiza giiciinii arttirdigi sylenmistir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Hayvanlar

Sunulan ¢alismada 48 adet Wistar albino erkek sigan kullanildi. Hayvanlar, 12
saat karanlik-12 saat aydinlik dongiisiine uygun olarak, sabit 1sil1 bir odada (21 °C) ve
%40-60 nem kosullar1 altinda tutuldu. Ratlar, laboratuvar sican yemi ve sebeke suyu
kullanilarak, serbest yem ve su alimi saglanarak VAN YYU Deneysel Tip ve Uygulama
Merkezinde barindirildi. Calisma VAN Yiiziincii Y1l Universitesi Deneysel Tip ve
Uygulama Merkezinde gerceklestirildi. Calisma, VAN Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 31.12.2020 tarih ve 2021/12-32 sayili etik onay1 ile
gerceklestirildi.

Ratlar 21 giinliikken 6 gruba ayrildi (n=8):

l. Demiyelinizasyonun kontrol (DM-KNT) grubu: Siganlar 21 giinliikken siitten
kesildi ve 2 hafta normal diyetle beslendi. 35. giin sakrifiye edildi.

[I.  Demiyelinizasyon (DM) grubu: Siganlar 21 giinliikkken siitten kesildi ve 2 hafta
%0,6 CPZ ile karistirilmig yemlerle beslendi. 35. giin sakrifiye edildi.

I1l.  Remiyelinizasyon (RM) grubu: Siganlar 21 giinliikken stitten kesildi ve 2 hafta
%0,6 CPZ ile karistirllmig yemlerle beslendi. 35. giin normal diyete doniildi
ve 35 ila 42. giin aras1 7 giin boyunca 1 ml/kg ip serum fizyolojik verildi.

IV. Remiyelinizasyon (RM-G20) grubu: Siganlar 21 giinliikken siitten kesildiler ve
2 hafta %0,6 CPZ ile karigtirilmig yemlerle beslendiler. 35. giin normal diyete
doniildii ve 35 ila 42. giin aras1 7 giin boyunca ghrelin (20 ug/kg, ip)
enjeksiyonlari uygulandi.

V. Remiyelinizasyon (RM-G40) grubu: Siganlar 21 giinliikken siitten kesildi ve 2
hafta %0,6 CPZ ile karistirilmis yemlerle beslendiler. 35. Giin normal diyete
doniildii ve 35 ila 42. Giin arast 7 giin boyunca ghrelin (40 pg/kg, ip)

enjeksiyonlar1 uygulandi.
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VI. Remiyelinizasyon kontrol (RM-KNT) grubu: Siganlar 21 giinliikken siitten
kesildi ve normal yemle beslendiler. 35 ila 42. giin aras1 7 giin boyunca 1

ml/kg ip serum fizyolojik enjeksiyonlar1 uygulandi (Silvestroff ve ark., 2012).

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

e Kuprizon (Bis(cyclohexanone) oxaldihidrazone) (Sigma- Aldrich, Co., 3050
Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA 314-771-5765)
Ghrelin (GenScript, Cat. No. RP10781)
Hematoksilen Boya (Harris) (C.I. 75290 REF: BS01-104-1000 LOT: BSH

190321)
e Eozin Boya (Norateks 104012)

e Luxol Fast Blue Boya (ScyTek 205s 600w Logan-Utah USA 800-729-8350 REF:
LBC-2 LOT: 61230)

3.2. Yontem

3.2.1. Kuprizonla deneysel MS modelinin indiiklenmesi

DM, RM, RM-G20, RM-G40 gruplar1 2 hafta boyunca %0,6 kuprizonlu yem ile
beslendi. %0,6 kuprizonlu yem her sabah taze olarak hazirlandi: Pellet yem mutfak
robotunda iyice ogiitiilene kadar karistirilip toz haline getirildi. Toz halindeki yem %0,6
kuprizonla homojen bir sekilde karistirildiktan sonra hayvanlara verildi. %0,6 CPZ ile
karistirilmis yemlerle beslenen gruplarin yedikleri yem miktari ve hayvanlarin agirliklart
diizenli bir sekilde not edildi.

Toksik bir madde olan CPZ’ nin verecegi zarart dnlemek amaciyla tiim hijyen
kurallarina riayet edilerek tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda deney esnasinda N95

maske (toz maskesi tipi), siperlik, tulum ve eldiven kullanildi.

3.2.2. Y-maze testi

DM ve DM-KNT grubundaki ratlara deneyin 35. giinii, diger gruplardaki ratlara
deneyin 42. giiniinde Y maze testi uygulandi. Y-labirenti her iki kol arasinda 120° ag1
olan {i¢ koldan (30 cm uzunlugunda, 8 cm genisliginde ve 15 cm yiiksekliginde)

olugmaktadir (Sekil 2). Kollar rastgele A, B ve C olarak adlandirildi. Calisma sirasinda,
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sicanlar ilk testte baslangic koluna yerlestirildi; sicanlarin tiim kollar1 kesfetmesine izin
verildi ve toplam 6 dakika siireyle kol giriglerinin sayist ve siras1 kaydedildi. Baslangi¢
kolundan ¢ikma latans1 kaydedildi; Total kol girisi sayist lokomotor aktiviteyi
gostermektedir ve ortiisen tiglii setler bi¢iminde (ABC, BCA, CAB, vb.) pes pese li¢ kola
girisler spontane degisen davranis yiizdesini hesaplamak igin kullanildi. Ornegin ABC
kollarma giris dizisi ACBABACBAB bi¢iminden olusmaktadir, bu durumda 5 degisim
verecektir: (1) ACB, (2) CBA, (3) BAC, (4) ACB, (5) CBA. Bunlar basarili (pozitif)
degisimlerdir. Daha sonra basarili degisimlerin sayis1 degisim olanaklarinin sayisina
boliindii. Biligsel davranis ve calisma bellegi, asagidaki formiile gore hesaplandi: %
spontane degisimler: [yapilan basarili degisimlerin sayisi/ (total kol girisi say1si-2)] x100
(Kola ve ark., 2017; Attrey ve ark., 2012).

Sekil 2: Y-maze testi
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3.2.3. Doku alim

Davranis deneyleri bittikten sonra anestezi altindaki (10 mg/ kg/ ip ksilazin ve 50
mg/ kg/ ip ketamin) ratlarin kanlar1 kalbin apeksinden kardiyak ponksiyon ile alinarak
sakrifiye edildi (DM ve DM-KNT grubuna deneyin 35.gliniide Y-maze deneyi yapilip
sakrifiye edildi, diger gruplara deneyin 42.giiniinde Y-maze deneyi yapilip sakrifiye
edildi). Ardindan, beyin hizlica izole edildi. Her gruptan alinan beyin dokusunun bir
hemisferi ELISA ¢alismalarina, diger hemisfer ise patolojik parametrelerin ¢alisilmasina
uygun bicimde alindi. Bir hemisfer, calisma giiniine kadar ELISA i¢in -80 °C’de
muhafaza edildi. Diger hemisfer ise ¢alisma gliniine kadar patoloji i¢cin formaldehitte

muhafaza edildi.

3.2.4. Oksidatif stres parametrelerinin dl¢iimii

Beyin dokusunda CAT (BT-LAB E0869Ra), SOD (BT-LAB E0168Ra), GSH-PX
(BT-LAB E1242Ra) ve MDA (BT-LAB E0156Ra) seviyeleri ELISA yontemi ile ticari
kitler kullanilarak Bio-Tek ELX800 cihazinda calisildi.

