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ÖZET 

Ulusoy, C.A. (2019). Multiple Skleroz Patofizyolojisinde Perisitlerin Rolü. İstanbul 
Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Sinirbilim ABD. Doktora Tezi. İstanbul.  

Multipl Skleroz (MS), öngürülemeyen ataklarla seyreden merkezi sinir sisteminin 

(MSS) demiyelinizan ve inflamatuvar bir hastalığıdır. MS, ile ilgili yapılan çalışmalar, 
inflamasyonun ilk olarak periferde başlayıp kan beyin bariyerinin (KBB) bütünlüğünün 
bozulması ile MSS’yi etkilediğine işaret etmektedir.  

KBB’ni oluşturan hücrelerden biri olan perisitler, uzun yıllardır damar yapılarını 
çevreleyen ve kasılabilme fonksiyonları ile kan damarlarından geçen kan miktarını 
düzenleyen bir hücre grubu olarak bilinmektedir. Son yıllarda yapılan çalışmalar, 
perisitlerin bu fonksiyonu dışında birçok immünolojik reaksiyon özelliği olduğunu da 
göstermiştir. 

Bu çalışmamızda amacımız, nöroinflamatuvar bir hastalık olan MS’in patogenezi ile 

perisit arasında özellikle perisit sağkalımı ve inflamasyon açısından karşılıklı 
etkileşimlerini ortaya koymaktı. 

Bu amaçla klasik MS modeli olan ve miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG) 
antijeni ile immünizasyon ile oluşturulan deneysel otoimmün ensefalomiyelitis 
(experimental autoimmune encephalomyelitis; EAE) hayvan modelini oluşturduk. 
Erken (15 gün) ve geç (40 gün) dönemde EAE perisit etkileşimini araştırdık. Erken ve 
geç dönem EAE grupları ve kontrollerinde klinik bulgular gözlemledik. Bu deney 
hayvanlarının serumları ve beyin örneklerini aldık. Beyin örneklerinde MS lezyon 
alanlarında immünolojik parametre ve perisitleri histolojisini, serum örnekleri ile anti-
MOG antikor titresi, proinflamatuvar sitokinler (interferon gamma (IFNγ) ve interlökin  
(IL) 17, anti-inflamatuvar sitokin IL-4 ve insan damarsal perisit hücre hattına sağkalım 
ve IL-6, IL-17 salınımı açısında etkisini inceledik. Bunun sonucunda perisitlerin bir 

kısmının inflamatuvar karakter kazandığını, diğer perisitlerin ise sağ kalımının olumsuz 
etkilendiğini gösterdik. Ayrıca lezyon alanlarına bakıldığında perisitlerin parankimal 

lezyon alanlarındaki miktarlarının arttığını gözlemledik.  

Çalışmamız perisitlerin MS patogenezinde rolü olduğunu düşündürmektedir. İleride 
perisitlerde gözlediğimiz inflamasyon ve apoptoz mekanizmalarının daha ayrıntılı 
çalışılmasına ihtiyaç vardır. 

 

Anahtar Kelimeler :  multipl skleroz, demiyelinizasyon, perisit, apoptoz, otoimmünite 

Bu çalışma, TÜBİTAK tarafından desteklenmiştir. Proje No: 116S552 
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ABSTRACT 

Ulusoy, C.A. (2019). The role of pericytes in the pathophysiology of multiple sclerosis. 

İstanbul University, Institute of Health Science, Department of Neuroscience. Doctoral 

Thesis Istanbul.   

 Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease of central nervous system (CNS) 

characterized with demyelination and unpredictible clinical attacks. Studies indicate that 

inflammation firstly starts in the peripheral immune system and then effects CNS due to 

the disturbance of blood brain barrier (BBB) system. 

Pericyte is a cell type that is mostly found in BBB and known as regulator of blood 

volume in veins, by virtue of its ability of contraction. Recent studies show that 

pericytes  also have immunological functions in CNS. 

Our aim was to find out the interactions between MS pathogenesis and the response of 

pericytes to inflammation during MS pathogenesis. 

For this reason we immunized mice with myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) 

to induce experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE). We investigated EAE 

and pericyte interactions at early stage (15 days) and late stage (40 days) experiment 

groups. We observed clinical symptoms, collected sera and brain samples. We 

investigated the histopathology of the brain samples, serum levels of anti-MOG 

antibody and cytokines (IL-6, IFNγ, IL-17). Moreover human vascular pericyte cells 

were treated with serum samples of EAE and thereafter IL-6 and IL-17 release and 

viability of the cells were investigated. As a result, we showed that some pericytes gain 

inflammatory features and the others undergo apoptosis. Also immunohistochemistry 

studies showed increased pericyte content in EAE lesion sites. 

In conclusion we suggest that pericytes have important roles in MS pathogenesis. In 

future studies inflammation and apoptosis aspects of pericytes should be studied in 

greater detail.  

Key Words: multiple sclerosis, demyelinization, pericyte, apoptosis, autoimmunite 

The present work was supported by TUBİTAK. Project No. 116S552 



1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Multipl skleroz (MS); genellikle birkaç günden birkaç aya kadar süren ataklarla 

seyreden, merkezi sinir sisteminin (MSS) kronik otoimmün demiyelinizan ve 

nörodejeneratif bir hastalığıdır  (Goodin, 2014; Gontika ve Anagnostouli, 2018). 

MSS’nde inflamasyondan zengin lezyon alanları ile karakterizedir. MS’in oluşumu ile 

ilgili teorilerde çoğunlukla kabul gören, immün hücrelerin ilk olarak çeşitli sebeplerle 

periferde uyarıldığı sonrasında bir şekilde kan beyin bariyerini (KBB) aşarak MSS’de 

inflamasyonun olduğudur (Hemmer ve ark.,2015). 

KBB; beyni, periferdeki nöronlara zararlı olabilecek biyokimyasal olay ve 

moleküllerden koruyan bir yapıdır. Bu yapının elemanlarından biri olan perisitler, 

sadece KBB’de değil vücuttaki diğer bütün damarlarda bulunur ve kasılabilir yetenği 

sebebiyle kan akımını düzenlediği uzun zamandır bilinmektedir. Fakat son yıllarda 

yapılan çalışmalar perisitlerin immünolojik pekçok fonksiyonu olduğunu ve çeşitli 

hastalıklarda immünolojik açıdan rolleri olabileceğini göstermiştir. 

Bu sebeple çalışmamızda amacımız farklı fonksiyonları keşfedilen perisitler ve 

MS’in MS patofizyolojisinin erken ve geç döneminde karşılıklı olarak birbirilerini nasıl 

etkilediğine yanıt aramaktı. Bunu ortaya çıkarmak için daha önceki çalışmaların da 

ışığında özellikle inflamasyon, perisitlerin lokalizasyonu ve perisit sağkalımı üzerinde 

durduk. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Multipl skleroz  

Multipl skleroz (MS); genellikle birkaç günden birkaç aya kadar süren ataklarla 

seyreden, merkezi sinir sisteminin (MSS) kronik otoimmün demiyelinizan ve aynı 

zamanda nörodejeneratif bir hastalığıdır  (Goodin, 2014; Gontika ve Anagnostouli, 

2018).  Öngörülemeyen inflamatuvar ataklarda; en sık ve en şiddetli miyelin kılıf ve 

oligodendrositler, daha az derecede nöronlar ve aksonlar zarar görür (Goodin, 2016) 

(Şekil 2-1). 

 

Şekil 2-1. Sağlıklı ve MS hastası bireyde aksonların görünümünün şematik şekli. 

“https://www.prevention.com/health/a20500422/7-things-you-dont-know-about-multiple-sclerosis/”dan alıntıdır. 

2.1.1. Epidemiyolojisi 

MS, dünya genelinde her 100.000 kişiden 50-300 kişide görülmektedir. 2013 

verilerine göre bu hastalık dünya çapında 2.300.000 insanı etkilemektedir (Browne ve 

ark.,2014). MS, alt tipine ve coğrafik bölgeye göre değişmekle birlikte, genel olarak 

kadınlarda erkeklere oranla 2,5 kat daha sık görülmektedir (Turan, 2013). 

Ülkemizde son yıllarda yapılan epidemiyolojik çalışmalara göre, MS prevalansı 

her 100,000 kişide 41,1 ila 101,4 arasıdır (Türk Börü ve ark.,2018).  

https://www.prevention.com/health/a20500422/7-things-you-dont-know-about-multiple-sclerosis/
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2.1.2. Risk Faktörleri 
MS, genetik ve çevresel faktörlerin bir arada rol oynadığı multifaktöryel bir 

hastalıktır. Bu başlık altında, üzerinde en çok konuşulan faktörler ele alınacaktır. 

2.1.2.1. Epstein-Barr Virüsü 

Epstein-Barr virüsü (EBV), çift zincirli DNA’ya sahip Herpes ailesi 

virüslerinden biridir. Dünya çapında %95 oranında görülen oldukça yaygın bir virüstür 

(Luzuriaga ve Sullivan,2010). EBV enfeksiyonlarının önemli bir kısmı asemptomatiktir. 

Çoğunlukla erken çocukluk çağında görülür, daha ileriki yaşlarda EBV’ye maruz 

kalınması, enfeksiyöz mononükleoz görülme olasılığını arttırır (Dunmire ve ark., 2015).  

Toplumda sık görülen bir virus olmasına rağmen, birçok çalışma EBV ile MS 

arasında bir ilişki olabileceğini ortaya koymuştur. Bu ilişkiyi destekleyen çalışmalarda; 

MS hastalarında, artmış Epstein-Barr nükleer antijeni (EBNA-1) titresinin olduğu 

(Sundstrom ve ark., 2009; Sundqvist ve ark., 2012) ve enfeksiyöz mononükleoz 

görülme insidansının yüksek olduğu gösterilmiştir (Nielsen ve ark.,2007). Ayrıca MS 

hastalarının neredeyse %100’ünün MS olmadan önce bir şekilde EBV ile enfekte 

olduğunun gösterilmiş olması, EBV’nin MS patogenezinde rol oynadığı görüşünü 

desteklemektedir (Levin ve ark.,2010). 

Fakat EBV’nin MS ile ilişkisiyle ilgili hala yanıtlanması gereken sorular 

bulunmaktadır. Bunların en başında, EBV virüs enfeksiyonu ile değişen CD8+
 T hücre 

yanıtı (Pender ve ark.,2009, Lindsey ve Hatfield, 2010, Angelini ve ark.,2013) ve 

MSS’de EBV DNA’sı varlığı ile ilgili literatürde birbiri ile tutarsız yayınların 

bulunmasıdır. Çalışmalar arasındaki bu tutarsızlığın daha çok metodoloji ile ilgili 

olduğu belirtilse de; aynı hastalara ait örneklerin bulunduğu kohortların kullanıldığı bu 

çalışmalarda farklı sonuçlar elde edilmesi, EBV ve MS ilişkisini tam olarak açıklamayı 

zorlaştırmaktadır (Peferoen ve ark.,2010).  

Bir diğer EBV ile MS ilişkisini sorgulatan durum ise, hastalarda EBV 

enfeksiyonu ile MS kliniği görülmesi arasında onyıllar kadar uzun süre olmasıdır. 

Ayrıca EBV enfeksiyonu dünya populasyonunda %95 oranında görülürken, MS dünya 

çapında çok daha küçük bir oranda görülmektedir. Bu sebeplerden EBV’nün, MS’in 

nedeni mi yoksa oluşan patogeneze sekonder etkisi olan bir faktörü mü olduğu 

bilinmemektedir (Laurence ve Benito-Leon, 2017). 
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2.1.2.2. Vitamin D 

Vitamin D (kolekalsiferol), aslında bir vitaminden çok sekosteroid hormondur 

ve ya beslenme ile alınır ya da UVB varlığında deride 7-dehidroksikolesterolden sentez 

edilir (DeLuca, 2004; Tavera-Mendoza ve White, 2007). Uzun yıllardır kemik 

metabolizmasına olan etkileri bilinmekle beraber son 15 yılda özellikle 

immünomodülatör sisteme katkısı olduğu gösterilmiştir (Pierrot- Deseilligny ve 

Souberbielle, 2017).  

