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OZET

Ulusoy, C.A. (2019). Multiple Skleroz Patofizyolojisinde Perisitlerin Rolii. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Sinirbilim ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Multipl Skleroz (MS), Ongiiriilemeyen ataklarla seyreden merkezi sinir sisteminin
(MSS) demiyelinizan ve inflamatuvar bir hastaligidir. MS, ile ilgili yapilan ¢aligmalar,
inflamasyonun ilk olarak periferde baslayip kan beyin bariyerinin (KBB) biitiinliigiiniin
bozulmasi ile MSS’yi etkiledigine isaret etmektedir.

KBB’ni olusturan hiicrelerden biri olan perisitler, uzun yillardir damar yapilarim
cevreleyen ve kasilabilme fonksiyonlar: ile kan damarlarindan gegen kan miktarini
diizenleyen bir hiicre grubu olarak bilinmektedir. Son yillarda yapilan caligsmalar,
perisitlerin bu fonksiyonu disinda bir¢ok immiinolojik reaksiyon 6zelligi oldugunu da
gostermistir.

Bu calisgmamizda amacimiz, néroinflamatuvar bir hastalik olan MS’in patogenezi ile
perisit arasinda Ozellikle perisit sagkalimi ve inflamasyon agisindan karsilikli
etkilesimlerini ortaya koymakti.

Bu amagla klasik MS modeli olan ve miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG)
antijeni ile immiinizasyon ile olusturulan deneysel otoimmiin ensefalomiyelitis
(experimental autoimmune encephalomyelitis; EAE) hayvan modelini olusturduk.
Erken (15 giin) ve ge¢ (40 giin) donemde EAE perisit etkilesimini arastirdik. Erken ve
ge¢ donem EAE gruplar ve kontrollerinde klinik bulgular gézlemledik. Bu deney
hayvanlarimin serumlar1 ve beyin Orneklerini aldik. Beyin oOrneklerinde MS lezyon
alanlarinda immiinolojik parametre ve perisitleri histolojisini, serum ornekleri ile anti-
MOG antikor titresi, proinflamatuvar sitokinler (interferon gamma (IFNy) ve interlokin
(IL) 17, anti-inflamatuvar sitokin IL-4 ve insan damarsal perisit hiicre hattina sagkalim
ve IL-6, IL-17 salinim1 agisinda etkisini inceledik. Bunun sonucunda perisitlerin bir
kisminin inflamatuvar karakter kazandigini, diger perisitlerin ise sag kaliminin olumsuz
etkilendigini gosterdik. Ayrica lezyon alanlarina bakildiginda perisitlerin parankimal
lezyon alanlarindaki miktarlariin arttigin1 gézlemledik.

Calismamuz perisitlerin MS patogenezinde rolii oldugunu diisiindiirmektedir. ileride
perisitlerde gozledigimiz inflamasyon ve apoptoz mekanizmalarinin daha ayrintili
calisilmasina ihtiyag vardir.

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

Bu calisma, TUBITAK tarafindan desteklenmistir. Proje No: 1165552
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ABSTRACT

Ulusoy, C.A. (2019). The role of pericytes in the pathophysiology of multiple sclerosis.
Istanbul 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, IFNy, 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 TUBITAK. Project No. 1165552



1. GIRIS VE AMAC

Multipl skleroz (MS); genellikle birkag giinden birkac aya kadar siiren ataklarla
seyreden, merkezi sinir sisteminin (MSS) kronik otoimmiin demiyelinizan ve
norodejeneratif bir hastaligidir (Goodin, 2014; Gontika ve Anagnostouli, 2018).
MSS’nde inflamasyondan zengin lezyon alanlari ile karakterizedir. MS’in olusumu ile
ilgili teorilerde ¢cogunlukla kabul goren, immiin hiicrelerin ilk olarak cesitli sebeplerle
periferde uyarildig1 sonrasinda bir sekilde kan beyin bariyerini (KBB) asarak MSS’de

inflamasyonun oldugudur (Hemmer ve ark.,2015).

KBB; beyni, periferdeki noronlara zararli olabilecek biyokimyasal olay ve
molekiillerden koruyan bir yapidir. Bu yapinin elemanlarindan biri olan perisitler,
sadece KBB’de degil viicuttaki diger biitiin damarlarda bulunur ve kasilabilir yetengi
sebebiyle kan akimimni diizenledigi uzun zamandir bilinmektedir. Fakat son yillarda
yapilan calismalar perisitlerin immiinolojik pek¢ok fonksiyonu oldugunu ve g¢esitli

hastaliklarda immiinolojik a¢idan rolleri olabilecegini gdstermistir.

Bu sebeple calismamizda amacimiz farkli fonksiyonlar1 kesfedilen perisitler ve
MS’in MS patofizyolojisinin erken ve ge¢ doneminde karsilikli olarak birbirilerini nasil
etkiledigine yanit aramakti. Bunu ortaya c¢ikarmak icin daha onceki calismalarin da
1s181inda Ozellikle inflamasyon, perisitlerin lokalizasyonu ve perisit sagkalimi lizerinde

durduk.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Multipl skleroz

Multipl skleroz (MS); genellikle birkag¢ glinden birkag¢ aya kadar siiren ataklarla
seyreden, merkezi sinir sisteminin (MSS) kronik otoimmiin demiyelinizan ve ayni
zamanda norodejeneratif bir hastaligidir (Goodin, 2014; Gontika ve Anagnostouli,
2018). Ongoriilemeyen inflamatuvar ataklarda; en sik ve en siddetli miyelin kilif ve

oligodendrositler, daha az derecede noronlar ve aksonlar zarar goriir (Goodin, 2016)

(Sekil 2-1).

Healthy Nerve affected
by MS

: Damaged
@ x_ Y myelin

|

-
<« Node of Ranvier / >( N\
[ LT Exposed
Schwann sl
cells

Nerve fiber

Sekil 2-1. Saghkh ve MS hastasi bireyde aksonlarmm goriiniimiiniin sematik sekli.

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

2.1.1. Epidemiyolojisi

MS, diinya genelinde her 100.000 kisiden 50-300 kiside goriilmektedir. 2013
verilerine gore bu hastalik diinya ¢apinda 2.300.000 insani etkilemektedir (Browne ve
ark.,2014). MS, alt tipine ve cografik bolgeye gore degismekle birlikte, genel olarak
kadinlarda erkeklere oranla 2,5 kat daha sik goriilmektedir (Turan, 2013).

Ulkemizde son yillarda yapilan epidemiyolojik ¢alismalara gore, MS prevalansi

her 100,000 kiside 41,1 ila 101,4 arasidir (Tiirk Borii ve ark.,2018).


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

2.1.2. Risk Faktorleri
MS, genetik ve cevresel faktorlerin bir arada rol oynadigr multifaktoryel bir

hastaliktir. Bu baslik altinda, {izerinde en ¢ok konusulan faktorler ele alinacaktir.

2.1.2.1. Epstein-Barr Viriisii

Epstein-Barr virlisi (EBV), c¢ift zincirli DNA’ya sahip Herpes ailesi
viriislerinden biridir. Diinya ¢apinda %95 oraninda goriilen olduk¢a yaygin bir viriistiir
(Luzuriaga ve Sullivan,2010). EBV enfeksiyonlarinin 6nemli bir kism1 asemptomatiktir.
Cogunlukla erken g¢ocukluk c¢aginda goriiliir, daha ileriki yaslarda EBV’ye maruz

kalinmasi, enfeksiy6z mononiikleoz goriilme olasiligini arttirir (Dunmire ve ark., 2015).

Toplumda sik goriilen bir virus olmasina ragmen, birgok ¢alisma EBV ile MS
arasinda bir iligki olabilecegini ortaya koymustur. Bu iligkiyi destekleyen ¢aligmalarda;
MS hastalarinda, artmig Epstein-Barr niikleer antijeni (EBNA-1) titresinin oldugu
(Sundstrom ve ark., 2009; Sundqvist ve ark., 2012) ve enfeksiy6z mononiikleoz
goriilme insidansiin yiliksek oldugu gosterilmistir (Nielsen ve ark.,2007). Ayrica MS
hastalarinin neredeyse %100’{iniin MS olmadan once bir sekilde EBV ile enfekte
oldugunun gosterilmis olmasi, EBV’nin MS patogenezinde rol oynadigi goriisiinii

desteklemektedir (Levin ve ark.,2010).

Fakat EBV’nin MS ile iliskisiyle ilgili hala yanitlanmasi gereken sorular
bulunmaktadir. Bunlarin en baginda, EBV viriis enfeksiyonu ile degisen CD8" T hiicre
yanit1 (Pender ve ark.,2009, Lindsey ve Hatfield, 2010, Angelini ve ark.,2013) ve
MSS’de EBV DNA’st varligi ile ilgili literatiirde birbiri ile tutarsiz yayinlarin
bulunmasidir. Caligmalar arasindaki bu tutarsizligin daha ¢ok metodoloji ile ilgili
oldugu belirtilse de; ayn1 hastalara ait 6rneklerin bulundugu kohortlarin kullanildig: bu
caligmalarda farkli sonuclar elde edilmesi, EBV ve MS iligkisini tam olarak agiklamay1

zorlagtirmaktadir (Peferoen ve ark.,2010).

Bir diger EBV ile MS iligkisini sorgulatan durum ise, hastalarda EBV
enfeksiyonu ile MS klinigi goriilmesi arasinda onyillar kadar uzun siire olmasidir.
Ayrica EBV enfeksiyonu diinya populasyonunda %95 oraninda goriiliirken, MS diinya
capinda ¢ok daha kiigiik bir oranda goriilmektedir. Bu sebeplerden EBV’niin, MS’in
nedeni mi yoksa olusan patogeneze sekonder etkisi olan bir faktérii mii oldugu

bilinmemektedir (Laurence ve Benito-Leon, 2017).



2.1.2.2. Vitamin D

Vitamin D (kolekalsiferol), aslinda bir vitaminden ¢ok sekosteroid hormondur
ve ya beslenme ile alinir ya da UVB varliginda deride 7-dehidroksikolesterolden sentez
edilir (DeLuca, 2004; Tavera-Mendoza ve White, 2007). Uzun yillardir kemik
metabolizmasina olan etkileri bilinmekle beraber son 15 yilda o6zellikle
immiinomodiilator sisteme katkist1 oldugu gosterilmistir (Pierrot- Deseilligny ve

Souberbielle, 2017).

UVB ile viicudun ihtiyact olan vitamin D’nin %80-90’1 karsilanabilmektedir
(Wacker ve Holick, 2013). Enleme bagli giinese maruz kalma siiresi ve buna bagl
vitamin D sentezinin artmas1 ile MS riski arasinda negatif korelasyon gozlemlenmistir.
Bir diger deyisle; MS riskinin ekvator diizeyinde minimal, daha yiiksek enlemlere
dogru gidildiginde ise riskin arttifi uzun zamandir yapilan c¢aligmalarla ortaya
konulmustur (Simpson ve ark., 2011). Go¢ ¢alismalarinda gosterildigi iizere, 10-20 yas
arasinda yiiksek enlemden diisiik enleme go¢ edenlerde (ekvatora yaklasanlarda) MS
riskinin azaldigi, tam tersi olarak yine aymi yas araliginda diisiik enlemden yiiksek
enlemlere go¢ edenlerde (kutuplara yaklaganlarda) MS riskinin arttigi gozlemlenmistir
(Handel ve ark., 2010, McLeod ve ark.,2011). Fakat yiiksek enlemde yasamalarina
ragmen MS riskinin olduk¢a az oldugu iki topluluk vardir: Eskimolar ve Laponyalilar.
Bu toplumlar, diyetlerinde yogun olarak yagl balik ve ren geyigi eti tiiketirler. Iki
besinin de vitamin D orani yiiksektir (Gillie, 2006). Bu durum UVB’nin vitamin D’ye
bagli mekanizmalar {izerinden sekonder olarak MS riskine etki ettigini

diistindiirmektedir (Goodin, 2016).

