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ONSOZ

Multipl skleroz (MS), merkezi sinir sisteminde miyelin yikimini igeren, periferik
sinir sistemini de etkileyebilen bir bozukluktur. MS beyinde gérme, konusma, yiiriime gibi
fonksiyonlar iizerindeki kontrol kabiliyetini bozmaktadir. Hastalik beyin ve omuriligin
bircok farkli noktasini etkilemesi, belirtilerin aniden ortaya c¢ikmasi veya kaybolmasi
nedeniyle “Multipl” ismini almis ve beyin ile omuriligin hasarli alanlarinda sertlesmis
dokular olusmasi nedeniyle de “Skleroz” adi eklenmistir. Psikolojik veya bulasici bir
hastalik olmayan MS icin onleyici veya diizeltici bir tedavi heniiz belirlenememistir.
Hastaligin nedeni tam olarak anlasilamamis olmakla beraber genetik ve ¢evresel etkenlerin

hastaligin ortaya ¢ikmasinda etken olabilecegi 6ne siirtilmektedir.

Multipl Skleroz, 1868 yilinda Paris Universitesi noroloji profesérii Jean-Martin
Charcot tarafindan titreme belirtisiyle gelen hastada konusma bozuklugu ve nistagmus
bulgularininda oldugunu fark etmesi ve hasta 6ldiigiinde ise beynini incelemesinde plaklar

gostermesiyle tanimlanmustir.

Hastalik genelde 20-50 yas araliginda ortaya g¢ikmaktadir. Ekvatordan uzak
bolgelerde yaygin olarak goriilmektedir. Biitiin irklarda goriilmesine ragmen beyaz irkta
daha yaygindir. Hastaligin kalitsalligina dair herhangi bir agiklama olmamasina ragmen,

MS’li hastalarin %15’inde akrabalik etkisi goriilmiistiir.

Arastirmacilarin  biiylik ¢ogunlugu demyelinizasyonun tetiklenmesindeki erken
donem ve takibindeki remyelinizasyon {izerine odaklanmislar ve neticesinde deneysel
caligmalar i¢in MS modelleri olusturmuslardir. MS modellerinden biri de cuprizonun
hayvanlarin yemine katilmasi suretiyle olusturulmaktadir. Arastirmalarin biiyiik cogunlugu
farelerde yapilmis ve halen bu konuda yayinlar ortaya ¢ikmasina ragmen, si¢anlarda bu

konuda sinirli sayida arastirma yapilmustir.



Bu calismada amag norotoksik bir madde olan cuprizon agizdan gavaj yontemiyle
sicanlara farkli siirelerde verilerek MS modeli olusturmak ve modelin olusup olusmadigini

elektrofizyolojik ve histopatolojik olarak incelemektir.

Bu ¢alisma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan

SAE-08001 kodlu proje olarak desteklenmistir.
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1. GIRIS

Santral Sinir Sisteminde (SSS) miyelin kilifi oligodendroglial hiicrelerin stoplazmik
cikintilarindan olusur. Schwann hiicrelerinin periferik sinir sisteminde yaptigi sekilde bu
cikintilar ndronal uzantilart konsantrik tarzda kusatir. SSS indeki miyelinin gorevi,
periferik sinir sistemindeki gibi sinir hiicre uzantilarinin izolasyonunu saglamak ve bdylece
hiicre membranlar1 boyunca elektriksel impulslarin hizli iletimine imkan vermektir. Bircok
sebep miyelin kilifinin yapisint bozabilir ve boylece beyin iginde elektrik iletimi
engellenerek sinirsel hastalifa neden olunur. Boyle durumlarda myelin primer olarak
etkilenebildigi gibi, oligodendroglial hiicre govdesi veya her ikisi birden de incinebilir.
Multipl skleroz (MS) normal olarak olusan miyelinin hasara ugramasiyla meydana gelen

edinilmis demyelinizan hastaliktir (Kumar ve ark 2003).

