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MULTIPLE SKLEROZ KUPRiZON FARE MODELINDE GEN
EKSPRESYONLARINDAKI DEGISIKLIKLERIN GERCEK ZAMANLI
(qRT) PCR YONTEMI iLE TAYIN EDILMESI

OZET

Multiple Skleroz, genelde geng erigkinleri etkileyen ve T hiicrelerinin, merkezi sinir
sistemindeki sinir hiicreleri aksonlarinin g¢evresini saran ve hizli atlamali (saltatory)
iletimi saglayan myeline kars1 otoreaksiyon gelistirdigi otoimmiin bir hastalik olarak
kabul edilmektedir. Myelin kaybi, sinirsel iletimde yavaslamaya ve zaman icinde
oliime sebep olmaktadir. Insan merkezi sinir sisteminden &rnek almak zor oldugu
icin, MS in isleyisini ¢aligmak iizere toksin temelli, virlis temelli ya da EAE gibi
modeller gelistirilmistir.

Mevcut ¢alismada toksin temelli bir model olan, kuprizon modeli kullanilmstir.
Kuprizon, bir bakir selatoriidiir, dolayis1 ile sistemde bulunan bakir iyonlarinin
¢okmesine sebep olur.. Kuprizonun diger bir 6nemli etkisi ise, besinle karistirilarak
verildiginde MSS de spesifik olarak corpus callosumda demyelinasyona sebep
olmasidir. Hedef gen olarak segilen NRGI, CNTF ve CXCR4, merkezi sinir
sisteminde myelini  olusturan  oligodendrosit  hiicrelerinin  sagkaliminda,
farklilagsmasinda ve oligodendrositleri olusturan oligodendrosit progenitor (Onciil)
hiicrelerin  hasarli  bolgeye gociinde etkili  faktorlerdir. Bu faktorlerin
ekspresyonundaki degisimin belirlenmesi ile, remyelinasyon ya da myelin
onarimindaki rolleri ve wuzun siireli kuprizon uygulamasmin nigin kronik
demyelinasyona sebep oldugu anlasilmaya calisilmaktadir. Boylece, yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi ya da hastalarda goriilen remyelinasyonun arttirilmasi
icin 6nemli bilgiler saglanmis olacaktir.

C57BL 6/J farelerden denek ve kontrol grubu olmak iizere 2 grup olusturularak,
denek grubu %0,2 kuprizon karistirilmis yem ile kontrol grubu ise normal yem ile
beslenmistir. Kuprizon ile beslemeye 12 hafta boyunca devam edilmis sonraki 4
haftada ise nirmal besin verilmistir, 2 haftada bir olmak iizere fareler sakrifiye
edilerek beyin 6rnekleri alinmis ve beyinlerinden RNA izolasyonu gergeklestirilmis,
RNA nin bir kismi1 -80°C de RNA olarak, bir kismi ise cDNA e ¢evrilerek -20°C de
saklanmigtir. ¢cDNA ornekleri, NRG1, CNTF ve CXCR4 hedef genleri igin, 2
referans gen kullanilarak (Gapdh, Pgkl) LightCycler 480 cihazi ve UPL Probe ile
gRT-PCR analizine tabi tutulmustur.

Kontrol grubu ile karsilastirilan denek grubu ekspresyon analizi sonuglarina gore,
NRGI ekspresyonu ilk 4 haftalik kuprizon uygulamas ile belirgin 6lclide azalirken
(p<0,001), 4-12 haftalar arasinda ayn1 diizeyde seyretmektedir (4-10 hafta igin
p<0,001), 12.haftadan sonra baslangi¢ diizeyine donmiistiir. CNTF ekspresyonu 0-4.
haftalar arasinda azaldiktan (p<0,05) sonra 8-12 hafta arasinda artarak baslangic
diizeyinin tizerine ¢ikmis (6-8.hafta p<0,05, 8-10.hafta p<0,001), normal beslenmeye
doniildiikten sonra azalarak baslangic diizeyine inmistir. CXCR4 ekspresyonu ilk 4
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hafta igerisinde diisiis gosterdikten sonra (p<0,05), 6.hafta da maksimum diizeyine
ulasmis (p<0,05), 6-12.haftalar arasi donemde minimum diizeye inmis (6-10. hafta
p<0,005), normal beslenmeye doniildiigii donem olan 12-16.hafta doneminde ise
baslangi¢ diizeylerine donmiistiir (p<<0,001). 12. hafta sonunda kuprizon yemden
cekildikten sonra, NRG ve CXCR4 ekspresyonu artarken, CNTF diisiis gostermistir.
Ekspresyon diizeyindeki degisime bakildiginda, kronik demyelinasyon seyri ile
paralellik gosteren hedef genin CXCR4 oldugu diisiiniilmektedir.

CXCR4 ekspresyonundaki degisim, kuprizonun olusturdugu demyelinasyonun seyri
ile paralellik gostermektedir. IFN-y nin CXCR4 ekspresyonunu baskiladigr ve
demyelinize bolgede IFN-y salgilandig1 bilinmektedir. Dolayist ile, siire¢ igerisinde
IFN-y miktarinin arttigt ve CXCR4 ekspresyonunun bu sebeple baskilandigi
diistiniilebilir.
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DETERMINATION OF GENE EXPRESSION CHANGES IN MULTIPLE
SCLEROSIS CUPRIZONE MOUSE MODEL WITH QUANTITATIVE REAL
TIME (gRT) PCR

SUMMARY

Multiple Sclerosis is a demyelinative autoimmune disease and generally seem in
young adults. In MS, Blood brain barrier (BBB) is breakdown, immune cells
infiltrate into CNS and T cells attack the myelin sheath of nerve axons in CNS which
ensheath and insulate axons. Myelin is a lipid rich insulation material, Normally,
myelin increase the speed of axonal signal transmission and radius of axon, Myelin
loss cause neural transmission slowdown and may cause death in time. Plaques are
seen in demyelination sites of brain. At early stage of Multiple Sclerosis,
demyelinated sitescan be repaired and remyelinated, but after the threshold
demyelinated sites can not be remyelinated. For remyelination, myelin debris must
be remove with phagosytic activity by macrophages. Oligodendrocytes are glial
cells which myelinate the Central Nervous System, and this cells differentiated from
Oligodendrocyte progenitor cells which are originated from Subventricular zone and
subgranular zone in brain. Oligodencyte cells injection to demyelinated site can not
cause remyelination, only oligodendrocte progenitor celll injection cause the
remyelination in CNS. Because of this, first step of remyelination is oligodendrocyte
progenitor cell migration to demyelination site. After the migration, oligodendrocyte
progenitor cells differentiate into mature oligodendrocytes which build myelin
sheath.

Different models are used for MS studies such ase virus based (TMEV), toxin based
models (cuprizone), autoimmune (EAE) models, because sample isolation from the
human central nervous system (CNS) is a hard process and dangerous for patient.
Theiler Murine Encephalomyelitis Virus is a common virus model, another is
Semliki Virus. Most common animal model is the Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis which is an autoimmune MS model. In EAE, myelin parts or
whole myelin inject with adjuvant to mice circulation and this cause autoimmune
response to myelin and oligodendrocytes in CNS. Blood brain barrier destroyed and
immune cells pass into brain. Another model is the Cuprizone Toxic Model,
cuprizone is a copper (Cu) chelator which bind and settle the Cu ions and abnormal
mitochondria formation (Megamitochondria). Cuprizone is different from other toxin
based models, other models such as Lisolesitin and ethidium bromide only cause
local demyelination at injection site, but cuprizone cause global demyelination in
brain and cuprizone only effect when mix into chow. Cuprizone cause global
demyelination in CNS (particularly Corpus callosum and subcortical region for
C57BL/6j mice)), when % 0,2 cuprizone mix into chow of the murines. If cuprizone
concentration increase to % 0,5, mortality rate increase. First 6 weeks of cuprizone
chow cause acute demyelination which is remyelinated after the cease of cuprizone.
But 6-12 cuprizone feeding cause chronic demyelination, remyelination fail. For
cuprzione model, Blood brain barrier is intact and cuprizone model is not an immune
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model, T cell infiltration can’t be seen. Additionaly, cuprizone treat-
ment repress the Experimental Autoimmune Encephalomyelitis’ effects in brain.

At this study, a toxic demyelination model of cuprizone was used. NRG1
(neuregulin 1), CNTF (Ciliary Neurotophic Factor), CXCR4 (C-X-C Chemokine
Receptor 4) are target genes of this study and these target genes have important roles
in oligodendrocyte survival, maturation and oligodendrocyte progenitor cell
migration to the demyelination site. Particularly, CXCR4 is an important receptor for
CXCL12 chemokine, and CXCR4-CXCL12 relation is important for oligodendrocyte
progenitor cell and other progenitor cells migration in brain. CXCR4 is expressed
by stem cells and CXCL12 is expressed by astrocytes and microglias in
demyelinated site. Previous studies show that CXCL12 expression levels decrease
with cuprizone treatment. Nrg 1 and CNTF are important factors for oligodendrocyte
maturation and survival. CNTF is an polypeptid hormone which affect the central
nervous system. CNTF is expressed by neurons and microglias in CNS. CNTF
injection to developing rat optic nerve, increase cell surival %80. Nrgl is a protein
and have 6 alternative splicing form. NRG 1 is expressed on neurons' cell surface
and bind to Erbb receptors on oligodendrocytes. NRG1 promote the
oligodendrocyte survival through Erbb receptors on oligodendrocytes. But, Nrgl is
not an essential factor for central nervous system myelination. Nrg 1 knock-out mice
central nervous system can be myelinated. Nrg 1 is an essential factor for Schwann
cell survival, schwann cells are myelin cells in peripheral nervous system. Beacause
of this, NRG 1 is an impotant and essential factor for perfiphera nervous system
myelination. If these factors expression changes are determined, roles in
remyelination and causes of chronic demyelination are understood from the their
expression change in mice brain with longtime cuprizone exposure, thus new
therapies for MS and promotion of remyelination can be developed.

C57BL/6j mice are seperated into 2 group which are subject and control. Subject
group is fed with %0,2 cuprizone mixed chow for 12 weeks and after 12. weeks, they
fed with normal chow for 4 weeks. Control group is fed with normal chow for 16
weeks. Mice are sacrified once at two weeks, and brain is dissected. RNA isolated
from brains, a part of RNA keep in -80°C, a part of RNA turn into cDNA with
reverse transcrition kit and keep at -20°C. Before the gRT-PCR, cDNAs' are
measured with Nanodrop for 260/280nm. cDNAs are analyzed with upl probe gRT-
pcr for CNTF, NRG1 and CXCR4 target genes expression levels. Gapdh and Pgkl
are used as reference genes. Gapdh is a common reference gene for gRT PCR
studies, and used in some related studies, Pgk 1 is anew reference gene, and its
expression is most stabil in development of central nervous system of mice. Gapdh
and Pgk 1 expression levels mean is used for relative quantification calculation.
Lightcycler 480 and Universal Probe Library probes used for gRT-PCR. Probes and
primers are designed Universal Probe Library Design Center and controlled with
Primer Blast for specificity. Probes are more specific and confidential method than
Cybr Green gRT-PCR, because of this, UPL probes are preferrred. Expression levels
calculate with LightCycler 480 Advanced Relative Quantification program. Each
measurement repeat for threee times. Statistical P values calculate. p<0,05 accept as
a statistical significant.

According to the quantitative Real Time Polymerase chain reaction results which are
compared with control group, Neuregulin 1 gene expression significantly decrease
after 4 weeks of cuprizone treatment (p<0,001), but almost not change in 4-12.
weeks period (4-10. week p<0,001). After the 12. week, cuprizone replace from the
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chow and NRGL1 expression increase to the initial level. Ciliary neurotrophic factor
expression decrease in first 4 weeks of cuprione treatment (p<0,05), but increase in
8-12 weeks of cuprizone treatment (6-8. weeks p<0,05 8-10 weeks p<0,001) . After
the 12. week , CNTF expression level decrease to initial level. Similarly, CXCR4
expression decrease in 0-4. week period (p<0,05), and reach maximum level at 6th
week (p<0,05). In 6-12th week period (6-10. weeks p<0,005), CXCR4 expression
decrease and reach the minimum at 12th week. At 12th week, cuprizone replace from
the chow and CXCR4 expression level increase to the initial level in 4 weeks
(p<0,001). Only CNTF gene expression level decrease after the 12th week, NRG1,
CXCR4 level increase after the 12th week. CXCR4 expression change pattern
correlate with acute demyelination to chronic demyelination transition. CXCR4,
CNTF, NRG 1 genes’ expressions turn into the initial level after the chease of
cuprizone from the chow.