MS’in otoimmiin bir hastalik olmas1 ve yapilan ¢aligmalarda MS hastalarindaki
serum vitamin D diizeyinin kontrol gruplarina goére diisiik oldugunun gdosterilmesi
(Nieves ve ark.,1994; Munger ve ark.,2006; Van der Mei ve ark.,2007), vitamin D’nin
bagisiklik sistemini diizenleyici bir goérevi oldugunu diisiindiirmektedir. Gergekten de
literatlire bakildiginda; vitamin D reseptoriiniin (VDR) T hiicrelerinde (Veldman ve
ark., 2000), dendritik hiicrelerde (Hewison, 2012), monosit ve makrofajlarda (Bhalla ve
ark., 1983; Veldman ve ark.,2000), aktif B hiicrelerinde (Chen ve ark., 2007) ve hatta
noron ve glial hiicrelerde (Baas ve ark., 2000; Langub ve ark., 2001) bulundugu
goriilmektedir. Ayrica monosit hiicre kiiltliri, vitamin D ile muamele edildiginde

VDR’ye bagli MHC II kayb1 ve kostimiilator molekiillerde azalis oldugu gosterilmistir



(Rigby ve ark., 1990; Almerighi ve ark., 2009). Monositlerde vitamin D varliginda IL-
la, IL-6, IL-12, TNFa ve IP-10 gibi proinflamatuvar faktorlerin saliniminda azalig
oldugu gosterilmistir (Zarrabeitia ve ark., 1992; Kuo ve ark., 2010). Buna ek olarak,
yine hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda vitamin D’nin B hiicre proliferasyonunu,plazma hiicre
farklilagsmas1 ve IgG, IgM iiretimini ve hafiza B hiicresi olusumunu inhibe ettigi;
prolifere olan B hiicrelerini de apoptoza ugrattig1 gosterilmistir (Chen ve ark., 2007). T
hiicrelerine de etki eden vitamin D, Th1l ve Th17 hiicre proliferasyonunu ve bunlara ait
sitokinlerin tiretimini baskilamis, buna karsilik Th2 ve Treg hiicre proliferasyonu ve bu

T hiicre alttiplerine ait sitokinlerin {iretimini desteklemistir (Jeffery ve ark., 2009).

Biitiin bu veriler, MS ile vitamin D arasinda giicli bir iliski oldugunu
gostermistir. Bu ylizden MS hastalarinda vitamin D takviyesi uygulamasinin, MS’i
tyilestirip iyilestirmeyecegi ile ilgili klinik calismalar yapilmistir. Interferon beta (IFN-
B) tedavisine vitamin Dslin eklenmesi ile hastalarin MR aktivitesinde azalma
gbzlemlenmistir (Soilu-Hanninen ve ark., 2012). Ayrica MS hastalarina orta seviyede
vitamin D takviyesinin serumda transform biiytime faktorii beta (transforming growth
factor beta; TGF-B) seviyesini arttirdigi, Th17 ve effektor hafiza T hiicre oranini
azalttig1 gosterilmistir ( Mahon ve ark.,2003; Sotirchos ve ark., 2016). Doz bagiml
yapilan calismalarda ise 44ng/mg ‘a kadar olan serum vitamin D seviyesinin MS
acisindan fayda sagladigi, daha yiiksek seviyelerde ise plato etkisinin goriildigi

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

Biitiin bu ¢aligmalar, daha ¢ok atak ve iyilesmelerle giden MS (relapsing-
remitting MS; RRMS)’de sonu¢ vermis olup; progresif seyirli giden MS’lerde vitamin
D ile ilgili anlamh bir fayda goriilememistir (Muris ve ark.,2016; University of

California ve ark., 2016).

2.1.2.3. insan Lékosit Antijeni (Human Leukocyte Antigen; HLA) ve Diger
Genetik Faktorler

Genetik faktorlerin MS olusumunda rol oynayabilecegi ile ilgili ilk tespitler, MS
hastalar1 ve aileleri ile yapilan ¢aligmalardan gelmistir. Kardesi MS olan birinin MS
olma ihtimali genel populasyona gore 20-30 kat daha fazladir. Genetik benzerlik orani
arttikga, ornegin monozigot ikizlerde, bu oran 200 kata kadar ¢ikmaktadir (Ebers ve

ark., 1995;Willer ve ark.,2003;Nielsen ve ark.,2005;Ristori ve ark.,2006).



Insan Lokosit Antijenleri (Human Leukocyte Antijen; HLA), birgok otoimmiin
hastalikta oldugu gibi MS’de de ¢okca arastirilmis ve cesitli HLA molekiilleri ile MS
arasinda hastalik riskini arttirici ya da hastaliktan koruyucu iligkiler ortaya ¢ikarilmistir.
Ornegin; HLA-DRB1*15:01 alleli tasiyanlarin bu alleli tasimayanlara gére MS olma
ihtimali 2-3 kat daha fazladir (Patsopoulos ve ark.,2013). Yapilan ¢aligmalar, HLA
lokuslarinin MS genetik riskine %20-30 arasinda katki yaptigini belirtmektedir (Haines
ve ark.,1998).

HLA dis1 genetik risk faktorleri ile ilgili ilk bilgiler, bir GWAS ¢alismasinda IL-
2RA ve IL-17RA ile MS arasinda gosterilen iliskiyle gelmistir (International Multiple
Sclerosis Genetics Consortium ve ark.,2007). Daha sonra devam eden GWAS
calismalariyla stipheli genlere CD58, TYK2, STAT3 ve TNFRSF1A eklenmistir
(Sawcer ve ark.,2014).

flging olarak, RRMS ve primer progresif MS (PPMS) arasinda farkli gen

anlatimlart da gosterilmistir (Koch ve ark., 2018).

2.1.3. Alttipleri

2.1.3.1. Radyolojik izole Sendrom (RIiS)

MS’e ait herhangi bir sikayet ya da bulgu olmadan, baska sebeplerden otiirii
cekilen MR’da MS’i diislindiiren lezyonlarin goriilmesi durumudur (Okuda ve ark.,
2009). Yapilan caligmalarda bu hastalarin %45’inin 5 yilda MS tanis1 aldiklar
gosterilmistir (Siva ve ark.,2009). Ayrica son yillarda yapilmis ¢ok-merkezli bir
caligma, erkek cinsiyet ve spinal kord lezyonuna sahip RIS’lerin PPMS’e doniisme riski
oldugunu ve RIS’in MS spektrumunun biyolojik bir pargast oldugunu Onermistir

(Kantarc1 ve ark.,2016).

2.1.3.2. Klinik izole Sendrom (KiS)
PPMS hari¢; MS hastalariin ¢ok biiyiik bir kisminin hastalig1 aslinda tek atakla,
yani KIS olarak baslar ve bu atak genellikle optik sinir, beyin sapi, serebellar ve/veya

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

Fakat her KIS, MS’e déniismemektedir. 5 yil iginde, BOS ve MR bulgulart

negatif olan hastalarda %30, bu tan1 yontemlerinden birinde pozitiflik goriilmiis ise



%50, her iki tan1 yonteminde pozitiflik yakalanmis ise %80 oraninda MS’e doniisiim

gbzlemlenmistir.

KiS’li hastalarda son yillarda yapilan calismalarda, hastalarin  kognitif
fonksiyonlarinin saglikli kontrollere gore diisiik oldugunun saptanmasi, aslinda
preklinik seviyede bu hastalarda MS patofizyolojisinde goriilen demiyelinizasyon ve
norodejenerasyon yolaklarinin devrede oldugunu diisiindiirmektedir (Miller ve

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

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

RRMS, atak ve tam ya da tama yakin iyilesmelerle seyreden ve MS hastalarinin
%85’inde goriilen en yaygin MS tiiridiir. Ataklar saatler-giinler icesinde gelisir,
haftalar-birka¢ aya kadar diizelir. Ataklar aras1 donemde hasta noérolojik olarak stabildir

(Compston ve ark.,2006).

Dogal seyrinde hastalik yavas seyirlidir ve hastalarin yaklagik %50’sinde
semptomlarin baglamasindan tek tarafli yardimla yiirtime ihtiyacinin goziikkmesine kadar

gecen siire genellikle 15-20 yildir.

Hastaligin bu alttipi inflamasyon agirlikli seyreder. MRG’de kontrast tutulumu
fazladir. Beyin atrofisi ve akson kaybi azdir(Turan,2013). RRMS hastalarinin MRG
goriintiilerine bakildiginda siklikla T2 agirlikli sekanslarda veya KBB inflamasyona
bagl fokal yikimdan dolayi, gadolinum pozitif lezyonlar goriiliir(Compston ve ark.,

2006).

2.1.3.4. Sekonder Progresif MS (SPMS)
RRMS hastalarinin = %15-30 kadarinda; yaklastk 15-20 sene sonunda
norodejenerasyonun On plana gectigi, ataklarin azaldigi bunun yerine progresif fazin

hakim oldugu bir doneme gegilir (Turan,2013; Thompson,2018).

Bu dénemde ,MRG bulgularinda akut inflamasyon gostergesi olan yeni T2 veya

gadolinum pozitif lezyon alanlar1 yerine, beyin atrofisi 6n plana ¢ikmaktadir.

Erkek cinsiyet, ilk ataklarin sik olmasi, erken donemde motor ve serebellar
bulgu ve tutulumlarin olmasi, hastalifin besinci yilinda orta derecede sekellik goriilmesi

ve MRG ylikiiniin fazla olmasi1 SPMS i¢in risk faktorleridir (Goodin, 2016).



2.1.3.5. Primer Progresif MS (PPMS)
MS hastalarinin %10’unu kapsar ve hastaligin basindan itibaren akut atak

donemleri olmaksizin siirekli progresyon ile izlenir.

SPMS’de oldugu gibi MRG bulgularinda aktif inflamasyon alanlar1 az,
norodejenerasyon On plandadir. Ayrica yine SPMS’ye benzer ve RRMS’den farkli
olarak; cinsiyet orani esit, 40’11 yas baslangicli ve mevcut tedavilere daha direnglidir

(Turan,2013; Goodin,2016).

2.1.4. Klinik
MS, her yasta goriilebilmekle bereber siklikla 20-40 yas arasi geng eriskin
bireyleri etkilemektedir. Kadin erkek orani yaklasik 2:1 dir (Turan, 2013)

2.1.4.1. Belirti ve Bulgular

2.1.4.1.1. Motor Semptomlar

En sik goriilen belirtiler motor bulgulara aittir. Genellikle tek tarafli alt
ekstremite etkilenmesi ile baslar, daha sonra ¢ift tarafli tutulum goriiliir. Derin tendon
reflekslerinde artma ve patolojik refleks goriiliir. Bu belirtilere genelde bacakta spastik

paraparezi eslik eder.
Ust ekstremitede giicsiizliik distal kaslarla sinirlidr.

Motor semptomlar egzersiz ve 1s1 ile kotiilesebilir (Eraksoy ve Akman-Demir,

2009; Turan,2013).

2.1.4.1.2. Somatosensoriyal Bulgular

Somatosensoriyal belirtiler, MS hastalarinin hemen hemen hepsinde goriilen ve
en sik karsilagilan ilk semptomlardir. Hastalar bu belirtileri genellikle yanma, uyusma,
gerilme ve karincalanma olarak tanimlarlar. Vibrasyon ve pozisyon duyusu

kaybolabilir.

En sik goriilen somatosensoriyal bulgu Lhermitte bulgusudur, boynun ani 6ne
fleksiyonu ile omurilikte, kol ve bacaklarda ani elektriklenme, ¢arpilma hissidir. Fakat

bu belirtinin MS’e spesifik olmadig1 unutulmamalidir.