MS’in kesin tedavisi bulunmamaktadir. Bu nedenle deney hayvanlarinda multipl
skleroz hastalik modeli olusturup tedavi edici ilaglar ve yontemler gelistirmek c¢ok
onemlidir. Bu amagla yapilan ¢alismalarda farelerde cuprizon ile multipl skleroz hastalik
modeli olusturulmustur (Skripuletz ve ark 2008, Lindner ve ark 2008, Pons ve ark 2007)
ancak sicanlarda cuprizon modelinin olusturulmasinda arastirmacilar farkli sonuglar
yayinlamiglardir. Love (1988) Wistar-Albino tiirii sicanlarda bu modelin ise yaramadigini
bildirmesine ragmen Adamo ve ark (2006) yaptig1 caligmalarda geng sicanlarda cuprizon
ile multipl skleroz modeli olusturulabilecegini bildirmistir. Love (1988) Wistar-Albino tiirii
disindaki siganlarda da bu uygulamanin basarili olabilecegini ileri stirmiistiir. Buradan yola
cikarak tiirler arasindaki farkliliklarda farkli sonuglar elde edilebilecegi ve kullandigimiz
Wistar tiirli sicanlar bizim laboratuarlarimizda yiiksek oranda kendi icinde melezlenmis
olmasindan dolayr Love’in kullandiklarindan farkli olabilece§i sonucuna varildi.
Yayinlanan ¢alismalarda hem farelerde hem de si¢anlarda cuprizon uygulama siirelerinde
farkliliklarin oldugu goriilmektedir. Denemelerin hepsinde cuprizon toz haldeki yeme

eklenerek verilmistir. Bu hayvanlar toz haldeki yemden burunlariyla karigtirmak suretiyle



cuprizonun az oldugu taraflardan yiyebilecegi ve sonugta her hayvanin cuprizon aliminin
farkli olabilecegi nedeniyle cuprizon uygulamasinin agizdan gavaj yontemiyle kendi
laboratuarimizdaki hayvanlarda degisik siirelerde uyguladigimizda cuprizon ile multipl
skleroz modeli olusturabilecegi planlanmistir. Boylece MS olusmus olan Wistar tiirii

sicanlarda sinirsel demiyelinizasyonun elektrofizyolojik olarak incelenmesi amaglanmistir.

1.2. GENEL BILGILER

1.2.1. Sinir Dokusu

Insanda sinir sistemi yaklasik 10 milyar ndron icerir (Junqueira ve ark 1993).
Viicutta, sinir sistemi sinir dokularmin tamamini kapsamaktadir ve tiimlesik haberlesme
ag1 gibi biitiin viicuda dagilmis durumdadir (Bloom ve Fawcett 1975, Junqueira ve ark
1989). Sinir sisteminin gorevi i¢ ve dis ortamda olusan uyarilar1 almak, analiz etmek ve
uygun cevabi ilgili organa (effektor organ) iletmektir (Wheater ve ark 1980). Anatomik
olarak sinir sistemi merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferik sinir sistemi (PSS) olarak
ikiye ayrilmaktadir. Merkezi sinir sistemi beyin ve medulla spinalisi kapsarken periferik
sinir sistemi, sinir ganglialar1 olarak adlandirilan kiiciik agregatlar1 ve sinir liflerini

icermektedir ( Junqueira ve ark 1989).

Merkezi sinir sistemi i¢ ve dis ortamdaki degisikliklere ne gibi yanitlarin
olusturulacagi yoniinde degerlendirme yapan ve karar veren merkezdir. Periferik sinir
sistemi ise reseptorler aracilifiyla i¢ ve dis ortamdan aldig1 bilgileri merkeze, merkezin

emirlerini ise bu emirler dogrultusunda yanit1 olusturacak organa gotiiren sistemdir.

Yap1 olarak temelde sinir dokusu 2 tip hiicreden olusur: genellikle sayisiz uzun
islemler yapabilen ndronlar ve néronlar1 destekleme ve korumadan sorumlu ayni zamanda
noral aktiviteye, noral beslenmeye katilan MSS’ni koruma islevi yapan glial hiicreler veya

diger adiyla noroglialardir (Junqueira ve ark 1989).