According to previous studies, Nrg 1 is not an essential factor for central nervous
system myelination, Nrg 1 knock-out mice central nervouse system can be
myelinated. But in this study, Nrg 1 expression decrease with cuprizone treatment
and not increase in 12 week cuprizone feeding period. Cuprizone maybe affect the
alternative pathways which are related with central nervous sytem remyelination.
Expression of Silier Neurotrophic factor gene increase in 8-12. week period, and
ciliary neurotrophic factor is important for oligodendrocyte survival, but oppositely
remyelination wreck at 12. week. Because of this, Central nervous system
remyelination maybe decline at early steps, possibly at oligodendrocyte progenitor
celll migration.C-X-C chemokine receptor 4 expression pattern is almost similar with
Cuprizone Demyelination pattern. Decrease in CXCL12 expression can not answer
the quaestions about CXCR4 expression decrease, because CXCL12 expression
decrease is little. Possibly, Interferon gamma cause the decrease in CXCR4
expression. Previous studies show that, damaged astrocytes release interferon y and
macrophages are called with IFNy to the demyelination site for phagocytosis of
demyelination wrecks and IFNy is detected in corpus callosum for cuprizone model,
interferon gamma decrease the number of C-X-C receptor 4 receptors on cell surface
and decrease the CXCR4 expression. Thus, interferon gamma expression increase
and this can be repressed the expression of CXCR4 in central nervous system. For
Multiple Sclerosis, different mechanisms can be suggested, and one of this is
Ubiqutin based mechanism. Ubiqutin can be bound the CXCR4 receptor, and
ubiqutin have important role in immunsupression. ubiqutin bound molecules goes
into the destruction. But central nervous system is almost immunsupressed, in
Multiple Sclerosis, blood brain barrier break and immune cellls pass into the central
nervous system. Because of this, Ubiqutin level increase for supression of
autoimmune response, additionally may affect the CXCR4 level in CNS and may
prevent Oligodendrocyte cell migration to demyelination site in brain.

XXi



XXii



1.GIRiS

Multiple Skleroz toplumun genglik ¢agindaki yetiskin niifusunu etkilemekte olan ve
bireylerin yasam kalitesini azaltip, gorevlerini yerine getirmelerini engelleyen
Merkezi Sinir Sistemini etkileyen bir hastaliktir. MS'in olusumu ve nasil tedavi
edileceginin belirlenmesi amac1 ile siirecte etkin olan faktorlerin ekspresyonundaki
degisikliklerin belirlenmesi i¢in hayvan modelleri ile ve hastalardan alinan 6rnekler

lizerinde arastirmalar yapilmaktadir.

1.1 Tez Caliymasinin Amaci

Hedef gen olarak segilen NRG 1, CNTF, CXCR4 gibi oligodendrosit sagkalimi,
olgunlagmas1 ve gogii iizerine etkili faktorlerin, 12 hafta boyunca % 0,2 kuprizon ile
beslenmis farelerin beynindeki ekspresyonunun nasil degistigi QqRT-PCR yontemi ile
analiz edilmistir. 12 haftalik uygulamadan sonraki 4 haftalik siirecte de denek fareler
normal yem ile beslenmis ve diizelme incelenmistir. Ayni siirecte kontrol grubundaki
fareler 16 hafta boyunca normal yem ile beslenmistir. Sonuclar, daha dnce yapilmis
olan calismalarin sonuclar1 ile karsilastirilarak, uzun siireli 12 hafta kuprizon
uygulamasi sonucu ortaya ¢ikan kronik demyelinasyon iizerinde s6z konusu
faktorlerin ne sekilde etkili oldugu belirlenmeye ¢alisilmistir. Boylece akut
demyelinasyondan- kronik demyelinasyona gecis siirecinde hangi faktorlerin etkili
oldugu anlasilmaya ¢alisilmaktadir. Kuprizon modelindekine benzer sekilde,
insanlarda goriilen ve geng eriskin niifusu etkileyen demyelinizan bir merkezi sinir
sitemi hastaligi olan Multiple Skleroz hastaliginda erken donemde myelin onarimi
goriilirken, zaman igerisinde hastaligin ilerleyen asamasinda  beyindeki
remyelinasyon (myelin onarimi) siireci basarisizliga ugramakta, myelin kilif hasar1
onarilamamaktadir, dolayis1 ile remyelinasyon silirecinde etkili olan faktorlerin
belirlenmesi ve remyelinasyonun ne sekilde sekteye ugradiginin tespit edilmesi
gelecek donemde gelistirilecek olan tedavi yontemleri i¢in gerekli bilgiyi
saglayacaktir. Bulunan sonuglardan hareketle, remyelinasyon i¢in zorunlu olan esaa

faktorler bulunarak, remyelinasyon siireci kompanse edilebilecektir.
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1.2 Multiple Skleroz

1.2.1 Multiple skleroz (MS)

Merkezi sinir sistemi (MSS) goreceli olarak immiinbaskilanmis bir ortam olarak
kabul edilebilir, lenfatik drenaj, yerlesik dendritik hiicreler vee MHC (Major
Histocompatibility Complex) ekspresyonu yoktur. Normal kosullarda Beyin Kan
Bariyeri (BBB), bagisiklik sistemi hiicrelerinin dolasim sisteminden beyne gecisini
engelleyen bir bariyer gorevi yapar. Beyin kan bariyeri, postrema ve posterior
pituritary (pp) olmak iizere 2 bdlge de zayiftir, postremanin gorevi kandaki zehirli
kimyasallarin tespit edilmesidir, bdylece kusma tetiklenir, pp ise oksitosin ve
vasopressin gibi hormonlarin kana salinmasinda gorev alir[1]. Kuprzion Fare
Modeli'nde BBB biitiinliigii korunur, C57BL/6j soyu farelerde demyelinasyon
bolgesinde makrofaj/mikroglia hiicreleri demyelinasyona katilirken, T hiicre temelli
bir otoimmiin yanit goriilmez [2]. MS gibi hastaliklarda ve Deneysel Alerjik
Ensefalomyelit (EAE) gibi modellerde bariyer biitiinliigiinii kaybeder ve T
lenfositleri gibi hiicreler Merkezi Sinir Sistemine girerek otoimmiin reaksiyonlar
meydana getirirler. MS hastaliginin mekanizmasi ile ilgili en temel hipotez T hiicresi
temelli otoimmiin hiicrelerin, Merkezi Sinir Sistemindeki (MSS) ndoronlarin
aksonlarinin ¢evresini saran yalitim materyali olan myeline karsi otoreaksiyon
olusturmalar1 seklinde Ozetlenebilir. Buradan hareketle MS, otoimmiin bir hastalik
ozelligi gosterirken aynt zamanda demyelinizan bir hastalik olarakta kabul

edilmektedir.

Normalde yardimci CD4+ T hiicreleri yabanci antijenleri taniyarak, sitokinler
salgilarlar, bu diger T hiicrelerini ve B hiicrelerini enfeksiyon bolgesine ¢eker, MS'da
bu yardimci hiicreler myelin kilif bilesenlerini yabanci antijen olarak algilarlar ve
myeline kars1 otoreaksiyon gelistirirler [3]. Buna sebep olarak Th1/Th2 dengesinin
bozulmasi diisiiniilmektedir, Th1 IL1, TNF-a, IFN-a salgilayarak immiin yaniti
arttirirken, Th2 yardimct hiicreler 1L-4, 1L-10, TGF-B (Transforme edici biiyiime
faktorii) salgilayarak hastaligin iyilesme, diizelmesinde rol alirlar. Th1 hiicreler TNF-
a salgilayarak dogrudan yikima katilirken, IFN-y salgilayarak makrofaj aktivitesini
arttirtp, myelin yikimmi ¢ogaltirlar [4]. MS'de olusan inflamasyonun dagilimi
incelendiginde, beyaz maddede olusan plaklarda goriilen inflamasyon lezyonlarinin

yaninda, gri maddede biiyiik ol¢iide etkilenmektedir, bunun disinda beyaz maddede



plak olmayan bolgelerde de myelin yikimi belirlenmistir [5]. Demyelinasyon sonucu
myelin kilifim kaybeden hiicreler oliir ve akson baglantilar1 kaybedilir, plak olan
bolgelerde akson yikimi goériilmektedir. Myelin olusturan oligodendrosit hiicreleri
otoimmiinite sonucu saldirtya ugramakta ve nekroz ve apoptoz lizerinden
oligodendrosit kaybi goriilmektedir [6]. MS'da erken asamada myelin onarimi
(remyelinasyon) goriiliirken, hastaligin ilerleyen asamasinda remyelinasyon
mekanizmasi bozulmakta ve myelin kayb1 (demyelinasyon) kronik hale gelmektedir.
Goldschmidt ve dig. (2009), 51 erken asamadaki MS hastasindan yapilan 52
biyopsinin ve 36 ileri asamadaki (kronik) MS hastasi i¢in yapilan otopsiden elde
edilen 174 lezyonun myelin proteinleri i¢in immiinkimyasal analizini yapmislardir.
Erken MS'da lezyonlarin %80,7 sinde remyelinasyon goriiliirken, ilerleyen MS
lezyonlarinda bu oran %60 a diismektedir, kronik MS teki remyelinasyon bolgesel
olarak incelendiginde beyincikteki (cerebellar) lezyonlar tamamiyle demyelinize
iken, subkortikal lezyonlar periventrikiiler lezyonlara gore daha yiiksek
remyelinasyon gosterir [7]. MS hastalarinda remyelinasyon kapasitesinin kadin-
erkek bireylerdeki lezyonlarda ne sekilde degistigi incelenmis, remyelinasyonun
kadinlarda biraz daha fazla oldugu ve daha genis bir bolgeye yayildigi,
oligodendrosit hiicre sayisinin farklilik gostermedigi goriilmiistiir, bu durum hayvan
modellerinde disi bireyler lehine tespit edilen sonug¢lardan farklilik gostermektedir,
yapilan ¢alismada Orneklerin kisithh miktarda oldugunun dikkate alinmasi gerektigi
belirtilmistir [8]. Myelin kilifin gérevi diisiiniildiigiinde myelin yapisinin hasara
ugramasi siire¢ iginde sinirsel iletimi yavaglatarak motor ve kognitif iglevlerde kayba
sebep olurken, zaman icinde Oliimle sonug¢lanacak durumlarda ortaya cikabilir.
Bunlara ek olarak, demyelinasyonun ilerleyen déoneminde hasarli bolgede Gliosis ya
da astrosit ¢cogalmasi goriilmekte ve glial yara adi verilen bir yap1 olusturmaktadir.
Glial yaranin esas olarak hasarli bolgeyi, saglikli bolgeden ayirarak saglikli dokunun
yikimint 6nledigi diisiiniilmektedir. Glial yaradaki aktif astrositler, kondroitin sulfat
proteoglikan (CSPG) ve keratan sulfat proteoglikan gibi ekstraseliiler matriks
molekiilleri {iretmektedir ve bu inhibitérler MSS rejenerasyonunu engelleyen
faktorler olarak disiiniilmektedir [9]. Bu inhibisyonun CSPG varligindan c¢ok,
miktar ile ilgili oldugu disiiniilebilir, ¢linkii CSPG iiretimi engellendiginde omurilik
hasarindaki iyilesme azalmaktadir, CSPG miktar1 makrofaj/mikroglialar tarafindan
salgilanan IGF-1 miktar1 ile korelasyon gostermektedir, IGF-1 akson gelisimini

stimiile etmektedir [10].



Cizelge 1.1 : Multiple Skleroz hastalarinda BOS, Serum ve kanda genel olarak

goriilen immiin degisiklikler [11].