Ratlardan alinan beyin dokular1 hassas terazide Olgiilerek 200’er mg parcalara
ayrilip kiiciik tiiplere alindi. Bu tiiplerin istiine 1,8 ml ve 50 mM’lik fosfat tamponu
(pH:7,4) ilave edildi (agirlik/ hacim = 1/10). Bu karisimdaki kati1 halde olan beyin
dokusunu sivilastirmak ve homojenize etmek icin bir homojenizatér kullanilarak islem
yapild1 (14x5 tekrar karistirilip 10 saniye beklendi). Homojenize edilen tiipler 3000 rpm
ve 6 °C de 20 dakika boyunca santriflij edildi. Santrifiij sonras1 kiigiik parcaciklar dibe
cOkerken siipernatant (iist faz) sivisi iistte kaldi. Siipernatantlar yeni ependorf tiiplerine
alindi ve ELISA kitleriyle beraber kullanima hazir hale getirildi. Bundan sonraki asamada
SOD, GSHPX, MDA ve CAT kitlerinin kutular1 igindeki standart prosediirlere gore islem
tamamlandi.

Dokularda protein 6l¢iimii Bradford yontemiyle gerceklestirildi (Bradford, 1976):
ELISA testleri i¢in hazir hale getirilen siipernatantlar protein dl¢iimii igin de kullanilda.
Drabkin soliisyonu hazirlandi: 100 mg Commesie Brillant Blue G-250 %95°lik 50 ml
etanolde ¢oziildiikten sonra tizerine 100 ml %95°1ik fosforik asit ilave edildi ve ¢ozeltinin
son hacmi saf su ile 1 litreye tamamlandi. Kor tiipiine 4900 pl drabkin soliisyonu ve 100

ul saf su ilave edildi. Numune tiiplerine ise 4900 pl drabkin soliisyonu, 90 ul saf su ve 10
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ul siipernatant eklendi ve 10 dk. boyunca 151k gérmeyen bir yerde bekletildi. Kor tiipleri
ve numune tiiplerinin 595 nanometre dalga boylu spektrofotometri cihazinda protein

Olctimleri yapildi.

3.2.5. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik yontemler, norolojik olarak MS ile uyumlu inflamatuar
demiyelinize lezyonlar1 teshis etmede, hasar1 ve onarimin gosterilmesinde
kullanilmaktadir. Cesitli hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalarda MS tanisi, meydana
gelen hasarlarin karakterizasyonu ve uygulanan tedavilerdeki onarim diizeylerin ortaya
koyulmasinda altin standart histopatolojik korelasyondur.

MS tam1 ve tedavi modellerinde doku ve hiicre diizeyinde meydana gelen
degisimlerin gosterilmesi olduk¢a dnemlidir. Bu amagcla, ¢alismada doku ve hiicrelerde
meydana gelen morfolojik degisimlerin incelenmesinde histolojik yontemlerin
kullanilmas1 planlanmaktadir.

Hayvanlardan alinan beyin %4 fosfat tamponlu paraformaldehit (PFA) (pH 7.4)
igerisinde 24 saat bekletilerek tespit edildi. Tespit asamasi bittikten sonra beyinler bir
gece boyunca fosfat tamponu (PBS) igerisinde yikama yapilarak tespit solusyonu
uzaklastirildi. Daha sonra rutin histolojik takip islemleri uygulandi. Rutin doku takibinde
oncelikle yiikselen derecelerdeki alkol serisi %60 alkolden baslanarak, kontrollii olarak,
ortalama 1 saat siireyle ve sirasiyla %70, %80, %96, %100 (I), %100 (II) ve %100 (III)
seklinde uygulandi. Bu asamay1 takiben seffaflandirma islemi yapildi. Ksilol 1, ksilol 11
ve ksilol III’de 15’er dk. bekletildi. Daha sonra, doku 6rnekleri 30 dk. parafinde bekletildi.
Parafinden ¢ikarilan Ornekler erimis parafin bloklarin igerisine gomiildii. Parafin
bloklardan, mikrotomda 5um kalinliginda kesitler poly-L-lysin’li lamlara alindi. Alinan

beyin kesitleri histolojik boyama yapilarak degerlendirildi.
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3.2.6. Hematoksilen-Eozin (H&E) boyama

Beyin kesitleri H&E ile boyandi. Dokular kesildikten sonra, 60 °C’de 2 saat
bekletildi. Daha sonra, dokular 30’ar dk. yukarida bahsedildigi gibi ksilol-I-1I-111
asamalarindan gegirildi. Ksilol asamasindan sonra azalan alkol serilerinde (%100-95-80)
2’ser dk. bekletildi. Alkol serilerinden sonra, kesitler distile suda yikandi. Kesitler
hematoksilen boyasi ile 3 dk. muamele edildi. Sonrasinda, akarsu igerisinde 5 dk.
bekletildi. Hafif pembe renk olusana kadar asit alkol icerisinde bekletildikten sonra
akarsuda yikandi. Yikama isleminden sonra, kesitler mor renk olusana kadar amonyakli
su ile muamele edildikten sonra iyice yikandi. Bu asamay1 takiben, kesitler eozin boyasi
(2.5 dk.) ile boyandi. Eozin boyamadan sonra, artan alkol serilerinden (%95-100-100)
gecirildi. Daha sonra, kesitler 15’er dk. ksilol serilerinden (ksilol-1-11-III) gegirildi.
Sonrasinda, kesitler entellan ile kapatildi. Kapatma isleminden sonra, kesitler Olympus

DP74 kamera atagmanli Olympus BX53 mikroskopta incelendi.

3.2.7. Luxol Fast Blue (LFB) miyelin boyama

Fikse edilmis dokularda ise miyelinin durumu luxol fast blue (LFB) miyelin
boyama ile gosterilir. Bu boya normal miyeline kuvvetle baglanir, miyelin yikimi olan
alanlar ise boya almazlar.

Luxol fast blue, alkolde ¢0ziinebilen ve miyelin kilifinin lipoproteinlerine
baglanma ozelligi gosteren bir bakir ftalosiyanin boyasidir. Luxol fast blue boyamada
miyelin lifleri mavi, sinir hiicreleri mor goriiniir. LFB boyama isleminde asagidaki
basamaklar yapildi:

« Deparafinize edilen dokular etil alkol serisinden (%99-%95-%70) gegirildi.

* Kesitler Luxol fast blue soliisyonu i¢cinde 56°C’de bir gece bekletildi.

* 9%95’lik etil alkol i¢inde galkalandiktan sonra distile suda yikama islemi yapild.

« Lityum karbonat soliisyonu i¢inde 30 saniye differansiye edildi (Bu asamada substantia
grisea ve substantia alba kisimlarinin ayirimi goriiliir).

» Differansiye islemine %70’lik etil alkolde 30 saniye devam edildi. Daha sonra
diferansiasyon asamasini durdurmak i¢in kesitler distile suda bekletildi. Bu asamada

substantia grisea ve substantia alba kisimlarinin ayirimi goriliir. Mikroskobik
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goriintiilemede ilgili bolgelerin ayirt edilememesi durumunda “Lityum karbonat”
agsamasindan itibaren islem tekrarlandi.
« Kesitler Cresyl violet soliisyonunda 30 saniye bekletildi.
* Distile su igerisinde yikama islemi yapildi.
* %95°1ik etil alkolde 2 defa ¢alkaland.
* %100 etil alkolden gegirildi.
« Kesitler ksilenden gegirildi.
* Kesitler entellan kullanilarak lamelle kapatildiktan sonra Olympus DP74 kamera
atagmanli Olympus BX53 mikroskopta incelemeler yapildi.
Kesitlerin ortalama 8-10 boliimii asagidaki degerlendirme standardi kullanilarak
skorland1 (Qiu ve ark., 2018):
Inflamasyon igin:
0 = inflamatuar hiicre yok;
1 = birkag¢ dagmik inflamatuar hiicre;
2 = kan damarlarinin etrafina inflamatuar sizint;
3 = parankim igine yayilmis genis perivaskiiler manset goriiniimii.
Demiyelinizasyon igin:
0 = yok;
1 = nadir odaklar;
2 = birkag demiyelinizasyon alani;
3 = biiyiik (birlesen) demiyelinizasyon alanlari.
Luxol fast boyama sonrasindaki miyelinli bolgelerinin nicel miktar tayini Image-J

yazilimi kullanilarak mavi renk yogunlugu dl¢tilmiistiir (Mojaverrostami ve ark. , 2020).