UVB ile vücudun ihtiyacı olan vitamin D’nin %80-90’ı karşılanabilmektedir 

(Wacker ve Holick, 2013). Enleme bağlı güneşe maruz kalma süresi ve buna bağlı 

vitamin D sentezinin artması ile MS riski arasında negatif korelasyon gözlemlenmiştir.   

Bir diğer deyişle;  MS riskinin ekvator düzeyinde minimal, daha yüksek enlemlere 

doğru gidildiğinde ise riskin arttığı uzun zamandır yapılan çalışmalarla ortaya 

konulmuştur (Simpson ve ark., 2011). Göç çalışmalarında gösterildiği üzere, 10-20 yaş 

arasında yüksek enlemden düşük enleme göç edenlerde (ekvatora yaklaşanlarda) MS 

riskinin azaldığı, tam tersi olarak yine aynı yaş aralığında düşük enlemden yüksek 

enlemlere göç edenlerde (kutuplara yaklaşanlarda) MS riskinin arttığı gözlemlenmiştir 

(Handel ve ark., 2010, McLeod ve ark.,2011). Fakat yüksek enlemde yaşamalarına 

rağmen MS riskinin oldukça az olduğu iki topluluk vardır: Eskimolar ve Laponyalılar. 

Bu toplumlar, diyetlerinde yoğun olarak yağlı balık ve ren geyiği eti tüketirler. İki 

besinin de vitamin D oranı yüksektir (Gillie, 2006). Bu durum UVB’nin vitamin D’ye 

bağlı mekanizmalar üzerinden sekonder olarak MS riskine etki ettiğini 

düşündürmektedir (Goodin, 2016). 

MS’in otoimmün bir hastalık olması ve yapılan çalışmalarda MS hastalarındaki 

serum vitamin D düzeyinin kontrol gruplarına göre düşük olduğunun gösterilmesi 

(Nieves ve ark.,1994; Munger ve ark.,2006; Van der Mei ve ark.,2007), vitamin D’nin 

bağışıklık sistemini düzenleyici bir görevi olduğunu düşündürmektedir. Gerçekten de 

literatüre bakıldığında; vitamin D reseptörünün (VDR) T hücrelerinde (Veldman ve 

ark., 2000), dendritik hücrelerde (Hewison, 2012), monosit ve makrofajlarda (Bhalla ve 

ark., 1983; Veldman ve ark.,2000), aktif B hücrelerinde (Chen ve ark., 2007) ve hatta 

nöron ve glial hücrelerde (Baas ve ark., 2000; Langub ve ark., 2001) bulunduğu 

görülmektedir. Ayrıca monosit hücre kültürü, vitamin D ile muamele edildiğinde 

VDR’ye bağlı MHC II kaybı ve kostimülatör moleküllerde azalış olduğu gösterilmiştir 
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(Rigby ve ark., 1990; Almerighi ve ark., 2009).  Monositlerde vitamin D varlığında IL-

1α, IL-6, IL-12, TNFα ve IP-10 gibi proinflamatuvar faktörlerin salınımında azalış 

olduğu gösterilmiştir (Zarrabeitia ve ark., 1992; Kuo ve ark., 2010). Buna ek olarak, 

yine hücre kültürü çalışmalarında vitamin D’nin B hücre proliferasyonunu,plazma hücre 

farklılaşması ve IgG, IgM üretimini ve hafıza B hücresi oluşumunu inhibe ettiği; 

prolifere olan B hücrelerini de apoptoza uğrattığı gösterilmiştir (Chen ve ark., 2007). T 

hücrelerine de etki eden vitamin D, Th1 ve Th17 hücre proliferasyonunu ve bunlara ait 

sitokinlerin üretimini baskılamış, buna karşılık Th2 ve Treg hücre proliferasyonu ve bu 

T hücre alttiplerine ait sitokinlerin üretimini desteklemiştir (Jeffery ve ark., 2009). 

Bütün bu veriler, MS ile vitamin D arasında güçlü bir ilişki olduğunu 

göstermiştir. Bu yüzden MS hastalarında vitamin D takviyesi uygulamasının, MS’i 

iyileştirip iyileştirmeyeceği ile ilgili klinik çalışmalar yapılmıştır. Interferon beta (IFN-

β) tedavisine vitamin D3ün eklenmesi ile hastaların MR aktivitesinde azalma 

gözlemlenmiştir (Soilu-Hanninen ve ark., 2012). Ayrıca MS hastalarına orta seviyede 

vitamin D takviyesinin serumda transform büyüme faktörü beta (transforming growth 

factor beta; TGF-β) seviyesini arttırdığı, Th17 ve effektör hafıza T hücre oranını 

azalttığı gösterilmiştir ( Mahon ve ark.,2003; Sotirchos ve ark., 2016). Doz bağımlı 

yapılan çalışmalarda ise 44ng/mg ‘a kadar olan serum vitamin D seviyesinin MS 

açısından fayda sağladığı, daha yüksek seviyelerde ise plato etkisinin görüldüğü 

belirtilmiştir (Pierrot-Deseilligny ve ark.,2012).  

Bütün bu çalışmalar, daha çok atak ve iyileşmelerle giden MS (relapsing-

remitting MS; RRMS)’de sonuç vermiş olup; progresif seyirli giden MS’lerde vitamin 

D ile ilgili anlamlı bir fayda görülememiştir (Muris ve ark.,2016; University of 

California ve ark., 2016). 

2.1.2.3. İnsan Lökosit Antijeni (Human Leukocyte Antigen; HLA) ve Diğer 
Genetik Faktörler 

Genetik faktörlerin MS oluşumunda rol oynayabileceği ile ilgili ilk tespitler, MS 

hastaları ve aileleri ile yapılan çalışmalardan gelmiştir. Kardeşi MS olan birinin MS 

olma ihtimali genel populasyona göre 20-30 kat daha fazladır. Genetik benzerlik oranı 

arttıkça, örneğin monozigot ikizlerde, bu oran 200 kata kadar çıkmaktadır (Ebers ve 

ark., 1995;Willer ve ark.,2003;Nielsen ve ark.,2005;Ristori ve ark.,2006). 
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İnsan Lökosit Antijenleri (Human Leukocyte Antijen; HLA), birçok otoimmün 

hastalıkta olduğu gibi MS’de de çokça araştırılmış ve çeşitli HLA molekülleri ile MS 

arasında hastalık riskini arttırıcı ya da hastalıktan koruyucu ilişkiler ortaya çıkarılmıştır. 

Örneğin; HLA-DRB1*15:01 alleli taşıyanların bu alleli taşımayanlara göre MS olma 

ihtimali 2-3 kat daha fazladır (Patsopoulos ve ark.,2013). Yapılan çalışmalar, HLA 

lokuslarının MS genetik riskine %20-30 arasında katkı yaptığını belirtmektedir (Haines 

ve ark.,1998). 

HLA dışı genetik risk faktörleri ile ilgili ilk bilgiler, bir GWAS çalışmasında IL-

2RA ve IL-17RA ile MS arasında gösterilen ilişkiyle gelmiştir (International Multiple 

Sclerosis Genetics Consortium ve ark.,2007). Daha sonra devam eden GWAS 

çalışmalarıyla şüpheli genlere CD58, TYK2, STAT3 ve TNFRSF1A eklenmiştir 

(Sawcer ve ark.,2014).  

İlginç olarak, RRMS ve primer progresif MS (PPMS) arasında farklı gen 

anlatımları da gösterilmiştir (Koch ve ark., 2018). 

 

2.1.3. Alttipleri 

2.1.3.1. Radyolojik İzole Sendrom (RİS) 
MS’e ait herhangi bir şikayet ya da bulgu olmadan, başka sebeplerden ötürü 

çekilen MR’da MS’i düşündüren lezyonların görülmesi durumudur (Okuda ve ark., 

2009). Yapılan çalışmalarda bu hastaların %45’inin 5 yılda MS tanısı aldıkları 

gösterilmiştir (Siva ve ark.,2009). Ayrıca son yıllarda yapılmış çok-merkezli bir 

çalışma, erkek cinsiyet ve spinal kord lezyonuna sahip RİS’lerin PPMS’e dönüşme riski 

olduğunu ve RIS’in MS spektrumunun biyolojik bir parçası olduğunu önermiştir 

(Kantarcı ve ark.,2016). 

2.1.3.2. Klinik İzole Sendrom (KİS) 
PPMS hariç; MS hastalarının çok büyük bir kısmının hastalığı aslında tek atakla, 

yani KİS olarak başlar ve bu atak genellikle optik sinir, beyin sapı, serebellar ve/veya 

omurilik tutulumu gösterir (Thompson ve ark.,2018). 

Fakat her KİS, MS’e dönüşmemektedir. 5 yıl içinde, BOS ve MR bulguları 

negatif olan hastalarda %30, bu tanı yöntemlerinden birinde pozitiflik görülmüş ise 
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%50, her iki tanı yönteminde pozitiflik yakalanmış ise %80 oranında MS’e dönüşüm 

gözlemlenmiştir. 

KİS’li hastalarda son yıllarda yapılan çalışmalarda, hastaların kognitif 

fonksiyonlarının sağlıklı kontrollere göre düşük olduğunun saptanması, aslında 

preklinik seviyede bu hastalarda MS patofizyolojisinde görülen demiyelinizasyon ve 

nörodejenerasyon yolaklarının devrede olduğunu düşündürmektedir (Miller ve 

ark.,2005a; Miller ve ark.; 2005b). 

2.1.3.3. Atak ve İyileşmelerle Giden MS (Relapsing-Remitting MS; RRMS) 

RRMS, atak ve tam ya da tama yakın iyileşmelerle seyreden ve  MS hastalarının 

%85’inde görülen en yaygın MS türüdür. Ataklar saatler-günler içesinde gelişir, 

haftalar-birkaç aya kadar düzelir. Ataklar arası dönemde hasta nörolojik olarak stabildir 

(Compston ve ark.,2006). 

Doğal seyrinde hastalık yavaş seyirlidir ve hastaların yaklaşık %50’sinde 

semptomların başlamasından tek taraflı yardımla yürüme ihtiyacının gözükmesine kadar 

geçen süre genellikle 15-20 yıldır.  

Hastalığın bu alttipi inflamasyon ağırlıklı seyreder. MRG’de kontrast tutulumu 

fazladır. Beyin atrofisi ve akson kaybı azdır(Turan,2013). RRMS hastalarının MRG 

görüntülerine bakıldığında sıklıkla T2 ağırlıklı sekanslarda veya KBB inflamasyona 

bağlı fokal yıkımdan dolayı, gadolinum pozitif lezyonlar görülür(Compston ve ark., 

2006). 

2.1.3.4. Sekonder Progresif MS (SPMS) 

RRMS hastalarının %15-30 kadarında; yaklaşık 15-20 sene sonunda 

nörodejenerasyonun ön plana geçtiği, atakların azaldığı bunun yerine progresif fazın 

hakim olduğu bir döneme geçilir (Turan,2013; Thompson,2018). 

Bu dönemde ,MRG bulgularında akut inflamasyon göstergesi olan yeni T2 veya 

gadolinum pozitif lezyon alanları yerine, beyin atrofisi ön plana çıkmaktadır.  

Erkek cinsiyet, ilk atakların sık olması, erken dönemde motor ve serebellar 

bulgu ve tutulumların olması, hastalığın beşinci yılında orta derecede sekellik görülmesi 

ve MRG yükünün fazla olması SPMS için risk faktörleridir (Goodin, 2016). 
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2.1.3.5. Primer Progresif MS (PPMS) 

MS hastalarının %10’unu kapsar ve hastalığın başından itibaren akut atak 

dönemleri olmaksızın sürekli progresyon ile izlenir.  

SPMS’de olduğu gibi MRG bulgularında aktif inflamasyon alanları az, 

nörodejenerasyon ön plandadır. Ayrıca yine SPMS’ye benzer ve RRMS’den farklı 

olarak; cinsiyet oranı eşit, 40’lı yaş başlangıçlı ve mevcut tedavilere daha dirençlidir 

(Turan,2013; Goodin,2016). 