Beyin Omurilik Sivisi Serum Kan
Artan [FN y Artan [FN y Artan [FN y
Artan TNF Artan TNF Artan IL-1
Artan 1gG Artan IL-2 Artan IL-2
Artan CD4+ aktif Artan IL-2 reseptor Artan IL-4
Azalan CD8 +

MS lezyonlar1 histopatolojik olarak 4 tipe ayrilabilir. 1.tip lezyonda, demyelinasyon
esas olarak toplardamar ve kilcal toplardamarlarin c¢evresinde yerlesim gosterir,
biiyilk demyelinize plak olusumu goriiliir, inflamasyon bdlgesinde T hiicreleri ve
makrofajlar baskindir, demyelinasyonu esas olarak bu hiicreler olusturur, incelenen
lezyonlarin %12 sini olusturur. 2.tip lezyonlarda bunlara ek olarak immunoglobulin
(Ig) birikimi ve aktif kompleman proteinleri goriiliir ve %53 'liikk bir paya sahiptir. 3.
tip lezyonlar %30 luk paya sahiptir ve erken oligodendrosit apoptozu goriiliir, MAG
proteinin kaybi1 daha fazladir. T hiicre infiltrasyonu ve makrofaj aktivitesi
goriilirken, Ig birikimi goriilmez. 4.tip ise hiicre nekrozu ve perivendz
demyelinasyon ile karakterizedir, T hiicresi infiltrasyonu ve makrofaj aktivitesi

gosterirken, 3.tiptekine benzer sekilde hiicre kaybida goriiliir [12].

MS'un hastaligin seyrine gore, Atak ve lyilesmelerle seyreden (Relapsing-Remitting)
(RR), Birincil llerleyici (Primary Progressive), Ikincil Ilerleyici (Secondary
Progressive), ilerleyici-atakli (Progressive relapsing) gibi farkli formlari mevcuttur
(Sekil 1.1). RR formunda hasta dnceden kestirilemeyen ataklarla kétiilesmekte, ara
donemlerde ise diizelme gostermektedir, 3.tip lezyona sahip olan hastalar genel

olarak kisa RR tipi MS seyri gosterir [12].

Birincil ilerleyici formda ise hastalik siirekli olarak kotiiye giderek seyretmektedir,
birincil ilerleyici formda atak goriilmez, 4.tip lezyonlara sahip olan hastalar genel

olarak birincil ilerleyici formda hastalik seyri gosterir [12].

Ilerleyici atakli formda ise ataklar ve kismi diizelme donemleri olmakta fakat hastalik
sabit bir egilimle kotiiye gitmektedir. lkincil ilerleyici formdaki MS ise RR
formunda baslamakta ve sonra ilerleyici forma donmektedir. RR formunda MS

gosteren hastalarin ¢cogu 8-15 yil iginde, aksonal kayip belli bir esik degeri astiginda
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ikincil ilerleyici forma gegmektedir [13]. En yaygin MS tipi, atak ve iyilesmelerle
seyreden formdur. (Sekil 1.2)

Progressive - Relapsing multiple sclerosis

M

Secondary - Progressive multiple sclerosis

>

Primary - Progressive multiple sclerosis

Artan fonksiyon kaybi

Relapsing - Remitting multiple sclerosis

Zaman [T

Sekil 1.1 : Multiple Skleroz Tipleri

MS Dagilimi

m Atak ve lyilesmelerleSeyreden

B Birincil ilerleyici

m ikincil ilerlerleyici

m ilerleyici Atakli 3%
M Bilinmeyen 9%

6%

Sekil 1.2 : MS Tiirlerine gére Hastalarin Dagilimi



1.2.2 Multiple sklerozun cevresel sebepleri

Hastalik epidemiyolojik agidan incelendiginde, Multiple Skleroz geng eriskinlerde
(20-40 yas) yaygin olarak goriilmektedir, hastaligin goriildiigii yas grubu 10-60 yas
araligina kadar genisletilebilir [14]. Cografi dagilimina bakildiginda, Ekvator'dan
kuzey ya da gilineye dogru uzaklastik¢a hastalik daha sik goriilmeye baslanmaktadir.
Hastaligin prevalans: ile ilgili ilk ¢alisma 1929 yilnda Sydney Allison tarafindan
yapilan arastirmadir, yakin tarihli ¢alismalara gore hastalik farkli etnik kokenlerde ve
bolgelerde farkli dagilim gostermektedir. Ornek olarak Amerikan Kizilderilileri'nde
goriilmemekte, yaygin olarak Avrupa irklarinda goriilmektedir [15]. Hastaligin nadir
goriildiigli bolgelerden, sik goriildiigii Kita Avrupasi gibi bolgelere goc eden
ailelerde hastalik riski artmaktadir, dolayisi ile g¢evresel faktorlerin etkili oldugu
diisiintilebilir. Hasta birey sayisi, endiistrilesme diizeyine paralel olarak artmaktadir
[14]. Endistrilesmis iilkelerde hijyenin ve temizlik sartlarinin da yiikselmis oldugu
diistincesinden hareketle, bir grup bilimadami MS gibi otoimmiin hastaliklar icin
Hijyen Teorisi'ni O6ne sirmiislerdir. Hijyen Teorisine gore kiigiik yasta hastalik
etmenleriyle, parazitlerle, mikroorganizmalarla etkilesime gegmeyen bireylerin
bagisiklik sistemi normalde olmasi gerektigi sekilde gelisememektedir [16]. Son
donemde, gastrointestinal mikrobiyal g¢evre, Ozellikle toksoplazma, Helicobacter
pylori, hepatit A gibi sicak iklimlerde yasadigi ve Th1/Th2 yardimei hiicre dengesini
degistirdigi diistiniilen enfeksiyonlar tiizerinde durulmaktadir [16]. Bu etkenler
tarafindan enfekte edilmis olan grupta hasataligin goriilme orani daha diisiiktiir. Bu
enfeksiyon etkenlerinin sicak iklimlerde etkili olmasi, hastaligin Ekvator'da az
goriilmesi durumu ile korelasyon halindedir. MS'te myeline karsi otoimmiin
reaksiyonun olusumunda Th1/Th2 dengesinin bozulmasi bir mekanizma olarak
onerilmektedir, ayn1 sekilde alerjik astim, atopik dermatit gibi atopilerde de Th1/Th2
dengesi tlizerinde durulmaktadir [17], dolayisi ile Hijyen Teorisi'nin bir 6l¢iide kabul
edilebilir oldugu diisiiniilebilir. Bu hastalik etkenlerinin otoimmiin hastaliklart ne

sekilde etkilediginin kesin olarak belirlenmesi gereklidir.

Ekvatordan uzaklastik¢a hasathigin goriilme sikligi artmaktadir, buna paralel olarak
ekvatordan uzaklastik¢a alinan giines 15181 miktar1 da azalmaktadir, bu durum giines
15181 alimi ile direkt olarak baglantili olan D vitamini ile ilgili calismalar yapilmasina
sebep olmustur. Bol D vitamini igerigine sahip olan balik ile beslenenlerde MS

prevelansi hem daha diisiiktiir, hem de hastalik daha hafif seyretmektedir [18]. Ayni

6



sekilde daha yiiksek yerlesimlerde yasayan ayni genetik kokene sahip gruplarda,
daha algak yerlesimlerde yasayanlara gore daha diisiik MS goriilmektedir, bu durum
alinan gilines 15181 ile iliskilendirilmektedir. 52 kisilik MS hasta grubu ile yapilan
calismada, hasta grubunun %69'unda serumdaki 25-hydroxycholecalciferol (Vitamin
D aktif formu) diizeyi olmasi gerekenin (>50nmol/l) altinda bulunmustur, buna
paralel olarak kemik erimesi de yiiksek diizeydedir [18]. Yapilan sinirli sayidaki
klinik ¢alisma yiliksek dozda D vitamini verilmesinin hastaligin atak donemini
azalttigini gostermistir [19]. Fransa'da yapilan bir tarama ¢aligmasinin sonuglart Sekil
1.3.te gosterilmektedir. Fakat caligmalar su an i¢in yetersiz diizeydedir ve tedavide

kullanilacak doz kesin olarak belirlenmemistir.

Vitamin D
{nmolll)
100 Region
Sud-Ouest
L J
90
Region [p<o.m

80 Sud
70 . Region

p. i Rhone-Alpes

eq

@ a ®
60 Sud-Est 9 pa”:’

o N\ *
REGIDN S Region
Nord-Ouest . @ Nord-Est
o Reglon &
centre @ Regon
~ Nord
. 1
40
»
50 60 70 80 [0 100 Prevalence
(p. 100 000)

Sekil 1.3 : Fransa'da 9 farkli bolgede yerlesik olan populasyonlar i¢in serum-

daki D vitamini diizeyi-MS prevalans iliskisi (r=0,769, p<0,01) [19]
MS hastaliginin olusumunda bazi bagka hastalik etkenlerinin de etkili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ornegin, MS hastalarinda bir tiir herpes viriisii olan ve insanlarmn
%90'nda goriilen Epstein Barr virlisiine karst daha yiiksek antikor igerigi
bulunmustur [20]. Epstein Barr viriisii, B hiicrelerini ve epitel hiicrelerini enfekte
edebilir, erken yaslarda herhangi bir semptoma sebep olmasa da adolesan ve
erigkinlik doneminde enfeksiyoz mononiikle6ze sebep olur, bu hastaligin sonucu
olarak bir tiir otoimmiin anemi goriilebilir [21]. Epstein Barr Viriisii ¢ekirdek

antijeni (EBNA) ve onun bir bileseni olan EBNA-1 e karsi olan antikor miktar1 MS


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=An external file that holds a picture, illustration, etc.
Object name is 415_2009_5139_Fig3_HTML.jpg [Object name is 415_2009_5139_Fig3_HTML.jpg]&p=PMC3&id=2733195_415_2009_5139_Fig3_HTML.jpg

grubunda, kontrol grubuna gore anlamli (p:0,05, p:0,03) sekilde fazla olmasina
ragmen, EBV-MS arasindaki iliski kesin degildir [22].

1.2.3 Multiple skleroz kalitilabilirligi ve molekiiler genetigi

MS genel olarak kalitilabilir bir hastalik olarak kabul edilmemektedir. Multiple
Skleroz goriilen hastalarin %20'sinin ailelerinde MS vakasi dnceden mevcuttur,
hastaligin goriildiigi kisilerin %80" inin akrabalarinda ise hastalik goriilmemistir.
Kardeslerde beraber goriilme riski %5 iken, hastalarin ¢ocuklarinda ya da
ebeveynlerinde goriilme riski %2' dir. Her iki ebeveyni de hastaliktan etkilenmis olan
kardeslerde %25 ve sadece tek ebeveyni etkilenmis kardeslerde goriilme riski
%15'tir. MS gortilme riski tek yumurta ikizlerinde (monozygotic) %30' a kadar ¢ikar.
Genetik benzerlik arttikga riskin artmast ve tek yumurta ikizlerinin birinde
goriildiigiinde digerinde goriilme riskinin %30 a kadar ¢ikmasi, belli dl¢iide genetik

temelli oldugunu disiindiirmektedir. [23, 24]

Multiple Skleroz genetik olarak kalitilabilir bir hastalik olarak kabul edilmese de
molekiiler genetik acisindan {izerinde durulmasi gereken bazi genler mevcuttur.
Altinct kromozom {izerinde kodlanan insan 16kosit antijenleri (HLA), bagisiklik
sisteminin hangi antijenlerin kendinden, hangi antijenlerin yabanci oldugunu
anlamasini saglamaktadir. Bazi HLA allellerini tasiyan bireylerde MS riski
artmaktadir, hastalarin %60 1 HLA DR2 (HLA DRBI1 1501) haplotipine sahipken,
saglikl1 grubun sadece %30 u bu haplotipe sahiptir [25].

MS'in kadinlarda goriilme orani erkeklerin 2 kat1 kadardir, bununla paralel olarak 12.
kromozom {izerinde kodlanan IFN-y, erkekler ve kadinlarda farkli gen varyantlar
seklinde bulunmaktadir. Kadinlarda yaygin olan varyant, daha fazla IFN-y iiretimine

sebep olmakta, bu da Th1 hiicrelerinin cevabini arttirmaktadir [26].

2007 yilinda Alastair C. ve dig. tarafindan yapilan biiyiilk 6rneklem biiyiikligiine
sahip caligmada, aile tgliileri (hasta ¢ocuk ve hasta ¢ocugun her iki ebeveyni)
kullanilmistir, sonug olarak MS ile kuvvetli sekilde iliskili oldugu tespit edilen bazi
Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) bulunmustur. Bu SNP'ler tabloda listelenmistir
[27]. Ayn1 konsorsiyumun 2011 yayinladigi daha yeni bir makale ile MS ile
istatistiksel olarak anlamli sekilde korelasyon gosteren SNP sayisinin 52 oldugu
aciklanmistir. Hastalik ile istatistiksel olarak anlamli sekilde korelasyon gosteren ¢ok

sayida SNP olmasi hastaligin genetik cesitliliginin yiiksek oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 1.2 : 2007 yilindaki ¢alismada tespit edilen SNP'ler [27].