Merkezi sinir sisteminde sinir hiicrelerinin govdeleri gruplar halinde (¢ekirdek)
toplanir ve bunlar u¢ noktalara belli bir uzaklikta lokalize olur. Beyin ve omurilik gri
madde ve beyaz maddelerden olusur. Gri madde sinir hiicre govdeleri ve ndroglia
hiicrelerini kapsayan karmasik bir ag halinde izlenir. Beyaz madde ise sinir hiicre govdesi
icermez; noronal uzantilar ve noroglialardan olusur ve adini néronal uzantilarin etrafini
saran beyaz bir yap1 olan miyelinden alir (Junqueira ve ark 1989). Beyin sap1 hem sinir
hiicrelerini hem de miyelinli lifleri yani hem gri maddeyi hem de beyaz maddeyi igerir

(Junqueira ve ark 1993).

I¢ ve dis ortamda cesitli enerji formlarindaki uyarilar 6zellesmis hiicre yapilari olan
reseptorler araciligiyla elektrik enerjisine ¢evrilir (Bloom ve Fawcett 1975). Bu elektriksel
enerji, ndronlarin membranlarinin i¢ ve dis ylizeyindeki elektriksel potansiyeli degistirerek
diger noronlara aktarilir. Aksiyon potansiyeli veya sinir impulsu denilen bu yayilma,

bilgiyi diger noronlara, kaslara ve bezlere aktarir (Junqueira ve ark. 1993).

1.2.1.1. Sinir Dokusunun Gelisimi

Embriyonik siirecin erken safhasinda notokord gelisirken, ektodermden
norepitelyum olusumunu uyarir ve sonrasinda kalinlagarak noral plak olusur. Noral Plagin
kenarlar1 kalinlasmaya devam ederek biikiiliir ve noral olugu olusturur. Bu kenarlardaki
kalinlagsma birbirlerine dogru devam ederek noral tiip (oluk) olusur (Gartner ve Hiatt
1997). Bu yapt noronlari, glial hiicreleri, ependim hiicrelerini ve koroid pleksus’un

epitelyum hiicrelerini i¢ine alan santral sistemini olusturur (Junqueira ve ark 1993).

Noral Plagin lateral kenarlarindaki kiiciik hiicre kiitleleri noral plak kompleksiyle
birlesik degillerdir ve noral kristay1r olustururlar. Gelisimin erken donemlerinde bu hiicre
gruplar1 noral plak gelisiminden o6teye goc ederler. Bu hiicreler neticede bir¢ok yapiyi
olustururlar (Gartner ve Hiatt 1997). Noral kristadan kdken alan yapilar sunlardir;

1. Adrenal medullanin kromaffin hiicreleri
2. Deri ve derialti dokularindaki melanositler

3. Odontoblastlar(dentin iiretiminden sorumlu hiicreler)



Piameter ve araknoid hiicreleri
Kranial ve spinal duyu ganglionlarinin duyu néronlari
Sempatik ve parasempatik ganglionlarin postganglionik noronlar

Periferik aksonlarin Schwann hiicreleri

L N o g B

Periferik ganglionlarin Satellit hiicreleri (Junqueira ve ark. 1993, Gartner ve Hiatt
1997)

1.2.1.2. Noronlar

Sinir sisteminin iletisim aktivitelerini gergeklestiren islevsel birimine néron denir
(Berne ve ark 2008). Uyarilar1 almak, iletmek ve ilerletmek; belli hiicresel aktiviteleri
baglatmak; ndorotransmitterleri ve diger bilgi molekiillerini salgilamaktan sorumludur

(Junqueira ve ark 1993).

Tipik bir ndron, algilayict ylizeyden meydana gelen hiicre govdesi, ya da soma ve
néronun bir diger ndronla baglant1 noktalar1 ya da sinapslari olusturan ¢ok sayida cali
benzeri dallanmasi olan dentritten olusmustur. Somadan uzanan diger sinir par¢asinin adi
ise aksondur. Aksonlar diger ndronlarla ya da effektor hiicrelerle sinaptik baglantilar kurar

(Berne ve ark 2008) (Sekil 1).