MS hastalarinda ¢ogunlukla goriilen bir diger bulgu néropatik agridir. Ayrica
spastisite nedeni ile bacaklarda agr1 ve kramp da goriiliir (Eraksoy ve Akman-Demir,

2009; Turan,2013).



2.1.4.1.3. Beyin Sap1 Semptomlari
Bu tutulumun en sik goriilen belirtisi okiiler hareket bozukluklaridir. Nistagmus,

bulanik gérme, goriintiiniin ziplamasi, ¢ift gorme ve odaklanamama baslica bulgulardir.

Dizartrik konugma siklikla goriilen bir bagka beyin sapt semptomudur.
Konusmalar patlayici ya da sarhos konusmasi tarzindadir. 9. ve 10. kraniyal sinirlerin
etkilenmesine bagli olarak nazal konusma goriilebilir (Eraksoy ve Akman-Demir, 2009;

Turan,2013).

2.1.4.1.4. Gorme Yollar1 Semptomlari

Optik noropati, genel MS populasyonunun %17’sinin baslangi¢ belirtisidir ve
%350°den fazla MS hastas1 hayat1 boyunca en az bir kez optik néropati atag gegirir. Goz
hareketlerine bagli géz cevresinde agri ile birlikte gérme keskinligi azalir, gorme

kayiplar1 olusabilir.

Is1 yine burada kotiilestirici bir faktordiir: Viicut 1sis1 arttiginda gdrmenin
bulaniklasip tekrar eski haline dondiigii Uthoff belirtisi goriilebilir (Eraksoy ve Akman-
Demir, 2009; Turan,2013).

2.1.4.1.5. Serebellar Bulgular
Yirlime ataksisi baslangi¢ bulgularimin %11’inde goriliir. Diger 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 hastalarinin %40-70’inde bulunur. MS’in baslangi¢
yasi, siiresi ve fiziksel oOziirliiliglinden ¢ok MRG’de goriilebilecek beyin atrofisi,
genislemis ventrikiil ve korpus kallosum; kognitif bozukluklarla pozitif korelasyon
gosterir. MS hastalarinda siklikla bellek bozulmasi, dikkatsizlik, yavas bilgi isleme
goriiliir.

Psikiyatrik bulgular olarak anksiyete ve depreson en sik goriilen semptomlardir.
Psikotik bulgular MS baslangicindaki az sayidaki hastada gézlemlenmistir (Eraksoy ve
Akman-Demir, 2009; Turan,2013).
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2.1.4.1.7. Yorgunluk ve Uyku Bozukluklar
Yorgunluk, MS’in en sik goriilen belirtilerinden birisidir. Hastalarin neredeyse

%80’inde goriiliir.

Uyku bozukluklart normal populasyona gore 3 kat daha fazladir. Nadir olarak
narkolepsi vakalar1 bildirilmistir (Eraksoy ve Akman-Demir, 2009; Turan,2013).

2.1.4.1.8. Mesane, Barsak ve Seksiiel Bozukluklar

MS hastalar1 genellikle sik idrara ¢ikma, idrar1 yetistirememe,idrar kagirma ve
defakasyon bozukluklarindan yakinirlar. Atakla birlikte ortaya ¢ikarak gecici
olabilmekle birlikte, cogunlukla kalicidir.

Seksiiel islev bozukluklari siklikla karsilasilan ama toplumsal baski yliziinden
seyrek soz edilen belirtilerdir. Erkeklerde erektil islev bozuklugu, ejekiilasyon, libido
azalmasi; kadinlarda yine libido azalmasi, orgazm olamama ve lubrikasyon sorunu

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

2.1.4.2. Tam

Jean Martin Charcot, MS’i klinik ve histopatolojik olarak tarihte ilk tanimlayan
kisidir ve oOzellikle histopatolojik bulgular1 gilinlimiizde bile altin standart 6zelligini
korur Charcot MS’i, MSS’ini multifokal olarak etkileyen ve zamansal olarak tekrarli

veya progresif seyirli olarak tanimlamistir(Charcot, 1889).

MS tanisi, gliniimiizde oncelikli olarak klinik bir tamidir ve tani i¢in hastanin
tibbi Oykiisii, norolojik muayenesi, MRG ve diger tanisal goriintiilleme sonuglari, BOS

tetkiki ve uyarilmis potansiyeller tetkiki degerlendirilir (Boz, 2013).

MS tanisi i¢in 1950’lerden beri tani kriterleri gelistirilmektedir (Boz, 2013). En
cok kullanilan tanmi kriterleri 1983’ten beri yaymlanan Poser ve 2001’den beri
yayinlanan McDonald kriterleridir. McDonald kriterlerinin en son revize maddeleri

Tablo 2-1 gibidir.

Tablo 2-1. McDonald Tam Kriterleri (2017)

Klinik Durum MS Tanst1 I¢in Ek Kriterlere

2 veya daha fazla atak ve 2 veya daha
fazla lezyonun klinik kaniti ya da; o Ek teste gerek yoktur.

2 ya da daha fazla atak ve farkli
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lokasyonlarda lezyon igeren onceki
ataklarin net tarihsel kaniti ile 1 lezyonun

klinik kaniti

2 ya da daha fazla atak ve 1 lezyonun

klinik kanit

Uzaysal dagilim, bu kriterlerden biri ile
gosterilmelidir:

Farkli MSS alanini etkileyen ek klinik atak
MSS'nin periventrikiiler, kortikal, jukstakortikal,
infratentoryal veya spinal kord alanlarindan 2
veya daha fazlasinda 1 veya daha fazla MS’e

0zgii T2 lezyonu

1 atak ve 2 veya daha fazla lezyonun

klinik kaniti

Zamansal dagilim bu kriterlerden biri ile
gosterilmelidir:

Ek klinik atak

MS tipik MRG lezyonlarinin hem giiclendirici
hem de giiglendirici olmayan eszamanli varligi,
veya yeni T2 veya gilglendirilmis MRG
lezyonunun karsilastiriimasi

BOS OKB’leri

1 atak ve 1 lezyonun klinik kaniti

Uzaysal dagilim bu kriterlerden biri ile
gosterilmelidir:

Farkli MSS bolgelerini etkileyen ek atak
MSS'nin periventrikiiler, kortikal, jukstakortikal,
infratentorial veya spinal kord alanlarindan 2
veya daha fazla bolgesinde 1 veya daha fazla
MS’e 6zgii T2 lezyonu:

Zamansal dagilim bu kriterlerden biri ile
gosterilmelidir:

Ek klinik atak

MS tipik MRG lezyonlarmin hem gii¢lendirici
hem de gii¢lendirici olmayan eszamanli varligi,
veya yeni T2 veya giglendirilmis MRG
lezyonunun karsilagtiriimasi

BOS OKB’leri

1 y1llik hastalik ilerlemesi (geriye doniik

Uzaysal dagilim bu kriterlerden biri ile




12

veya ileriye doniik) gosterilmelidir:

e MSS'nin periventrikiiler, kortikal, jukstakortikal
ve infratentorial alanlarindan 1 veya daha fazla
MS-tipik T2 lezyonu

e 2 veya daha fazla T2 omurilik lezyonu

e BOS OKB’leri

2.1.4.3. Tedavi
MS tedavi yontemleri, genel olarak, MS’s spesifik olan hastalik-diizenleyici
tedavi ve MS hastaliginin diger sistemlerde olusturdugu semptomlar icin yapilan

semptomik tedavi olarak ikiye ayrilabilir.

2.1.4.3.1. Hastalik-Diizenleyici Tedavi
MS, temel olarak néroimmiinolojik bir hastalik oldugundan kullanilan tedaviler
immiinsupresan (fingolimod, natalizumab, ocrelizumab) veya immunomodiilatuar

(interferon beta, glatiramer acetate, teriflunomid) seklinde olmaktadir.

Bu tedaviler, daha c¢ok RRMS hastalar1 iizerinde anlamli iyilesme
gosterebilmektedir. Bu ilaglardan sadece ocrelizumabin PPMS progresyonunu

yavaslattig1 bildirilmistir (Montalban ve ark.,2017).

Lisansh hastalik-diizenleyici tedaviler ile ilgili 6zet bilgiler Tablo 2-2’de

verilmistir.

Tablo 2-2. MS Hastalik Diizenleyici Tedavi

Jenerik isim Mekanizma Kullanis

AvonexT (Interferonf-1a) Antijen sunumunu azaltir. Intramiiskiiler, haftada 1 defa
T hiicre cogalmasini azaltir.
Sitokin ekspresyonunu
degistirir.
Immunsupresor mekanizma-

lar1 yeniden canlandirir.




Rebift (Interferonp-1a)

Betaferont (Interferonp-1b)

Extaviat (Interferonp-1b)

Plegridyt
la)

Copaxonef

asetat)

(Peginterferonf-

(Glatiramer

Antijen sunumunu azaltir.
T hiicre cogalmasini azaltir.

Sitokin ekspresyonunu
degistirir.
Immunsupresor mekanizma-

lar1 yeniden canlandirir.

Antijen sunumunu azaltir.
T hiicre cogalmasini azaltir.
Sitokin ekspresyonunu
degistirir.

Immunsupresor mekanizma-

lar1 yeniden canlandirir.

Antijen sunumunu azaltir.
T hiicre cogalmasini azaltir.

Sitokin ekspresyonunu
degistirir.
Immunsupresor mekanizma-

lar1 yeniden canlandirir.

Antijen sunumunu azaltir.
T hiicre cogalmasini azaltir.
Sitokin ekspresyonunu
degistirir.

Immunsupresor mekanizma-

lar1 yeniden canlandirir.

Anti-inflamatuvar
lenfositlerin

proliferasyonunu uyararak T
hiicre farklilismasinda

degisiklik yapar.

Subkiitan, haftada 3 defa

Subkiitan, 2 giinde 1 defa

Subkiitan, 2 giinde 1 defa

Intramiiskiiler, 2 haftada 1

defa

Subkiitan, her giin veya iki
preparasyon olarak haftada 3
defa
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Tecfideraf (Dimetil fumarat)

Aubagiot (Teriflunomid)

Gilenya (Fingolimod)

Tysabrit (Natalizumab)

Mavenclad (Kladribin)

Lemtradat (Alemtuzumab)

Ocrevust (Ocrelizumab)

Inflamatuvar sitokinlerin

salinimini azaltir.

Antioksidan yolaklar1 aktive

eder.

Otoreaktif B ve T
hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe
eder.

Anti-inflamatuvar yonde

immiinolojik sistemi regiile

eder.

Lenfositlerin lenf
nodiillerinden ¢ikmasini
engeller.

o-4 integrini  bloklayarak

lenfositlerin MSS’ye gecisini

engeller.

B ve T hiicre sayisini azaltir

anti-CD52 antikoru.

B ve T hiicre sayisini azaltir.

Anti-CD20 antikoru.

B hiicre say1simi azaltir.

2.1.4.3.2. Semptomik Tedavi
Semptomik tedaviler, MSS hasarina bagli bulgular1 tedavi etmek amaglh

Ag1z yoluyla giinde 2 defa

Agiz yoluyla, giinde 1 defa

Agiz yoluyla, giinde 1 defa

Intravendz, 4 haftada bir
hastane kliniginde

uygulanmalidir.

Agiz yoluyla, 2 kiir 12 ay ara
ile uygulanir.

Intravendz, 2 kiir 12 ay ara

ile uygulanir.

Intravendz, 4 kiir 6 ay ara ile

uygulanir.
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kullanilan farmakolojik ve diger tedavi seceneklerini kapsar. MS’in nedenlerinden ¢ok,

sekonder olarak etkiledigi yolaklar {izerine etkilidir (Dobson ve Giovannoni, 2018).
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Bu tedaviler ile ilgili 6zet bilgi Tablo2-3’te verilmistir.