Ilgili Gen SNP P degeri

IL2RA 2 2.96x10°

Interlokin 2 reseptor o

IL7RA nonsynonymous 2,94x10”

Interlokin 7 reseptor o

HLA-DRA Cok sayida 8,94x10°

1.2.4 MS semptomlari (belirtileri):[28, 29, 30]

e Gorme ile ilgili kayiplar goriilebilir. Bulanik goriintii,cift goriintii, 2 goz
arasinda koordinasyon kaybi, tek gozde gorme kaybr gibi belirtiler
goriilebilmektedir.

e Kol ve bacaklarda gii¢siizliik, koordinasyon ve denge kaybi, kismi ya da tam
felg goriilebilir.

e Istemsiz kas kasilmasi

e Yiizde ac1

e Viicut kisimlariin konumlart ile ilgili alginin kaybedilmesi

e iktidarsizlik

e Yutma Problemi

e Solunum Problemi

e Konusmada gesitli problemler ortaya gikar

e Dikkat ve konsantrasyon kaybi

e Sirali gorevleri yerine getirememe

e Muhakeme yetenegi kayb1

e Belli dl¢iide hafiza kaybi

e Depresyon

e Manik depresyon

e Paranoya

e Kontrol edilemeyen aglama ve giilme diirtiisti

e Altina Kagirma

e Titreme (tremor): Serebellumda (beyincik) myelinin hasar gérmesi sonucu

ortaya cikar.




1.2.5 Multiple skleroz teshisi

Multiple Skleroz teshisi zor olan bir rahatsizliktir, bu sebeple hastalik baslangicindan
uzun siire sonra teshis edilebilmektedir. Beyinde olusan plaklarin tespiti igin
manyetik rezonans(MR) yontemi (Sekil), sinirsel iletimi incelemek igin elektro-
fizyolojik testler kullanilmaktadir, son agsamada hastaliktan siiphelenildiginden Beyin
Omurilik Sivist (BOS) (Cerebrospinal Fluid) 6rnegi alinarak i¢inde olmamasi

gereken antikor gibi unsurlarin varolup olmadig: arastirilmaktadir.

1.2.5.1 Multiple skleroz teshisinde MR kullanimi

MR, MS teshisinde kullanilan en hassas yontemdir. Konvansiyonel MR MS teshisi
icin yeterlidir, baslangi¢c asamasindaki lezyonlar1 ince lineer yapilar seklinde tespit
etmek miimkiindiir , kiiciik lokal lezyonlar1 tespit etmek icin FLAIR (Fluid

attenuated invasion recovery) yontemi kullanilir [31].

Sekil.1.4 : MR da MS plaklarinin goriintiimii [31]

1.2.5.2 Multiple skleroz teshisinde BOS analizinin kullaninm

Beyin Omurilik Sivist ya da Serebspinal sivi (BOS) analizi i¢in kullanilan en yaygin
yontem, BOS ve serumdaki immunoglobulin G' lerin (Ig G) izoelektrik odaklama
(isoelectric focusing) yontemi ile karsilastirilmasidir, BOS'ta serumdan farkli IgG
bantlarinin goriilmesi Multiple Skleroz teshisi i¢in kullanilmaktadir, farkli bantlar
Sekil 1.5 te goriilmektedir [17]. Tamamlayici test olarak, kan-BOS bariyerinin
fonksiyonunu kontrol etmek i¢in temel BOS proteini olan albuminin BOS/serum
oranina (>7x10%) ya da BOS'taki Iokosit sayisina bakilabilir, normal sartlarda
BOS'taki hiicre sayisi 4/ul den az olmalidir, MS teshisi igin >4 olmasi beklenir [28].
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Type

Type 2

Type 3

Type 4

Type 5

Sekil 1.5 : Serum-BOS(CSF) IgG izoelektik Odaklama ( 2. ve 3. MS) [28]

1.2.5.3 Otopsi ile beyin dokusunda MS teshisi

Daha once teshis konulmamis bireylerde, 6liim sonrasi otopside alinan beyin kesiti

incelendiginde MS plaklar gri-pembe, sar1 renklerde goriilmektedir (Sekil 1.6).

Sekil.1.6 : Beyin kesitinde MS plaklarinin goriiniimii [14]
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Pembe renkteki plaklar, inflamasyon bdlgesine olan kan akiminin artmasi sebebi ile
boyle goziikmektedir ve yeni olusmus bolgelerdir. Sar1 renkteki plaklar, myelin
yikimi sonucu olusan, yikima ugramis yag birimlerini igerdiginden sar1 renkte
goriilmektedir. Gri renkte goriilen bolgeler uzun siire 6nce olusmus olan kronik
plaklardir, dolayis1 ile gliosis adimina gecilmis ve bu sebeple gri renkte

goziikmektedirler [14].

1.2.6 Multiple skleroz tedavisinde kullanilan yontemler

Tedavi i¢in hormon (kortikosteroid), immiin baskilayict ve immiin modiilator ilaglar
kullanilmaktadir. Hormon kullaniminda ama¢ ataklar sonrasi diizelme
donemlerindeki, diizelme hizin1 arttirmaktir. En yaygin kullanilan yontemde,
1000mg IV metilprednisolon 5 ila 7 giin hastaya verilerek, dozazaltimina gidilir ve 1
ay i¢inde kesilir [32]. Farkli markalar altinda interferon beta la ve betalb de MS
tedavisinde kullanilmaktadir, interferon la memeli hiicreleri tarafindan firetilirken,
interferon 1b genetik olarak modifiye edilmis Escherichia coli hiicreleri tarafindan
iiretilir [33, 34]. Interferon kullannmi1 RR formadaki MS in kotiilesme-niiksetme
déneminin hizin1 azaltir, ama gercek anlamda bir tedavi yontemi degildir. Interferon
Beta'nin Beyin Kan Bariyerinin (BBB) biitiinliiglinii arttirdig1 tespit edilmistir,
bdylece istenmeyen bagisiklik sistemi unsurlarinin beyne girmesinin oniine ge¢ildigi
ve hasta iizerinde olumlu etkisi oldugu diisiiniilmektedir [34, 35]. Interferon beta 1a
ve 1b gibi immiin modiilatorlerin yaninda glatiramer asetat ve natalizumab gibi
immiinmodiilatdrlerde  kullanilmaktadir. Immunsupresér tedavisi yan etkileri
sebebiyle daha az tercih edilmekle birlikte, ilerleyici ve sik atakli durumlarda

kullanilmaktdir. Kullanilan baglica immunsupresor Mitokanstron'dur [32].

1.2.7 Periferal sinir sisteminde goriilen MS benzeri demyelinizan hastalklar:

MSS de goriilen MS e benzer sekilde periferal sinir sisteminde de demyelinasyona
sebep olan hastaliklar goriilmektedir, baslicalar1 Guillain Barr Sendromu ve Kronik

Inflamatuar Demyelinizan Poliradikulondropatidir (CIDP) [36].

Guillain Barre Sendromu, MS e benzer sekilde geng eriskinlerde (30-50 yas aralign)
goriilen ve sebebi tam olarak bilinmeyen periferal sinir sistemimi etkileyen
otoimmiin demyelinizan bir hastaliktir. Cogu hasta hayatta kalmakta ve tamamiyle

iyilesmektedir [37] .
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CIDP, periferal sinir sistemini etkileyen ve gen¢ eriskinlerde goriilen otoimmiin
demyelinizan bir hastaliktir. Hastada kaslarda zayiflik gibi etkilere sebep olur.
Immiin diizenleyici (modiilator) ilaglara bir 6nceki sendroma gore daha iyi cevap
vermektedir. Hastadan alinan beyin omurilik sivisinda (BOS&CSF) protein ¢ok

yiiksek diizeydeyken, inflamatuar hiicre sayisi azdir [36, 38].

1.3 Myelin Kilif

1.3.1 Myelin kilif yapisi

Beyin incelendiginde beyaz ve gri kisimlardan olustugu goriilebilir, burada goriilen
beyaz kisim myelin kapli aksonlar1 igerirken, gri kisimlar myelinsiz hiicre

govdelerini igeren boliimdiir. Sekil 1.7 de goriilebilir.

National Museum of Health and Medicine

Sekil 1.7 : D1s kisimlarda yer alan gri madde ve i¢ kisimlarda yer alan beyaz madde
[39]

Myelin, 1854 yilinda Robert Wurschow tarafindan kesfedilmistir, temel olarak %70-
80 lik kism1 yagdan olusan ve geri kalan1 da proteinden meydana gelen bir yalitim
materyalidir, myelini olusturan temel yag birimi galaktoserebrozid iken, temel
proteinler myelin bazik proteini (MBP), myelin oligodendrosit glikoproteini(MOG)
ve prpoteolipid protein (PLP) dir.

Myelin yalitimi esas olarak sinirsel iletimi hizlandirmaktadir, myelin kilif daha
yakindan incelendiginde Ranvier diigiimii (Node of Ranvier) olarak adlandirilan bazi

kisimlarda kesinti gosterdigi goriilebilir.(Sekil 1.8) Boylece, aksiyon potansiyeli bu
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noktalardaki voltaj kapili sodyum kanallari ile tazelenmektedir, bu sekilde sinirsel
iletim atlamali (saltatory) dedigimiz sekilde gergeklesebilir. Myelin kilifla kaplanmis
olan aksonlarda ¢ap (12-20um) artar ve sinirsel iletim 70-120 m/s hizlara kadar
ulasir, myelinlenmemis aksonlarda ¢ap 0,4-1,2 um iken, iletim hiz1 0,5-2 m/s
diizeyindedir [40]. MS gibi hastaliklarda myelin kilif zarar gordiigiinden sinirsel
iletimde problemler ortaya ¢ikmakta ve zaman iginde bu Oliime de yol
acabilmektedir. Myelin, MSS (Beyin ve Omurilik) de bir tiir glial hiicre olan
oligodendrositler tarafindan olusturulurken, periferal sinir siteminde (PSS) yine bir

glial hiicre olan Schwann hiicreleri tarafindan olusturulmaktadir.

a b

Myetin 2%

Saltatory propagation of action potentials

\ Schwann cell Myelin Node of Ranvier
\ nucleus
Neuromuscular junction

1BV spectrin

Sekil 1.8 : (a) Myelinize Sinir Fiberi (b) Myeline bir aksonun internod bolgesindeki
transverse Kkesiti (c) Fare siyatik sinirinin 151k mikroskobu altindaki
goriiniimii  (Toluidine mavisi ile boyanmistir. Myelin mavi renkte
goriilmektedir.) (d) Elektron mikroskobunda fare optik sinirinin myelinize
aksonu (e) Okla gosterilen yesil kisimlar ranvier diigiimlerini gosterirken,
kirmizi kisimlar myelinize bolgeyi gostermektedir. [40]

1.3.2 Oligodendrositler ve schwann hiicreleri
Myelin meydana getiren oligodendositler, oligodendrosit progenitor hiicrelerden

farklilasarak olusurlar. Oligodendrosit progenitor hiicrelerin (OPH) esas kaynagi ise
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beyindeki Lateral Ventrikiillerde yer alan Subventrikiiler bolgelerdir (sekil 1.9),
subventrikiiler bolge ayn1 zamanda eriskin bireylerde ndérogenesisin yani yeni sinir
hiicresi olusumunun meydana geldigi bolgedir. Subventrikiiler bélgedeki hiicrelerden
Oligodenrosit gelisimi embriyonik gelisimin ge¢ doneminde ve postnatal (dogum
sonrast) erken donemde gerceklesir. Fareler i¢in embriyonik gelisimin 12-14 giinleri
arasinda Oligodendrosit hiicreleri olusturan Oncii hiicreler i¢in marker olarak kabul
edilen Kondroitin Siilfat proteoglikan (NG2) tespit edilirken, postnatal 4-12 giinlerde
oligodendrosit farklilagmasi tamamlanir [41]. Schwann prekursor hiicreleri, noral
krestten koken alarak embriyonik donemin 12-13 giinlerinde olugur, 14-15 giinlerde
ise farklilasarak olgun olmayan Schwann hiicrelerini olusturur ve bu hiicreler
doguma kadar ayn1 formda kalir [42]. Tek oligodendrosit, schwann hiicrelerinin
aksine ayni1 anda birden fazla myelin katmanini olusturabilir ve birden fazla néron

aksonunun myelinasyonunu ger¢eklestirebilir.

.....