3.2.8. Istatistik

Uzerinde durulan 6zellikler icin Tammmlayici Istatistikler; Medyan, Ortalama,
Standart Sapma, Minimum ve Maksimum deger olarak ifade edilmistir. Bu ozellikler
bakimindan gruplar1 karsilastirmada Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Degiskenler
arasindaki iligkiyi belirlemede gruplarda ayri ayr1 olmak lizere Spearman Korelasyon
katsayilar1 hesaplanmistir. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi %5 olarak alinmig

ve hesaplamalar i¢in SPSS istatistik paket programi kullanilmistir.
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4 BULGULAR

4.1. Davrams Deneyleri Bulgulari

Y-maze davranis deneyinde baslangi¢ kolundan ¢ikis latansi, total kol giris sayisi

ve basarili degisim sayis1 gruplardaki her bir rat i¢in kaydedildi ve % spontane degisimler

hesaplandi. Bu 6zellikler bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olup olmadigina bakildi (Tablo 3).

Tablo 3: Y-maze test parametrelerinin farkli gruplar arasindaki iliskiyi gosteren
tanimlayici istatistikler ve karsilastirmalar

Std. Std.
Grup Ort. | Med | Sapma | Hata | Min. | Maks. | p
DM 1313] 1350| 314 111 | 800 | 18,00
DM-KNT | 1163 1050 542 192 | 400 | 22,00
Total kol girisi | RM 1314 1200 380 144 [oo0 [ 2100
sayisl RM-KNT | 12,29 11,00 3,55 1,34 | 800 | 18,00 |
RM-G20 | 900 | 800 | 583 292 | 300 | 17,00
RM-G40 | 871 | 900 | 386 146 | 400 | 15,00
DM 738 | 750 | 1,77 63 | 500 | 10,00
DM-KNT | 625 | 650 | 328 116 | 200 | 11,00
Basarili degisim | RM 700 | 700 | 392 148 [ 200 [ 1400 |
sayisi RM-KNT | 657 | 6,00 3,99 1,51 1,00 | 12,00 |
RM-G20 | 425 | 250 | 457 229 | 1,00 | 11,00
RM-G40 | 457 | 500 | 230 87 | 200 | 9,00
DM 1400| 6,00 | 19,63 6.94 | 300 | 61,00
DM-KNT | 7.25 | 450 | 767 271 | 300 | 26,00
Baslangic RM 714 | 300 | 6,04 228 | 200 | 16,00
::zzilr;?an akis  FENVITKNT | 800 | 500 | 739 279 | 200 | 2z.00 | %2
RM-G20 | 650 | 400 | 640 320 | 200 | 16,00
RM-G40 | 271 | 3,00 95 36 | 1,00 | 400
DM 68,88| 67,95| 16,90 597 | 4545 | 100,00
DM-KNT | 7159 79.17| 2654 938 | 22,22 | 100,00
% Spontane RM 59,57 63.64 | 20,30 767 | 2857] 000 ]
degisim RM-KNT | 58095] 6667] 2356 890 | 16,67 9231 |’
RM-G20 | 64.17]|6167| 2898 | 1449 | 33.33| 100,00
RM-G40 76,22 71,43 24,39 9,22 | 42,86 | 100,00

Degerlendirilen parametreler bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunamadi (p>0,05).
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Total kol girisi sayisi, basarili degisim sayisi, baslangi¢ kolundan ¢ikis latansi ve

% spontane degisim arasindaki korelasyon iliskisine bakildi (Tablo 4).

Tablo 4. Korelasyonlar

Grup =DM
Total kol Basarih degisim | Baslangi¢ %Spontane
girisi sayisi sayisi kolundan degisim
cikas
latansi
Total  kol} 4 g9
girisi sayisi
Rgaanh 652 1,000
degisim sayisi
Baslangic¢
kolundan ,228 -,244 1,000
cikis latansi
(0]
yoSpontane -,659 073 - 749° 1,000
degisim

a: % Spontane degisim ve baslangi¢ kolundan ¢ikis latansi arasinda negatif anlamli bir
korelasyon vardir (p<0,05).

Grup =DM-KNT

Total kol Basarihi degisim | Baslangic %Spontane
girisi sayisi sayisl kolundan degisim
cikis
latansi
Total kol girisi 1,000
sayisl
Basarih 723 1,000
degisim sayisi
Baslangic
kolundan ¢ikis -,331 -,093 1,000
latansi
0
yoSpontane - 699 - 049 398 1,000
degisim

a: basarili degisim sayis1 ve total kol girisi arasinda pozitif anlamli bir korelasyon vardir

(p<0,05).
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Grup = RM

Total kol Basarih degisim | Baslangic %Spontane
girisi sayisi sayisi kolundan degisim
cikis
latansi
Total kol girisi 1,000
sayisi
Basarih 8472 1,000
degisim sayisi
Baslangi¢
kolundan -,411 ,000 1,000
cikis latansi
0
yoSpontane 721 9640 148 1,000
degisim

a: basarili degisim sayis1 ve total kol girisi arasinda pozitif anlamli bir korelasyon vardir
(p<0,05); b: % Spontane degisim ve basarili degisim sayis1 arasinda pozitif anlamli bir
korelasyon vardir (p<0,01).

Grup = RM-KNT

Total kol Basarih Baslangi¢ %Spontane
girisi sayisi degisim sayis1 | kolundan degisim
cikis
latansi
Total kol girisi 1,000
sayisl
Basarih 936" 1,000
degisim sayisi
Baslangi¢
kolundan -,791% -,582 1,000
cikis latansi
0,
yospontane 882" 982" - 491 1,000
degisim

a: Baglangi¢ kolundan ¢ikis latansi ile total kol girisi sayis1 arasinda negatif anlamli bir
korelasyon vardir (p<0,05); b: % Spontane degisim ile total kol girisi arasinda ve %
Spontane degisim ile basarili degisim sayis1 arasinda pozitif anlamli bir korelasyon vardir

(p<0,01).
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Grup = RM-G20

Total kol Basarih Baslangic¢ %Spontane
girisi sayisi degisim sayis1 | kolundan degisim
cikis
latansi
Total kol girisi 1,000
sayisi
Basarih degisim 949 1,000
sayisi
Baslangi¢
kolundan c¢ikis ,500 ,316 1,000
latansi
0
yoSpontane -316 200 316 1,000
degisim

Gruplar arasindaki degiskenler arasinda anlamli bir korelasyon yoktur (p>0,05).

Grup = RM-G40

Total kol Basarih Baslangi¢ %Spontane
girisi sayisi degisim sayis1 | kolundan degisim
cikis
latansi
Total kol 1,000
girisi sayisi
Basarih 8212 1,000
degisim sayisi
Baslangi¢
kolundan ,716 434 1,000
cikis latansi
)
yoSpontane 767" 201 695 1,000
degisim

a: basarili degisim sayisi ile total kol girisi sayisi arasinda pozitif anlamli bir korelasyon
vardir (p<0,05); % spontane degisim ile total kol girisi sayis1 arasinda negatif anlamli bir
korelasyon vardir (p<0,05).

4.2. Oksidatif Stres Parametre Bulgular:

Bu calismada oksidatif stres parametrelerinden SOD, GSH-PX, MDA ve CAT
calisildi. SOD degerleri bakimindan RM-G20 grubunda RM-KNT, DM-KNT ve RM
gruplarina kiyasla anlamli bir artis tespit edildi (p=0,002; Tablo 5; Sekil 6). GSH- PX
degerleri bakimindan RM grubunda RM-KNT ve RM-G20 gruplartyla kiyaslandiginda
anlamli diizeyde bir azalma tespit edildi (p<0,05).