2.1.4. Klinik 

MS, her yaşta görülebilmekle bereber sıklıkla 20-40 yaş arası genç erişkin 

bireyleri etkilemektedir. Kadın erkek oranı yaklaşık 2:1 dir (Turan, 2013) 

2.1.4.1. Belirti ve Bulgular  

2.1.4.1.1. Motor Semptomlar 

En sık görülen belirtiler motor bulgulara aittir. Genellikle tek taraflı alt 

ekstremite etkilenmesi ile başlar, daha sonra çift taraflı tutulum görülür. Derin tendon 

reflekslerinde artma ve patolojik refleks görülür. Bu belirtilere genelde bacakta spastik 

paraparezi eşlik eder. 

Üst ekstremitede güçsüzlük distal kaslarla sınırlıdr. 

Motor semptomlar egzersiz ve ısı ile kötüleşebilir (Eraksoy ve Akman-Demir, 

2009; Turan,2013). 

2.1.4.1.2. Somatosensoriyal Bulgular 

Somatosensoriyal belirtiler, MS hastalarının hemen hemen hepsinde görülen ve 

en sık karşılaşılan ilk semptomlardır. Hastalar bu belirtileri genellikle yanma, uyuşma, 

gerilme ve karıncalanma olarak tanımlarlar. Vibrasyon ve pozisyon duyusu 

kaybolabilir. 

En sık görülen somatosensoriyal bulgu Lhermitte bulgusudur, boynun ani öne 

fleksiyonu ile omurilikte, kol ve bacaklarda ani elektriklenme, çarpılma hissidir. Fakat 

bu belirtinin MS’e spesifik olmadığı unutulmamalıdır. 

MS hastalarında çoğunlukla görülen bir diğer bulgu nöropatik ağrıdır. Ayrıca 

spastisite nedeni ile bacaklarda ağrı ve kramp da görülür (Eraksoy ve Akman-Demir, 

2009; Turan,2013). 
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2.1.4.1.3. Beyin Sapı Semptomları 
Bu tutulumun en sık görülen belirtisi oküler hareket bozukluklarıdır. Nistagmus, 

bulanık görme, görüntünün zıplaması, çift görme ve odaklanamama başlıca bulgulardır. 

Dizartrik konuşma sıklıkla görülen bir başka beyin sapı semptomudur. 

Konuşmalar patlayıcı ya da sarhoş konuşması tarzındadır. 9. ve 10. kraniyal sinirlerin 

etkilenmesine bağlı olarak nazal konuşma görülebilir (Eraksoy ve Akman-Demir, 2009; 

Turan,2013). 

2.1.4.1.4. Görme Yolları Semptomları 
Optik nöropati, genel MS populasyonunun %17’sinin başlangıç belirtisidir ve 

%50’den fazla MS hastası hayatı boyunca en az bir kez optik nöropati atağı geçirir. Göz 

hareketlerine bağlı göz çevresinde ağrı ile birlikte görme keskinliği azalır, görme 

kayıpları oluşabilir. 

Isı yine burada kötüleştirici bir faktördür: Vücut ısısı arttığında görmenin 

bulanıklaşıp tekrar eski haline döndüğü Uthoff belirtisi görülebilir (Eraksoy ve Akman-

Demir, 2009; Turan,2013). 

2.1.4.1.5. Serebellar Bulgular 

Yürüme ataksisi başlangıç bulgularının %11’inde görülür. Diğer serebellar 

bulgular: ataksi, dismetri, disdiadokokinezi, aksiyon tremorudur (Eraksoy ve Akman-

Demir, 2009; Turan,2013). 

2.1.4.1.6. Kognitif ve Psikiyatrik Bulgular 

Kognitif bozukluklar MS hastalarının %40-70’inde bulunur. MS’in başlangıç 

yaşı, süresi ve fiziksel özürlülüğünden çok MRG’de görülebilecek beyin atrofisi, 

genişlemiş ventrikül ve korpus kallosum; kognitif bozukluklarla pozitif korelasyon 

gösterir.  MS hastalarında sıklıkla bellek bozulması, dikkatsizlik, yavaş bilgi işleme 

görülür. 

Psikiyatrik bulgular olarak anksiyete ve depreson en sık görülen semptomlardır. 

Psikotik bulgular MS başlangıcındaki az sayıdaki hastada gözlemlenmiştir (Eraksoy ve 

Akman-Demir, 2009; Turan,2013). 
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2.1.4.1.7. Yorgunluk ve Uyku Bozuklukları  
Yorgunluk, MS’in en sık görülen belirtilerinden birisidir. Hastaların neredeyse 

%80’inde görülür. 

Uyku bozuklukları normal populasyona göre 3 kat daha fazladır. Nadir olarak 

narkolepsi vakaları bildirilmiştir (Eraksoy ve Akman-Demir, 2009; Turan,2013). 

2.1.4.1.8. Mesane, Barsak ve Seksüel Bozukluklar 

MS hastaları genellikle sık idrara çıkma, idrarı yetiştirememe,idrar kaçırma ve 

defakasyon bozukluklarından yakınırlar. Atakla birlikte ortaya çıkarak geçici 

olabilmekle birlikte, çoğunlukla kalıcıdır.  

Seksüel işlev bozuklukları sıklıkla karşılaşılan ama toplumsal baskı yüzünden 

seyrek söz edilen belirtilerdir. Erkeklerde erektil işlev bozukluğu, ejekülasyon, libido 

azalması; kadınlarda yine libido azalması, orgazm olamama ve lubrikasyon sorunu 

olabilir (Eraksoy ve Akman-Demir, 2009; Turan,2013). 

2.1.4.2. Tanı 
Jean Martin Charcot, MS’i klinik ve histopatolojik olarak tarihte ilk tanımlayan 

kişidir ve özellikle histopatolojik bulguları günümüzde bile altın standart özelliğini 

korur Charcot MS’i, MSS’ini multifokal olarak etkileyen ve zamansal olarak tekrarlı 

veya progresif seyirli olarak tanımlamıştır(Charcot, 1889). 

MS tanısı, günümüzde öncelikli olarak klinik bir tanıdır ve tanı için hastanın 

tıbbi öyküsü, nörolojik muayenesi, MRG ve diğer tanısal görüntüleme sonuçları, BOS 

tetkiki ve uyarılmış potansiyeller tetkiki değerlendirilir (Boz, 2013). 

MS tanısı için 1950’lerden beri tanı kriterleri geliştirilmektedir (Boz, 2013). En 

çok kullanılan tanı kriterleri 1983’ten beri yayınlanan Poser ve 2001’den beri 

yayınlanan McDonald kriterleridir. McDonald kriterlerinin en son revize maddeleri 

Tablo 2-1 gibidir. 

Tablo 2-1. McDonald Tanı Kriterleri (2017) 

Klinik Durum MS Tanısı İçin Ek Kriterlere 

 2 veya daha fazla atak ve 2 veya daha 

fazla lezyonun klinik kanıtı ya da; 

 2 ya da daha fazla atak ve farklı 

 Ek teste gerek yoktur. 
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lokasyonlarda lezyon içeren önceki 

atakların net tarihsel kanıtı ile 1 lezyonun 

klinik kanıtı 

 

 2 ya da daha fazla atak ve 1 lezyonun 

klinik kanıtı 

 Uzaysal dağılım, bu kriterlerden biri ile 

gösterilmelidir: 

 Farklı MSS alanını etkileyen ek klinik atak 

 MSS'nin periventriküler, kortikal, jukstakortikal, 

infratentoryal veya spinal kord alanlarından 2 

veya daha fazlasında 1 veya daha fazla MS’e 

özgü T2 lezyonu 

 1 atak ve 2 veya daha fazla lezyonun 

klinik kanıtı 

 Zamansal dağılım bu kriterlerden biri ile 

gösterilmelidir: 

 Ek klinik atak 

 MS tipik MRG lezyonlarının hem güçlendirici 

hem de güçlendirici olmayan eşzamanlı varlığı, 

veya yeni T2 veya güçlendirilmiş MRG 

lezyonunun karşılaştırılması 

 BOS OKB’leri 

 1 atak ve 1 lezyonun klinik kanıtı 

 Uzaysal dağılım bu kriterlerden biri ile 

gösterilmelidir: 

 Farklı MSS bölgelerini etkileyen ek atak 

 MSS'nin periventriküler, kortikal, jukstakortikal, 

infratentorial veya spinal kord alanlarından 2 

veya daha fazla bölgesinde 1 veya daha fazla 

MS’e özgü T2 lezyonu: 

 Zamansal dağılım bu kriterlerden biri ile 

gösterilmelidir: 

 Ek klinik atak 

 MS tipik MRG lezyonlarının hem güçlendirici 

hem de güçlendirici olmayan eşzamanlı varlığı, 

veya yeni T2 veya güçlendirilmiş MRG 

lezyonunun karşılaştırılması 

 BOS OKB’leri 

 1 yıllık hastalık ilerlemesi (geriye dönük  Uzaysal dağılım bu kriterlerden biri ile 
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veya ileriye dönük) gösterilmelidir: 

 MSS'nin periventriküler, kortikal, jukstakortikal 

ve infratentorial alanlarından 1 veya daha fazla 

MS-tipik T2 lezyonu 

 2 veya daha fazla T2 omurilik lezyonu 

 BOS OKB’leri 

 

2.1.4.3. Tedavi 

MS tedavi yöntemleri, genel olarak, MS’s spesifik olan hastalık-düzenleyici 

tedavi ve MS hastalığının diğer sistemlerde oluşturduğu semptomlar için yapılan 

semptomik tedavi olarak ikiye ayrılabilir. 

2.1.4.3.1. Hastalık-Düzenleyici Tedavi 
MS, temel olarak nöroimmünolojik bir hastalık olduğundan kullanılan tedaviler 

immünsupresan (fingolimod, natalizumab, ocrelizumab) veya immunomodülatuar 

(interferon beta, glatiramer acetate, teriflunomid) şeklinde olmaktadır.  

Bu tedaviler, daha çok RRMS hastaları üzerinde anlamlı iyileşme 

gösterebilmektedir. Bu ilaçlardan sadece ocrelizumabın PPMS progresyonunu 

yavaşlattığı bildirilmiştir (Montalban ve ark.,2017). 

Lisanslı hastalık-düzenleyici tedaviler ile ilgili özet bilgiler Tablo 2-2’de 

verilmiştir. 

Tablo 2-2. MS Hastalık Düzenleyici Tedavi 

Jenerik isim Mekanizma Kullanış 

Avonex† (Interferonβ-1a) Antijen sunumunu azaltır. 

T hücre çoğalmasını azaltır. 

Sitokin ekspresyonunu 

değiştirir. 

Immunsupresor mekanizma-

ları yeniden canlandırır. 

Intramüsküler, haftada 1 defa 
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Rebif† (Interferonβ-1a) Antijen sunumunu azaltır. 

T hücre çoğalmasını azaltır. 

Sitokin ekspresyonunu 

değiştirir. 

Immunsupresor mekanizma-

ları yeniden canlandırır. 

Subkütan, haftada 3 defa 

Betaferon† (Interferonβ-1b) Antijen sunumunu azaltır. 

T hücre çoğalmasını azaltır. 

Sitokin ekspresyonunu 

değiştirir. 

Immunsupresor mekanizma-

ları yeniden canlandırır. 

Subkütan, 2 günde 1 defa 

Extavia† (Interferonβ-1b) Antijen sunumunu azaltır. 

T hücre çoğalmasını azaltır. 

Sitokin ekspresyonunu 

değiştirir. 

Immunsupresor mekanizma-

ları yeniden canlandırır. 

Subkütan, 2 günde 1 defa 

Plegridy† (Peginterferonβ-

1a) 

Antijen sunumunu azaltır. 

T hücre çoğalmasını azaltır. 

Sitokin ekspresyonunu 

değiştirir. 

Immunsupresor mekanizma-

ları yeniden canlandırır. 

Intramüsküler, 2 haftada 1 

defa 

Copaxone† (Glatiramer 

asetat) 

Anti-inflamatuvar 

lenfositlerin 

proliferasyonunu uyararak T 

hücre farklılışmasında 

değişiklik yapar. 

Subkütan, her gün veya iki 

preparasyon olarak haftada 3 

defa 
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Tecfidera† (Dimetil fumarat) İnflamatuvar sitokinlerin 

salınımını azaltır. 

Antioksidan yolakları aktive 

eder. 

Ağız yoluyla günde 2 defa 

Aubagio† (Teriflunomid) Otoreaktif B ve T 

hücrelerinin 

proliferasyonunu  inhibe 

eder. 