; Fourth
[\ ventricle

~Third | |
ventricle |
@ Stem cell ® Mitral cell
@ Transiently amplifyingcell @ Glomerulus
@ Neuroblast 3o~ Perigiomerular neuron |

"% Migrating neuron .~/ "€ New granule neuron

b Subventricular zone along lateral
"W wall of the lateral ventricles

Molecular : AL I ) A Dentate

Subcortical white matter

Dentate gyrus

& Pyramidal neuron
© Granule neuron

{CFStem cell

& Neuroblast

® Immature neuron

Sekil 1.9 : (a), (c) Subventrikiiler Bélge, (b), (d) Subgraniiler Bolge [43]
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1.3.3 Myelinasyon ve remyelinasyon

Mpyelinasyon, sinir sisteminin gelisim doneminde sinir hiicresi aksonunun ¢evresinde
myelin kilifin olusmasidir, remyelinasyon ise mevcut olan myelin kilifin zarar
gormesi veya kaybedilmesinin ardindan myelin kilifin yeniden olusturulmasidir.
Remyelinasyon sonucu olusan myelin kilif daha incedir, Ranvier diigiimleri arasinda
kalan internod kisimlar1 daha kisadir. Remyelinasyonun ger¢eklesebilmesi icin ilk
adimda, demyelinasyon ile yikilmis olan myelinden kalan yikim {iriinlerinin
makrofajlar aracilig ile uzaklastirilmas: gerekir, ikinci asamada progenitdr hiicreler
hasarli bolgeye go¢ eder ve olgun oligodendrositlere farklilagarak myelin kilif
yapisini yeniden olustururlar [43]. ilging sekilde, hasarli bolgeye oligodendrositler
yerlestirildiginde myelin kilifin yeniden olusumu gdzlenemez, remyelinasyonun
gerceklesmesi ancak oligodendrosit progenitdr hiicrelerin  hasarli  bolgeye
ulastirilmasi ile gergeklestirilmektedir. Myelin kilifin olusumunda gorev alan temel

faktorler Sekil 1.10'da gdsterilmistir.

B  Astrocyte Astrocyte
LIF |
*

—a : " + Oligodendrocyte

3

. * * . r .
& .
. '.',-.' 1

PDGF-A

4a
Adenosine L b aig FGF-2

IGF-1

P 1—: < W
//’—’? gy : NT-3
- . CNTF

1\ 5 g ‘ Notch 1 +ErbB receptor
Neuron NCAM Jagged 1I Neuregulin-1

Sekil 1.10 : Myelin biyogenesisinin diizenlenmesinde néronal ve glial sinyaller
(a) Elektron mikroskobunda Optik sinirdeki myelinize sinir fiberleri
(b) (1) Oligodendrosit ¢ogalmasi ve sagkaliminda gorev alan,
Astrositler ve veya noronlar tarafindan saliman biiyiime/trofik
faktorleri (PDGF, FGF-2, IGF-1, NT-3, CNTF (2) Neuregulin ErbB
resptoriine baglanarak oligodendrosit sagkalimini ve olgunlagsmasini
destekler. (3) Notch 1 reseptoriiniin Jagged 1 ile etkilesimi
oligodendrosit farklilasmasin1  inhibe eder. (4) Elektriksel
aktivitedeki artig, astrositlerden LIF, ve noronlardan adenozin gibi
promyelinize faktorlerin salinmasina sebep olur ve aksonal hiicre
adezyon molekiillerinin ekspresyon diizeyini degistirir [45].
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llging sekilde, hasarli bolgeye oligodendrositler yerlestirildiginde myelin kilifin
yeniden olusumu gézlenemez, remyelinasyonun gerceklesmesi ancak oligodendrosit
progenitdr hiicrelerin hasarli bolgeye ulastirilmast ile gerceklestirilmektedir.
Mpyelinasyon siireci, insan hayatinin ilk 2 yilinda en belirgin diizeyde gerceklesirken,

beynin olgunlagmasi adolesana ya da geg eriskinlige kadar devam edebilir [44].

1.3.3.1 NRG1 (Neuregulin 1)

NRGI, epidermal biiylime faktorii ailesinden bir proteindir, 6 farkli alternatif
splicing formu mevcuttur, epidermal biiyiime faktorii reseptorleri ile etkilesime
girebilir, oligodendrositler ile erbb resptorii iizerinden etkilesir ve oligodendrosit
sagkalimini arttirir [35]. Schwann hiicreleri, periferal sinir sistemindeki myelin
olusumu i¢in gerekli olan 6zellesmis glial hiicrelerdir. NRG ve reseptorleri, schwann
hiicrelerinin gelisimi i¢in gereklidir, NRG ayn1 zamanda akson cevresinde olusan
myelin kilifin kalinliginin belirlenmesinde de gorev almaktadir [46, 47]. Park ve dig.
(2011) Neuregulin ve tiroid hormonu faktorlerinin birlikte kullanilmasinin merkezi
sinir sistemindeki myelinasyonu arttiran en 1iyi kombinasyon oldugunu
gostermislerdir [48]. NRG, kiiltir ortaminda oligodendrosit sag kalimini,
olgunlagsmasini ve oligodendrosit progenitoér hiicrelerin ¢ogalmasini arttirir [49].
Bununla birlikte, NRG1 null mutant fare deneylerinde ve NRG nin susturuldugu in
vitro deneylerde MSS de myelinasyonun normal sekilde gerceklestigi goriilmuistiir

[50].

1.3.3.2 CNTF (Silier Norotofik Faktor)

Cntf etkisi sinir sistemi ile sinirli olan polipeptid yapidaki bir hormondur, néron ve
oligodendrositler i¢in bir sagkalim faktorii iken, ayni zamanda inflamasyon sonucu
olusan yikimin azaltilmasim da saglar. CNTF' yi kodlayan gen insanda onbirinci
kromozomun uzun (q) kolunda yer alir ve 2002 baz ¢ifti biiyiikliiglindedir. CNTF
evrim siireci icerisinde biiyiik 6l¢iide korunmustur, fare ve tavsandan izole edilen
CNTF %80 homologdur [51]. Cok sayida protein yapili ndrotrofik faktorleri insiilin
benzeri biiylime faktorii (IGF), silier norotrofik faktéor (CNTF), Lokemi inhibitor
faktor (LIF), Norotrofin-3 (NT 3), interlokin 6 (IL-6)) igeren siirekli sinyaller
oligodendrositler ve onciillerinin kiiltiir ortaminda programli hiicre O6liimiine
girmemesi icin gereklidir. Eksojen CNTF nin gelismekte olan sican optik sinirine

iletilmesi oligodendrosit oliimiinii %80 oraninda azaltmistir, ek olarak in vivo
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kosullarda motor noron sagkalimmi da arttirmaktadir [52]. Myelin olusumuna
(myelinogenesis) etki degerlendirildiginde, Norotrofin 3  ve insiilinin belirgin bir
etkileri yokken, Lokemi inhibitor faktér ve Silier ndrotofik faktér myelinasyonu
arttirmaktadir, CNTF oligodendrositlerin son olgunlasma asamasinda etkili
olmaktadir, GalC+ oligodendrositlerde, CNTF verilmesinin bir oligodendrosit
olgunlasma marker1 olan MOG'u ekprese eden hiicre sayisini 1.9 kat arttirdigi

goriilmiistiir [53].

1.3.3.3 CXCR4 (fusin) (Kemokin Reseptor Tip 4)

CXCR4, CXCL12 ya da diger ismi ile SDF1 (Stromal Kokenli Faktor 1) i¢in spesifik
olan bir alfa kemokin reseptoriidiir. Kemokinler ise 16kositleri enfeksiyon ya da
inflamasyon alan1 ile etkilesime sokan kiiciik molekiil kiitleli kemotaktik
sitokinlerdir. CXCR4, g proteini eslikli bir kemokin reseptoriidiir ve reseptoriin
aktivasyonu MSS deki hiicrelerin ¢ogalma, hayatta kalma, olgunlasma ve goglerini
etkileyen siireglerde sorumludur. Kemirgen (rodent) embriyolarinda MSS de
CXCLI12 ve CXCR4 ekspresyonu tespit edilmistir, eriskinlerde néronlarda ve Noral
kok hiicrelerde (NSC) CXCR4 ekspresyonu goriilmektedir. CXCR4 ekspresyonu
Noral Kok Hiicrelerin (NKH), hasarli bolgeye ulasmasi ile baglantilidir. CXCR4 ve
CXCL12 ekspresyonunun Oligodendrosit Progenitdr Hiicrelerin (Oph) gocli ve
olgunlagmas: iizerinde etkilidir, CXCL12 ekspresyonu hasarli bolgedeki aktif astrosit
ve mikroglia hiicreleri tarafindan gereceklestirilir [54]. Ubiqutinin, CXCR4 igin bir
agonist oldugu tespit edilmistir, ubiqutin-proteosome mekanizmasi ile protein yikim
sireci iizerinde etkilidir, ayni zamanda yakin tarihli c¢aligmalar bir immiin
diizenleyici ve baskilayic1 oldugunu da gostermektedir [55, 56, 57, 58]. Patel ve dig.
(2010), Kuprizon Fare modelinde, corpus callosumda astrositler tarafindan
gerceklestirilen CXCL12 ekspresyonunun ve astrosit sayisinin ilk 6 hafta icinde
onemli Olclide artmakta, siire 12 haftaya uzatildiginda ise astrosit sayisinin ve

CXCL12 ekspresyonunun belirgin dlgiide azalmakta oldugunu gostermislerdir [59].

1.4 Hayvan Modelleri

Merkezi sinir sisteminden 6rnek almanin zor olmasi sebebi ile Multiple Skleroz' un
incelenmesi i¢in hastaligi belli 6lgiide simiile eden degisik hayvan modelleri

kullanilmaktadir. Bu modelleri kisaca asagidaki sekilde siralamamiz miimkiindiir.
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e Otoimmiun modeller
e Mutant Modeller
e Viral Modeller

e Kimyasal Temelli Modeller

1.4.1 Otoimmiin modeller

Otoimmiin  modeller denildiginde temel olarak, Deneysel Otoimmiin
Ensefalomyelitis (EAE) den bahsedilmektedir. EAE tam olarak MS in karsiligi
olmasa da MS in bir¢ok basamagini simiile etmektedir. MS arastirmalart igin
kullanilan en yaygin modeldir. EAE modelinde myelini olusturan Myelin Bazik
Protein (MBP), Proteolipid Protein (PLP), Myelin Oligodendrosit Glikoprotein
(MOG) gibi ¢esitli proteinler biitiin ya da kismi (antijen) olarak tam Freund adjuvani
ile birlikte denek hayvana enjekte edilir, beyin kan bariyeri (BBB) biitiinliigiinii
kaybeder, bunun sonucunda MSS ye infiltre olan immiin sistemi hiicreleri kendi
myelin dokusuna kars1 reaksiyon olusturur [43]. EAE siirekli olarak kotiiye giden,
inflamatuar ve demyelinizan bir hastalik olusturur. EAE modelinde olusan klinik
durum, kullanilan denek hayvaninin tiirline, soyuna ve otoiimiiniteyi olusturmak i¢in
kullanilan antijenin tiiriine gore degisir. Biitiin myelin enjeksiyonu C57BL/6j EAE ye
sebep olmaz, MOG proteini enjeksiyonu ise kronik felgele sonuglanan EAE'ye sebep
olur, SJL ve ABH fareler ise biitiin myelin enjeksyionu ile ataklarla seyreden EAE
olustururlar [60]. EAE modelinde g¢esitli organizmalar kullanilmaktadir, bu

organizmalar asagida listelenmistir.

e Fare

e Sican

e Gine Domuzu

e Marmoset

e Rhesus Maymunu
e Makak

1.4.2 Mutant modeller:

Mutant model olarak Shiverer mutant (Myelin Bazik Protein Mutant1), Rumpshaker-

Jimpy (Proteolipid protein mutant1) gibi myelin yapisinda yer alan proteinlerin

19



mutant versiyonlarini iceren mutant fareler gelistirilmistir. Bunun yaninda myelin
yapisinda yer alan Myelin baglantili glikoprotein (MAG) i¢in knockout olan fareler
de gelistirilmistir [60].

1.4.3 Viral modeller

Theiler''n Miirin Ensefalomyelitis Viriisii (TMEV) ve Semliki Orman Viriisii gibi
virisler kullanilmakta, bunlar MSS de 6zellikle oligodendrositler i¢in nérotrofik
enfeksiyonu indiiklemektedir. Bazilarinda ise enfekte olmus hiicreler T-hiicreleri ve
humoral bagisiklik sistemi tarafindan saldirtya ugramaktadir [60]. En yaygin olan
TMEYV dir. TMEV zarfi olmayan, enterik tek zincirli RNA viriistidiir [61].