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
davranigsal terapi, is terapisi.

Dolasim bozuklugu Farmakolojik: Fampridin
Non-farmakolojik: Egzersiz, fizyoterapi

Ataksi ve tremor Farmakolojik:  Propanol,  klonazepam,

levetirasetam, izoniazid, botulin toksin

enjeksiyonu.

Non-farmakolojik:  Fizyoterapi, belirli

vakalarda cerrahi islem

Idrar torbasi disfonksiyonu Farmakolojik:  oksibutinin, tolterodin,
solifenasin, desmopressin sprey, botulin

toxin, kannabinoidler, mirabegron.

Non-farmakolojik: Tibial sinir uyarimu,

sakral noromodulasyon, cerrahi miidahale.



Sekstiel disfonksiyon

Barsak disfonksiyonu

Depresyon ve duygusal labiliteler

Kognitif bozukluk

Gorme problemleri

Agn

2.1.5. Multipl Skleroz Patogenezi

2.1.5.1. MS Immiinohistopatolojisi

16

Farmakolojik:sildenafil, intraiiretral

alprostadil

Non-farmakolojik: kognitif ve davranigsal
terapi, pelvik duvar fizyoterapisi
Farmakolojik: laksatifler, rektal stimiilanlar,
transanal lavaj

Non-farmakolojik: abdominal masaj,
biofeedback aligtirmasi, rektal lavaj, sakral

sinir uyarimu, tibial sinr uyarima.

Farmakolojik: antidepresanlar, amitriptilin,
dekstrometorfan, quinidin.
Non-farmakolojik: kognitif ve davranigsal
terapi

Farmakolojik: donepezil, memantin

Non-farmakolojik: kognitif rehabilitasyon

Farmakolojik: gabapentin, memantin

Non-farmakolojik: yok

Farmakolojik: amitriptilin, duloksentin,

gabapentin, pregabalin, kapsaisin,
karmazepin, aksarbazepin, lamotrigin,
baklofen

Non-farmakolojik: fizyoterapi, trigeminal

norolglia icin cerrahi iglemler.

MS hasta beynindeki aktif lezyonlar, immunohistokimyasal analizde genel

olarak 4 farkli patern gosterirler. Farkli paternler olmast MS’nin bulundugu evre ve



17

zaten MS’nin bagh basina heterojen bir hastalik olmasi ile ilgilidir (Lucchinetti ve

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

2.1.5.1.1. Patern 1

MS hastalarinin %15’inde goézlemlenmistir. Lezyon merkezinde kii¢iik ven veya
veniiller bulunur. Sinirlart keskindir. T hiicreleri ve makrofajlar ¢ogunluktadir. Miyelin
kayb1 gozlenir. Plak c¢evresinde remiyelinizasyonun sonucu olarak golge plak
olusumlar1 goriiliir.Birgok RRMS hastas1 bu paterne sahiptir(Lucchinetti ve ark.,1996;
Lucchinetti ve ark.,2000; Lassman ve ark.,2001).

2.1.5.1.2. Patern I1

Hastalarda en ¢ok rastlanan (%58 oraninda) aktif plak paternidir. Antikor aracili
patern olarak da bilinir. Patern I’de gozlemlenen biitiin immunopatolojik bulgular
burada da gozlemlenir. Ek olarak, aktif miyelin yikim alanlarinda IgG ve kompleman
depozitleri bulunur. Bazi RRMS hastalarinda goriiliir(Lucchinetti ve ark.,1996;
Lucchinetti ve ark.,2000; Lassman ve ark.,2001).

2.1.5.1.3. Patern III

MS hastalarin %26’sinda mevcuttur. Lezyon sinirlar1 belirgin degildir ve
inflamasyon alaninda T hiicreleri ve makrofajin yani sira aktif glia infiltrasyonu
gozlenir. Miyelin kaybinda o6zellikle miyelin iliskili glikoprotein (myelin associated
glycoprotein;MAG) azalmas1 6n plandadir. Lezyon alanlarinda apoptotik hiicreler ve
demiyelinizasyon beraber goriiliir(Lucchinetti ve ark.,1996; Lucchinetti ve ark.,2000;

Lassman ve ark.,2001).

2.1.5.1.4. Patern IV

Hastalarin %]1’inde gdzlemlenebilmistir. Inflamasyon alanlarinda T hiicreleri ve
makrofajlar yogunluktadir. Ayrica oligodendrosit kayb1 gozlemlenir. Apoptotik hiicre
6liimii morfolojisine rastlanmaz. PPMS olgularinda patern IV gbzlemlenir (Lucchinetti

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

Bir diger plaklar siniflama yontemi ise plaklarin zamansal 6zelliklerine goredir

(Wu ve Alvarez, 2011).
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2.1.5.1.5. Akut MS plaklari

Hastaligin en erken donemini temsil eden bu plaklar; perivaskiiler alanda yogun
olarak gdzlemlenir. Inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, miyelin kaybi ve parankimal
6dem bu plaklar i¢in tipiktir. Oligodendrosit apoptozu ve yikimi goriiliir (Grenfield ve

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

2.1.5.1.6. Kronik plaklar

Aktif plaklardan farkli olarak bu plaklar hiposelliiler 6zellik gosterir. Ayrica
miyelin kaybinin yani sira, akut plaklardan farkli olarak glioziz yogun olarak
gozlemlenir. Kronik plaklar kendi i¢inde ikiye ayrilir: lezyon ¢evresinde aktif
inflamasyonun oldugu kronik aktif plaklar ve inflamasyonun tamamen durdugu kronik

sessiz plaklar (Greenfield ve ark.,2008).

2.1.5.2. MS immiinolojik Mekanizmalar

MS; hem ak madde hem de gri cevheri etkileyen, otoimmiin MSS hastaligidir.
Immiinolojik hiicrelerin (T hiicreleri, B hiicreleri, dogal immiinite hiicreleri) aktif ve
onemli rol oynamasi, bu hastalifin otoantijenlere kars1 yamitla olustugunu

diistindiirmektedir (Thompson ve ark., 2018).

MSS miyelin kilifi otoantijenlerine karsi yanitin nasil basladigi tam olarak
bilinmemekle birlikte bunun iki sekilde olabilecegi diisiiniilmektedir. Ilk teori, MSS
yerlesik modele gore, otoimmiinite ilk MSS’de baglar, sonra pargalanmaya bagli olarak
otoantijenlerin aciga ¢ikan altbirimleri dolasgim sistemi ile pasif ya da antijen sunan
hiicreler araciligi ile aktif bir sekilde periferik immiin sisteme taginir. Diger teori, MSS
dis1 modele gore, mikrobial veya viral antijenle molekiiler benzerlik sebebi ile
otoantijen uyarimi, ilk periferde baslar. Kan beyin bariyerinin (KBB) yikilmasi ile
birlikte, bu miyelin kilift hedef olarak algilama potansiyeline sahip uyarilmis
bagisiklilik sistemi hiicrelert MSS’ye geger. Son yillarda yapilan calismalar 1s18inda;
RRMS’in MSS dis1 teori, progresif MS’lerin ise MSS yerlesik model ile olustugu

distiniilmektedir (Hemmer ve ark.,2015).

MS, wuzun yillardir T hiicre aracili otoimmiin bir hastalik olarak

tanimlanmaktadir. Ger¢ekten de MS lezyonlarina baktigimiz zaman; bliylik oranda T



19

hiicreleri (6zellikle CD8" T hiicreleri) ve makrofaj/mikroglial hiicre aktivasyonu; daha

az oranda B hiicreleri ve diger immiin hiicreler gozlemlenir.

Miyelin proteinlerine reaktif CD8" T hiicrelerinin hastalik patogenezinde
onemli rolii oldugu uzun yillardir caligmalarla gosterilmistir (Friese and Fugger, 2009).
In vitro c¢alismalarda CDS8" T hiicrelerinin, ndron ve oligodendrositlere litik
mekanizmalarla zarar verdigi; in vivo ¢alismalarda ise MS lezyonlarindaki aksonal
hasarin, lezyonlardaki CD8" T hiicre yogunlugu ile korole oldugu gdsterilmistir

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

CD4" T hiicre alt tiplerinden Th1 ve Th17 hiicreler, MS i¢in énemli bir diger T
hiicre gruplaridir. Cesitli ¢cevresel ve genetik etmenlerin etkisiyle, periferde aktive olan
CD4" T hiicrelerin MSS’ye gogii ile MS lezyonlarinin olustugu diisiiniilmektedir
(Idiman, 2013). Bu konuda yapilan ilk ¢alismalarda, hastalig: transfer edenin Thl
hiicreleri oldugu Onerilmistir (Pettinelli ve ark., 1981). Fakat sonrasinda devam eden
calismalarla Th17 hiicrelerinin MS patogenezinde ¢ok daha Snemli rolii oldugunu
ortaya koymustur (Goverman, 2009). Bu ¢alismalardan birinde genetik olarak IFN-
gamma Yyetersizligi olan farelerde, MS hayvan modeli olarak kullanilan deneysel
otoimmiin ensefalomiyelit (experimental autoimmune encephalomyelitis; EAE)
uygulanmis ve bu farelerin EAE modeli olusumuna direngli olmadigi gosterilmistir

(Chu ve ark.,2000).

Gerek insan MS lezyonlarinda yogun Thl17 hiicrelerinin gosterilmesi (Jadidi-
Niaragh ve Mirshafiey,2011) gerek EAE c¢aligmalarinda Th17 hiicrelerinin ve ilgili
yolaklarin hastalik patogenezi ile anlamli bulunmasi (Betelli ve ark.,2008), Th17’nin
MS hastaliginda énemli bir rolii olduguna isaret etmektedir. Ozellikle Th17 hiicrelerinin
KBB biitiinliigiinii bozdugunun gosterilmesi, MSS inflamasyonunda kilit bir rolii
oldugunu diisiindiirmektedir (Kebir ve ark.,2007). Ayrica Th17; temel sitokini IL-17
araciligr ile MSS immiin yamitinda onemli hiicreler olan mikroglia ve makrofaj
aktivasyonunu, IL-9 ile de Thl7’nin MSS go¢lini arttirdigr  gosterilmistir
(Idiman,2013).

MS, her ne kadar T hiicre aracili bir hastalik olarak tanimlansa da; bazi MS
hastalarinda miyelin kilif antijenlerine karsi otoantikor bulunmasi (Staun-Ram ve
Miller,2017), BOS’ta miyelin antijenlerine reaktif B hiicre varligi (Abaul-Enein ve

ark.,2004), SPMS hastalarinin parankim ve meninkslerinde lenfoid folikiillerin varlig
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(Idiman, 2013) bazz MS hastalarinin plazmaferez veya immunoabsrobsiyon
tedavilerinden yararlanim saglamalar1 (Keegan ve ark., 2005; Heigl ve ark.,2013) ve B
hiicre yiizey isareti CD20’ye kars1 bir antikor olan rituxumabin MS tedavisinde
kullanilmast (Piccio ve ark.,2010); MS’de B hiicrelerinin rolii olduguna isaret
etmektedir. Fakat rituxamb tedavisinin MS ataklarini azaltmasina karsin BOS’taki
antikor seviyesini etkilememesi, B hiicrelerinin hastalik patogenezine antikor
mekanizmasindan bagimsiz etki ettigini diisiindiirmektedir (Piccio ve ark.,2010; Michel
ve ark.,2015). Gergekten de yakin zamanda B hiicrelerinin MHC smif II araciligr ile T

hiicrelerine antijen sundugu gosterilmistir (Adler ve ark.,2017).