Sinir sistemde ndronlar aras1 baglanti, noral devreler aracilifiyla yapilan iletisim
ag1 sayesinde sinaptik olarak saglanmis olur (Berne ve ark. 2008). Sinapslar sinyal
iletisinin kontrolii yoniinden ustiinligii olan bolgelerdir. Bazi sinapslar sinyalleri bir
norondan digerine kolaylikla iletirken, bazilar1 da ancak giigliikle iletir. Bundan bagka,
sinir sisteminin Oteki alanlarindan gelen kolaylastirici ya da inhibe edici sinyaller,
sinapslar1 bazen iletiye acarak, bazen de kapatarak kontrol ederler. Dahasi bazi
postsinaptik noronlar ¢ok sayida impulsa cevap verirken, digerleri ancak bir kagina cevap
verir. Boylece sinapslar ¢ok defa zayif sinyalleri duraklatip, kuvvetlilerin gegmesine izin
vererek, siklikla bazi zayif sinyalleri secip biiyiiterek ve ¢ogu kez sinyalleri tek bir yone

degil, ¢esitli yonlere dagitarak gonderme faaliyeti gosterirler (Guyton ve Hall 2006).



Sekil 1D.

Sekil 1E. Sekil 1F. Sekil 1G.

Sekil 1. Sinir hiicresi ve yap1 elemanlari. SekillA. Sinir diyagrami. Sekil 1B. Aksonun
baslangi¢ segmenti (mavi) miyelin tabakasina girisi. Sekil 1C. Sinaptik sonlanma (mavi
renkli) ile sinaptik vezikiiller (ok uclar1) dendritlerle (mor renkli) sinaps yaparken (oklarla
isaretli). Sekil 1D. Aksonun iletim boliimii (mavi renkli) oligodendrosit gelisimi sayesinde
(altin) kilifla kaplanmustir. Sekil 1E. Kortikal piramidal hiicrelerin apikal dendritleri (mor
renkli). Sekil 1F. Sinir hiicre gévdesi (mor renkli) biiyiik yuvarlak ¢ekirdekler taratindan
doldurulmustur. Sekil 1G. Miyelinli akson kisimlart (mavi renkli) Ranvier diigtimleri
olarak bilinen miyelinlerin (mavi renkli) komsu segmentleri arasindaki bosluk. (Purves ve
ark 2004)



Ardigik aksiyon potansiyelleri olarak kodlanan noral aktivite, ndral devrelerine
aksonlardan yayilarak ulasir. Sinaptik iletide presinaptik sonlanmaya ulasan aksiyon
potansiyeli genellikle buradan bir norotransmitter madde salgilatir. Bu norotransmitter ya
postsinaptik hiicreyi bir ya da daha fazla aksiyon potansiyeli olusturarak uyarir ya da
postsinaptik hiicrenin aktivitesini inhibe eder. Aksonlarin tek gorevi noral devrelerde bilgi
iletmek olmayip ayn1 zamanda aksonal taginim araciligi ile kimyasal maddeleri sinaptik

terminallere yaklastirip uzaklastirmaktir (Berne ve ark 2008).

Dentritler noronal hiicre gdovdesinin uzantisidir ve diger noronlardan gelen uyarilar
sinaps adi verilen baglanti noktalarindan alir. Sinapsta presinaptik néron kimyasal bir
mesajct olan norotransmitter salgilar ve dentritlerle veya postsinaptik ndronun hiicre

govdesiyle veya diger hiicrelerle iletisim kurar (Stanfield ve Germann 2008)