1.4.4. Kimyasal temelli modeller

Kimyasal temelli modeller, toksin temelli modeller olarak da adlandirilabilir. Bu
modellerde cesitli kimayasallar demyelinasyon olusturmak tizere kullanilmaktadir.Bu

amagla kullanilan kimyasallar asagidaki sekilde siralanabilir.

e Etidyum Bromiir

e Lisolesitin

e 6-Aminonikotinamid

e Anti galaktoserebrozid+ antikor komplement

e Kuprizon

Etidyum Bromiir ya da Lizolesitin gibi direkt olarak MSS ye enjekte edilerek, ya da

kuprizon gibi besine karistirilarak verilir.

1.4.4.1 Lizolesitin

%1 lik tuz c¢ozeltisi seklinde demyelinizasyon ajani olarak kullanilan bir membran
¢Oziiciisiidiir, fare, kedi ve tavsan denekler ilizerinde kullanilmaktadir. 1 ul ¢ozelti
farenin veya sicanin omurilik beyaz maddesine enjekte edildikten sonra enjeksiyon
bolgesinde 3-8 mm biiyiikligiinde bir demyelinize alan meydana getirir. Lizolesitin
uygulandiginda, oligodendrositlerin bir kismi 6liirken, astrositlerde yalnizca kiigiik
ol¢iide bir kayip olur, demyelinasyon hizli gergeklesir ve remyelinasyon da goriiliir
[62]. Bunun disinda lizolesitinin, kiiltiir ortamindaki serebellar hiicreler {izerindeki

demyelinizan etkisi lizerine yapilan ¢alismalar da mevcuttur [63].
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1.4.4.2 Etidyum bromiir

Yaygin olarak, hedeflenen beyaz madde bolgesine enjekte edilmektedir. %0,05 ve
%0,1 lik c¢ozeltiler seklinde enjekte edilmektedir. Sican omuriliginin dorsal
funinculus bolgesine enjekte edildiginde daha genis, 4-8 mm lik bir demyelinasyon
bolgesi olusturur. Etidyum Bromiir oligodendrositler, astrositler ve oligodendrosit
progenitor hiicreleri 6ldiiriir, demyelinasyon goérece olarak yavas gergekleslesir ve

remyelinasyon goriiliir [62, 64].

1.4.4.3 Kuprizon modeli

Kuprizon bir bakir selatoriidiir, yani iyon formdaki bakira baglanarak c¢okelek
olustururur ve diger reaksiyonlara katilmasini onler, Kuprizon etkisinin ortaya
¢ikmasi i¢in uzun siireli uygulama gerekir, kuprizon modelinde demyelinasyonu
izleyen remyelinasyon goriilir. Kuprizon karistirilmis yem ile beslenme
demyelinasyona, oligodendrositlerin 6lmesine sebep olurken, oligodendrosit
progenitdr hiicreleri ve astrositleri 6ldiirmez [62]. Fareler genel olarak %0,2 kuprizon
karigtirilmis yem ile beslenir, %0,5 dozu yiiksek bulunmakta ve gelisimin erken
doneminde (ilk 4 hafta) tolere edilememektedir, 8 haftalik farelerde 6liim orani %20
ye kadar diiser [65]. Literatiir incelendiginde deneye 6-9 haftalik fareler ile
baslanildig1 genel olarak 0-6 hafta kuprizon ile besleme uygulandigi ve ardindan
normal beslemeye doniildiigii goriilebilir, 6 haftalik uygulamanin sonunda corpus
callosum nerdeyse tamamiyle demyeline olmustur, normal beslenmeye gegildiginde
remyelinasyon goriiliir. 6 haftalik uygulama sonucunda C57BL/6j fareler i¢cin CC'a
ek olarak korteksin de tamamiyle demyeline oldugu goriilmiistiir, slire 12 haftaya
uzatildiginda korteksteki remyelinasyon belirgin 6lgiide gecikmektedir. C57BL/6j
farelerin aksine, Balb ¢ farelerde kismi kortikal demyelinasyon goriiliir [66]. 0-6
haftanin iizerindeki uygulamalarda demyelinasyon akuttan kronige doniis
gostermekte ve 12 haftalik uygulama ile remyelinasyon kapasitesi neredeyse
tikenmektedirs). Literadiirde kronik demyelinasyon olusturmak i¢in kuprizon
uygulamasinin  uzatildigt  deneylerin  yaninda, toplam deney siiresinin
(demyelinasyon+remyelinasyon) 6 hafta ile kisitlandig1 ¢alismalar da mevcuttur.
Demyelinasyon seyri fare soylar1 arasinda farklilik gostermektedir, bu c¢alismada
kullanilan C57bl/6j soyu farelerde esas demyelinasyon Corpus Callosum bolgesinde

gerceklesmektedir. EAE modelinin aksine Beyin Kan Bariyeri biitiinliigiini
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korumaktadir [67]. EAE modelinde, kuprizon verildiginde T hiicre aracili
otoinflamasyon durdurulmaktadir [68]. Kuprizon modelinde olusan lezyonlar, CD3+
olgun T hiicreleri lezyon bolgesinde mevcut olmasa da ve kan damarlarinda

inflamasyon goriilmese de, MS'da goriilen 3.tip lezyonlara benzemektedir [65].

Bakir metabolizmasi:

Beynin normal fonksiyonlarin1 ger¢eklestirebilmesi i¢cin kuproenzimler (bakira bagh
calisan enzimler) énemlidir [69], viicutta Cu*? (cupric) ve Cu*™ (cuprous) formlar
bulunmaktadir, en fazla bulunan Cu™ dir. X baglantili resesif bir hastalik olan ve
bakir metabolizmasinda problem olusturan Menkes Hastaligi'nda karaciger ve
beyinde Cu akiimiilasyonu azken, bobrek ve bosaltim yollarinda yiiksektir ve
ilerleyici nérodejenerasyon goriiliir [70, 71]. Bakir, siiperoksit dismutaz, sitokrom C
oksidaz gibi 30 farkli proteinin dogru sekilde fonksiyon gostermesi i¢in gereklidir.
Serumdaki bakir diizeyi inflamasyon ve enfeksiyon durumlarinda artar, enfeksiyonda
aktive lenfatik hiicrelerin interlokin 2 (IL-2) sentezi igin gereklidir, IL-2 nin antijen
secici sitotosik T hiicrelerinin gelisimi, farklilagsmasi ve hayatta kalmasi i¢in gerekli

oldugu diistiniildigiinde, Cu nun bagisiklik sistemi igin 6nemi anlasilabilir [72].
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Farelerin Bakim:

C57BL/6J cinsi 80 adet fareden 55 tanesi denek grubu olarak 12 hafta boyunca %0.2
kuprizon igeren diyete tabi tutuldu, diger 25 tanesi ise ayni kosullarda normal yem ile
beslenmistir. 12 hafta sonunda denek grubu 4 hafta daha normal diyete tabi
tutulmustur, iki haftada bir denek grubundan 3 ve kontrol grubundan 1 fare,
bayiltildiktan sonra canli iken kalbinden siringa ile kani alinms, sakrifiye edilmistir.
Sonraki asamada kafatas1 agilarak beyin izolasyonu ger¢eklestirilmistir, izole edilen
beynin bir kismi RNA izolasyonu i¢in kullanilmak iizere RNAase free tiipe

konularak saklanmistir.

2.2. Fare Beyninden RNA Izolasyonu:

RNA izolasyonu i¢in Roche High Pure RNA Tissue Kit kullanilmistir.

1. 1,5 ml’lik niikleaz free tiipe, 400l Lysis/Binding tamponu ve parcalanmis beyin
dokusu eklenir ve bir siringa ile ¢ek birak yaparak homojen bir goriintii elde

edilir.

2. Mikrosantrifiijde maks. hizda 2 dakika boyunca santrifiijlenir. Bundan sonraki

adimlar i¢in sadece siipernatant kismi kullanilir.
3. 200 pl absolut etanol lizat siipernatanta eklenir ve iyice karistirilir.

4. High pure filtreli tiip toplama tiipii ile kombine edilerek kullanilir ve 6rnegin

tamamu iist hazneye pipetle bosaltilir. (maks. hacim 700 pl)

5. Standart bir masatistii santrifiijde 30 san. maks. hizda (13000xg) santrifiijlenir.
Santrifiij sonunda filtreli iist haznesinde sivi kalmamasi gereklidir. Aksi takdirde
santrifiij siiresi uzatilir, tst haznede sivinin kalmadigi asamaya kadar kisa
stirelerle ayn1 hi1z mertebesinde (13000 x g) santriflij uygulanir, iist haznede siv1

kalmadig1 asamada santrifiyj kesilir.
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10.

11.

12.

13.

14.

Filtreli tiip, toplayici tiipiin i¢inden c¢ikarilir ve toplayict tiipiin icindeki sivi
bosaltilir. Filtreli tiip, tekrar toplayici tiipiin i¢ine konularak, kullanilmaya devam

edilir.

Her izolasyon igin 90 pl DNA Inkiibasyon Tamponu (Beyaz kapakli), 1,5 ml’lik
steril tiipe eklenir ve 10ul DNAse 1 working ¢ozeltisi eklenip karistirilir. Cozelti
pipetle filtreli tiiplin iist haznesine bosaltilir. +15 +25 °C ta 15 dakika inkiibe
edilir.

500 pl yitkama tamponu 1 (siyah kapak), filtreli tiipilin iist haznesine eklenir. 15
san. 8000xg de santrifiij uygulanir. Filtreli tiip, toplayici tiipiin i¢cinden ¢ikarilir
ve toplayici tlipiin i¢indeki sivi bosaltilir. Filtreli tiip, tekrar toplayicr tiipiin i¢ine

konularak, kullanilmaya devam edilir.

500 pl yikama tamponu 2 (mavi kapak), filtreli tiipiin iist haznesine eklenir. 15
san. 8000xg de santrifiij uygulanir. Filtreli tiip, toplayict tiipiin i¢cinden ¢ikarilir
ve toplayici tlipiin i¢indeki sivi bosaltilir. Filtreli tiip, tekrar toplayici tiipiin igine

konularak, kullanilmaya devam edilir.

300ul yikama tamponu 2 (mavi kapakli), filtreli tiipiin {ist haznesine eklenir. 2

dak. tam hizda (13000xg) santrifijj.

Filtreli tiip, alt haznedeki siv1 ile temas ettirilmeden, toplayici tiipten dikkatlice

cikarilir. Filtreli, steril 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilir.
100 pl elution tampon, filtreli tiipiin iist haznesine eklenir. 1dak. 8000xg santrifiij
Mikrosantrifiij tiipii, artik eluted RNA y1 icermektedir.

Izole edilen RNA nm bir kismi1 -80°C ye kaldirilirken, geri kalan kisim ¢cDNA

sentezi i¢in kullanilmugtir.

2.3. cDNA Sentezlenmesi

cDNA sentezi i¢cin Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit kullanilmistir.

1.

Asagidaki reaksiyon karisimi tiipte, buz iizerinde hazirlanir.

Template RNA (10pul)
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Primer-oligo dT (1pl)
Water (1ul)
Nazikge karistirilir ve mikrosantrifiijde 3-5 saniye spin down yapilir.

2. 70°C de 5 dak. boyunca inkiibe edilir, buz lizerinde sogutulur ve kisa bir santrifiij
uygulanir.

3. Tiip buzun iizerine yerlestirilir ve asagida belirtilen siraya uyularak bilesenler

eklenir.
5x reaksiyon tamponu (4pul)
Ribolock(1pl)
10 mM dNTP karigimi (2ul)
4. oligodT primerler i¢in 37°C’ de 5 dak. inkiibe edilir.
5. 1 ul Rever Aid M-MuLV Reverse Transkriptaz eklenir.
6. Karisim 42°C’de 60 dak. inkiibe edilir.
7. Reaksiyonu durdurmak i¢in 70°C’de 10 dakika 1sitilir.

8. Buz lizerinde sogutulur.

2.4. Tagman Prob ile Kantitatif Ger¢cek Zamanh PCR (qRT-PCR)

2.4.1. gRT-PCR oncesi

Sentezlenen cDNA ile PCR gerceklestirilmeden oOnce asagidaki adimlar
gerceklestirilmelidir.