Anti-inflamatuvar yönde 

immünolojik sistemi regüle 

eder. 

Ağız yoluyla, günde 1 defa 

Gilenya (Fingolimod) Lenfositlerin lenf 

nodüllerinden çıkmasını 

engeller. 

Ağız yoluyla, günde 1 defa 

Tysabri† (Natalizumab) α-4 integrini bloklayarak 

lenfositlerin MSS’ye geçişini 

engeller. 

İntravenöz, 4 haftada bir 

hastane kliniğinde 

uygulanmalıdır. 

Mavenclad (Kladribin) B ve T hücre sayısını azaltır Ağız yoluyla, 2 kür 12 ay ara 

ile uygulanır. 

Lemtrada† (Alemtuzumab) anti-CD52 antikoru. 

B ve T hücre sayısını azaltır. 

İntravenöz, 2 kür 12 ay ara 

ile uygulanır. 

Ocrevus† (Ocrelizumab) Anti-CD20 antikoru. 

B hücre sayısını azaltır. 

İntravenöz, 4 kür 6 ay ara ile 

uygulanır. 

 

2.1.4.3.2. Semptomik Tedavi 

Semptomik tedaviler, MSS hasarına bağlı bulguları tedavi etmek amaçlı 

kullanılan farmakolojik ve diğer tedavi seçeneklerini kapsar. MS’in nedenlerinden çok, 

sekonder olarak etkilediği yolaklar üzerine etkilidir (Dobson ve Giovannoni, 2018). 
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Bu tedaviler ile ilgili özet bilgi Tablo2-3’te verilmiştir. 

 

 

 

 

Tablo 2-3. MS Semptomik Tedavi 

Semptom Farmakolojik ve farmakolojik olmayan 

tedavisi 

Spastisite Farmakolojik: Baklofen, tizandin, 

gabapentin, dantrolen, klonazepam, botulin 

toksin enjeksiyonu, fenol enjeksiyonu 

Non-farmakolojik: Egzersz, fizyoterapi, 

hidroterapi. 

Yorgunluk Farmakolojik: Amatadin, modafinil. 

Non-farmakolojik: Egzersiz, kognitif 

davranışsal terapi, iş terapisi. 

Dolaşım bozukluğu Farmakolojik: Fampridin 

Non-farmakolojik: Egzersiz, fizyoterapi 

Ataksi ve tremor Farmakolojik: Propanol, klonazepam, 

levetirasetam, izoniazid, botulin toksin 

enjeksiyonu. 

Non-farmakolojik: Fizyoterapi, belirli 

vakalarda cerrahi işlem 

İdrar torbası disfonksiyonu Farmakolojik: oksibutinin, tolterodin, 

solifenasin, desmopressin sprey, botulin 

toxin, kannabinoidler, mirabegron. 

Non-farmakolojik: Tibial sinir uyarımı, 

sakral nöromodulasyon, cerrahi müdahale. 
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Seksüel disfonksiyon Farmakolojik:sildenafil, intraüretral 

alprostadil 

Non-farmakolojik: kognitif ve davranışsal 

terapi, pelvik duvarı fizyoterapisi 

Barsak disfonksiyonu Farmakolojik: laksatifler, rektal stimülanlar, 

transanal lavaj 

Non-farmakolojik: abdominal masaj, 

biofeedback alıştırması, rektal lavaj, sakral 

sinir uyarımı, tibial sinr uyarımı. 

Depresyon ve duygusal labiliteler Farmakolojik: antidepresanlar, amitriptilin, 

dekstrometorfan, quinidin. 

Non-farmakolojik: kognitif ve davranışsal 

terapi 

Kognitif bozukluk Farmakolojik: donepezil, memantin 

Non-farmakolojik: kognitif rehabilitasyon 

Görme problemleri Farmakolojik: gabapentin, memantin 

Non-farmakolojik: yok 

Ağrı Farmakolojik: amitriptilin, duloksentin, 

gabapentin, pregabalin, kapsaisin, 

karmazepin, aksarbazepin, lamotrigin, 

baklofen 

Non-farmakolojik: fizyoterapi, trigeminal 

nörolglia için cerrahi işlemler. 

 

2.1.5.  Multipl Skleroz Patogenezi 

2.1.5.1. MS Immünohistopatolojisi 
MS hasta beynindeki aktif lezyonlar, immunohistokimyasal analizde genel 

olarak 4 farklı patern gösterirler. Farklı paternler olması MS’nin bulunduğu evre ve 
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zaten MS’nin başlı başına heterojen bir hastalık olması ile ilgilidir (Lucchinetti ve 

ark.,1996; Lucchinetti ve ark.,2000; Lassman ve ark.,2001).  

2.1.5.1.1. Patern 1  

MS hastalarının %15’inde gözlemlenmiştir. Lezyon merkezinde küçük ven veya 

venüller bulunur. Sınırları keskindir. T hücreleri ve makrofajlar çoğunluktadır. Miyelin 

kaybı gözlenir. Plak çevresinde remiyelinizasyonun sonucu olarak gölge plak 

oluşumları görülür.Birçok RRMS hastası bu paterne sahiptir(Lucchinetti ve ark.,1996; 

Lucchinetti ve ark.,2000; Lassman ve ark.,2001). 

2.1.5.1.2. Patern II 

Hastalarda en çok rastlanan (%58 oranında) aktif plak paternidir. Antikor aracılı 

patern olarak da bilinir. Patern I’de gözlemlenen bütün immunopatolojik bulgular 

burada da gözlemlenir. Ek olarak, aktif miyelin yıkım alanlarında IgG ve kompleman 

depozitleri bulunur. Bazı RRMS hastalarında görülür(Lucchinetti ve ark.,1996; 

Lucchinetti ve ark.,2000; Lassman ve ark.,2001). 

2.1.5.1.3. Patern III 

MS hastaların %26’sında mevcuttur. Lezyon sınırları belirgin değildir ve 

inflamasyon alanında T hücreleri ve makrofajın yanı sıra aktif glia infiltrasyonu 

gözlenir. Miyelin kaybında özellikle miyelin ilişkili glikoprotein (myelin associated 

glycoprotein;MAG) azalması ön plandadır. Lezyon alanlarında apoptotik hücreler ve 

demiyelinizasyon beraber görülür(Lucchinetti ve ark.,1996; Lucchinetti ve ark.,2000; 

Lassman ve ark.,2001). 

2.1.5.1.4. Patern IV 

Hastaların %1’inde gözlemlenebilmiştir. İnflamasyon alanlarında T hücreleri ve 

makrofajlar yoğunluktadır. Ayrıca oligodendrosit kaybı gözlemlenir. Apoptotik hücre 

ölümü morfolojisine rastlanmaz. PPMS olgularında patern IV gözlemlenir (Lucchinetti 

ve ark.,1996; Lucchinetti ve ark.,2000; Lassman ve ark.,2001). 

Bir diğer plakları sınıflama yöntemi ise plakların zamansal özelliklerine göredir 

(Wu ve Alvarez, 2011). 
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2.1.5.1.5. Akut MS plakları 
Hastalığın en erken dönemini temsil eden bu plaklar; perivasküler alanda yoğun 

olarak gözlemlenir. İnflamatuvar hücre infiltrasyonu, miyelin kaybı ve parankimal 

ödem bu plaklar için tipiktir. Oligodendrosit apoptozu ve yıkımı görülür (Grenfield ve 

ark., 2008; Popescu ve Lucchinetti,2012). 

2.1.5.1.6. Kronik plaklar 

Aktif plaklardan farklı olarak bu plaklar hiposellüler özellik gösterir. Ayrıca 

miyelin kaybının yanı sıra, akut plaklardan farklı olarak glioziz yoğun olarak 

gözlemlenir. Kronik plaklar kendi içinde ikiye ayrılır: lezyon çevresinde aktif 

inflamasyonun olduğu kronik aktif plaklar ve inflamasyonun tamamen durduğu kronik 

sessiz plaklar (Greenfield ve ark.,2008). 

 

2.1.5.2. MS İmmünolojik Mekanizmalar 

MS; hem ak madde hem de gri cevheri etkileyen, otoimmün MSS hastalığıdır. 

İmmünolojik hücrelerin (T hücreleri, B hücreleri, doğal immünite hücreleri) aktif ve 

önemli rol oynaması, bu hastalığın otoantijenlere karşı yanıtla oluştuğunu 

düşündürmektedir (Thompson ve ark., 2018).  

MSS miyelin kılıfı otoantijenlerine karşı yanıtın nasıl başladığı tam olarak 

bilinmemekle birlikte bunun iki şekilde olabileceği düşünülmektedir. İlk teori, MSS 

yerleşik modele göre, otoimmünite ilk MSS’de başlar, sonra parçalanmaya bağlı olarak 

otoantijenlerin açığa çıkan altbirimleri dolaşım sistemi ile pasif  ya da antijen sunan 

hücreler aracılığı ile aktif bir şekilde periferik immün sisteme taşınır. Diğer teori, MSS 

dışı modele göre, mikrobial veya viral antijenle moleküler benzerlik sebebi ile 

otoantijen uyarımı, ilk periferde başlar. Kan beyin bariyerinin (KBB) yıkılması ile 

birlikte, bu miyelin kılıfı hedef olarak algılama potansiyeline sahip uyarılmış 

bağışıklılık sistemi hücreleri MSS’ye geçer. Son yıllarda yapılan çalışmalar ışığında; 

RRMS’in MSS dışı teori, progresif MS’lerin ise MSS yerleşik model ile oluştuğu 

düşünülmektedir (Hemmer ve ark.,2015). 

MS, uzun yıllardır T hücre aracılı otoimmün bir hastalık olarak 

tanımlanmaktadır. Gerçekten de MS lezyonlarına baktığımız zaman; büyük oranda T 
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hücreleri (özellikle CD8+
 T hücreleri) ve makrofaj/mikroglial hücre aktivasyonu; daha 

az oranda B hücreleri ve diğer immün hücreler gözlemlenir.  

 Miyelin proteinlerine reaktif CD8
+
 T hücrelerinin hastalık patogenezinde 

önemli rolü olduğu uzun yıllardır çalışmalarla gösterilmiştir (Friese and Fugger, 2009). 

İn vitro çalışmalarda CD8+
 T hücrelerinin, nöron ve oligodendrositlere litik 

mekanizmalarla zarar verdiği; in vivo çalışmalarda ise MS lezyonlarındaki aksonal 

hasarın, lezyonlardaki CD8
+
 T hücre yoğunluğu ile korole olduğu gösterilmiştir 

(Jurewicz ve ark.,1998; Bitsch ve ark.,2000). 

CD4
+
 T hücre alt tiplerinden Th1 ve Th17  hücreler, MS için önemli bir diğer T 

hücre gruplarıdır. Çeşitli çevresel ve genetik etmenlerin etkisiyle, periferde aktive olan 

CD4
+
 T hücrelerin MSS’ye göçü ile MS lezyonlarının oluştuğu düşünülmektedir 

(İdiman, 2013). Bu konuda yapılan ilk çalışmalarda, hastalığı transfer edenin Th1 

hücreleri olduğu önerilmiştir (Pettinelli ve ark., 1981). Fakat sonrasında devam eden 

çalışmalarla Th17 hücrelerinin MS patogenezinde çok daha önemli rolü olduğunu 

ortaya koymuştur (Goverman, 2009). Bu çalışmalardan birinde genetik olarak IFN-

gamma yetersizliği olan farelerde, MS hayvan modeli olarak kullanılan deneysel 

otoimmün ensefalomiyelit (experimental autoimmune encephalomyelitis; EAE) 

uygulanmış ve bu farelerin EAE modeli oluşumuna dirençli olmadığı gösterilmiştir 

(Chu ve ark.,2000). 

Gerek insan MS lezyonlarında yoğun Th17 hücrelerinin gösterilmesi (Jadidi-

Niaragh ve Mirshafiey,2011) gerek EAE çalışmalarında Th17 hücrelerinin ve ilgili 

yolakların hastalık patogenezi ile anlamlı bulunması (Betelli ve ark.,2008), Th17’nin 

MS hastalığında önemli bir rolü olduğuna işaret etmektedir. Özellikle Th17 hücrelerinin 

KBB bütünlüğünü bozduğunun gösterilmesi, MSS inflamasyonunda kilit bir rolü 

olduğunu düşündürmektedir (Kebir ve ark.,2007). Ayrıca Th17; temel sitokini IL-17 

aracılığı ile MSS immün yanıtında önemli hücreler olan mikroglia ve makrofaj 

aktivasyonunu, IL-9 ile de Th17’nin MSS göçünü arttırdığı gösterilmiştir 

(İdiman,2013). 