Bir néronun aksonu somanin (ya da bazi zamanlarda dentritleri) akson sap1 denilen
0zglinlesmis bolgesinden baglar. Aksonun boyu néronun tipine gore degiskenlik gdsterir.
Baz1 aksonlarin boyu dentritler kadar kii¢lik olmakla beraber, bazilar1 ise bir metreden
daha uzun olabilmektedir. Akson yapisini, ¢ogunlugu hiicre iskeleti olmak iizere diiz
endoplazmik retikulum olusturmaktadir. Akson sap1 ve aksonu, soma ve proksimal
dentritlerden ayiran en Onemli fark, yapisinda kaba endoplazmik retikulum, serbest
ribozom ve golgi aygitinin olmamasidir. Bu nedenle aksonun hiicre gévdesinden ayrilmasi

dejenerasyona neden olur (Berne ve ark 2008).

1.2.1.3. Noroglia

Glial hiicreler, sinir sisteminde bulunan diger hiicresel elemanlar1 olusturur ve
sayisal olarak sinir sistemindeki hiicrelerin %90 mi1 olustururlar. Sinyal iletimine direk
olarak bir etkisi yoktur, bunun yerine sinir sistemien yapisal olarak entegre olurlar ve
noronlarin fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri i¢in 6nemlidirler (Stanfield ve Germann

2008).



Noroglia (Sekil 1.2) sinir sisteminde bilginin kisa siireli iletiminde dogrudan bir
katki olmamakla beraber, bu islevin ger¢eklesmesine yardimci olmaktadir. Ornegin,
noroglial hiicrelerin bazi tiirleri aksonlarin etrafin1 miyelin kilifi ile kaplamasi, aksiyon
potansiyelinin akson boyunca yayilmasimi hizlandirmaktadir. Ileti hizindaki bu artis ile
bazi aksonlarin gorece daha uzakta bulunan hiicrelerle daha hizli iletisim kurabilmesi
mimkiin  olabilmektedir. Diger aksonlarin ise norotransmitter —molekiillerin

biyodejenerasyonu gibi metabolik fonksiyonlar1 bulunmaktadir (Berne ve ark 2008).

Sinir sisteminde bes ¢esit glial hiicre bulunmaktadir: astrositler, oligodendrositler,
ependimal hiicreler, mikroglialar ve schwann hiicreleridir (Stanfield ve Germann 2008).
Noroglial hiicrelerden periferal sinir sisteminde bulunan Schwann hiicreleri ve uydu
hiicreler ile merkezi sinir sistemindeki astrosit ve oligodentrogliomalar ndronlarin
aktivitesini destekler. Mikroglia ve ependimal hiicreler santral néroglial hiicreler olarak

tanimlanmaktadir (Berne ve ark 2008).

Astrosit

Oligodendrosit

Mikroglia

’\Eil /,Jp‘ ‘ Ependimal Hiicreler

Sekil 1.2. Merkezi Sinir Sisteminde Noroglial Hiicreler [1]




Astrositler (sekillerinden dolay1 bunlara yildiz hiicre astrosit adi verilmistir) ¢ok
sayida uzun uzantilar1 olan en biiyiik noroglialardir. Cekirdek hiicrenin ortasina yerlesik
yuvarlak bi¢imlidir ve kan kapilleri duvarina uzantilarinin genislemis pedikiilleri ile
baglanir (Junqueira ve ark 1993). Nitekim bu hiicrelerin uzantilar1 sinaptik sonlanma
gruplarii kaplamakta ve bunlart komsu sinapslardan izole etmektedir. Astrositler ayaksi
cikintilart ile kapillerler ve merkezi sinir sisteminin yilizeyindeki pia mater denilen bag
dokusu ile temas halindedirler. Ayaksi ¢ikintilar merkezi sinir sistemine maddelerin
serbestce difiize olmasmi engellemeye yardimei olur. Astrositler K* iyonlar ile
ndrotransmitter maddeleri aktif olarak geri alip metabolize edebilmektedir. Bu 6zelligi
nedeniyle astrositler néronlarin hiicre disi ortamindaki iyonlar ile ndrotransmitterlerin
tamponlanmasini saglamaktadir (Berne ve ark 2008). Astrositler sinir dokusu i¢in yapisal
destek saglar ve uzantilar1 merkezi sinir sistemini koruyan kapali bir bariyer olusturur.
Merkezi sinir sistemi yaralanmalarinda, astrositler bir tip yara (scar) dokusu olusturmak

lizere yaranin etrafinda ¢ogalirlar (Junqueira ve ark 1993).