1. Uygun referans genler belirlenir.

2. Hedef genler i¢in primerler ve problar dizayn edilir.

3. Cuprizone ile beslenen farelerden, gRT-PCR analizi ile ekspresyon analizi
yapilacak olan haftalarin se¢ilmesi

4. Ornekler igin cDNA konsantrasyonlar: esitlenilmeli, ve pool yapilip

yapilmayacag belirlenmelidir.
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2.4.1.1 Referans genin secilmesi

Referans gen olmak iizere ve elde edilen verilen datalarin normalizasyonu ig¢in

uygun bir gen se¢ilmelidir. Referans gen belirli 6zellikleri tasimalidir.

e Hedef gen ile eszamanli olarak amplifiye olmalidir.
e Miimkiin oldugu kadar sabit bir diizeyde eksprese olmali ve deneysel
uygulamadan etkilenmemelidir.
Secilen referans genler:
I.  Gapdh
. Pgkl

2.4.1.2. Primer ve prob dizayni:
Roche Applied Science internet sitesindeki Universal Problibrary Assay Design

Center kullanilmistir.

1. Assay Design Center ekraninda, ilgilenilen organizma (Mus musculus)

segilir.
2. Sekans dizisi, gen ad1 ya da sekans ID’si girilir.

3. Ardindan design segenegi secilir. Sistem gerekli probu, forward ve reverse

primeri belirler.

4. Cok sayida varyanta sahip genler (IGF1, IGF2) i¢in dizayn yapilirken,
varyantalarin sahip oldugu ortak sekans bolgeleri Avrupa Biyoenformatik
Enstitiisi(EBI) sitesindeki Clustal W2 programi iizerinden analiz edildikten
sonra, prob ve primer dizaynt Assay Design Center’da bu ortak diziler igin

yapilir.
5. Dizayn edilen primerler NCBI’1n sitesindeki primer blast ile analiz edilir.

*Gapdh i¢in “Universal ProbeLibrary Mouse GAPD Gene Assay” kullanilmistir.

Asagidaki aday hedef gen listesinden (Cizelge 2.1) secilen Neuregulin 1 (NRG 1),
Silier Norotrofik Faktor (CNTF), C-X-C Kemokin reseptorii Tip 4 (CXCR4) icin
Lightcycler 480 cihaz1 ve Roche Universal Prob Library problari ile (QRT ) gergek

zamanl kantitatif PCR ekspresyon analizi yapilmistir.
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https://www.roche-applied-science.com/servlet/RCProductDisplay?storeId=10151&catalogId=10151&langId=-1&countryId=tr&forCountryId=tr&productId=3.5.7.1.3.8

Cizelge 2.1 : Aday Hedef Genler i¢in dizayn edilen primerler ve UPL prob listesi.

GEN | Forward Primer Forward | Reverse Primer Reverse | Prob
ADI Primer Primer

Tm (°C) Tm

°O)

igfl gaccgaggggcttttacttc | 60 catccacaatgcctgtctga 60 #67
igf2 | cgcttcagtttgtctgttcg 59 gcagcactcttccacgatg 60 #40
cntf | ttgattccacaggcacaaaa | 60 ccctgectgactcagaggt 60 #76
Gstpl | tgtcaccctcatctacaccaac | 59 gacagcagggtctcaaaagg | 59 #105
Pdgfr | gtcgttgacctgcagtgga 60 ccagcatggtgatacctttgt | 59 #80
o
Cxcr4 | tggaaccgatcagtgtgagt | 59 gggcaggaagatcctattga | 59 #38
LIF aaacggcctgcatctaagg 60 agcagcagtaagggcacaat | 59 #109
FGF2 | cggctctactgcaagaacg | 59 tgcttggagttgtagtttgacg | 60 #4
Nrgl | caggaactcagccacaaaca | 59 cccagtcgtggatgtagatgt | 59 #68
Mytl | ggccatgcatgaaaatgtact | 59 gcaatgggacatccagataaa | 59 #71
Pgkl | tacctgctggctggatgg 60 cacagcctcggcatatttct 60 #108
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2.4.1.3 qRT-PCR ile analiz edilecek haftalarin belirlenmesi:

Deneyin, 0, 4, 6, 8, 10, 12, 16. haftalarindaki kontrol ve denek grubu c57bl/ 6j fareler
icin qRT-PCR ile gen ekspresyon diizeyleri 6l¢iilecektir. Hangi haftalardaki farelerin
sakrifiye edilecegine karar verilirken, kuprizon modeli ile ilgili mevcut literatiir
incelenmis ve buna gore hareket edilmistir. 12. hafta daha 6nceki ¢alismalarda kronik
demyelinasyon igin bir esik noktasi olarak belirlendigi igin 12.haftada kuprizon
beslenmeden c¢ekilmistir, 12-16. haftalar arast donemde kronik demyelinasyon
sonrast beyinde hedef genlerin ekspresyon diizeyinin ne sekilde degistigine

bakilmustir.

2.4.1.4 cDNA larin nanodrop ile olciilmesi:

260nm/280nm degerleri ve cDNA miktar1 her 6rnekten 0,8ul. kullanilarak nanodrop
ile Olgiilmiistiir. Nanodrop 6l¢limii az miktarda 6rnek hacmi gerektirdigi icin tercih
edilmistir, 3 Olglimde bir PCR grade distile su ile 6l¢iim alinarak nanodrop
kalibrasyonu saglanmistir. Saf ¢cDNA 260/280nm ol¢iimii 1,8 olmalidir, 1,8 den
biiyiik 6l¢iim RNA kontaminasyonuna isaret ederken , 1,8 den kii¢iik degerler protein
kontaminasyonuna isaret etmektedir. 1,6-2 arasindaki degerlere sahip olan 6rnekler
gRT-PCR analizi i¢in kullanilmistir. Saklama kosullar1 sebebi ile igerigini kaybeden

bir kisim 6rnek, ¢alismada kulanilamamustir.

2.4.1.5. Ornekler icin c¢cDNA konsantrasyonlarimin esitlenilmesi ve pool

yapilmasi:

Degisik cDNA konsantrasyonlarina sahip cDNA &rnekleri, uygun miktarda distile su

eklenerek esit konsantrasyona getirilir.

1 hedef gen i¢in 2 adet housekeeping gen kullanilarak qRT-PCR analizi yapilacaktir.
Her ekspresyon ol¢timii 3 kez gerceklestirilecektir ve her qRT-PCR deneyi i¢in Spul
cDNA gerekmektedir. Buradan hareketle cDNA 6rnekleri, .... ng/ul cDNA igerecek

sekilde, distile su eklenerek seyreltilecektir.

Secilen her hafta i¢in, Orneklerden elde edilen ¢cDNA dan pool olusturulur. Pool
yapilmadan o6nce ilk olarak pool yapilacak orneklerdeki cDNA konsantrasyonlari
esitlenir.  qRT-PCR  yapilacagi zaman mevcut pool konsantrasyonlar
kullanilabilecek en diisiik konsantrasyonlara getirilerek qRT-PCR analizine sokulur.

Boylece ¢ok sayida reaksiyon i¢in gerekli 6rnek saglanmaktadir.
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2.4.2. gRT PCR analizinin yapilmasi

gRT PCR analizine baslamadan oOnce ilk asamada uygun prob, primer
konsantrasyonlart ve gerekli oOrnek konsantrasyonunun belirlenmesi icin
optimizasyon yapilmigtir. Amplifikasyon egrilerine bakilarak prob ve primer
konsantrasyonlar1 yar1 yariya diistiriilmiistiir. Primer dimer v.b. durumlarin kontrolii
icin (1:1, 1:10, 1:100, 1:1000) gibi 4 farkli 6rnek konsantrasyonu kullanilarak
verimlilik ve hata miktarlar1 belirlenmistir. 1,8-2,0 arasindaki verimlilik (efficiency)
degerleri yeterli olarak kabul edilmistir. Ct degerininin de 6rnek miktarinin el verdigi
Olclide 10<Ct<30 olmasina dikkat edilmistir. 30 un {istiinde oldugu Ol¢limlerde
cDNA konsantrasyonu olabildigi dlgiide arttirilmistir. Deney i¢in Universal Probe
Library problar1 kullanildigi igin, MgCl, konsantrasyonu uygun sekilde optimize

edilen "probe master" kullanilmistir, probe master polimerazi icermektedir.
Referans Genler: Gapdh, Pgkl
Kullanilan Hedef Genler: CXCR4, CNTF, NRG1

Primer ve problar, master ¢oziildiikten sonra, kisa siire spin yapilir ve pipetle ¢ek

birak yapilarak iyice karistirilir.

20ul lik PCR reaksiyonu i¢in mix, Cizelge 2.2 deki Olgiilere uygun olarak
hazirlanmistir. Mix hazirlandiktan sonra vorteks yapilmaz. Coklu deneyler igin
gereken hacim tablonun hacim kismindaki degerler reaksiyon sayisi ile c¢arpilarak

bulunmustur.

96 kuyulu Lightcycler 480 plate kullanilmistir, Her kuyuya 15ul mix yiiklendikten
sonra, Sul cDNA ilave edilmistir. Buharlasarak ortaya c¢ikan kayiplar1 6nlemek i¢in
Uzeri Lightcyler 480 Sealin Foil ile kapatilmistir. Deneylerde,referans ve hedefler

icin yiiklemeler ayni plate ve farkli kuyulara yapilmastir.

Programda Dual Colour Hydrolysis Probe secilmistir. Gapdh referans geni i¢in 533-
580nm (VIC) dalgaboyu kullanilirken, hedef genler ve Pgkl referans geni i¢in 465-
510 nm (FAM) dalgaboyu kullanilmustir.

Hedef genlerin ekspresyon diizeylerindeki degisiklik her iki referans gene gore ayri
ayr1 ve iki referans genin ortalamalarima gore olmak tiizere 3 farkli sekilde
hesaplanmistir. Hesaplamalarda "Advanced Relative Quantification" kullanilmistir.

ARQ kullanilirken yiiksek dogruluk secenegi tercih edilmistir.
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Cizelge 2.2 : gRT PCR mix igerigi.

Primer (Forward) 20uM 0,2 ul 400 nM
Primer (Reverse) 20 uM 0,2 ul 400 nM
UPL prob 10uM 0,2 ul 200 nM
Light Cycler 480 Probe | 2x 10,0 ul 1x
Master

Su - 4,4 ul

Toplam Hacim 15,0 ul
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

NRGI1, CNTF ve CXCR4 hedef genleri i¢in qRT-PCR yontemi ile bulunan

ekspresyon diizeyleri asagidaki tablo ve grafiklerde gosterilmektedir.

Cizelge 3.1 : 12 hafta boyunca %0,2 kuprizon ile beslendikten sonra 4 hafta boyunca
normal beslenmeye tabi tutulan C57BL/6j fareler ve normal beslenmeye
tabi tutulan kontrol grubundaki ayni soy farelerin beyinlerinde NRG1
geninin  ekspresyonundaki  degisim  (gapd-pgk ekspresyonunun
ortalamasina rolatif olarak).

Hafta Denek Denek Std Kontrol Kontrol P degeri
(x10%) Sapma (x107%) Std Sapma

0 7,51 0,149 6,56 0,164

4 1,67 0,542 4,58 0,134 <0,001
6 2,36 0,347 4,37 0,071 <0,001
8 2,21 0,257 4,88 0,161 <0,001
10 2,80 0,265 5,68 0,200 <0,001
12 2,88 5,14

14 5,27 0,111 4,47

16 7,86 6,17

0-16.hafta arasi Beyinde NRG1
Ekspresyon Duzeyleri
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Sekil 3.1 : 0-16 haftalar arasinda NRG1 hedef geninin ekspresyon degisimi
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Cizelge 3.2 : 12 hafta boyunca %0,2 kuprizon ile beslendikten sonra 4 hafta boyunca
normal beslenmeye tabi tutulan C57BL/6j fareler ve normal beslenmeye
tabi tutulan kontrol grubundaki ayni soy farelerin beyinlerinde CNTF
geninin  ekspresyonundaki  degisim  (gapd-pgk ekspresyonunun
ortalamasina rolatif olarak) .

Hafta Denek(x10®)  DenekStd  Kontrol(x10®)  Kontrol =P degeri

Sapma Std Sp.