T regiilator hiicreler (Treg), immiinolojik sistemin asirt ve uzun zamanli
reaksiyon vermesini engelleyen bir kontrol sistemidir (Idiman, 2013). MS ile ilgili gerek
in vitro gerekse in vivo caligmalarda, bu regiilatdr sistemin calismasinda aksaklik
oldugu gosterilmistir. MS’de Treg yapt ve islevinin bozuldugunu gdsteren
mekanizmalar sdyledir: Foxp 3 ekspresyonunda azalis, Treglerin Th17’yi kontrol etme
yeteneklerinde azalis, Treglerin timustan perifere gociinde azalma, Treglerin
dontisiimiinde artma ve TCR yapisinda bozulma (Huan ve ark.,2001; Venkenve ve

ark.,2008)

MS patogenezinde NK hiicrelerinin hem immunsupresif hem de proinflamatuvar

etkileri vardir. Insan NK hiicrelerinin, sitotoksik CD56%"

ve immiinregiilator etkisi de
bulunan CD56P*™* olmak tizere iki tipi vardir. MS hastalarmm BOS’lar1 incelendiginde
CD56P™*, serumlarma bakildiginda CD56*"* seviyesinin yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Ayrica IFN-B, daclizumab, natalizumab gibi tedavilerin immiinregiilator islevi olan
CD56™"* populasyonunu arttirdigi gosterilmistir (Bielekova ve ark.,2006; Saraste ve

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

2.1.5.3. MS Norodejeneratif Mekanizmalar

MS otoimmiin bir MSS hastalifi olarak tanimlansa da, hastalifin
progresyonunda hatta daha en basinda bile ndrodejenerasyon kacinilmazdir. Literatlirde
gittikce artan sayida calisma, MS’de ndrodejenerasyonun otoimmiiniteye sekonder
olarak ortaya c¢ikan bir durumdan ziyade hastalik patogenezinde inflamasyonla beraber

goriilen paralel bir mekanizma olduguna isaret etmektedir (Kawachi ve
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Lassmann,2017). Hatta bu konu ile ilgili, baz1 derlemeler ve ¢aligmalar MS’in aslinda

norodejeneratif bir hastalik oldugu 6nermistir (Trapp and Nave, 2008; Chaudhuri, 2013)

Charcot zamanindan bu yana MS lezyonlarinda noroinflamasyon ile birlikte
aksonal hasar/aksonal dejenerasyonun da goriildiigii bilinmektedir. (Charcot,1868;
Kornek ve Lassmann,1999). Hatta radyolojik c¢aligmalar, sadece beyaz madde
lezyonlarinin degil; kortikal ve derin gri madde lezyonlarinin da MS hastalarinda
goriilen kognitif bozulma ve 6ziirliilik gelisimi ile dogru orantili oldugunu gostermistir
(Rudick ve ark.2009; Harrison ve ark., 2015). Ayrica erken dénem MS ve KIS
hastalarinin %38’inde, histopatolojik bulgularin norodejenerasyonla korole oldugu

gosterilmistir (Lucchinetti ve ark.,2011).

MS’deki ndrodejenerasyonun molekiiler mekanizmalar1 bugiline kadarki

calismalarin 15181ndaki asagidaki gibi 6zetlenebilir (Kawachi ve Lassmann,2017):
v Mikroglia ve/veya makrofajlarda goriilen oksidatif patlama
v Mitokondriyal hasar ve buna bagli aksonal enerji kaybi

v' Histotoksik hipoksi

<\

Wallerian dejenerasyonu
Yasa bagli demir birikimi

Menenjial inflamasyon

D N NN

Astrosit aktivasyonu

2.1.5.4. Kan Beyin Bariyeri ve Multiple Skleroz Iliskisi

Kan beyin bariyeri (KBB); beyin parankimi ve dolasim sistemi arasinda olan,
beynin homeostazint korumak i¢in kontrollii metabolik {iriin de§isimi yapan ve
bagisiklik sistemi elemanlarinmi sinirli gegiren fakat patojen ve periferde bulunabilecek
norotoksik maddelerin girigini engelleyen bir yapidir. Bu yapr olduk¢a karmagik olup
norovaskiiler birim (NVB) denilen dort elemandan olusur: endotel hiicreler, perisitler,

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

Endotel hiicreler arasinda bulunan siki baglar ve adheren baglar (Ballabh ve
ark.,2004), perisitlerin KBB olusumuna ve vaskiiler sisteme etkileri (Armulik ve
ark.,2010; Hall ve ark., 2014), astrositlerin anjiogenez ve tasiyict hiicre yiizey

elemanlar1 ekspresyonuna katkist (Alvarez ve ark.,2011) ile KBB kontrollii ve dinamik
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olan yapisini1 korumaktadir. Bu yapinin bozulmasi, direkt veya indirekt sekilde bircok

MSS hastaliginin olusumuna neden olur.

MS’nin daha en erken evrelerinde KBB yapis1 bozulur. Radyolojik incelemeler
gadolinum pozitif lezyonlarda KBB yapisinin bozuldugunu gostermistir (Spencer ve
ark.,2018). Sadece aktif lezyonlarda degil normal goriinimlii ak madde de KBB
bozulmasina baglit MRG degisiklikleri mevcuttur (Filippi ve ark.,1998).

Ayrica patolojik incelemelerle, KBB’deki siki baglarin bozulmasi ile birlikte
perivaskiiler alanda fibrinojen birikimi ve astroglioziz oldugu ortaya konmustur
(Alvarez ve ark.,2011). T hiicrelerinden salinan matriks metalloproteinaz (MMP)-2 ve 9
KBB bazal membranina zarar verdigi bilinmektedir ve MMP-2 ve 9 “knock out”
farelerin EAE direnci gostermesi, KBB’nin MS patogenezinde oldukga kilit bir rolde
olduguna isaret etmektedir (Agrawal ve ark.,2000).

KBB yapisi bozulmasina bagli olarak MS hastalarinin MRG’lerinde global
serebral hipoperfiizyon goriilmektedir (D’haeseleer ve ark.,2011). Ayrica EAE
modelinde, doku hipoksisinin norolojik hasar ile direkt iligkili oldugu, bu farelere
uygulanan oksijen tedavisinden olumlu sonuclar elde edildigi literatiirde bahsedilmistir

(Davies ve ark.,2013).

Ilging olarak MS risk faktdrlerinden olan Vitamin D, sigara ve patojen
maruziyeti de KBB yapismin bozulmasinda rol oynamaktadir. Iskemi hayvan
modelinde vitamin D’nin KBB gecirgenligini VDR-NF-Kb-MM9 iizerinden
diizenledigi gosterilmistir (Won ve ark.,2015). Ayrica subaraknoid kanama sigan
modelinde vitamin D’nin MS plaklarinda bulunan ve pro-inflamatuvar reaksiyonlari
indiikleyen osteopontini, glikoprotein osteopontin formunda ekspresyonunu arttirarak
hem KBB biitlinligiinii pozitif yonden hem de MS’ten koruyucu olarak etkiledigi
ortaya konmustur (Enkhjargal ve ark.,2017).

Sigara igenlerde kiigiik damar hastaligi riski fazladir ve yapilan ¢alismalarda da
MS hastalig: ile kiiclik damar hastalig1 arasindaki pozitif korelasyon ortaya konmustur
(Geraldes ve ark.,2017). Ayrica sigara i¢imine bagli olarak nikotin, serbest radikaller ve
nitrik oksitin endotelial hiicrelerdeki siki baglantilar1 bozdugu belirtilmistir (Naik ve
Cucullo, 2015).



23

Patojenlerin hem MS patogenezinde rol oynayabilecegi hem de MS ataklarini
arttirdig1 uzun zamandan beri bilinmektedir (Spencer ve ark.,2018). Ozellikle EBV niin
MS olusumunda rol oynadig1 cokga sdylenen bir patojendir. Bu viriisiin konumuz
acisindan bir diger ilging Ozelligi, beyin mikrodamarlarindaki endetelial hiicrelerde
inflamatuvar yanita neden olarak KBB biitlinligiinii bozabileceginin gosterilmis

olmasidir (Casiraghi ve ark.,2011).

KBB ve MS arasindaki iliskiler ortaya ciktikca, caligmalar KBB ile ilgili
hastaliklarda kullanilan ilaglarin MS’deki yararlanimini aragtirmaya yonelmistir. Bu
konuda RRMS {izerine yapilan hayvan c¢aligmasinda, EAE modelinde statin
kullaniminin faydali olabildigi ama bu faydanin IFN-B tedavisi ile birlikte oldugunda
antagonist etki gostererek atak sayisinda artmaya sebep oldugu gosterilmistir. Progresif
formdaki MS tiplerinde statin, kortikal atrofiyi azaltarak bu MS alttiplerinde daha
basarili sonuglar elde edilmesini saglamistir (Pihl-Jensen ve ark.,2015). Bir diger
dolagim sistemi koruyucusu olarak kullanilan asprinin MS’e pozitif etkisi olmadig1 hatta

hemoraji riskini arttirdig: tespit edilmistir (Tsau ve ark.,2015).

2.1.5.5. Perisitlerin Immiinolojik Fonksiyonlar1 ve MS Tliskisi

Perisitler, ilk olarak Rouget tarafindan 1873’te tanimlanmis olup Rouget
hiicreleri olarak bilinmekteydi; fakat endotelleri ¢evrelemesinden Gtiirli Zimmermann
tarafindan 1913’te perisit (peri= ¢evre; sit= cytes =hiicre) adiyla yeniden

isimlendirilmistir (EIAli ve ark.,2014).

Perisitler, kasilabilme yetenekleriyle damarlardan gecen kan miktarini
diizenleyebildigi i¢in, uzun yillar boyunca beyin damar hastaliklariyla iliskilendirildi
(Yemisci ve ark., 2009;0ztop-Cakmak ve ark.,2017). Fakat son yillarda yapilan
calismalar, perisitlerin sadece kan akimini ve KBB biitlinliigiinii diizenleyen bir hiicre
cesidi degil; ayrica noroimmiinolojik agidan 6nemli gorevlere sahip oldugunu ortaya

koymustur.

Perisitlerin; hem bazal seviyede hem de IL-1B, TNFa, IFNy ve LPS gibi
inflamasyonu uyarici faktorlerle muamale edildiliginde CCL2, MCP1 ve CXCLI gibi
kemokinleri iirettigi gosterilmistir. Ayrica perisitler, immiinolojik uyariya yanit olarak,
kendileri de IL-1B, TNFa, IFNy ve IL-6 {iretirler (Pieper ve ark.,2013; Guijarro-Munoz
ve ark., 2014; Matsumoto ve ark., 2014; Rustenhoven ve ark.,2016).
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Uzun yillardir perisitlerin bilinen 6zelligi KBB elemani oldugudur ve KBB’nin
morfolojisini ve fonksiyonunu korumasi i¢in perisitlere ihtiya¢ vardir. Yapilan
caligmalar perisit disfonksiyonu veya kaybinda KBB’de sizintilar oldugunu
gostermistir. Ozellikle KBB yapisinin bozulmasiyla beyin parankimine fibrinojen/fibrin
infiltrasyonu gergeklesir ve bu fibrin kiimelenmesine yanit olarak mikroglia kemokin,

antijen sunan hiicre ve T hiicre aktivasyonu gerceklesir (Ryu ve ark.2015).

Ilging olarak son yillarda yapilan in situ ve in vitro calismalarda perisitlerin 0,1-
9 um ¢apindaki materyali endositoz ile hiicre igine alabildigi gdsterilmistir. Ozellikle bu
endositoz aktivitesi TNFa ve IFNy gibi proinflamatuvar sitokinlerle artmakta, TGFp ile
bu aktivite azalmaktadir (Pieper ve ark.,2014; Rustenhoven ve ark.,2016).