23



RM-G20 grubunda diger gruplar ile kiyaslandiginda anlamli diizeyde bir artis tespit edildi
(Tablo 5; Sekil 7; p<0,05). MDA degerleri bakimindan DM grubunda diger biitiin gruplar
kiyaslandiginda anlamli diizeyde bir artis tespit edildi (Tablo 5; Sekil 8; p<0,05). CAT degerleri

bakimindan RM-KNT ve RM grubunda RM-G40 grubuyla kiyaslandiginda anlamli diizeyde
bir azalma tespit edildi (p<0,05), RM-G20 grubunda diger tiim gruplar ile kiyaslandiginda
anlamli diizeyde bir artis tespit edildi (Tablo 5; Sekil 9; p<0,05).

Tablo 5: Bazi antioksidan/ oksidan parametrelerine ait gruplarin ortalama ve standart
hata degerleri (Ortalama+SEM)

DM RM RM DM RM RM DI? .
KNT G40 KNT G20 caent
so 0,002
3,03£0,08% | 2,52+0,22% | 2,69+£0.27% | 2,39+0,11t | 1,91+£0,08¢ | 3,41+0,55
(ng/ mg)
S)%H' 42,08+1,550| 35,112,490  36,17+4,20 | 33,73+1,59%] 25,05+1,06¢| 46,24+6,02: 0,001
(ng/ mg)
MDA 1,150,142 |  0,94+0,09° 0,90+0,04° | 0,77+0,02° | 0,74+0,03°| 0,81+0,06° 0,001
(nmol/mg)
(CA/‘T | 26,04:0,83%|  1874+1,80¢|  24,33+1,65°| 22,45+0,98% 18,03+0,47¢ 29,632,052 | 0,001
ng/ mg

Veriler ortalama + Standart hata (SEM) olarak ifade edilmistir. DM: Demiyelinizasyon
kontrol, RM-KNT: Remiyelinizasyon kontrol, RM-G40: Remiyelinizasyon ghelin 40,
DM-KNT:  Demiyelinizasyon  kontrol, RM:  Remiyelinizasyon, = RM-G20:
Remiyelinizasyon ghrelin 20, SOD: Siiperoksit dismutaz, GSH-PX: Glutatyon
peroksidaz, MDA: Malondialdehit, CAT: Katalaz. ng: nanongram, mg: miligram, nmol:
nanomol ¢ : Ayni satirda farkl harf alan degerler birbirine gére anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 3: Ghrelin uygulamasinin si¢an beyin dokusunda antioksidan bir enzim olan SOD
tizerine etkileri. DM: Demiyelinizasyon, DM-KNT: Demiyelinizasyon kontrol, RM:
Remiyelinizasyon, RM-KNT: Remiyelinizasyon kontrol, RM-G20: Remiyelinizasyon
ghrelin 20, RM-G40: Remiyelinizasyon ghrelin 40. Veriler ortalama =+ standart hata
biciminde ifade edilmistir. a,b,c: Farkli harf alan degerler birbirlerine gore anlamlidir
(p<0,05).
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Sekil 4: Ghrelin uygulamasinin sigcan beyin dokusunda antioksidan bir enzim olan GSH-
PX {izerine etkileri. DM: Demiyelinizasyon, DM-KNT: Demiyelinizasyon kontrol, RM:
Remiyelinizasyon, RM-KNT: Remiyelinizasyon kontrol, RM-G20: Remiyelinizasyon
ghrelin 20, RM-G40: Remiyelinizasyon ghrelin 40. Veriler ortalama + standart hata
bi¢iminde ifade edilmistir. a,b,c: Farkli harf alan degerler birbirlerine gére anlamlidir
(p<0,05).

MDA
(nmol/ mg protein)

GRUPLAR
Sekil 5: Ghrelin uygulamasinin sigan beyin dokusunda oksidatif stres parametrelerinden
MDA iizerine etkileri. DM: Demiyelinizasyon, DM-KNT: Demiyelinizasyon kontrol,
RM:  Remiyelinizasyon, RM-KNT:  Remiyelinizasyon  kontrol, = RM-G20:
Remiyelinizasyon ghrelin 20, RM-G40: Remiyelinizasyon ghrelin 40. Veriler ortalamat
standart hata bigiminde ifade edilmistir. a,b: Farkli harf alan degerler birbirlerine gore
anlamlidir (p<0,05).
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GRUPLAR
Sekil 6: Ghrelin uygulamasinin si¢an beyin dokusunda antioksidan bir enzim olan CAT
tizerine etkileri. DM: Demiyelinizasyon, DM-KNT: Demiyelinizasyon kontrol, RM:
Remiyelinizasyon, RM-KNT: Remiyelinizasyon kontrol, RM-G20: Remiyelinizasyon
ghrelin 20, RM-G40: Remiyelinizasyon ghrelin 40. Veriler ortalama + standart hata
bi¢iminde ifade edilmistir. a,b,c: Farkli harf alan degerler birbirlerine gore anlamhidir
(p<0,05).

4.3. Histopatolojik Bulgular

Cesitli hayvan modellerinde yapilan caligmalarda MS tanisi, meydana gelen
hasarlarin karakterizasyonu ve uygulanan tedavilerdeki onarim diizeylerin ortaya
koyulmasinda altin standart histopatolojik korelasyondur. MS histopatolojik olarak
immiin hiicre infiltrasyonu, akut demiyelinizasyon ve aksonal hasar ile karakterize

edilmektedir (Briick, 2007).

MS tan1 ve tedavi modellerinde doku ve hiicre diizeyinde meydana gelen
degisimlerin gosterilmesi oldukca Onemlidir. Bu calisma kapsaminda, histolojik
prosediirlerin kombinasyonu, MS ile uyumlu inflamatuar alanlarin tespit edilmesi,
miyelin hasar1 ve onarimin gosterilmesi amaciyla gerceklestirilmistir. Beyin dokusundaki

genel histolojik organizasyon, vaskiilerize alanlar ve lenfatik infiltrasyon boélgelerinin
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Degerlendirilmesi H&E boya ile yapilmistir. Kontrol gruplarinin (DM-KNT ve RM-
KNT) kortikal alanlarinin normal oldugu tespit edilmistir. Kuprizon ile indiiklenen
gruplarda (DM ve RM) ise vaskiiler alanlardaki artisin oldukca belirgin oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte, damar yapilarinin hem igerisinde hem de g¢evresinde
lenfatik infiltrasyon alanlarinin varhigi tespit edilmistir (Sekil 10). DM-KNT grubu ile
kiyaslandiginda, DM grubunda lenfatik hiicre artis1 istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (p=0,003). Benzer sekilde RM-KNT grubuna kiyasla, RM grubundaki
inflamatuar hiicre sayisindaki artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,009) DM
grubu ile kiyaslandiginda, RM-G20 (p=0,266) ve RM-G40 (p=0,173) gruplarindaki
inflamatuar hiicre gruplarinda azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
bulunmustur. RM-KNT grubu ile kiyaslandiginda RM-G20 (p=0,008) ve RM-G40
(p=0,24) gruplarinda inflamatuar hiicre sayilarinda artisin oldugu bulunmustur. Tedavi
gruplar kendi igerisinde kiyaslandiginda, yiiksek doz ghrelin (RM-G40) grubundaki
vaskiiler alanlar ve inflamatuar hiicre gruplarindaki azalmanin daha fazla belirgin oldugu,
ancak inflamatuar hiicre gruplarindaki azalmanin tedavi gruplari arasinda istatistiksel

olarak anlamli olmadigi tespit edilmistir (Sekil 11; p=0,674)