MS, her ne kadar T hücre aracılı bir hastalık olarak tanımlansa da; bazı MS 

hastalarında miyelin kılıf antijenlerine karşı otoantikor bulunması (Staun-Ram ve 

Miller,2017), BOS’ta miyelin antijenlerine reaktif B hücre varlığı (Abaul-Enein ve 

ark.,2004), SPMS hastalarının parankim ve meninkslerinde lenfoid foliküllerin varlığı 
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(İdiman, 2013) bazı MS hastalarının plazmaferez veya immunoabsrobsiyon 

tedavilerinden yararlanım sağlamaları (Keegan ve ark., 2005; Heigl ve ark.,2013) ve B 

hücre yüzey işareti  CD20’ye karşı bir antikor olan rituxumabın MS tedavisinde 

kullanılması (Piccio ve ark.,2010); MS’de B hücrelerinin rolü olduğuna işaret 

etmektedir. Fakat rituxamb tedavisinin MS ataklarını azaltmasına karşın BOS’taki 

antikor seviyesini etkilememesi, B hücrelerinin hastalık patogenezine antikor 

mekanizmasından bağımsız etki ettiğini düşündürmektedir (Piccio ve ark.,2010; Michel 

ve ark.,2015). Gerçekten de yakın zamanda B hücrelerinin MHC sınıf II aracılığı ile T 

hücrelerine antijen sunduğu gösterilmiştir (Adler ve ark.,2017). 

T regülatör hücreler (Treg), immünolojik sistemin aşırı ve uzun zamanlı 

reaksiyon vermesini engelleyen bir kontrol sistemidir (İdiman, 2013). MS ile ilgili gerek 

in vitro gerekse in vivo çalışmalarda, bu regülatör sistemin çalışmasında aksaklık 

olduğu gösterilmiştir. MS’de Treg yapı ve işlevinin bozulduğunu gösteren 

mekanizmalar şöyledir: Foxp 3 ekspresyonunda azalış, Treglerin Th17’yi kontrol etme 

yeteneklerinde azalış, Treglerin timustan perifere göçünde azalma, Treglerin 

dönüşümünde artma ve TCR  yapısında bozulma (Huan ve ark.,2001; Venkenve ve 

ark.,2008) 

MS patogenezinde NK hücrelerinin hem immunsupresif hem de proinflamatuvar 

etkileri vardır. İnsan NK hücrelerinin, sitotoksik CD56
soluk

 ve immünregülatör etkisi de 

bulunan CD56
parlak

 olmak üzere iki tipi vardır. MS hastalarının BOS’ları incelendiğinde 

CD56
parlak, serumlarına bakıldığında CD56soluk 

 seviyesinin yüksek olduğu görülmüştür. 

Ayrıca IFN-β, daclizumab, natalizumab gibi tedavilerin immünregülatör işlevi olan 

CD56
parlak

 populasyonunu arttırdığı gösterilmiştir (Bielekova ve ark.,2006; Saraste ve 

ark.,2007; Putzi ve ark., 2010; Elkins ve ark.,2015). 

 

2.1.5.3. MS Nörodejeneratif Mekanizmalar 

MS otoimmün bir MSS hastalığı olarak tanımlansa da, hastalığın 

progresyonunda hatta daha en başında bile nörodejenerasyon kaçınılmazdır. Literatürde 

gittikçe artan sayıda çalışma, MS’de nörodejenerasyonun otoimmüniteye sekonder 

olarak ortaya çıkan bir durumdan ziyade hastalık patogenezinde inflamasyonla beraber 

görülen paralel bir  mekanizma olduğuna işaret etmektedir (Kawachi ve 
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Lassmann,2017). Hatta bu konu ile ilgili, bazı derlemeler ve çalışmalar MS’in aslında 

nörodejeneratif bir hastalık olduğu önermiştir (Trapp and Nave, 2008; Chaudhuri, 2013) 

Charcot zamanından bu yana MS lezyonlarında nöroinflamasyon ile birlikte 

aksonal hasar/aksonal dejenerasyonun da görüldüğü bilinmektedir. (Charcot,1868; 

Kornek ve Lassmann,1999). Hatta radyolojik çalışmalar, sadece beyaz madde 

lezyonlarının değil; kortikal ve derin gri madde lezyonlarının da MS hastalarında 

görülen kognitif bozulma ve özürlülük gelişimi ile doğru orantılı olduğunu göstermiştir 

(Rudick ve ark.2009; Harrison ve ark., 2015). Ayrıca erken dönem MS ve KIS 

hastalarının %38’inde, histopatolojik bulguların nörodejenerasyonla korole olduğu 

gösterilmiştir (Lucchinetti ve ark.,2011). 

MS’deki nörodejenerasyonun moleküler mekanizmaları bugüne kadarki 

çalışmaların ışığındaki aşağıdaki gibi özetlenebilir (Kawachi ve Lassmann,2017): 

 Mikroglia ve/veya makrofajlarda görülen oksidatif patlama 

 Mitokondriyal hasar ve buna bağlı aksonal enerji kaybı 

 Histotoksik hipoksi 

 Wallerian dejenerasyonu 

 Yaşa bağlı demir birikimi 

 Menenjial inflamasyon 

 Astrosit aktivasyonu  

2.1.5.4. Kan Beyin Bariyeri ve Multiple Skleroz İlişkisi 
Kan beyin bariyeri (KBB); beyin parankimi ve dolaşım sistemi arasında olan, 

beynin homeostazını korumak için kontrollü metabolik ürün değişimi yapan ve 

bağışıklık sistemi elemanlarını sınırlı geçiren fakat patojen ve periferde bulunabilecek 

nörotoksik maddelerin girişini engelleyen bir yapıdır. Bu yapı oldukça karmaşık olup 

nörovasküler birim (NVB) denilen dört elemandan oluşur: endotel hücreler, perisitler, 

astrositler ve bazal membran (Spencer ve ark.,2018). 

Endotel hücreler arasında bulunan sıkı bağlar ve adheren bağlar (Ballabh ve 

ark.,2004), perisitlerin KBB oluşumuna ve vasküler sisteme etkileri (Armulik ve 

ark.,2010; Hall ve ark., 2014), astrositlerin anjiogenez ve taşıyıcı hücre yüzey 

elemanları ekspresyonuna katkısı (Alvarez ve ark.,2011) ile KBB kontrollü ve dinamik 
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olan yapısını korumaktadır. Bu yapının bozulması, direkt veya indirekt şekilde birçok 

MSS hastalığının oluşumuna neden olur. 

MS’nin daha en erken evrelerinde KBB yapısı bozulur. Radyolojik incelemeler 

gadolinum pozitif lezyonlarda KBB yapısının bozulduğunu göstermiştir (Spencer ve 

ark.,2018). Sadece aktif lezyonlarda değil normal görünümlü ak madde de KBB 

bozulmasına bağlı MRG değişiklikleri mevcuttur (Filippi ve ark.,1998). 

Ayrıca patolojik incelemelerle, KBB’deki sıkı bağların bozulması ile birlikte 

perivasküler alanda fibrinojen birikimi ve astroglioziz olduğu ortaya konmuştur 

(Alvarez ve ark.,2011). T hücrelerinden salınan matriks metalloproteinaz (MMP)-2 ve 9 

KBB bazal membranına zarar verdiği bilinmektedir ve MMP-2 ve 9 “knock out” 

farelerin EAE direnci göstermesi, KBB’nin MS patogenezinde oldukça kilit bir rolde 

olduğuna işaret etmektedir (Agrawal ve ark.,2006). 

KBB yapısı bozulmasına bağlı olarak MS hastalarının MRG’lerinde global 

serebral hipoperfüzyon görülmektedir (D’haeseleer ve ark.,2011). Ayrıca EAE 

modelinde, doku hipoksisinin nörolojik hasar ile direkt ilişkili olduğu, bu farelere 

uygulanan oksijen tedavisinden olumlu sonuçlar elde edildiği literatürde bahsedilmiştir 

(Davies ve ark.,2013). 

İlginç olarak MS risk faktörlerinden olan Vitamin D, sigara ve patojen 

maruziyeti de KBB yapısının bozulmasında rol oynamaktadır. İskemi hayvan 

modelinde vitamin D’nin KBB geçirgenliğini VDR-NF-Kb-MM9 üzerinden 

düzenlediği gösterilmiştir (Won ve ark.,2015). Ayrıca subaraknoid kanama sıçan 

modelinde vitamin D’nin MS plaklarında bulunan ve pro-inflamatuvar reaksiyonları 

indükleyen osteopontini, glikoprotein osteopontin formunda ekspresyonunu arttırarak 

hem KBB bütünlüğünü pozitif yönden hem de  MS’ten koruyucu olarak etkilediği 

ortaya konmuştur (Enkhjargal ve ark.,2017).  

Sigara içenlerde küçük damar hastalığı riski fazladır ve yapılan çalışmalarda da 

MS hastalığı ile küçük damar hastalığı arasındaki pozitif korelasyon ortaya konmuştur 

(Geraldes ve ark.,2017). Ayrıca sigara içimine bağlı olarak nikotin, serbest radikaller ve 

nitrik oksitin endotelial hücrelerdeki sıkı bağlantıları bozduğu belirtilmiştir (Naik ve 

Cucullo, 2015). 
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Patojenlerin hem MS patogenezinde rol oynayabileceği hem de MS ataklarını 

arttırdığı uzun zamandan beri bilinmektedir (Spencer ve ark.,2018). Özellikle EBV’nün 

MS oluşumunda rol oynadığı çokça söylenen bir patojendir. Bu virüsün konumuz 

açısından bir diğer ilginç özelliği, beyin mikrodamarlarındaki endetelial hücrelerde 

inflamatuvar yanıta neden olarak KBB bütünlüğünü bozabileceğinin gösterilmiş 

olmasıdır (Casiraghi ve ark.,2011). 

KBB ve MS arasındaki ilişkiler ortaya çıktıkça, çalışmalar KBB ile ilgili 

hastalıklarda kullanılan ilaçların MS’deki yararlanımını araştırmaya yönelmiştir. Bu 

konuda RRMS üzerine yapılan hayvan çalışmasında, EAE modelinde statin 

kullanımının faydalı olabildiği ama bu faydanın IFN-β tedavisi ile birlikte olduğunda 

antagonist etki göstererek atak sayısında artmaya sebep olduğu gösterilmiştir. Progresif 

formdaki MS tiplerinde statin, kortikal atrofiyi azaltarak bu MS alttiplerinde daha 

başarılı sonuçlar elde edilmesini sağlamıştır (Pihl-Jensen ve ark.,2015). Bir diğer 

dolaşım sistemi koruyucusu olarak kullanılan asprinin MS’e pozitif etkisi olmadığı hatta 

hemoraji riskini arttırdığı tespit edilmiştir (Tsau ve ark.,2015).  

2.1.5.5. Perisitlerin İmmünolojik Fonksiyonları ve MS İlişkisi 
Perisitler, ilk olarak Rouget tarafından 1873’te tanımlanmış olup Rouget 

hücreleri olarak bilinmekteydi; fakat endotelleri çevrelemesinden ötürü Zimmermann 

tarafından 1913’te perisit (peri= çevre; sit= cytes =hücre) adıyla yeniden 

isimlendirilmiştir (ElAli ve ark.,2014). 

Perisitler, kasılabilme yetenekleriyle damarlardan geçen kan miktarını 

düzenleyebildiği için, uzun yıllar boyunca beyin damar hastalıklarıyla ilişkilendirildi 

(Yemisci ve ark., 2009;Oztop-Cakmak ve ark.,2017). Fakat son yıllarda yapılan 

çalışmalar, perisitlerin sadece kan akımını ve KBB bütünlüğünü düzenleyen bir hücre 

çeşidi değil; ayrıca nöroimmünolojik açıdan önemli görevlere sahip olduğunu ortaya 

koymuştur. 