Perisitlerin bir diger 6nemli immiinolojik fonksiyonu MHC 1II aracilig1 ile CD4"
hiicrelere antijen sunmasidir. Fakat perisitler kostimiilatér icermezler, bu yiizden daha
cok T hiicre anerjisini uyarir (Maier ve ark.,2011; Domev ve ark.,2014; Pierre ve

ark.,2014).

Perisitlerin immiinolojik fonksiyonlarinin agiga ¢ikmasi ile otoimmiin bir
hastalik olan MS ile iligkisi arastirilmaya baglanmistir. Bu zamana kadar yapilan
calismalarda Ozet olarak perisitlerin oligodendrosit prekiirsor hiicreleri etkileyerek
remiyelinizasyonu diizenledigi (Azevedo ve ark.,2018; Silva ve ark.,2019) ve MS insan
beyninde perisitlerin aktif lezyon bdlgelerinde inaktif bolgelere gore daha fazla

bulundugu gosterilmistir (Iacobaeus ve ark.,2017).

2.1.6. MS Hayvan Modelleri

MS ile ilgili hayvan modelleri, MS hastaliginin kendisi kadar ¢ok ¢esitlidir. MS
ile ilgili ilk hayvan modeli, Rivers ve arkadaglari tarafindan 1933°te maymunlarin
tavsan beyin ekstraktlar1 ile immiinize edildigi EAE modeli ile olusturuldu (Rivers ve
ark.,1933). Daha sonralar1 bu modele adjuvan olarak tam Freund adjuvani (complete
Freund’s adjuvant;CFA) (Freund ve McDermott, 1942) ve KBB geg¢irgenligini bozmak
icin pertusis toksini (Munoz ve ark.,1984) eklendi. Zaman igerisinde bir¢ok hayvanda

denenmekle birlikte, fare ve siganlar modelin en iyi olusturuldugu hayvan tiirleri oldu.

Farkl1 fare soylarini farkli miyelin proteinleri ile immiinize ederek MS’in ¢esitli

alttipleri taklit edilir. Ornegin SJL/J farelerinin PLP miyelin proteini ile



25

immiinizayonuyla RRMS (Tuohy ve ark., 1989), C57BL6/] farelerinin MOG proteini
ile immiinizasyonu ile progresif MS tiirleri (Tompkins ve ark., 2002) modelleri
olusturulur. Immiinizasyon modeli ile MS i¢in olduk¢a 6nemli olan basta CDS, CD4 T
hiicreler olmak {izere, B hiicreleri, makrofajlar ve diger immiinolojik hiicre ve
faktorlerin patogeneze etkileri arastirilabilmis ve MS ile ilgili 6nemli bilgiler elde

edilebilmistir (Procaccini ve ark., 2015).

Giliniimiiz bilimsel yeniliklerin ilerlemesi ile 6zellikle basvurulan bir diger MS
modeli ise transgenik modellerdir. lgili hedef faktor ile ile ilgili genin susturulmasiyla o
molekiiliin hastalik olusumunda 6nemli olup olmadigini anlamamizi saglayan trangenik
modeller MS i¢in ilk defa Betelli ve arkadaslari tarafindan C57BL6/J fare soyundan
gelen TCR azalmis transgenik farelerde MOG EAE modeli yapilarak olusturulmustur
(Bettelli ve ark., 2003).

EAE immiinizasyon modelleri, MS’in 0zellikle immiinolojik yonlerin ve
histopatolojisi hakkinda bize bilgi vermekle birlikte kisitliliklar1 da mevcuttur. Spontan
olarak hayvanlarda olusturulamamasi nedeni ile MS progresyonu hakkinda detayl bilgi
verememesi, MS ataklarinin EAE’de iyi taklit edilememesi, insanda beyin lezyon
tutulumlar fazla iken bu modelde omurilik tutulumlarinin 6n planda olmasi, insan MS
ve EAE siirelerinin birbirinden c¢ok farkli olmasi bu kisitliliklardan bazilaridir

(Procaccini ve ark., 2015).

Bir diger EAE modeli MS risk faktorleri olan viriislerle hayvan modelinin
olusturulmasidir. Bu modelle ilgili en bilineni fare MSS’inde demiyelinizasyona neden
oldugu bilinen Theiler murin ensefalomiyelit virlisiiniin (TMEV) kullanilmasidir
(Tsunoda ve Fujinami, 2010). Ozellikle MS’in kronik progresif tipini iyi taklit etmesi,
demiyelinizasyonu toksik etki ile degil immiin sistemi uyararak yapmasi bu modelin
pozitif taraflaridir. MS arastirmalart i¢in olumsuz yonleri ise TMEV’in sadece farede
demiyelinizasyon yapmasi, diger tiirler insan da dahil, demiyelinizan patolojiye sebep
olamamast ve insan MS patofizyolojisinde kalict bir virlis enfeksiyonun

gosterilememesidir (Procaccini ve ark., 2015).

Cuprizone ve lysolecithin ile yapilan toksik EAE modelleri, MS’in otoimmiin
mekanizmalarindan ziyade de- ve remiyelinizasyon arastirmalarini yapmak icin
uygundur. Bu iki toksik madde farkli yolaklarla oligodendrositleri olumsuz etkileyerek

demiyelinizasyona sebep olurlar (Blakemore ve Franklin, 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Multipl Skleroz Hayvan Modeli Olusturma

3.1.1. Fareler

Bu calismada 18-20 gram agirliginda 24 adet C57BL/6 8-10 haftalik disi fare
kullanildi. Hayvanlar Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii Deney Hayvanlar1 Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim
Dali’ndan temin edildi. Deneyler, erken donem (15 giin) MOG-EAE (n=6), erken
donem kontrol CFA (n=6), ge¢ donem (40 giin) MOG-EAE (n=6) ve ge¢c donem kontrol
CFA gruplarindan (n=6) olusturuldu. Hayvanlarin diyet programlari ve bakimi Istanbul
Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’'nde gerceklestirilmistir. Bu
calisma, Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun (HADYEK)
10.07.2017 tarihli toplantisinda onaylanmaistir.

3.1.2. immiinizasyon

Bu hayvan modeli daha once literatiirde tarif edildigi sekilde (Sharp ve
ark.,2008) yapilmustir. Immiinizasyon birer hafta ara ile 2 kez yapilmistir ve
immiinizasyondan hemen sonra ve 48 saat sonra olmak tizere 2 kez fare basma 500 ng
pertussis toksini %0,09 NaCl iceren fizyolojik tuz soliisyonu i¢inde intra-peritoneal

olarak anestezi kullanmadan uygulanmistir.

Fare basina total hacim 200 ul olacak sekilde, 200 pg MOG35-55 peptidi, ve 4
mg/ml inaktive Mycobacterium tuberculosis igeren tam Freund adjuvani (complete
Freund's adjuvant;CFA) ile emiilsiyon haline getirilip, fareler subkiitan olarak immiinize

edilmistir.

MOG ile immiinize edilen C57BL/6 farelerde olusturulan EAE modelinde,
immiinizasyonun 10-15.gilinlinden itibaren ilk klinik bulgular olusmaya baslamaktadir
ve izlemde bu bulgularin artarak devam ettigi ve progresif hastalik i¢in bir model
oldugu goriilmektedir. Kili¢ ve arkadaslarinin yapmis oldugu EAE modelinde bu klinik
durum 30.glinden sonra stabil olarak izlenmistir (Kilig¢ ve ark., 2015). Perisit

fonksiyonlarmin hastaligin erken evrelerinde bozulma ihtimalinden dolayr hastalik
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modelini olusturduktan 15 giin sonra sakrifiye edilecek fare gruplari ve hastaligin 40.

giiniinde sakrifiye edilecek fare gruplari ayr1 olarak olusturulmustur.
Deney gruplar1 Tablo 3-1 belirtilmistir.

Tablo 3.1. Deney gruplari

Grup Say1 Siire (giin) Verilen maddeler
MOG- EAE 6 40 MOG, CFA
CFA 6 40 CFA
MOG-EAE 6 15 MOG, CFA
CFA 6 15 CFA

In vitro deneylerde kullanmak iizere, in vivo deney sonunda fareler kardiyak
perflizyona maruz kalmadan hemen 6nce sol ventrikiil igine yerlestirilecek bir enjektor

araciligi ile kan alinmis ve serum santrifiij ile ayristirilmistir.

3.1.3. Farelerin Klinik Durumunun Degerlendirilmesi

Deney hayvanlarmin agirliklar1 ve klinik skorlar1 (0= saghkli, 1= kismi diisiik
kuyruk, 2= diisiik kuyruk, 3= arka ekstremitelerde pareziz 4=bir arka ekstremitenin
paralizi, 5= iki arka ekstemitenin de paraliz olmasi, 6= arka ekstremitler paraliz, 6n
ekstremitlerde giicstizliik, 7= arka ekstremiteler paraliz, bir 6n ekstremite paraliz, 8= 6n
ve arka ekstremitelerin hepsi paraliz, 9= hi¢ hareket yok, nefes alma sikintili, 10= 6liim)
giin asir1 kaydedilmistir (Bittner ve ark., 2014). Klinik baslangi¢ olarak klinik skor 1

referans olarak kullanilmistir.

Ayrica klinik durumu degerlendirmek icin motor aktiviteyi Olcen asma testi
immiinizasyon 0ncesi ve deneylerin hayvan modeli kismi1 bitene kadar giin asir1 yapildi.
Deney hayvanlarin kafes 1zgarasinda ters ¢evrilerek 100 cm yiikseklikten yer ¢cekimine
kars1 1zgaraya tutunarak durmalart goézlemlendi. Esik deger olan 5 dakika siiresince
duramayan fareler 10 dakika dinlendirildikten soonra tekrar denendi. Bes dakika

durabilen farelere bu tekrar yapilmadi.
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3.1.4. In vivo deneyin sonlandirilmasi
Deney sonrasi farelerin beyin dokusu, yiiksek doz anestezi altinda kardiyak

perflizyon ile % 10 formalin kullanilarak fikse edilip ¢ikarilmistir.

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

ELISA tablasi, antikor dl¢limleri icin MOG35-55 proteini ile kaplama soliisyonu
(karbonat-bikarbonat soliisyonu, pH 8.6) i¢inde kuyu basina 1 pg protein diisecek ve her
bir kuyuda total hacim 100 pl olacak sekilde kaplandi ve gece boyu +4 derecede
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin tabla bir kez %0,05 Tween 20-PBS soliisyonu ile
yikandiktan sonra PBS i¢inde %5 “fetal bovine serum” (FBS-PBS) soliisyonu ile her bir
kuyuda total hacim 100 pl olacak sekilde oda sicakliginda 1 saat bloklama yapildi.
Ardindan %2 FBS-PBS soliisyonu i¢inde 1:1000 oraninda sulandirilmis fare serumlari
her bir kuyuya 100ul olarak konuldu ve 90 dakika +37 derecede inkiibe edildi. %0,05
Tween-PBS soliisyonu her bir kuyuda 300ul oalcak sekilde konuldu ve bu sekilde bes
kere yikama yapildi. PBS i¢cinde HRP-konjuge keci anti-fare IgG sekonder antikor
(Abcam,Cambridge, Ingiltere) 1:5000 oraninda sulandirildi, her bir kuyuya total hacim
100 pl konuldu ve 90 dakika +37 derecede inkiibe edildi. Tween-PBS soliisyonu her bir
kuyuda 300pul olacak sekilde konuldu ve bu sekilde bes kere yikama yapildi. Substrat
olarak 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin (TMB) her kuyuya 100 pl konuldu. 10 dakika sonra
reaksiyonu durdurma soliisyonu olarak 2M H2S04 100’er ul kuyulara konuldu. Hemen
ardindan 450 nm’de ELISA okuma islemi gerceklestirildi.