DM Control
' RM Control

DM

Sekil-7: Beynin kortikal alanlarmin genel histolojik goriintii (H&E boyama, Scale bar:
100 pm ve 50 pm).
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Sekil-8: Beynin kortikal alanlarinda gruplar arasindaki inflamatuar skor. DM:
Demiyelinizasyon, DM-KNT: Demiyelinizasyon kontrol, RM: Remiyelinizasyon, RM-
KNT: Remiyelinizasyon kontrol, RM-G20: Remiyelinizasyon ghrelin 20, RM-G40:
Remiyelinizasyon ghrelin 40. Veriler ortalama + standart hata bi¢iminde ifade edilmistir.
a,b: Farkli harf alan gruplar birbirine gére anlamlidir (p<0,05)

Beyin kortikal alanlarimin disinda, miyelin igerigindeki degisimlerin tespit
edilmesinde 6zellikle korpus kallozum alanlar1 incelenmistir. H&E boyama sonucunda
kuprizon uygulamasina bagh olarak genis vakuolasyon alanlart ile diizensiz, par¢alanmus,
demiyelinizan sinir liflerinin varligi tespit edilmistir (Sekil 12). Buna ek olarak,
demiyelinize bolgelerde piknotik niikleus ile karakterize oligodentrositlerin varlig
izlenmistir. Korpus kallozum bolgesinde, gruplar arasindaki demiyelinizasyon
skorlamasi metot kisminda belirtildigi gibi gergeklestirilmistir. DM ve RM gruplari kendi
kontrolleri ile kiyaslandiginda, DM ve RM gruplarinin demiyelinize alanlarinin belirgin
oldugu bulunmustur (p<0,001). RM grubuna kiyasla RM-G20 (p<0,01) ve RM-G40°’daki
(p<0,001) demiyelinize alanlarin anlamli bir sekilde azaldig: tespit edilmistir. Tedavi
gruplart kendi i¢inde kiyaslandiginda yiiksek doz ghrelin uygulanan gruptaki
demiyelinize alanlardaki azalma istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (Sekil
13; p<0,01).
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DM Control

Sekil 9: Korpus kallozumda demiyelinize alanlarin histolojik goriintiisii (H&E boyama,
Scale bar: 100 um ve 50 um).
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Sekil 10: Korpus kallozum bolgelerinde, gruplar arasindaki demiyelinizasyon skoru. DM:
Demiyelinizasyon, DM-KNT: Demiyelinizasyon kontrol, RM: Remiyelinizasyon, RM-
KNT: Remiyelinizasyon kontrol, RM-G20: Remiyelinizasyon ghrelin 20, RM-G40:
Remiyelinizasyon ghrelin 40. Veriler ortalama + standart hata bigiminde ifade edilmistir.
a,b: Farkli harf alan gruplar birbirine gére anlamlidir (p<0,05).
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H&E boyama sonucunda goriilen miyelin degisimlerindeki bulgularin konfirme
edilmesi i¢in dokulardaki miyelinizasyon diizeylerinin gosterilmesinde siklikla kullanilan
LFB boyama yontemi kullanilmistir (Carriel ve ark., 2017). LFB boyama sonuclarina
bagl olarak korpus kallosum bélgelerindeki miyelin igerigi Image-J programi ile
olgiilerek degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, kuprizon ile indiiksiyona bagl olarak
demiyelinize alanlarin arttigin1 gostermistir. Tedavi gruplarinda ise, artan ghrelin dozuna
bagl olarak miyelin kayiplarinin belirli oranlarda onarildig: tespit edilmistir (Sekil 14).
Yapilan istatistiksel analizlerde, DM ve RM gruplar1 kendi kontrol gruplari (sirasiyla DM
KNT ve RM-KNT) ile kiyaslandiginda miyelin igeriginin 6nemli dlgiide azaldigi
bulunmustur (p<0,01). RM grubu ile kiyaslandiginda, RM-G20 (p=0,002) ve RM-G40
(p=0,001) gruplarindaki miyelin iceriginin daha fazla oldugu bulunmustur. Tedavi
gruplart kendi arasinda kiyaslandiginda artan ghrelin dozuna bagli olarak miyelin

iceriginin yliksek oldugu bulunmustur (Sekil 15; p=0,001)

DM Control

Sekil 11: Korpus kallozumdaki miyelin boyama goriintiisii (Luxol fast blue boyama,
Scale bar: 100 um ve 50 um).
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Sekil 12: Korpus kallozum bolgelerinde gruplar arasindaki miyelin igerigi. DM:
Demiyelinizasyon, DM-KNT: Demiyelinizasyon kontrol, RM: Remiyelinizasyon, RM-
KNT: Remiyelinizasyon kontrol, RM-G20: Remiyelinizasyon ghrelin 20, RM-G40:
Remiyelinizasyon ghrelin 40. Veriler ortalama + standart hata bigiminde ifade edilmistir.
a,b: Farkl harf alan gruplar birbirine gére anlamlidir (p<0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Ghrelinin daha 6nceki ¢alismalarda MS’te antiinflamatuar, noroprotektif ve hafiza
koruyucu etkileri arastinlmistir (Theil ve ark., 2014; Souza-Moreira ve ark, 2013). Ancak
bu calismada ghrelinin ratlarda kuprizonla indiiklenen MS modelinde antioksidan

Ozellikleri ilk defa arastirildi.

5.1. Davrams Deneylerinin Degerlendirilmesi

Kurulumu ve kullanim1 basit olsa da Y-maze testi farelerde ve ratlarda kisa siireli
hafizay1 degerlendirmek igin kullanilabilmektedir (Kraeuter ve Guest, 2019). Ornegin
kisa siireli hafizay1 6lgen spontane degisim, kemirgene tiim Y-maze kollarin1 bagimsiz
bir sekilde kesfetmesine izin vererek degerlendirilebilir. Kemirgen dogustan gelen meraki
ile daha once girmedigi alanlar1 kesfetmek i¢in bu davranist siirdiiriir (Lalonde, 2002).
Kisa siireli bellegi iyi olan bir hayvan daha 6nce kesfettigi kolu hatirlar ve daha az ziyaret
ettigi kollara giris yapar (Kraeuter ve Guest, 2019). Bu anlamda daha 6nce yapilan bir
calismada, degisim davranisinin CPZ ile demiyelinizasyon olusturulan grupta kontrol
grubuna gore daha az oldugu bulunmustur, ayn1 zamanda CPZ kullanilan grupta total kol
girisi sayist yiikksek bulunmustur (Rowhani-Rad ve Taherianfard, 2019). Bagka bir
calismada CPZ ile indiiklenen MS modelinde CPZ uygulanan grupta kisa siireli hafiza
performansinin azaldigini kanitlayan bulgular elde edilmistir (Omotoso ve ark., 2018).
Calismamizda ghrelinin hafiza koruyucu etkisini DM VE DM-KNT gruplarina deneyin
35. giinii; diger tiim gruplara deneyin 42. giinii uyguladigimiz Y-maze testiyle arastirdik.
Bazi ¢alismalarda ghrelinin hafiza koruyucu etkilerinin oldugu rapor edilmistir (Diano ve
ark., 2006; Rowhani-Rad ve Taherianfard, 2019). Calismamizda, lokomotor aktivite ya

da ¢alisma bellegi agisindan gruplar arasinda herhangi bir anlaml fark gézlenmedi.
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5.2. Oksidatif Stres Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Oksidatif stres MS patofizyolojisinde 6nemli bir role sahiptir ve oksidatif strese
yol agan faktor reaktif oksijen tiirlerinin ortamda gerektiginden fazla bulunmasidir.
Oksidatif stres, antioksidan sistemi aktive eder, ayni zamanda antioksidan ve
detoksifikasyon enzimlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunu aktive eder
(Adamczyk-Sowa ve ark., 2012). Fizyolojik kosullar altinda tiim organizmalar tarafindan
bazal diizeyde ROS iiretimi gerceklesir. Mitokondride biyomolekiiler oksijenin 6nemli
bir kismi tam olarak indirgenmez ve siiperoksit (O2 ), hidroksil radikal (-OH) ve
hidroksiperoksit (H-0-) gibi reaktif oksijen tiirleri olarak ortaya ¢ikarlar (Gonsette, 2008).
Normalde ROS iiretimi néronal hiicre stabilitesi, sinaptik plastisitenin modiilasyonu ve
beyin fonksiyonlar1 i¢in gereklidir (apoptozis, sinaptik plastisite, immiin sistem vb.) ama
ROS’ un gerekli ve zararl siiregleri arasindaki sinir1 hala ¢ok hassastir (Padureanu ve
ark., 2019). ROS’ un gerekli miktardan fazla iiretilmesi bu hassas dengenin zararh
stirecler lehine donmesine neden olur. ROS fizyolojik ve patolojik kosullar altinda, insan
viicudunda sitozol, mitokondri, lizozom, peroksizom ve plazma membranlarinda tiretilir
(Touyz, 2012). Bu ROS’ lar dogal enzimatik antioksidanlar (SOD, CAT, GSH-PX vb.)
tarafindan dengelenir (Gonsette, 2008). Oksidatif stres MS patofizyolojisinde 6nemli bir
rol oynar (Ohl ve ark., 2016).