Perisitlerin; hem bazal seviyede hem de IL-1β, TNFα, IFNγ ve LPS gibi 

inflamasyonu uyarıcı faktörlerle muamale edildiliğinde CCL2, MCP1 ve  CXCL1 gibi 

kemokinleri ürettiği gösterilmiştir. Ayrıca perisitler, immünolojik uyarıya yanıt olarak, 

kendileri de IL-1β, TNFα, IFNγ ve IL-6 üretirler (Pieper ve ark.,2013; Guijarro-Munoz 

ve ark., 2014; Matsumoto ve ark., 2014; Rustenhoven ve ark.,2016).  
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Uzun yıllardır perisitlerin bilinen özelliği KBB elemanı olduğudur ve KBB’nin 

morfolojisini ve fonksiyonunu koruması için perisitlere ihtiyaç vardır. Yapılan 

çalışmalar perisit disfonksiyonu veya kaybında KBB’de sızıntılar olduğunu 

göstermiştir. Özellikle KBB yapısının bozulmasıyla beyin parankimine fibrinojen/fibrin 

infiltrasyonu gerçekleşir ve bu fibrin kümelenmesine yanıt olarak mikroglia kemokin, 

antijen sunan hücre ve T hücre aktivasyonu gerçekleşir (Ryu ve ark.2015).  

İlginç olarak son yıllarda yapılan in situ ve in vitro çalışmalarda perisitlerin 0,1-

9 µm çapındaki materyali endositoz ile hücre içine alabildiği gösterilmiştir. Özellikle bu 

endositoz aktivitesi TNFα ve IFNγ gibi proinflamatuvar sitokinlerle artmakta, TGFβ ile 

bu aktivite azalmaktadır (Pieper ve ark.,2014; Rustenhoven ve ark.,2016). 

Perisitlerin bir diğer önemli immünolojik fonksiyonu MHC II aracılığı ile CD4+
 

hücrelere antijen sunmasıdır. Fakat perisitler kostimülatör içermezler, bu yüzden daha 

çok T hücre anerjisini  uyarır (Maier ve ark.,2011; Domev ve ark.,2014; Pierre ve 

ark.,2014). 

Perisitlerin immünolojik fonksiyonlarının açığa çıkması ile otoimmün bir 

hastalık olan MS ile ilişkisi araştırılmaya başlanmıştır. Bu zamana kadar yapılan 

çalışmalarda özet olarak perisitlerin oligodendrosit prekürsor hücreleri etkileyerek 

remiyelinizasyonu düzenlediği (Azevedo ve ark.,2018; Silva ve ark.,2019) ve MS insan 

beyninde perisitlerin aktif lezyon bölgelerinde inaktif bölgelere göre daha fazla 

bulunduğu gösterilmiştir (Iacobaeus ve ark.,2017). 

 

2.1.6. MS Hayvan Modelleri 

MS ile ilgili hayvan modelleri, MS hastalığının kendisi kadar çok çeşitlidir. MS 

ile ilgili ilk hayvan modeli, Rivers ve arkadaşları tarafından 1933’te maymunların 

tavşan beyin ekstraktları ile immünize edildiği EAE modeli ile oluşturuldu (Rivers ve 

ark.,1933). Daha sonraları bu modele adjuvan olarak tam Freund adjuvanı (complete 

Freund’s adjuvant;CFA) (Freund ve McDermott, 1942) ve KBB geçirgenliğini bozmak 

için pertusis toksini (Munoz ve ark.,1984) eklendi. Zaman içerisinde birçok hayvanda 

denenmekle birlikte, fare ve sıçanlar modelin en iyi oluşturulduğu hayvan türleri oldu.  

Farklı fare soylarını farklı miyelin proteinleri ile immünize ederek MS’in çeşitli 

alttipleri taklit edilir. Örneğin SJL/J farelerinin PLP miyelin proteini ile 
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immünizayonuyla RRMS (Tuohy ve ark., 1989), C57BL6/J farelerinin MOG proteini 

ile immünizasyonu ile progresif MS türleri (Tompkins ve ark., 2002) modelleri 

oluşturulur. İmmünizasyon modeli ile MS için oldukça önemli olan başta CD8, CD4 T 

hücreler olmak üzere, B hücreleri, makrofajlar ve diğer immünolojik hücre ve 

faktörlerin patogeneze etkileri araştırılabilmiş ve MS ile ilgili önemli bilgiler elde 

edilebilmiştir (Procaccini ve ark., 2015). 

Günümüz bilimsel yeniliklerin ilerlemesi ile özellikle başvurulan bir diğer MS 

modeli ise transgenik modellerdir. İlgili hedef faktör ile ile ilgili genin susturulmasıyla o 

molekülün hastalık oluşumunda önemli olup olmadığını anlamamızı sağlayan trangenik 

modeller MS için ilk defa Betelli ve arkadaşları tarafından C57BL6/J fare soyundan 

gelen TCR azalmış transgenik farelerde MOG EAE modeli yapılarak oluşturulmuştur 

(Bettelli ve ark., 2003). 

EAE immünizasyon modelleri, MS’in özellikle immünolojik yönlerin ve 

histopatolojisi hakkında bize bilgi vermekle birlikte kısıtlılıkları da mevcuttur. Spontan 

olarak hayvanlarda oluşturulamaması nedeni ile MS progresyonu hakkında detaylı bilgi 

verememesi, MS ataklarının EAE’de iyi taklit edilememesi, insanda beyin lezyon 

tutulumları fazla iken bu modelde omurilik tutulumlarının ön planda olması, insan MS 

ve EAE sürelerinin birbirinden çok farklı olması bu kısıtlılıklardan bazılarıdır 

(Procaccini ve ark., 2015). 

Bir diğer EAE modeli MS risk faktörleri olan virüslerle hayvan modelinin 

oluşturulmasıdır. Bu modelle ilgili en bilineni fare MSS’inde demiyelinizasyona neden 

olduğu bilinen Theiler murin ensefalomiyelit virüsünün (TMEV) kullanılmasıdır 

(Tsunoda ve Fujinami, 2010). Özellikle MS’in kronik progresif tipini iyi taklit etmesi, 

demiyelinizasyonu toksik etki ile değil immün sistemi uyararak yapması bu modelin 

pozitif taraflarıdır. MS araştırmaları için olumsuz yönleri ise TMEV’in sadece farede 

demiyelinizasyon yapması, diğer türler insan da dahil, demiyelinizan patolojiye sebep 

olamaması ve insan MS patofizyolojisinde kalıcı bir virüs enfeksiyonun 

gösterilememesidir (Procaccini ve ark., 2015). 

Cuprizone ve lysolecithin ile yapılan toksik EAE modelleri, MS’in otoimmün 

mekanizmalarından ziyade de- ve remiyelinizasyon araştırmalarını yapmak için 

uygundur. Bu iki toksik madde farklı yolaklarla oligodendrositleri olumsuz etkileyerek 

demiyelinizasyona sebep olurlar (Blakemore ve Franklin, 2008). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Multipl Skleroz Hayvan Modeli Oluşturma 

3.1.1. Fareler 

Bu çalışmada 18-20 gram ağırlığında 24 adet C57BL/6 8-10 haftalık dişi fare 

kullanıldı. Hayvanlar İstanbul Üniversitesi Aziz Sancar Deneysel Tıp Araştırma 

Enstitüsü Deney Hayvanları Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim 

Dalı’ndan temin edildi. Deneyler, erken dönem (15 gün) MOG-EAE (n=6), erken 

dönem kontrol CFA (n=6), geç dönem (40 gün) MOG-EAE (n=6) ve geç dönem kontrol 

CFA gruplarından (n=6) oluşturuldu. Hayvanların diyet programları ve bakımı İstanbul 

Üniversitesi Aziz Sancar Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü’nde gerçekleştirilmiştir. Bu 

çalışma, İstanbul Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun (HADYEK) 

10.07.2017 tarihli toplantısında onaylanmıştır. 

 

3.1.2. İmmünizasyon 

Bu hayvan modeli daha önce literatürde tarif edildiği şekilde (Sharp ve 

ark.,2008) yapılmıştır. İmmünizasyon birer hafta ara ile 2 kez  yapılmıştır ve  

immünizasyondan hemen sonra ve 48 saat sonra olmak üzere 2 kez fare başına 500 ng 

pertussis toksini %0,09 NaCl içeren fizyolojik tuz solüsyonu içinde intra-peritoneal 

olarak anestezi kullanmadan uygulanmıştır. 

Fare başına total hacim 200 ul olacak şekilde, 200 µg MOG35-55 peptidi, ve 4 

mg/ml inaktive Mycobacterium tuberculosis  içeren tam Freund adjuvanı (complete 

Freund's adjuvant;CFA) ile emülsiyon haline getirilip, fareler subkütan olarak immünize 

edilmiştir.  

MOG ile immünize edilen C57BL/6 farelerde oluşturulan EAE modelinde, 

immünizasyonun 10-15.gününden itibaren ilk klinik bulgular oluşmaya başlamaktadır 

ve izlemde bu bulguların artarak devam ettiği ve progresif hastalık için bir model 

olduğu görülmektedir. Kılıç ve arkadaşlarının yapmış olduğu EAE modelinde bu klinik 

durum 30.günden sonra stabil olarak izlenmiştir (Kılıç ve ark., 2015).  Perisit 

fonksiyonlarının hastalığın erken evrelerinde bozulma ihtimalinden dolayı hastalık 
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modelini oluşturduktan 15 gün sonra sakrifiye edilecek fare grupları ve hastalığın 40. 

gününde sakrifiye edilecek fare grupları ayrı olarak oluşturulmuştur. 

Deney grupları Tablo 3-1 belirtilmiştir. 

Tablo 3.1. Deney grupları 

Grup Sayı Süre (gün) Verilen maddeler 

MOG- EAE 6 40 MOG, CFA 

CFA 6 40 CFA 

MOG-EAE 6 15 MOG, CFA 

CFA 6 15 CFA 

 

İn vitro deneylerde kullanmak üzere, in vivo deney sonunda fareler kardiyak 

perfüzyona maruz kalmadan hemen önce sol ventrikül içine yerleştirilecek bir enjektör 

aracılığı ile kan alınmış ve serum santrifüj ile ayrıştırılmıştır. 

 

3.1.3. Farelerin Klinik Durumunun Değerlendirilmesi 
Deney hayvanlarının ağırlıkları ve klinik skorları (0= sağlıklı, 1= kısmi düşük 

kuyruk, 2= düşük kuyruk, 3= arka ekstremitelerde pareziz 4=bir arka ekstremitenin  

paralizi, 5= iki arka ekstemitenin de paraliz olması, 6= arka ekstremitler paraliz, ön 

ekstremitlerde güçsüzlük, 7= arka ekstremiteler paraliz, bir ön ekstremite paraliz, 8= ön 

ve arka ekstremitelerin hepsi paraliz, 9= hiç hareket yok, nefes alma sıkıntılı, 10= ölüm)  

gün aşırı kaydedilmiştir (Bittner ve ark., 2014). Klinik başlangıç olarak klinik skor 1 

referans olarak kullanılmıştır.  

Ayrıca klinik durumu değerlendirmek için motor aktiviteyi ölçen asma testi 

immünizasyon öncesi ve deneylerin hayvan modeli kısmı bitene kadar gün aşırı yapıldı. 

Deney hayvanların kafes ızgarasında ters çevrilerek 100 cm yükseklikten  yer çekimine 

karşı ızgaraya tutunarak durmaları gözlemlendi. Eşik değer olan 5 dakika süresince 

duramayan fareler 10 dakika dinlendirildikten soonra tekrar denendi. Beş dakika 

durabilen farelere bu tekrar  yapılmadı. 
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3.1.4. In vivo deneyin sonlandırılması 
Deney sonrası farelerin beyin dokusu, yüksek doz anestezi altında kardiyak 

perfüzyon ile % 10 formalin kullanılarak fikse edilip çıkarılmıştır. 

3.2. Anti-MOG Antikorunun Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ile 

Değerlendirilmesi 
ELISA tablası, antikor ölçümleri için MOG35-55 proteini ile kaplama solüsyonu 

(karbonat-bikarbonat solüsyonu, pH 8.6) içinde kuyu başına 1 µg protein düşecek ve her 

bir kuyuda total hacim 100 µl olacak şekilde kaplandı ve gece boyu +4 derecede 

inkübasyona bırakıldı. Ertesi gün tabla bir kez %0,05 Tween 20-PBS solüsyonu ile 

yıkandıktan sonra PBS içinde %5 “fetal bovine serum” (FBS-PBS) solüsyonu ile her bir 

kuyuda total hacim 100 µl olacak şekilde oda sıcaklığında 1 saat bloklama yapıldı. 