3.3. Demiyelinizasyonun Luxol Fast Blue Boyama ile Degerlendirilmesi

Beyin ve omurilik dokulari, karidyak perfiizyon sonras1 10% formalinden sonra
artan alkol serileri (%70,%80,%90,%96) ve ksilolde bir giin bekletilip dokular parafin
kasetlerine alinmistir. 5 um’luk kesitler pozitif sarjli lama alinmistir. Luxol Fast Blue
boyamasi, deney hayvanlariin beyin ve omuriliklerindeki demiyelinizan alanlar1 tespit
etmek icin kullanilmistir. Bu deney, iiretici firmanin (Abcam, Cambridge, Ingiltere)

talimatlarina uygun olarak yapilmistir.

3.4. Perisit ve Immiinolojik Parametrelerin  Immiinohisyokimya ile
Degerlendirilmesi

Bu deneyde hem EAE beyin ve omurilik dokularinda MS lezyonlarinin tespit

etmek hem de lezyon alanlari ve perisitlerin lokasyon olarak birbiriyle iliskisini
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belirlemek hedeflenmistir. Bu kapsamda MS patogenezinde 6nemli rolii olan ve
lezyonlarda sikga goriilen sitotoksik T hiicre isaretleyicisi CD8*, fare makrofaj
isaretleyicisi F4/80 ve perisit isaretleyicisi PDGRF beta kullanilmistir. Her bir deneyde

pozitif kontrol olarak saglikli fare dalag ilgili parametrelerle boyanmistir.

Bu deneyde kisaca parafin kesitler deparafinize edilmis ve antikora uygun
solusyon ile mikrodalgada 20 dakika antijen agiga ¢ikarma uygulanmistir. Sonrasinda
%0,3 H,O; ile 20 dakika oda sicaliginda inkiibe dokular, dH,O ile yikanmistir. Blokaj
icin %10 Fetal bovine serum (FBS) ile dokular oda sicakliginda en az bir saat inkiibe
edilmistir. Blokaj isleminden sonra ard1 sira gelen dokular tavsan anti-fare CD3",CD8",
sican anti-fare F4/80 ve tavsan anti-fare PDGRF beta ile sirasiyla %5 FBS-PBS i¢inde
1:100, 1:200, 1:200 ve 1:50 diliisyonlarinda gece boyu +4 sicaklikta inkiibe edildi.
Ertesi giin her biri 5’er dakika olmak {izere 3 kere %0,05 Tween20-PBS ile
yikandi.Sekonder antikor olarak primerlere uygun olan HRP konjuge kit sekonder
antikor kullanildi (SensiTek HRP). Bu kite gore anti-polivalent ile 20 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilen 6rnekler, yine %0,05 Tween 20-PBS ile yikandi ve 20 dakika
kadar HRP solusyonu ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonrasinda taze olarak
hazirlanan DAB soliisyonuda 6rnekler 5-10 dakika kadar boyanma durumuna gore
tutuldu. DAB’tan sonra kesitler dH,O ya alind1 ve artan alkol serilerinden gegti. En son

ksilendeki 6rneklerin entellan ile lamel kapamas1 yapildi.

3.5. Fare Serumlarinin Perisitlerin Canlihgina Etkisinin Arastirilmasi

3.5.1. Perisit Hiicre Kiiltiirii

Insan beyin vaskular perisit hiicre hatti (Sciencell, Kaliforniya, ABD) firmanin
onerdigi sekilde biiylitiilmiistiir ve pasajlanmistir. Hiicre hattin1 biiyiitmek i¢in yiiksek
glikozlu Dulbecco’nun modifiye ettigi Eagle’in medyumu (DMEM), i¢inde %10 fetal
bovin serum (FBS) ve %1 penisilin-streoptomisin ile kullanildi. Pasajlar, hiicre hatti

konfluensi en az %80 iken yapildi.

3.5.2. Annexin V / Propidiyum Iyodit (PI) Yontemi
Deney i¢in pasaj 7 perisit hiicre soyu kullanilmigtir. Annexin V/PI i¢in 10.000
hiicre yeterli olacagi i¢in deney diizenegi 96lik hiicre kiiltiirii plaginda yapilmistir. Her

bir fare serumu i¢in ii¢ tekrar olacak sekilde deney dizayn edilmistir. Hiicre kiiltiiri
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plag1 bir giin dncesinden poli-L-lizin (PLL) (Sigma, St. Louis, ABD) ile kaplanmigtir.37
derece inkiibator Ertesi giin bir kez fosfat tamponlu solusyon (phosphate buffered
saline; PBS) ile yikanan plaga kuyu basina 10.000 hiicre 200 ul %10 FBS igeren
DMEM yiiksek glikozlu besiyeri i¢inde kuyulara ekilmistir. Hiicreler her giin takip
edilerek konfluenti %70 oldugunda deney baglanmistir. Daha 6nce perisitte annexin v pi

yontemi uygulayan bir ¢aligmay1 referans olarak aldik (Ampofo ve ark., 2019).

Fare serumlar1 1:50 oraninda FBS icermeyen besiyerinde diliie edilmistir. Her
bir kuyu iizerinden 100 ul c¢ekilip yerine 100 ul fare serumunu igeren besiyeri
konulmustur. 24 saat bekledikten sonra supernatantlar dikkatli bir sekilde toplanmis ve
hiicreler DMEM ig¢inde 1X Tripsin ile 5 dakika muamele edilmistir. Tripsinden sonra
flow tiiplerine alinan hiicreler 1 ml PBS eklenerek 1800 rpm 5 dk oda sicakliginda
santirifiij edilmistir. Hiicre zarinin boyanmadan 6nce en az 20 dakika 300 ul besiyeri
icinde %5CO; igeren inkiibatorde hiicreler inkiibe edilmistir. Sonrasinda 1500 rpm 5 dk
hiicreler santrifiij edilerek besiyeri ortamdan uzaklastirilmigtir. Bundan sonra yapilan
Annexin V/ PI (BD,New Jersey,ABD) boyamasinda firmanin talimatlar1 uygulanmistir.
Annexin V/ PI okumalar1 12 renkli akim sitometresi (BD,New Jersey,ABD) cihazi ile
degerlendirilmistir. Hiicre gruplarinin belirlenmesi icin veri analizlerinde FlowJo 7.6.5

analiz programi kullanilmstir.

3.6. Istatistiksel Analiz
EAE deneyleri sonucunda elde edilen klinik skorlar Mann-Whitney U testi ile,
diger tiim parametrik degerler Student t-testi ile karsilastirilmistir. P<0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. EAE Klinik Bulgular
40 ve 15 gilinlik EAE modeli ve kontrol gruplarinin immiinizasyondan sonraki

giinlere bagli agirlik, asma testi ve EAE klinik skorlar1 Sekil 4-1 de verilmistir.

40 giinlik EAE insidans1 %83,3 (5/6), 15 giinliik EAE insidans1 %50 (3/6) dir.
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Sekil 4-1. EAE modeli farelerin kontrollerine gore klinik bulgularinin karsilastirilmasi.

Hem 40 giinliik hem de 15 giinliik EAE modellerinde kontrol gruplarina gore

agirlik bakimindan istatistiksel anlamliliga ulagmis bir fark goriillememistir.

Deney hayvanlarinin EAE’ye bagli motor hareket durumlarini 6lgen asma
testine dayanma siirelerine bakildiginda, 40 giinliik deney grubunda kontrol grubuna
gore 11. giinden itibaren istatistiksel olarak anlamli bir azalis goézlemlenmistir
(p<0,001). Bu anlamli fark 27. giinden itibaren azalmis (p<0,05), 30. giinden sonra
istatistiksel anlamlilik kaybolmustur.
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Deney hayvanlarinin ndrolojik skorlari, 40 giinliik EAE modelinde 7. Giinden
itibaren istatiksel olarak anlamli bir artis gosterirken (7 ve 9. Giinler p<0,01; 11.
Giinden itibaren p<0,001); 15 giinlilk modelde ilk klinik bulgular 9. Giinden itibaren
baslamis olmakla birlikte kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamliliga

ulagamamugtir.

4.2. Serum anti-MOG diizeyleri

Hem 40 giinlik EAE modelinde, hem de 15 gilinlik EAE modelinde
kontrollerine gore serum anti-MOG antikor diizeylerinden anlamli artig goriilmiistiir (40
giinlik EAE- 40 giinlik CFA kontrol p=0,0188; 15 giinlik EAE- 15 giinliik CFA
kontrol p=0,0092) (Sekil 4-2).

Anti-MOG IgG ELISA
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Sekil 4-2. Anti-MOG antikor diizeylerinin ELISA ile degerlendirilmesi.

4.3. immunohistokimya goriintiileri
15 ve 40 giinliik EAE farelerinde, MS hastalarina benzer sekilde, perivaskiiler

alan ve etrafinda CD8" T hiicre ve makrofaj bakimindan zengin lezyon alanlari tespit
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edilmistir. Temsili olarak 15 giinliik EAE grubu faresinin MS lezyon alanindaki CD8",
makrofaj isaretleyicisi F4/80 ve perisit isaretleyici PDGRFP goriintiileri Sekil 4.3 ve
Sekil 4.4 teki gibidir.

Sekil 4-3. 15 giinliik EAE modelinde lezyonun 1sitk mikroskobu Sx biiyiitme
goriintiisii. a. CDS, b. F4/80 ve c. PDGRF beta boyanmasi.

Sekil 4-4. 15 giinliik EAE modeli 151k mikroskobu goriintiisiinde lezyon ve

kontralateralindeki lezyon olmayan bolgenin 20x biiyiitmede karsilastirllmasi. a. EAE CD8
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boyanmasi, b. CFA kontrol CD8 boyanmasi, ¢. EAE F4/80 boyanmasi, d.CFA kontrol F4/80
boyanmasi, e. EAE PDGRF beta boyanmasi, f. CFA kontrol boyanmasi.

4.4. Annexin V/PI
HBVP hiicrelerinin, EAE modeli deney hayvanlarinin serumuna maruz
kalmalarina bagl olarak nekroz, ge¢ apoptoz, erken apoptoz ve canlilik akim sitometri

yiizdeler Sekil 4-5’te gosterilmistir.

Bu deneyin sonuglarina gore ilging olarak nekroz yiizdesi 15 giinlik EAE
fareleri ve kontroliinde 40 gilinlik EAE ve kontroliine gore anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (40 giinliik ile anlamlilik p=0,0362) ; 15 giinliik kontrolii ile anlamlilik
p=0,0491). 40 giinliik EAE grubu 15 giinliik EAE grubuna goére anlamli derecede diisiik
nekroz yiizdesi gostermistir (p=0,0094).

Geg apoptozda, 40 giinlik EAE deney grubu kendi kontroliine gore yiiksek
yiizdeye sahip olmakla birlikte; aradaki fark istatistiksel anlamliliga ulasamamistir. 15
giinlik EAE deney grubu kendi kontroliine gére anlamli derece yiiksek yiizdeye sahiptir
(p=0,0297). 40 giinliik EAE ile 15 giinlik EAE deney gruplari karsilastirildiginda ise 40
giinlik grup 15 giinliik gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek geg
apoptoz orani gostermektedir (p=0,0122).

Erken apoptoza bakildiginda ge¢ apoptozdaki gruplar arasindaki egilim
degismemekle birlikte, 15 giinlik EAE grubu ve kontrolii arasindaki istatistiksel

anlamlilik kaybolmustur.

Gruplarin canli hiicre yiizdeleri bakimindan 40 giinliik kontrol gruplari, deney
gruplarina gore daha fazla canli hiicreye sahiptir; fakat bu egilim istatistiksel anlamliga
ulasamamugtir. Ilging olarak 15 giinliik EAE deney grubu kendi kontrol grubuna ¢ok
yakin canli hiicre yilizdesine sahiptir. 40 giinliik EAE deney grubu ile 15 giinliik EAE
deney grubu karsilastirildiginda ise 15 giinlik grubun 40 giinliik gruba gore anlamli
derecede yiiksek canli hiicre yiizdesine sahip oldugu goriilmiistiir (p=0,0175).
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Sekil 4-5. EAE fare serumu ile muamele edilmis HBVP hiicrelerinin Annexin V/PI

boyanma yiizdeleri.