Serbest radikaller, lipitlerin oksidatif modifikasyonuna sebep olurlar ve lipit
peroksidasyonu denilen bir siireci baglatirlar. Bu siireg, ROS’ larin kendi kararli i¢
dengelerini olusturmak icin ¢oklu doymamis yag asitlerinden bir elektron kopararak
onlar1 oksidize etmesiyle olusur (Pegoretti ve ark., 2020). Lipit peroksidasyonu bir zincir
reaksiyonudur ve bu zincir reaksiyonunda lipit hidroksiperoksitlerinin yag asidi karbon
zincirleri ayrilir. Bu da oldukga reaktif bir tiir olan yiiksek reaktif aldehitleri olusturur.
Bunlardan biri de MDA’ dir (Adamczyk-Sowa ve ark., 2012). MDA total antioksidan
kapasiteyi (TAC) diisiiriir (Khajehnasiri ve ark., 2013). Plazma total antioksidan kapasite,
oksidatif stres indikatorii olarak bildirilmektedir (Sharifian ve ark., 2005). MS’ te
antioksidan kapasite diistiiglinde ve mikrogilalar ile makrofajlar tarafindan ROS iiretimi
antioksidan kapasiteyi astiginda miyelin kiliflar zarar gorebilir (Merkholt ve ark., 2019).
Daha oOnce yapilan bir caligmaya goére serbest radikallerin neden oldugu lipid

peroksidasyonunun miyelin kaybina sebep oldugu bildirilmistir (Mickel, 1975). Baska bir
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Calismada miyelin kiliflarin hasara ugramaya basladiklar1 bir zon tanimlanmistir. Bu
bolgenin; apoptozis benzeri c¢ekirdek degisikliklerine sahip oligodentrositleri, normal
peri-plak beyaz cevher arasina yayilmis aktiflesmis mikroglialar1 ve makrofajlar1 igerdigi
bildirilmistir (Haider ve ark., 2011). Ayn1 zamanda bu bolgede peroksidasyona ugrayan
lipidlerin ve DNA’larin olmasi, lipid peroksidasyonunun miyelin kilifinin hasarimi
baslatan en temel sorun oldugu disiiniilmistiir (Haider ve ark., 2011). MDA, lipid
peroksidasyon son iiriinlerindendir ayni zamanda bir oksidatif stres parametresidir
(Adamczyk-Sowa ve ark., 2012). Calismamizda DM grubunda MDA seviyesinin diger
gruplara gore anlamli diizeyde yliksek c¢ikmasi, kuprizon uygulamasmin lipid
peroksidasyonuna yol agtigini ve antioksidan kapasiteyi azaltip oksidatif strese yol
actigin1  diislindiirmektedir. Bu sonuca dayanarak, ¢alismamizda da lipid
peroksidasyonunun, miyelin kaybina zemin hazirlayan patolojik siirecleri tetikledigi
diistintilmektedir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada, sonuglarimiza benzer sekilde kontrol
grubuyla kiyaslandiginda demiyelinizasyon grubunda MDA (lipid peroksidasyon
parametresi) seviyesinin anlamli bir sekilde arttigi bildirilmistir (Adamczyk-Sowa ve
ark., 2012). Sonuglarimiza benzer sekilde kuprizonla indiiklenen bir bagka deneysel MS
calismasinda; kuprizon kullanilan grupta kontrol grubuna kiyasla MDA diizeyinin arttig1
bildirilmistir (Khodaei ve ark., 2020).

SOD, oksijen katabolizmasinda gorev alan antioksidan enzimlerden biridir.
(Siddique ve ark., 2013). Hiicrede siiperoksit radikalinin eliminasyonunda defans
mekanizmasi olarak SOD’ un islevi ilk sirada gelir ve siiperoksit anyonunu molekiiler
oksijen ile hidrojen peroksite doniistiiriir (Schreibelt ve ark., 2007). SOD, MnSOD
bi¢iminde oligodentrositlerin mitokondriyel matriksinde bulunan siiperoksit radikalini
H,O,’ ye donistiirlir (Praet ve ark., 2014). Caligmamizda kuprizon uygulanan DM
grubunda SOD diizeyi DM-KNT grubuna kiyasla yiiksek ¢ikmistir ancak bu artig anlaml
degildir. RM grubunda ise RM-KNT grubuna gore anlaml diizeyde diisiik ¢ikmuistir.
Sonuglarimizin aksine 6nceki bir ¢aligmaya gore, yaslar1 19-56 arasinda degisen MS tanili
34 hasta ve kontrol grubu olarak 64 saglikli insan kullanilmistir. Bu ¢alismada kontrol
grubuna kiyasla MS hastalarinda eritrositlerdeki SOD aktivite diizeyi anlamli bir sekilde
diisiik cikmistir (Zagérski ve ark., 1991). Noropatolojik ve klinik olarak MS tanisi
konmus 18 hastanin otopsi doku materyalleri ve kontrol grubu olusturmak amaciyla

norolojik bir hastaligi olmayan 4 kisinin subkortikal beyaz cevheri ile korpus kallozum
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Bolgelerinden alinan doku ornekleri kullanilarak yapilan ve ¢alismamizin sonuglarina
benzer sonuglari olan bir galismaya gore aktif demiyelinize MS bolgelerinde lipit, protein
ve niikleotidlere zarar veren yogun oksidatif stres varligini takip eden asamalarda endojen
antioksidan enzimlerden olan SOD degerinin arttig1 gézlemlenmistir (Horssen ve ark.,
2008). MS hastaliginin tedavisinde siklikla kullanilan natalizumab etken maddesinin
oksidatif hasar tizerine etkisi arastirilmistir. Goniillii RR-MS’li 24 hastadan alinan kan
ornekleriyle yapilmis bu ¢alismaya gore MS tedavisinde kullanilan natalizumab etken
maddeli ilaglarin SOD aktivitesi tizerine olumlu bir etkisi tespit edilememistir (Tasset ve
ark., 2013). EAE’ nin MOG35-55 ile indiiklendigi bir ¢alismada melatonin etkileri
arastirilmistir. Melatoninin kontrol grubuyla kiyaslandiginda tedavi grubunda SOD
diizeyini anlamli diizeyde arttirdig1 bildirilmistir (Martinez ve Peplow, 2020). Kuprizonla
indiiklenen bir deneysel MS calismasinda terapdtik ajan olarak kullanilan resveratroliin
de oksidatif stresin yol a¢tig1 hasarlar diizelterek SOD aktivitesini arttirdigi bulunmustur
(Ghaiad ve ark., 2017). MS c¢alismalarinda SOD diizeyinin artmasinin hastaligin
patofizyolojisinde olumlu sonuglara yol agan bir faktér oldugu diisiiniilmektedir. Bizim
caligmamizda da 20 pg/ kg ghrelin verdigimiz grupta (RM-G20) RM, RM-KNT ve DM-
KNT gruplarina kiyasla SOD degerinde anlamli diizeyde bir artis tespit edilmistir. Bu
bilgilerden yola ¢ikarak MS’ te terapotik ajan olarak kullandigimiz ghrelinin SOD

aktivitesini olumlu yonde etkileyerek antioksidan 6zellik gosterdigi diisiiniilmektedir.