Ardından %2 FBS-PBS solüsyonu içinde 1:1000 oranında sulandırılmış fare serumları 

her bir kuyuya 100µl olarak konuldu ve 90 dakika +37 derecede inkübe edildi. %0,05 

Tween-PBS solüsyonu her bir kuyuda 300µl oalcak şekilde konuldu ve bu şekilde beş 

kere yıkama yapıldı. PBS içinde HRP-konjuge keçi anti-fare IgG sekonder antikor 

(Abcam,Cambridge, Ingiltere) 1:5000 oranında sulandırıldı, her bir kuyuya total hacim 

100 µl konuldu ve 90 dakika +37 derecede  inkübe edildi. Tween-PBS solüsyonu her bir 

kuyuda 300µl olacak şekilde konuldu ve bu şekilde beş kere yıkama yapıldı. Substrat 

olarak 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin (TMB) her kuyuya 100 µl konuldu. 10 dakika sonra 

reaksiyonu durdurma solüsyonu olarak 2M H2SO4 100’er µl kuyulara konuldu. Hemen 

ardından 450 nm’de ELISA okuma işlemi gerçekleştirildi. 

3.3. Demiyelinizasyonun Luxol Fast Blue Boyama ile Değerlendirilmesi 
Beyin ve omurilik dokuları, karidyak perfüzyon sonrası 10% formalinden sonra 

artan alkol serileri (%70,%80,%90,%96) ve ksilolde bir gün bekletilip dokular parafin 

kasetlerine alınmıştır. 5 um’luk kesitler pozitif şarjlı lama alınmıştır. Luxol Fast Blue 

boyaması, deney hayvanlarının beyin ve omuriliklerindeki demiyelinizan alanları tespit 

etmek için kullanılmıştır. Bu deney, üretici firmanın (Abcam, Cambridge, İngiltere) 

talimatlarına uygun olarak yapılmıştır. 

3.4. Perisit ve İmmünolojik Parametrelerin Immünohisyokimya ile 
Değerlendirilmesi 

Bu deneyde hem EAE beyin ve omurilik dokularında MS lezyonlarının tespit 

etmek hem de lezyon alanları ve perisitlerin lokasyon olarak birbiriyle ilişkisini 
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belirlemek hedeflenmiştir. Bu kapsamda MS patogenezinde önemli rolü olan ve 

lezyonlarda sıkça görülen sitotoksik T hücre işaretleyicisi CD8+
, fare makrofaj 

işaretleyicisi F4/80 ve perisit işaretleyicisi PDGRF beta kullanılmıştır. Her bir deneyde 

pozitif kontrol olarak sağlıklı fare dalağı ilgili parametrelerle boyanmıştır. 

Bu deneyde kısaca parafin kesitler deparafinize edilmiş ve antikora uygun 

solusyon ile mikrodalgada 20 dakika antijen açığa çıkarma uygulanmıştır. Sonrasında 

%0,3 H2O2 ile 20 dakika oda sıcalığında inkübe dokular, dH2O ile yıkanmıştır. Blokaj 

için %10 Fetal bovine serum (FBS) ile dokular oda sıcaklığında en az bir saat inkübe 

edilmiştir. Blokaj işleminden sonra ardı sıra gelen dokular tavşan anti-fare CD3
+
,CD8

+
, 

sıçan anti-fare F4/80 ve tavşan anti-fare PDGRF beta ile sırasıyla %5 FBS-PBS içinde 

1:100, 1:200, 1:200 ve 1:50 dilüsyonlarında gece boyu +4 sıcaklıkta inkübe edildi. 

Ertesi gün her biri 5’er dakika olmak üzere 3 kere %0,05 Tween20-PBS ile 

yıkandı.Sekonder antikor olarak primerlere uygun olan HRP konjuge kit sekonder 

antikor kullanıldı (SensiTek HRP). Bu kite göre anti-polivalent ile 20 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edilen örnekler, yine %0,05 Tween 20-PBS ile yıkandı ve 20 dakika 

kadar HRP solusyonu ile oda sıcaklığında inkübe edildi. Sonrasında taze olarak 

hazırlanan DAB solüsyonuda örnekler 5-10 dakika kadar boyanma durumuna göre 

tutuldu. DAB’tan sonra kesitler dH2O ya alındı ve artan alkol serilerinden geçti. En son 

ksilendeki örneklerin entellan ile lamel kapaması yapıldı. 

 

3.5. Fare Serumlarının Perisitlerin Canlılığına Etkisinin Araştırılması 

3.5.1. Perisit Hücre Kültürü 

İnsan beyin vaskular perisit hücre hattı (Sciencell, Kaliforniya, ABD) firmanın 

önerdiği şekilde büyütülmüştür ve pasajlanmıştır. Hücre hattını büyütmek için yüksek 

glikozlu Dulbecco’nun modifiye ettiği Eagle’ın medyumu (DMEM), içinde %10 fetal 

bovin serum (FBS) ve %1 penisilin-streoptomisin ile kullanıldı. Pasajlar, hücre hattı 

konfluensi en az %80 iken yapıldı. 

3.5.2. Annexin V / Propidiyum Iyodit (PI) Yöntemi 
Deney için pasaj 7 perisit hücre soyu kullanılmıştır. Annexin V/PI için 10.000 

hücre yeterli olacağı için deney düzeneği 96lık hücre kültürü plağında yapılmıştır. Her 

bir fare serumu için üç tekrar olacak şekilde deney dizayn edilmiştir.  Hücre kültürü 
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plağı bir gün öncesinden poli-L-lizin (PLL) (Sigma, St. Louis, ABD) ile kaplanmıştır.37 

derece inkübatör Ertesi gün bir kez fosfat tamponlu solusyon (phosphate buffered 

saline; PBS) ile yıkanan plağa kuyu başına 10.000  hücre 200 ul %10 FBS içeren 

DMEM yüksek glikozlu besiyeri içinde kuyulara ekilmiştir. Hücreler her gün takip 

edilerek konfluenti %70 olduğunda deney başlanmıştır. Daha önce perisitte annexin v pi 

yöntemi uygulayan bir çalışmayı referans olarak aldık (Ampofo ve ark., 2019). 

Fare serumları 1:50 oranında FBS içermeyen besiyerinde dilüe edilmiştir. Her 

bir kuyu üzerinden 100 ul çekilip yerine 100 ul fare serumunu içeren besiyeri 

konulmuştur. 24 saat bekledikten sonra supernatantlar dikkatli bir şekilde toplanmış ve 

hücreler DMEM içinde 1X Tripsin ile 5 dakika muamele edilmiştir. Tripsinden sonra 

flow tüplerine alınan hücreler 1 ml PBS eklenerek 1800 rpm 5 dk oda sıcaklığında 

santirifüj edilmiştir. Hücre zarının boyanmadan önce en az 20 dakika 300 ul besiyeri 

içinde  %5CO2 içeren inkübatörde hücreler inkübe edilmiştir. Sonrasında 1500 rpm 5 dk 

hücreler santrifüj edilerek besiyeri ortamdan uzaklaştırılmıştır. Bundan sonra yapılan 

Annexin V/ PI (BD,New Jersey,ABD) boyamasında firmanın talimatları uygulanmıştır. 

Annexin V/ PI okumaları 12 renkli akım sitometresi (BD,New Jersey,ABD)  cihazı ile 

değerlendirilmiştir. Hücre gruplarının belirlenmesi için veri analizlerinde FlowJo 7.6.5 

analiz programı kullanılmıştır. 

3.6. İstatistiksel Analiz 

EAE deneyleri sonucunda elde edilen klinik skorlar Mann-Whitney U testi ile, 

diğer tüm parametrik değerler Student t-testi ile karşılaştırılmıştır. P<0.05 istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. EAE Klinik Bulgular 

40 ve 15 günlük EAE modeli ve kontrol gruplarının immünizasyondan sonraki 

günlere bağlı ağırlık, asma testi ve EAE klinik skorları Şekil 4-1 de verilmiştir.  

40 günlük EAE insidansı %83,3 (5/6), 15 günlük EAE insidansı %50 (3/6) dır. 

 

 

Şekil 4-1. EAE modeli farelerin kontrollerine göre klinik bulgularının karşılaştırılması. 

Hem 40 günlük hem de 15 günlük EAE modellerinde kontrol gruplarına göre 

ağırlık bakımından istatistiksel anlamlılığa ulaşmış bir fark görülememiştir. 

Deney hayvanlarının EAE’ye bağlı motor hareket durumlarını ölçen asma 

testine dayanma sürelerine bakıldığında, 40 günlük deney grubunda kontrol grubuna 

göre 11. günden itibaren istatistiksel olarak anlamlı bir azalış gözlemlenmiştir 

(p<0,001). Bu anlamlı fark 27. günden itibaren azalmış (p<0,05), 30. günden sonra 

istatistiksel anlamlılık kaybolmuştur.  
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Deney hayvanlarının nörolojik skorları, 40 günlük EAE modelinde 7. Günden 

itibaren istatiksel olarak anlamlı bir artış gösterirken (7 ve 9. Günler p<0,01; 11. 

Günden itibaren p<0,001); 15 günlük modelde ilk klinik bulgular 9. Günden itibaren 

başlamış olmakla birlikte kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel anlamlılığa 

ulaşamamıştır. 

4.2. Serum anti-MOG düzeyleri 
Hem 40 günlük EAE modelinde, hem de 15 günlük EAE modelinde 

kontrollerine göre serum anti-MOG antikor düzeylerinden anlamlı artış görülmüştür (40 

günlük EAE- 40 günlük CFA kontrol p=0,0188; 15 günlük EAE- 15 günlük CFA 

kontrol p=0,0092)  (Şekil 4-2). 

 

 

Şekil 4-2. Anti-MOG antikor düzeylerinin ELISA ile değerlendirilmesi. 

4.3. İmmunohistokimya görüntüleri 
15 ve 40 günlük EAE farelerinde, MS hastalarına benzer şekilde, perivasküler 

alan ve etrafında CD8+
 T hücre ve makrofaj bakımından zengin lezyon alanları tespit 
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edilmiştir. Temsili olarak 15 günlük EAE grubu faresinin MS lezyon alanındaki CD8+
, 

makrofaj işaretleyicisi F4/80 ve perisit işaretleyici PDGRFβ görüntüleri Şekil 4.3 ve 

Şekil 4.4 teki gibidir. 

 

 

Şekil 4-3. 15 günlük EAE modelinde lezyonun ışık mikroskobu 5x büyütme 

görüntüsü. a. CD8, b. F4/80 ve c. PDGRF beta boyanması. 

 

Şekil 4-4. 15 günlük EAE modeli ışık mikroskobu görüntüsünde lezyon ve 

kontralateralindeki lezyon olmayan bölgenin 20x büyütmede karşılaştırılması. a. EAE CD8 
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boyanması, b. CFA kontrol CD8 boyanması, c. EAE F4/80 boyanması, d.CFA kontrol F4/80 

boyanması, e. EAE PDGRF beta boyanması, f. CFA kontrol boyanması. 

4.4. Annexin V/PI 

HBVP hücrelerinin; EAE modeli deney hayvanlarının serumuna maruz 

kalmalarına bağlı olarak nekroz, geç apoptoz, erken apoptoz ve canlılık akım sitometri 

yüzdeler Şekil 4-5’te gösterilmiştir. 

Bu deneyin sonuçlarına göre ilginç olarak nekroz yüzdesi 15 günlük EAE 

fareleri ve kontrolünde 40 günlük EAE ve kontrolüne göre anlamlı derecede yüksek 

bulunmuştur (40 günlük ile anlamlılık p=0,0362) ; 15 günlük kontrolü ile anlamlılık 

p=0,0491). 40 günlük EAE grubu 15 günlük EAE grubuna göre anlamlı derecede düşük 

nekroz yüzdesi göstermiştir (p=0,0094). 