0 511 0,488 2,52 0,166

4 2,55 0,244 1,81 0,130

6 4,19 0,764 3,52 0,194 0,021
8 3,59 0,325 2,30 0,286 0,037
10 9,08 1,004 1,67 0,225 <0,001
12 10,02 1,85

14 7,13 0,532 1,93

16 2,24 2,80

0-16. Haftalar arasi Beyinde CNTF Ekspresyon
Duzeyleri
— 12,00
g
2 10,00
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8 0 4 6 8 10 12 14 16
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Sekil 3.2 : 12 hafta boyunca %0,2 kuprizon ile beslendikten sonra 4 hafta boyunca
normal beslenmeye tabi tutulan C57BL/6j fareler ve normal beslenmeye
tabi tutulan kontrol grubundaki ayni soy farelerin beyinlerinde CNTF
geninin  ekspresyonundaki  degisim  (gapd-pgk  ekspresyonunun
ortalamasina rolatif olarak)
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Cizelge 3.3 : 12 hafta boyunca %0,2 kuprizon ile beslendikten sonra 4 hafta boyunca
normal beslenmeye tabi tutulan C57BL/6j fareler ve normal beslenmeye
tabi tutulan kontrol grubundaki ayni soy farelerin beyinlerinde CXCR4
geninin  ekspresyonundaki degisim (gapd-pgk ekspresyonunun
ortalamasina rolatif olarak).

Hafta Denek Denek Std Kontrol Kontrol P degeri
(x107%) Sapma (x10®%  Std Sapma

0 3,74 0,282 1,74 0,149
4 1,69 0,185 ~0 0,04
6 13,3 0,569 ~0 0,015
8 9,41 0,407 2,37 0,496 0,004
10 3,68 0,313 ~0 0,002
12 0,05 ~0
14 4,89 0,053 ~0 <0,001
16 4,56 ~0

0-16. Haftalar arasinda Beyinde CXCR4
Ekspresyon Duzeyleri
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Sekil 3.3 : 12 hafta boyunca %0,2 kuprizon ile beslendikten sonra 4 hafta boyunca
normal beslenmeye tabi tutulan C57BL/6j fareler ve normal beslenmeye
tabi tutulan kontrol grubundaki ayni soy farelerin beyinlerinde CXCR4
geninin  ekspresyonundaki  degisim  (gapd-pgk  ekspresyonunun
ortalamasina rolatif olarak)
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NRG-CNTF-CXCR4 Ekspresyon Diizeyleri
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Sekil 3.4 : 12 hafta boyunca %0,2 kuprizon ile beslendikten sonra 4 hafta boyunca
normal beslenmeye tabi tutulan C57BL/6j farelerin beyinlerinde CXCR4,
CNTF, NRG genlerinin ekspresyonundaki degisim (gapd-pgk
ekspresyonunun ortalamasina rolatif olarak)
Kuprizon uygulamas: ile beraber denek grubunda, beyinde NRG ekspresyonu
belirgin Olgiide diismekte, fakat bu diisiis 0-4 hafta arasinda gergeklesmekte
(p<0,001) ve 12. haftaya kadar ekspresyon yakin diizeylerde seyretmektedir (4-
10.hafta p<0,001), 12.haftada kuprizon uygulamasinin bitirilmesinden sonra 4 hafta
icerisinde baslangictaki diizeyine geri donmektedir. Dolayisi ile, 6-12 hafta arasinda
NRG ekspresyonunda belirgin bir diisiis yoktur, bu da akut demyelinasyondan,
kronik demyelinasyona gecis silirecinde NRG ekspresyonundaki diisiisiin  etkili
olmadigin1 gostermektedir. Daha once yapilan calismalarda, NRGI1 ile tiroid
hormonunun beraber kullaniminin myelinasyonu arttiran en iyi kombinasyon oldugu
gosterilmistir. Bunun yaninda NRGI1 geni susturulsa dahi Merkezi Sinir Sisteminde
myelinasyon devam etmektedir. NRG1, MSS myelinasyonu i¢in zorunlu bir faktor
olmasa da, kuprizon uygulamasindan belirgin sekilde etkilenmektedir. Dolayis1 ile
remyelinasyon siirecinde farkl alternatif yolaklarin rol aldigini1 ve bu farkl alternatif

yolizlerinin kuprizon uygulamasi ile zarar gordiigiinii diigiinebiliriz.

Kuprizon uygulamasi ile beraber CNTF ekspresyonu denek grubunda ilk 4 hafta
icerisinde diismektedir (p<0,05). 4-8 haftalar arasi dalgalanma gosterip, 8-12.
haftalar arasinda belirgin sekilde artmakta ve baslangig diizeyinin iki katin

gecmektedir (8-10.hafta p<0,001), 12.haftada kuprizonun beslenmeden ¢ekilmesi ile
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baslangigtaki diizeyinin yarisina ve yaklasik olarak 4.haftadaki diizeyine
gerilemektedir.  Multiple Skleroz'da zaman igerisinde kronik demyelinasyona
girilmesinde ve remyelinasyon siirecinin basarisiz olmasinda oligodendrosit
hiicrelerinin ~ dlmesinin ~ yaninda,  oligodendrosit  progenitér  hiicrelerin
farklilagmasinda ortaya ¢ikan problemlerin de etkili oldugu disiiniilmektedir. CNTF,
giris kisminda da belirtildigi iizere oligodendrosit sagkalimi ve olgunlagsmasi icin
onemli bir faktordiir, 8-12.hafta arasinda ekspresyonu artmasina ragmen,
remyelinasyon sekteye ugramaktadir. Dolayisi ile, remyelinasyonun oligodendrosit
olgunlagmasindan o6nceki bir asamada yani OPC lerin demyelinize bolgeye goc
etmesi agamasinda bozuldugu diisiintilebilir. Bagka faktorlerin de oligodendrosit

sagkalim1 ve olgunlagmasi iizerinde etkili oldugu unutulmamalidir.

C57BL/6 denek farelerden alinan beyin orneklerinde, NRG, CNTF ve CXCR4 i¢in
gen ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler incelendiginde, 6 hafta lizerinde %0,2
kuprizon karigtirilmis yem ile beslenme sonucu ortaya ¢ikan akut demyelinasyondan
kronik demyelinasyona gecis siireci ile sadece CXCR4  geninin ekspresyon
diizeyindeki degisim paralellik gostermektedir, ilk 4 hafta icerisinde diisiis
goriiliirken (p<0,05), 6 hafta sonunda CXCR4 ekspresyonu maksimum diizeye
ulagmistir (p<0,05). 6 haftadan sonra diismeye baslamis ve 12.haftada ekspresyon
diizeyi minimum diizeye inmis (6-10 hafta p<0,005), kuprizonun beslenmeden
cekildigi 12. haftadan sonraki 4 hafta icinde yaklasik olarak baslangictaki diizeyine
geri donmiistiir (p<0.001). CXCR4 1iin oligodendrosit progenitdr hiicrelerin hasarli
bolgeye gocli ve olgunlagmasi lizerinde etkili bir faktor oldugu diislintildiigiinde, 12
hafta sonunda CXCR4 ekspresyonunun neredeyse bitmesi, oligodendrosit progenitor
hiicrelerin demyelinasyona ugrayan bolgeye gociinde ve myelin olusturacak olan
olgun oligodendrositlere olgunlagsmasinda problem olusturabilir. Bu sebeple, CXCR4
ekspresyonundaki diisiisiin, kronik demyelinasyona sebep olan 6nemli bir etken
oldugu kabul edilmelidir. CXCR4 ekspresyonundaki diisiis remyelinasyonu daha
baslangigta, OPClerin hasarli bélgeye gogii sirasinda sekteye ugratabilir. 8-12. hafta
arasinda CNTF ekspresyonu artmasimma ragmen, kronik demyelinasyonun ortaya
¢tkmasi da bu Oneriyi desteklemektedir. Patel ve dig (2010), Kuprizon modelinde
CXCR4 kemokin reseptoriiniin ligandi olan CXCL12'nin corpus callosumdaki
ekspresyonunun, kuprizon uygulamasiin 6.haftasindan 12.haftasina kadar belirli

oranda diistiglinli gostermislerdir, fakat bu diisis CXCR4 ekspresyonunda
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gerceklesenden ¢ok daha hafiftir, bunun yaninda astrositler tarafindan
gergeklestirilen CXCLI12 ekspresyonu diismekte ve astrosit sayisi da azalmaktadir,
astrositler cuprizone uygulamasindan zarar gérmektedir. CXCL12 ekspresyonundaki
diisiis, Patel ve dig. (2010) tartisma kisminda Onerildiginin aksine CXCR4
ekspresyonundaki diisiisii agilayabilecek seviyede degildir.

Cuprizone modelinde OPClerin korundugu diisiiniildiigiinde, CC de CXCR4
ekspresyonu ve CXCR4+ OPC sayisi ni¢in azalmaktadir? Daha Once yapilan
caligmalar, kiiltiir ortamindaki hasarli astrositlerin, interferon gamma (IFN-y),
interlokin 1 alfa (IL la), interlokin 6 (IL-6), Tiimor Nekroz Faktorii alfa (TNF-a)
sagiladiklarim gostermistir [73]. IFN-y nin hiicre yiizeyindeki CXCR4 reseptor
sayisini ve CXCR4 ekspresyonunu azalttigi [74]. disilinildiiginde bu durum
aciklanabilir. Patel ve dig gore, 6-12. hafta arasinda astrosit hiicreleri zarar
gormektedir, dolayisi ile astrositlerin IFN-y salgilamasi beklenebilir, bunun yaninda
demyelinizasyon iriinlerini fagosite edecek olan makrofaj hiicrelerini ¢agirmak i¢in
hasarli bolgede IFN-y salgilanmaktadir, IFN-y CXCR4 ekspresyonu iizerinde
baskilayici etkiye sahiptir, CXCR4 ekspresyonundaki azalma bu sekilde agiklanabilir
[75]. Cuprizone beslenmeden g¢ekildikten sonra 12-16. haftalar arasinda ekspresyon
baslangi¢ diizeylerine donse de, maksimum diizeye ulastigi 6.haftadan cok daha

diisiik diizeydedir.

MS deki siire¢ igin ayrica, ubiqutin-CXCR4 etkilesimine dayali mekanizma
onerilebilir. Ubiqutinin bir immiin diizenleyici ve CXCR4 iin ubikutin i¢in tercih
edilen bir ligand olmas1 énemlidir, normalde ubiqutin baglandigi molekiilii yikima
gotliren bir silire¢ baslatmaktadir ve inflamasyonun baskilanmasinda etkili
olmaktadir. Multiple sklerozda, merkezi sinir sisteminde inflamasyon olustugunda,
ubiqutin I6kositleri inflamasyon bolgesine ¢eken CXCR4 e baglanarak yikima
gitmesini  saglayabilir, bununla otoinflamasyonun baskilanmaya c¢alisildigi
diistintilebilir. MSS immiin basklianmis bir ortam sayilabilecegi i¢in CXCR4 MSS de
noronal kok hiicrelerin gogii gibi farkli gérevler edinmistir, CXCR4 MSS de aym
zamanda myelini olusturacak oligodendrosit hiicrelerin olgunlagsmasi ve oph lerin
gocii icinde gereklidir. CXCR4'lin ubiqutin-proteasome aracili yikima gonderilmesi,
oph goclini daha ilk adimda durduruyor olabilir. Ubiqutin aracili siirecin
kanitlanmas1 i¢in, ubiqutinin MSS'de CXCR4 reseptoriine baglandiginin

kanitlanmas1 gereklidir. Bu amagla EAE fare modeli kullanilabilir,denek farelerin
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beyinlerinden elde edilen protein, BN-PAGE (blue native polyacrilamid gel
electrophoresis) yontemi ile analiz edilerek, CXCR4-ubiqutin etkilesimi

kanitlanabilir.
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EKLER

EK A: gRT-PCR igin Lightcycler 480 cihazinda kullanilan program 3 asama

icermektedir. Preinkiibasyon, amplifikasyon ve sogutma.
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EKA

Cizelge A.1 : Pre-inkiibasyon (Pre-inkiibasyon).

Analysis Mode None
Cycles 1
Segment -

Ramp Rate (°C/s) | 4,4

Target Temp. (°C) | 95

Time(min)

10

Acquisition Mode | None

Cizelge A.2 : Amplifikasyon (Amplification).

Analysis Mode

Quantification

Cycles 45

Segment Denaturation | Annealing | Extension
Ramp Rate (°C/s) 4.4 2,2 4.4
Target Temp. (°C) 95 60 72
Time(min) 10 25 10
Acquisition Mode None None Single
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Cizelge A.3 : Sogutma (Cooling).

Analysis Mode None

Cycles 1

Segment

Ramp Rate (°C/s) | 2,2

Target Temp. (°C) | 40

Time(min) 30s

Acquisition Mode | None
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