GSH-PX, oksijen katabolizmasinda gorev alan antioksidan enzimlerden biridir.
(Siddique ve ark., 2013). GSH-PX, H,0;’ yi, H,O ve O,’ ye donistiiriir (Praet ve ark.,
2014). Calismamizda kuprizon verdigimiz DM grubunda DM-KNT grubuna kiyasla
GSH-PX diizeyi artmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. RM
grubunda ise GSH-PX degerinin DM, RM-KNT ve RM-G20 grubuna kiyasla anlamli
diizeyde bir azalma saptanmistir. Yaslar1 21-50 arasinda degisen RR-MS tanili 36 birey
ve kontrol grubu olarak benzer yaslarda 15 saglikli bireyde yapilan bir ¢alismaya gore
MS hastalarindan ve kontrol grubundan alman kan Orneklerine dayanarak kan
trombositlerindeki GSH-PX aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla arttigi bildirilmistir
(Fijatkowski ve ark., 2018). Calismamizda da benzer sekilde, 20 pg/ kg ghrelin
verdigimiz grupta (RM-G20) DM, DM-KNT, RM, RM-G40 gruplarina kiyasla GSH-PX
diizeyinde anlamli diizeyde bir artis tespit edildi. MS patofizyolojisinde oksidatif stres

Oonem arz etmektedir. Bu nedenle MS hastalar1 i¢in kullanilan ilaglarin oksidatif stres
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Uzerine etkilerini arastiran calismalar bulunmaktadir: Natalizumab etken maddeli ilag ile
tedavi edilen RR-MS tanili hastalarin kontrol grubuna kiyasla GSH-PX aktivite
diizeyinde anlamli bir degisiklik saptanamadi (Tasset ve ark., 2013). MS hastalarinda
yapilan ve MS’ te ila¢ etken maddesi olarak kullanilan mitoksantron tedavisinden sonra
serum GSH-PX diizeylerinde kontrol grubuna gdre anlamli bir degisiklik saptanamadi
(Adamczyk-Sowa ve ark., 2012). Bu bilgilerden yola ¢ikarak MS’ te etkilerini
arastirdifimiz ghrelinin GSH-PX aktivitesini olumlu yonde etkileyerek antioksidan

Ozellik gostermesinin 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.

CAT, oksijen katabolizmasinda gorev alan antioksidan enzimlerden biridir.
(Siddique ve ark., 2013). Oligodentrosit sitozoliindeki peroksizomda biriken H,O,’ yi,
H,O ve O,’ ye doniistiiriir ve boylece zararli serbest radikaller zararsiz hale getirilir (Praet
ve ark., 2014). Calismamizda kuprizon verdigimiz DM grubunda DM-KNT grubuna
kiyasla CAT diizeyi yiiksek ¢ikmistir ancak bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. RM grubundaki CAT diizeyi DM ve DM-KNT grubuna kiyasla daha
disiik cikmistir ancak bu diisiik diizey istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir.
MOG35-55 ile indiiklenen bir EAE c¢alismasinda 8- 10 haftalik disi C57BL/6 farelerde
intraperitoneal melatonin uygulamasmin antioksidan bir enzim olan CAT diizeyini
kontrol grubuna goére anlamli 6lgiide arttirdigi bildirilmistir (Martinez ve Peplow, 2020).
Kuprizonla indiiklenen deneysel MS modeli olusturulmus bir baska calismaya gore,
ellagic asidin antioksidan etkileri beyin dokusunda CAT diizeyi bakimindan arastiriimistir.
Bu calismaya gore ellagic asit kullanilan grupta diger gruplara kiyasla CAT degeri
bakimindan anlamli1 diizeyde bir artis saptanmistir (Khodaei ve ark., 2020). Caligmamizda
da 20 pg/ kg ghrelin verdigimiz grupta (RM-G20) diger tim gruplara kiyasla CAT
degerinde anlamli diizeyde bir artis tespit edildi. Bu bilgilerden yola ¢ikarak MS’ te
etkilerini arastirdigimiz ghrelinin CAT aktivitesini olumlu yonde etkileyerek antioksidan

ozellik gosterdigi diisiintilmektedir.

Iki antioksidatif enzim olan CAT ve GSH-PX, H,0,’nin etkili eliminasyonu i¢in
hiicre defansinda ilk sirada yer alirlar (Adamczyk-Sowa ve ark., 2012). Calismamizda
demiyelinizasyon olusturdugumuz gruplara tedavi olarak uygulanan diisiik ghrelin
dozunun (20pg/ kg) kontrol gruplaria gore SOD, GSH-PX, CAT degerlerindeki artig goz

oniinde bulunduruldugunda ghrelinin antioksidan etki gosterdigi sdylenebilir.
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Calismamizin sonuglarina benzer sonuglar1 olan ve kuprizonla indiiklenen kronik
bir deneysel MS modelinde, resveratroliin kuprizon intoksikasyonunu takiben gelisen
demiyelinizasyonu azalttig1 ve remiyelinizasyonu gelistirdigi bildirilmistir (Ghaiad ve
ark.,, 2017). Calismamizin sonuglarina benzer sekilde sonuglart olan kuprizonla
indiiklenen diger bir kronik deneysel MS calismasinda etken madde olarak koenzim-Q10
kullanilmistir. Antioksidan 6zellikleri daha 6nceki ¢alismalarda bildirilmis olan (Crane,
2001; Varela-Lopez ve ark., 2016) koenzim-Q10’in kuprizon uygulamasindan sonra
korpus kallozumda meydana gelen demiyelinizasyona karsi remiyelinizasyon olusturup
olusturmadigi arastirilmistir. Bu ¢alismada koenzim-Q10’in CPZ uygulamasindan sonra
korpus kallozumda meydana gelen demiyelinizasyonu azaltarak remiyelinizasyon
sagladig bildirilmistir (Khalilian ve ark., 2020). Bizim ¢alismamizda da ghrelinin korpus
kallozumda CPZ uygulamasini takiben gelisen demiyelinizasyona karsi remiyelinizasyon
gelistirdigi boylelikle néroprotektif etki gosterdigi ve ghrelinin antioksidan enzimler olan
SOD, GSH-PX, CAT diizeylerini anlaml dl¢lide arttirarak antioksidan etki gosterdigi

diistiniilmektedir.

5.3. Histopatolojik Bulgularin Degerlendirilmesi

5.3.1. H&E boyama degerlendirmesi

H&E boyama; fikse edilmis, islenmis, gomiilmiis ve kesitlere ayrilmis olan
dokularin mikroskobik degerlendirilmesinde kullanilan bir standart boyama yontemidir
(Cardiff ve ark., 2014). H&E ile boyanmis olan doku kesitleri, anatomik patolojiyi teshis
etmenin kose tasi olarak kabul edilmektedir (Feldman ve Wolfe, 2014). MS
karakterizasyonunda kullanilan immiin hiicre infiltrasyonu, 0zellikle korpus
kallozumdaki demiyelinizan bdlgeler bu boyama yontemiyle saptanmaktadir (Briick,
2007). Ayrica beyin dokusundaki genel histolojik organizasyon, vaskiilarize alanlar ve

inflamatuar alanlarin tespiti bu yontem kullanilarak belirlenmektedir.