Aksonlar kilifim1 kaybedip soyulabilir. Pek¢ok akson glial hiicre zarinin spiral ¢ok
katli paketlemesi ile olugan miyelin kilif ile kaplhidir. Miyelin kilifinin olmadig1 miyelinsiz
aksonlar, periferik sinir sisteminde Schwann hiicreleri ile kaplanmistir. Merkezi sinir
sisteminde miyelinli aksonlar oligodendroglia zarlar1 tarafindan sarilirken miyelinli

olmayan aksonlar ¢iplaktir (Berne ve ark 2008).

Miyelin aksiyon potansiyeli iletim hizini, aksiyon potansiyeli sirasinda olusan
iyonik akimi sadece ranvier diigiimleri ile siirlandirarak hizlandirir (akson iistiindeki,
kilifr olusturan hiicreler arasindaki miyelinsiz kisim). Bunun sonucun da sinir uyarilarinin
diigimden diiglime atlamasi ile karakterize ziplayici tarzda (saltatorik) ileti meydan gelir
(Berne ve ark 2008).

1.2.1.4. Uydu Hiicreler

Uydu hiicreler dorsal kok ve kranial sinir ganglion hiicrelerini sararak bu hiicrelerin

mikro gergevesini astrositlerin yaptig1 sekilde diizenler (Berne ve ark 2008).



1.2.1.5. Mikroglialar

Mikroglialar sessiz fagositlerdir. Merkezi sinir sisteminde bir hasarin ortaya
c¢tkmast durumunda, zedelenmeye bagli olarak ortaya cikan hiicresel atiklari ortamdan
uzaklagtirir. Bu iglevlerinde mikroglialara ndroglialar ve merkezi sinir sistemine

dolasimdan gelen diger fagositik hiicreler yardim eder (Berne ve ark 2008).

1.2.1.6. Ependimal Hiicreler

Ependimal hiicreler merkezi sinir sistemini ventrikiillerdeki beyin omurilik
stvisindan(BOS) ayiran epitelyum tabakadir. Ependimal tabakayir asan pek c¢ok madde,
beynin hiicre dis1 boslugu ile beyin omurilik sivist arasinda rahatlikla hareket
edebilmektedir. Beyin omurilik s1vis1 ventrikiiler sistemde lokalize olan koroid pleksusun

Ozellesmis ependimal hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir (Berne ve ark 2008).

1.2.1.7. Sinir Dokusunun Yaralanmalara Verdigi Yanit

Sinir dokusunun yaralanmasindan sonra ortaya ¢ikan yanittan ndron ve ndroglialar
sorumludur. Agir yaralanmalar hiicre Oliimiine neden olur. Sinir hiicresinin kaybi

durumunda, néronlar postmitotik hiicre olduklarindan yenilenemezler (Berne ve ark 2008).

1.2.1.7.1. Sinir Dejenerasyonu

Travmatik bir olay ndronlar1 hasarladiginda veya aksonlarda bir kesi olustugunda,
noronlar tekrar eski yerlerini alamazlar. Ciinkii ndronlar cogalamazlar ve bu nedenle

merkezi sinir sistemindeki hasarlar kalicidir (Gartner ve Hiatt 1997). Aksonun yeni protein