4.5. Perisit Hiicre Kiiltiirii Supernatant IL-6 ve IL-17a Diizeyleri

40 ve 15 giinlik EAE deney ve kontrol gruplarinin serumlariyla 24 saat
muamele edilmis HVPC hiicre hattinin 24 saat sonunda toplanan supernatantlarindaki
IL6 ve IL17a diizeylerine bakildiginda IL-6 bakimindan ise sadece 15 giinlik EAE’de
40 giinliik EAE grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0,0462)

IL-17a diizeyi ise sadece 15 giinlik EAE’de 40 giinlik EAE grubuna gore
anlaml diizeyde yiliksek bulunmustur (p=0,0424) (Sekil 4-6).



supernatant IL-6

supernatant IL-17a
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Sekil 4-6. EAE fare serumu ile muamele edilmis HVPC hiicre supernatantlarinda IL-6 ve

IL-17A diizeyleri.

4.6. EAE Fare Serum IFNy, IL-17a ve IL-4 diizeyleri

EAE deney gruplari ve kontrol gruplarmmin serum IFNy, IL-17a ve IL-4
seviyelerine bakildiginda, 40 giinlik EAE deney grubunun hem kendi kontrol
grubundan hem de 15 giinliik EAE deney grubundan anlamli derecede yiiksek sitokin
seviyelerine sahip oldugu goriilmektedir (IFN gamma 40 giinlik EAE - CFA kontrol
grubu ile anlamlilik p=0,0063;40 giinlik EAE - 15 giinlik EAE modeli ile anlamlilik
p=0,0189) (IL-17a 40 giinlik EAE - CFA kontrol grubu ile anlamlilik p=0,0493;40
giinliik EAE - 15 giinliik EAE modeli ile anlamlilik p=0,0454) ( IL-4 40 giinliik EAE -
CFA kontrol grubu ile anlamlilik p=0,0369;40 giinliik EAE - 15 giinliik EAE modeli ile
anlamlilik p=0,0248) (Sekil 4-6).

EAE serum IFN gamma EAE serum IL-17a EAE serum IL-4

0.3

15 - 08 o — -
b AL
"—' 0.6 =
1.0 0.2
a " 2, Aa o ik
o Ay (=] i = —_—
o—ale x A
05 g g % 01
3 " 02 ; N —nw 0 "
- u * e n
N A o g v A N —My -
X T T T T 0 : 1 r 0.0 ; + » e
& o« & o o & S & s & o I
§ & & L8 R A P A
o Q) o o o o o » »
W » N & S » N & W B N &
& g < < & 2 < o &> < 2 o
& < & & & & & & & <& &
N S €
> 2
& &) & & &« &

Sekil 4-7. EAE serum IFN gamma, IL-17a ve IL-4 diizeyleri.
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5. TARTISMA

Bu calismadaki amacimiz; perisitlerin sagkalimi veya islevsel degisikliginin
(inflamatuvar karakter kazanmasi) MS patogenezine etkisi var midir ve bu etki MS’in
zamansal olarak hangi donemini/donemlerini etkilemektedir sorularina yanit aramakti.
Bu amagla klasik bir MS modeli olan MOG antijeni immiinizasyonuyla olusturulan
EAE hayvan modelini olusturduk. Zamansal etkiyi gézlemlemek i¢cin EAE modelinde
erken (15 giin) ve ge¢ (40 giin) donem gruplar1 olusturarak bu donemlere ait fare

serumlarinin perisitte ne gibi degisikliklere neden oldugunu arastirdik.

[k olarak EAE modelinin verifikasyonu amaciyla klinik degerlendirme, serum
antikor Ol¢iimii ve beyinde lezyon incelenmesi yapildi. CFA ile immiinize edilen
kontrollerden farkli olarak MOG ile immiinize edilen farelerde zaaf gdsterildi. Serum
anti-MOG antikor diizeylerinde anlamli derecede artis gosterildi. MSS’inde
demiyelinizan karakterde ve T hiicre ve makrofaj bakimindan zengin lezyon alanlar
tespit edildi. Boylece EAE modelinin basariyla olusturuldugu kabul edildi (Lassmann
ve Bradl, 2017).

Literatiirde belirtildigi gibi, 15 giinlik EAE modelinde az sayida hayvanda ve
diisiik diizeyde klinik bulgu saptandi. 40 giinlilk donemde ise ¢ok sayida hayvanda 25
giinde klinik zaaf maksimum diizeydeydi. 25 giinden itibaren klinik bulgu siddeti
azalmakla birlikte devam etti. Boylece daha hafif (15 giin) ve daha agir (40 giin) EAE
klinik ozelliklerine sahip iki hayvan grubu elde edilmis oldu (Kuerten ve Angelov,
2007).

Verifikasyona yonelik olarak yapilan ELISA testinde anti-MOG antikor diizeyi
MOG ile immiinize fare gruplarinda kendi kontrol gruplarina goére daha yiiksek
bulunmustur. Zamansal olarak EAE modeli degerlendirildiginde, 40 giinlik EAE
grubunda 15 giinliik gruba gore daha yiiksek miktarda antikor titresi elde edilmistir.

Luxol fast boyamasinda ve inflamatuvar faktorlerin  isaretlendigi
immiinohistokimya boyamalarinda hem 15 hem de 40 giinlik EAE gruplarinda
demiyelinizan ve T lenfosit ve makrofaj bakimindan zengin lezyonlar saptand:. Ilging
olarak, IHC boyamasinda hiicresel infiltrasyonun yogun oldugu beyin parankimal

bolgelerde perisit yogunlugunun da yiiksek oldugu gézlemlendi. Bu bulgu, perisitlerin
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endotel cidarindan ayrilarak demiyelinizan inflamatuvar lezyon bolgesine go¢ etmesi ile
aciklanabilecegi diistiniildii (Iacobaeus ve ark., 2017). Bu durum daha 6nce post-
mortem MS hastalar1 beyninde gosterilmis olmasi, bu mekanizma ile ilgili verilerimizin

giiciinii arttirmaktadir.

Bu asamada EAE olusturulmus farelerin serumlarinin perisit sagkalimi {izerine
etkilerinin arastirilmasi planlandi. Bu amagla EAE ve kontrol farelerinin serumlari insan
beyin vaskiiler perisit hiicre hatt1 ile 24 saat inkiibe edildi (Ampofo ve ark., 2019). Hem
15 giin hem de 40 giinliik EAE serumlarimin perisitlerde erken ve ge¢ apoptozdaki hiicre
yiizdesinde kontrole gore yiiksek olma egilimi saptandi. Ozellikle 40 giinlik EAE
serumlari ile inkiibe edilen perisitlerde 15 giinliiklere gore erken ve ge¢ apoptoz ylizdesi
anlamli derecede yliksekken, canli hiicre oran1 anlamh diizeyde diisiiktii. Bu bulgular
EAE olusturulmus fare serumlarinda apoptoz indiikleyici faktorlerin varligina isaret etti.
Bu sonucun ozellikle klinik tablosu daha agir olan 40 giinliik EAE grubunda elde
edilmesi dikkat ¢ekicidir. Calismamiz EAE’de perisitlerin apoptoza ugradigini ilk defa
gostermistir. Bu durumun KBB’nin biitiinliiglinli olumsuz yonde etkileyerek daha fazla
inflamasyon ve demiyelinizasyona neden olmasit ve bdylece EAE klinik gidisatini

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

Sonraki asamada perisitlerin EAE gelisimi esnasinda inflamasyona katkisi
arastirildi. EAE ve kontrol fare serumlari ile yapilan inkiibasyon sonrasinda elde edilen
hiicre iist stvilarinda MS patogenezi ile iligkili oldugu bilinen iki sitokinin (IL-6 ve IL-
17a) diizeyi olgiildii. IL-17a diizeyinde 15 giinliik EAE grubunda 40 giinliik gruba gore
anlaml bir artis gézlemlenmistir. IL-6 diizeyinden 40 giinliik EAE grubunda diger
gruplara gore artma egilimi saptanmistir. Bu bulgular EAE gelisimi sirasinda periferik
dolasimda artan inflamatuvar faktorlerin perisitleri bir yandan dldiiriirken, diger yandan
proinflamatuvar sitokin salgilayan inflamatuvar bir fenotipe doniistiirdiigli diistiniildii
(Kovac ve ark.,2011; Matsumoto ve ark.,2014). EAE serumlar1 ile karsilagan perisitlerin
IL-6 iireterek mikrogliay1 aktive etmeleri ve boylece EAE beynindeki inflamasyonu
arttirmast miimkiindiir (Kovac ve ark.,2011). Bu savin desteklenmesi i¢in insan yerine
fare perisitlerinin kullanilmasi, EAE fare beyinlerindeki perisitlerin izole edilip
sagkalim, apoptoz ve sitokin parametrelerine bakilmasi ve perisit migrasyonunda etkili

olabilecek faktorlerin incelenmesi gereklidir.
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Son asamada perisit sagkalimi1 ve sitokin liretimini etkileyebilecek serumdaki
olas1 faktorler arastirildi. Ozellikle MS patogenezinde &nemli rol oynayan IFNy, IL-17a
ve anti-inflamatuvar etkili IL-4 arastirildi. 15 gilinlik EAE grubunda bu sitokinlerin
serum dlizeyinde artis saptanmazken, 40 giinlik EAE grubunda anlamli artig
saptanmistir. Anti-inflamatuvar hiicreler tarafindan salinan IL-4’{in 40 giinlik EAE
grubundaki anlamli yiikselisinin inflamasyon regiilasyonu amaciyla oldugu diistiniildii.
EAE patogenezinde 6nemli rolleri olan IFNy ve IL-17a sitokinlerinin yiiksek diizeyde
olmas1 beklenen bir bulguydu (Rustenhoven ve ark.,2016). Ozellikle apoptoza etkisi
bilinen IFNy’nin 40 giinlilk grupta anlamli derecede yiiksek ¢ikmasi ve ayni grubun
serumlar ile inkiibe edilen perisit hiicre hattinda daha fazla apoptoz goriilmesi dikkat
cekicidir. Ancak sitokin diizeylerinin anlamli derecede yiikselmedigi 15. giinde de EAE
farelerinin beyin lezyonlarinda perisitlerin etkilendiginin gosterilmesi, dolagimdaki
apoptotik sitokinlerin perisitler iizerine etkilerinin EAE’nin erken doneminde sinirli
oldugunu ve muhtemelen lezyon olusumunu ilk tetikleyen faktdr olmadigim

diistindiirmiistiir.

Sonug olarak, EAE’nin daha agir oldugu ve serum sitokin ve anti-MOG antikor
diizeyinin daha yiiksek oldugu 40 giinliik EAE grubundan elde edilen serumlarin perisit
canliligin1 azalttig1 ve perisitlerin lezyonlarin parankimal alanlarina gog ettigi gosterildi.
Bu bulgular, EAE gelisimi sirasinda perisitlerin olumsuz etkilendigi ve buna bagh
olarak KBB biitiinliigiiniin bozuldugu ve inflamatuvar lezyon gelisiminin arttig1
diisiiniildii (Rivera ve ark.,2019). Sonuglarimizin gecerliliginin artmasi i¢in, EAE
farelerinin beyinlerinden izole edilecek perisitlerde ve MS hasta beyin lezyonlarinda ve

serumlarinda ilgili parametrelerin arastirilmasi gereklidir.
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