MS’ in temel patolojik gostergesi, MSS’ de “plak” ya da “lezyon” olarak
adlandirilan, ¢oklu fokal alanlardaki miyelin kaybidir (Popescu ve Pirko, 2013). Bu

miyelin kaybina neden olan faktorin MSS’de miyelin iiretmekten sorumlu

38



Oligodentroglial hiicrelere kars1 gelisen bir otoimmiiniteyi tetikleyen inflamatuar
reaksiyonlar oldugu bilinmektedir (Mronga, Stahnke ve Goldbaum, 2004). Sonuglarimiza
benzer bi¢imde daha dnce yapilan bir calismada MS’ in akut klinik semptomlarinin genel
kabul goren histopatolojik korelasyonu, aksonal disfonksiyon ya da total aksonal kayba
yol acan fokal inflamatuar demiyelinizan beyaz cevher lezyonu oldugu soylenmistir
(Kipp ve ark., 2016). Bu demiyelinizan bolgeleri, inflamasyonu ve lenfatik infiltrasyonu
en iyi gosteren yontem H&E boyama yontemidir. Calismamizda H&E yontemi
kullanilarak ghrelinin korpus kallozum bdlgesindeki demiyelinizasyonu azalttigi

bulunmustur.

MSS’ deki miyelinli aksonlar1 hasara ugratan MS i¢in patofizyolojik altyapiy1
tanimlamak ve hastalik i¢in tedavi stratejileri gelistirmek amaciyla miyelin oligodentrosit
glikoprotein MOG(35-55) kullanilarak indiiklenen EAE’de ghrelin kullanan bir
calismaya gore ghrelinin, MSS’ deki otoimmiin ve inflamatuar cevaplara yol agan
inflamatuar infiltratlarin goriiniimiinii azaltarak hastaligin tedavisinde 6zellikle kronik ve
RR-MS’ te oldukga etkili bir terapétik ajan olabilecegi bildirilmistir (Souza-Moreira ve
ark., 2013). Bu calismada, demiyelinizasyonu indiiklemek icin kuprizon kullanildi.
Ghrelin uygulanan gruplarda (RM-G20 ve RM-G40), RM ve RM-KNT grubuna kiyasla
inflamatuar infiltratlarda anlamli bir azalma gozlenmedi. Bir diger ¢aligmada ghrelin
uygulamasinin, inflamatuar faktorleri ve mikroglial aktiviteyi inhibe ederek EAE’li
ratlarin merkezi sinir sisteminde inflamasyonu ve demiyelinizasyonu 6nemli derecede
azalttig1 ayn1 zamanda fonksiyonel davranis gelistirdigi bildirilmistir (Liu ve ark., 2019).
Calismamizda RM-G40 grubuna uyguladigimiz ghrelinin korpus kallozum bolgesindeki
demiyelinizasyonu 6nemli derecede azalttigi bulundu. Baska bir ¢alismada eksojen
ghrelin uygulamasinin bir multipl skleroz deneysel hayvan modeli olan ve MOG (35-55)
ile indiiklenen EAE’yi mikroglialardaki proinflamatuar sitokinleri azaltarak baskiladigi
bildirilmistir (Theil ve ark., 2009). Calismamizda saptanan bulgular 1s18inda kuprizon
uygulanmasinin beyin dokusunda olusturdugu inflamasyonun, artmis vaskiilarizasyonun
ve lenfatik infiltrasyonun DM ve RM gruplarinda diger gruplara kiyasla belirgin
olmasiyla birlikte uyguladigimiz 20 pg/ kg ve 40 png/ kg ghrelinin bu inflamasyonu
anlaml diizeyde azalttig1 sdylenemez. Ancak DM ve RM gruplarinda korpus kallozum
bolgesinde belirgin olan demiyelinize alanlarin uygulanan ghrelin dozlariyla anlaml

olarak azaldig: tespit edilmistir. Bu ¢alismada remiyelinizasyon bakimindan ghrelinin
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doza baglh bir etki gosterdigi sOylenebilir. Ghrelinin korpus kallozum bdlgesindeki
miyelinizasyonu saglamasindan yola ¢ikarak, ratlarda kuprizonla indiiklenen deneysel

MS modelinde noroprotektif etki gosterdigi diisiiniilebilir.

5.3.2. LFB boyama degerlendirmesi

LFB boyama o6zellikle merkezi sinir sisteminin analiz edilmesi i¢in oldukga
kullanish bir boyama yéntemidir (Carriel ve ark., 2017). Ozellikle, dokulardaki
miyelinizasyon diizeylerinin incelenmesi bakimindan elverisli bir yontemdir (Van Der
Valk ve De Groot, 2000). Daha 6nce yapilan bir calismada, MOG (35-55) kullanilarak
indiiklenen EAE’ de medulla spinalis kesitlerindeki miyelin icerikleri LFB boyama ile
gosterilmis ancak ghrelin kullanilan grup ile kontrol grubu arasinda medulla spinalisteki
miyelin igerigi bakimindan anlamli bir fark bildirilmemistir (Theil ve ark., 2009). Yine
MOG (35-55) kullanilarak indiiklenen EAE’ de spinal kordda, serebellumda ve optik
sinirdeki demiyelinize alanlar LFB boyama yontemiyle tespit edilmistir ve zeytin
yagindan elde edilen oleacein etken madde verildikten sonraki Ol¢iimlerde ayni
bolgelerdeki remiyelinizasyon varligi LFB boyama yontemi kullanilarak tespit edilmistir
(Gutiérrez-Miranda ve ark., 2020). Liu ve ark. (2019), komplet freund adjuvaniyla
indiikledikleri EAE’nin neden oldugu spinal korddaki demiyelinizasyonu géstermek igin
LFB boyama yontemini kullanmislar ve ghrelinin EAE’li ratlarin spinal kordlarindaki
dokularda demiyelinizasyonu azalttigin1 tespit etmislerdir. Bagka bir calismada
kuprizonla indiiklenen deneysel MS modelinde korpus kallozum bdlgesindeki
demiyelinizasyonu LFB yontemiyle gosterilmis ve resveratrol uygulamasi sonrasinda
remiyelinizasyon da LFB yontemiyle gosterilmistir (Ghaiad ve ark., 2017). Kuprizonla
indiiklenen bir baska deneysel MS modelinde, spinal kordda kuprizonun neden oldugu
demiyelinizasyon odaklari LFB boyama kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢calismada ellagic
asit kullanim1 sonrasi spinal kordda anlamli diizeyde remiyelinizasyon LFB yontemi
kullanilarak saptanmistir (Khodaei ve ark., 2020). 30 MS’li hastadan alinan parafine
gomiillii arsivsel otopsi materyalleri kullanilarak gerceklestirilen baska bir ¢alismada,
aktif beyaz cevher lezyonundaki miyelin kaybt LFB boyama yontemiyle belirlenmistir
(Haider ve ark., 2011). Calismamizda kuprizon ile indiiklenen demiyelinizasyon odaklari

net bir sekilde belirlenmistir. Bu demiyelinize alanlarin remiyelinizasyonu i¢in kullanilan
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ghrelinin, doza bagimli olarak beyin dokusundaki miyelin igerigini arttirdigi saptanmustir.
Total olarak ele alindiginda verilerimiz, ghrelinin noéroprotektif etki gosterdigini

diistindiirmektedir.

5.4. Sonug¢

Sonug olarak MS patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynayan oksidatif stresin,
ratlarda kuprizonla indiiklenen MS modelinde de olustugu gozlendi. Calismamizda elde
edilen veriler 1s1ginda  kuprizon uygulamasmmin  demiyelinizasyona, lipid
peroksidasyonuna ve oksidatif strese yol actigi goriildii. Ghrelin, korpus kallozum
bolgesinde olusan demiyelinizasyona karsi yiiksek dozda (40 pg/kg), daha etkin bir
remiyelinizasyona yol agarken, diisiik dozda ghrelinin (20 pg/kg) antioksidan 6zellikleri
daha etkin olarak gézlemlendi. Sonug olarak ghrelinin MS tedavisinde kullanilmaya aday
bir etken madde olabilecegi diisliniilmektedir. Ancak bu bulgularimizi destekleyecek

nitelikte daha ¢ok ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.
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