Geç apoptozda, 40 günlük EAE deney grubu kendi kontrolüne göre  yüksek 

yüzdeye sahip olmakla birlikte; aradaki fark istatistiksel anlamlılığa ulaşamamıştır. 15 

günlük EAE deney grubu kendi kontrolüne göre anlamlı derece yüksek yüzdeye sahiptir 

(p=0,0297). 40 günlük EAE ile 15 günlük EAE deney grupları karşılaştırıldığında ise 40 

günlük grup 15 günlük gruba göre istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek geç 

apoptoz oranı göstermektedir (p=0,0122). 

Erken apoptoza bakıldığında geç apoptozdaki gruplar arasındaki eğilim 

değişmemekle birlikte, 15 günlük EAE grubu ve kontrolü arasındaki istatistiksel 

anlamlılık kaybolmuştur. 

Grupların canlı hücre yüzdeleri bakımından 40 günlük kontrol grupları, deney 

gruplarına göre daha fazla canlı hücreye sahiptir; fakat bu eğilim istatistiksel anlamlığa 

ulaşamamıştır. İlginç olarak 15 günlük EAE deney grubu kendi kontrol grubuna çok 

yakın canlı hücre yüzdesine sahiptir. 40 günlük EAE deney grubu ile 15 günlük EAE 

deney grubu karşılaştırıldığında ise 15 günlük grubun 40 günlük gruba göre anlamlı 

derecede yüksek canlı hücre yüzdesine sahip olduğu görülmüştür (p=0,0175). 
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Şekil 4-5. EAE fare serumu ile muamele edilmiş HBVP hücrelerinin Annexin V/PI 

boyanma yüzdeleri. 

4.5. Perisit Hücre Kültürü Supernatant IL-6 ve IL-17a Düzeyleri 
40 ve 15 günlük EAE deney ve kontrol gruplarının serumlarıyla 24 saat 

muamele edilmiş HVPC hücre hattının 24 saat sonunda toplanan supernatantlarındaki 

IL6 ve IL17a düzeylerine bakıldığında IL-6 bakımından ise sadece 15 günlük EAE’de 

40 günlük EAE grubuna göre anlamlı düzeyde yüksek bulunmuştur (p=0,0462)  

IL-17a düzeyi ise sadece 15 günlük EAE’de 40 günlük EAE grubuna göre 

anlamlı düzeyde yüksek bulunmuştur (p=0,0424) (Şekil 4-6). 
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Şekil 4-6. EAE fare serumu ile muamele edilmiş HVPC hücre supernatantlarında IL-6 ve 

IL-17A düzeyleri. 

4.6. EAE Fare Serum IFNγ, IL-17a ve IL-4 düzeyleri 
EAE deney grupları ve kontrol gruplarının serum IFNγ, IL-17a ve IL-4 

seviyelerine bakıldığında, 40 günlük EAE deney grubunun hem kendi kontrol 

grubundan hem de 15 günlük EAE deney grubundan anlamlı derecede yüksek sitokin 

seviyelerine sahip olduğu görülmektedir (IFN gamma 40 günlük EAE - CFA kontrol 

grubu ile anlamlılık p=0,0063;40 günlük EAE - 15 günlük EAE modeli ile anlamlılık 

p=0,0189) (IL-17a 40 günlük EAE - CFA kontrol grubu ile anlamlılık p=0,0493;40 

günlük EAE - 15 günlük EAE modeli ile anlamlılık p=0,0454) ( IL-4 40 günlük EAE - 

CFA kontrol grubu ile anlamlılık p=0,0369;40 günlük EAE - 15 günlük EAE modeli ile 

anlamlılık p=0,0248)  (Şekil 4-6). 

 

Şekil 4-7. EAE serum IFN gamma, IL-17a ve IL-4 düzeyleri. 
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5. TARTIŞMA 

Bu çalışmadaki amacımız; perisitlerin sağkalımı veya işlevsel değişikliğinin 

(inflamatuvar karakter kazanması) MS patogenezine etkisi var mıdır ve bu etki MS’in 

zamansal olarak hangi dönemini/dönemlerini etkilemektedir sorularına yanıt aramaktı. 

Bu amaçla klasik bir MS modeli olan MOG antijeni immünizasyonuyla oluşturulan 

EAE hayvan modelini oluşturduk. Zamansal etkiyi gözlemlemek için EAE modelinde 

erken (15 gün) ve geç (40 gün) dönem grupları oluşturarak bu dönemlere ait fare 

serumlarının perisitte ne gibi değişikliklere neden olduğunu araştırdık. 

İlk olarak EAE modelinin verifikasyonu amacıyla klinik değerlendirme, serum 

antikor ölçümü ve beyinde lezyon incelenmesi yapıldı. CFA ile immünize edilen 

kontrollerden farklı olarak MOG ile immünize edilen farelerde zaaf gösterildi. Serum 

anti-MOG antikor düzeylerinde anlamlı derecede artış gösterildi. MSS’inde 

demiyelinizan karakterde ve T hücre ve makrofaj bakımından zengin lezyon alanları 

tespit edildi. Böylece EAE modelinin başarıyla oluşturulduğu kabul edildi (Lassmann 

ve Bradl, 2017). 

Literatürde belirtildiği gibi, 15 günlük EAE modelinde az sayıda hayvanda ve 

düşük düzeyde klinik bulgu saptandı. 40 günlük dönemde ise çok sayıda hayvanda 25 

günde klinik zaaf maksimum düzeydeydi. 25 günden itibaren klinik bulgu şiddeti 

azalmakla birlikte devam etti. Böylece daha hafif (15 gün) ve daha ağır (40 gün) EAE 

klinik özelliklerine sahip iki hayvan grubu elde edilmiş oldu (Kuerten ve Angelov, 

2007). 

Verifikasyona yönelik olarak yapılan ELISA testinde anti-MOG antikor düzeyi 

MOG ile immünize fare gruplarında kendi kontrol gruplarına göre daha yüksek 

bulunmuştur. Zamansal olarak EAE modeli değerlendirildiğinde, 40 günlük EAE 

grubunda 15 günlük gruba göre daha yüksek miktarda antikor titresi elde edilmiştir.  

Luxol fast boyamasında ve inflamatuvar faktörlerin işaretlendiği 

immünohistokimya boyamalarında hem 15 hem de 40 günlük EAE gruplarında 

demiyelinizan ve T lenfosit ve makrofaj bakımından zengin lezyonlar saptandı. İlginç 

olarak, IHC boyamasında hücresel infiltrasyonun yoğun olduğu beyin parankimal 

bölgelerde perisit yoğunluğunun da yüksek olduğu gözlemlendi. Bu bulgu, perisitlerin 
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endotel cidarından ayrılarak demiyelinizan inflamatuvar lezyon bölgesine göç etmesi ile 

açıklanabileceği düşünüldü (Iacobaeus ve ark., 2017). Bu durum daha önce post-

mortem MS hastaları beyninde gösterilmiş olması, bu mekanizma ile ilgili verilerimizin 

gücünü arttırmaktadır. 

Bu aşamada EAE oluşturulmuş farelerin serumlarının perisit sağkalımı üzerine 

etkilerinin araştırılması planlandı. Bu amaçla EAE ve kontrol farelerinin serumları insan 

beyin vasküler perisit hücre hattı ile 24 saat inkübe edildi (Ampofo ve ark., 2019). Hem 

15 gün hem de 40 günlük EAE serumlarının perisitlerde erken ve geç apoptozdaki hücre 

yüzdesinde kontrole göre yüksek olma eğilimi saptandı. Özellikle 40 günlük EAE 

serumları ile inkübe edilen perisitlerde 15 günlüklere göre erken ve geç apoptoz yüzdesi 

anlamlı derecede yüksekken, canlı hücre oranı anlamlı düzeyde düşüktü. Bu bulgular 

EAE oluşturulmuş fare serumlarında apoptoz indükleyici faktörlerin varlığına işaret etti. 

Bu sonucun özellikle klinik tablosu daha ağır olan 40 günlük EAE grubunda elde 

edilmesi dikkat çekicidir. Çalışmamız EAE’de perisitlerin apoptoza uğradığını ilk defa 

göstermiştir. Bu durumun KBB’nin bütünlüğünü olumsuz yönde etkileyerek daha fazla 

inflamasyon ve demiyelinizasyona neden olması ve böylece EAE klinik gidişatını 

olumsuz etkilemesi mümkündür(Balabanov ve Dore-Duffy, 1998). 

Sonraki aşamada perisitlerin EAE gelişimi esnasında inflamasyona katkısı 

araştırıldı. EAE ve kontrol fare serumları ile yapılan inkübasyon sonrasında elde edilen 

hücre üst sıvılarında MS patogenezi ile ilişkili olduğu bilinen iki sitokinin (IL-6 ve IL-

17a) düzeyi ölçüldü. IL-17a düzeyinde 15 günlük EAE grubunda 40 günlük gruba göre 

anlamlı bir artış gözlemlenmiştir. IL-6 düzeyinden 40 günlük EAE grubunda diğer 

gruplara göre artma eğilimi saptanmıştır. Bu bulgular EAE gelişimi sırasında periferik 

dolaşımda artan inflamatuvar faktörlerin perisitleri bir yandan öldürürken, diğer yandan 

proinflamatuvar sitokin salgılayan inflamatuvar bir fenotipe dönüştürdüğü düşünüldü 

(Kovac ve ark.,2011; Matsumoto ve ark.,2014). EAE serumları ile karşılaşan perisitlerin 

IL-6 üreterek mikrogliayı aktive etmeleri ve böylece EAE beynindeki inflamasyonu 

arttırması mümkündür (Kovac ve ark.,2011). Bu savın desteklenmesi için insan yerine 

fare perisitlerinin kullanılması, EAE fare beyinlerindeki perisitlerin izole edilip  

sağkalım, apoptoz ve sitokin parametrelerine bakılması ve perisit migrasyonunda etkili 

olabilecek faktörlerin incelenmesi gereklidir. 
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Son aşamada perisit sağkalımı ve sitokin üretimini etkileyebilecek serumdaki 

olası faktörler araştırıldı. Özellikle MS patogenezinde önemli rol oynayan IFNγ, IL-17a 

ve anti-inflamatuvar etkili IL-4 araştırıldı. 15 günlük EAE grubunda bu sitokinlerin 

serum düzeyinde artış saptanmazken, 40 günlük EAE grubunda anlamlı artış 

saptanmıştır. Anti-inflamatuvar hücreler tarafından salınan IL-4’ün 40 günlük EAE 

grubundaki anlamlı yükselişinin inflamasyon regülasyonu amacıyla olduğu düşünüldü. 

EAE patogenezinde önemli rolleri olan IFNγ ve IL-17a sitokinlerinin yüksek düzeyde 

olması beklenen bir bulguydu (Rustenhoven ve ark.,2016). Özellikle apoptoza etkisi 

bilinen IFNγ’nın 40 günlük grupta anlamlı derecede yüksek çıkması ve aynı grubun 

serumları ile inkübe edilen perisit hücre hattında daha fazla apoptoz görülmesi dikkat 

çekicidir. Ancak sitokin düzeylerinin anlamlı derecede yükselmediği 15. günde de EAE 

farelerinin beyin lezyonlarında perisitlerin etkilendiğinin gösterilmesi, dolaşımdaki 

apoptotik sitokinlerin perisitler üzerine etkilerinin EAE’nin erken döneminde sınırlı 

olduğunu ve muhtemelen lezyon oluşumunu ilk tetikleyen faktör olmadığını 

düşündürmüştür. 

Sonuç olarak, EAE’nin daha ağır olduğu ve serum sitokin ve anti-MOG antikor 

düzeyinin daha yüksek olduğu 40 günlük EAE grubundan elde edilen serumların perisit 

canlılığını azalttığı ve perisitlerin lezyonların parankimal alanlarına göç ettiği gösterildi. 

Bu bulgular, EAE gelişimi sırasında perisitlerin olumsuz etkilendiği ve buna bağlı 

olarak KBB bütünlüğünün bozulduğu ve inflamatuvar lezyon gelişiminin arttığı 

düşünüldü (Rivera ve ark.,2019). Sonuçlarımızın geçerliliğinin artması için, EAE 

farelerinin beyinlerinden izole edilecek perisitlerde ve MS hasta beyin lezyonlarında ve 

serumlarında ilgili parametrelerin araştırılması gereklidir. 
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