sentezleyememesi nedeniyle kesinin distalindeki akson 6liir. Birkag giin i¢inde akson ve
beraberindeki sinaptik sonlanmanin tiimii parg¢alanir. Miyelinli olan aksonlarda, miyelin
kilifi pargalara ayrilir ve sonrasinda da fagosite edilerek ortamdan uzaklastirilir (Berne ve
ark 2008). Ancak periferik sinir liflerinde bir yaralanma veya kopma oldugunda néron
hasar1 onarmaya ¢alisir (Gartner ve Hiatt 1997). Clinkii periferik sinir sistemindeki miyelin
kilifin1 olusturan Schwann hiicreleri canli kalir ve bu hiicreler boliinebilir. Bu asamalarin
tiimiine, sirasiyla ilk kez Waller tarafindan tanimlandigindan, wallerian dejenerasyonu ismi
verilir. NOoronun tek yada en 6nemli sinaptik girdisinden aksonun sorumlu oldugu
durumlarda, effektor hiicrenin kesintiye ugradigi kosullarda, postsinaptik hiicrelerde
transndronal dejenerasyon goriiliir ve bu siire¢ hiicre 6liimiine kadar gidebilir. Bu konuyla
ilgili en 1yi bilinen Ornek, iskelet kas liflerinde goriilen ve motor néron innervasyonun

kesilmesinden sonra olusan atrofidir (Berne ve ark 2008).

1.2.1.7.2. Sinir Rejenerasyonu

Aksonunu hasarlanma sonrasi kaybeden ndron, yeni aksonlar rejenere edebilir.
Hasarlanmis aksonun proksimalindeki govdesinden filizler gelisir. Periferik sinir
sisteminde uzamaya baslar ve yolagint buldugu durumlara orijinal sinirin yolunu takip
ederek biiyiir. Sinirin distal kisminda bulunan Schwann hiicreleri wallerian dejenerasyonu
sirasinda canli kalmanin yaninda baskalasarak 6nceki aksona ait yolun belirlenmesinde de
rol alir. Filizlenen aksonun biiyliyen kronik yapilari siralanmig Schwann hiicreleri
arasindan yolunu bulur ve sonunda da esas periferal hedef yapiy1 yeniden innerve edebilir.
Schwann hiicreleri aksonu daha sonra tekrar miyelinle kaplar (Berne ve ark 2008). Miyelin
tabakanin kalinligit Schwann hiicrelerinin etkilesim i¢inde oldugu aksondaki noroglin
seviyesiyle diizenlenerek aksonun ¢apimi belirler ve akson capi sinir ileti hizi ile dogru
orantilidir. Diger bir deyisle akson c¢api arttikga sinir uyarilarinin iletimi de artar
(Michailov ve ark 2004, Willem ve ark 2006). Rejenerasyon hizi, yavas aksonal taginim

hizi1 tarafindan belirlenir ve 1mm/gilindiir (Berne ve ark 2008).

Merkezi sinir sisteminde de kesilen aksonlarda filizlenme olur. Ancak

oligodendroglialar filizlerin takip edecegi yolu olusturmadiklarindan, bu filizlerin
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izleyecegi yolak belli olmaz ve biiyiiyemez. Bu sinirl biiylimenin nedeni ise periferde tek
bir Schwann hiicresi tek bir aksonun miyelinizasyonunu saglarken, santralde tek bir
oligodendroglial hiicrenin pek cok santral aksonu miyelinize etmesidir. Farkli olarak
santral ve periferal rejenerasyon degisik kimyasal sinyallerle yonlendirilebilir. Diger bir

engel ise astrositler tarafindan skar dokusunun olusturulmasidir (Berne ve ark 2008).

1.2.1.7.3. Tropik Faktorler

Tropik faktor biiyiimeyi uyaran maddelerin idamesi ve hiicrelerin hayatiyetinin
devam ettirilmesi olarak tanimlanabilir. Sadece Schwann hiicrelerini etkileyen bir yara
dolayli olarak aksonal dejenerasyona neden olmakta ve bu aksonal bozulma Schwann
hiicrelerinin biyolojisinde degisime neden oldugu ve erigkin sinir sistem dokularinin
ozelliklerini ve fonksiyonlarini korumada bu hiicre tipleri arasindaki iletisimde karmasa

oldugu bildirilmektedir (Aquino 2007).

Akson biiylimesi ve sinaptik baglantilarin korunmasindan sorumlu degisik sayida
proteinin varligi bilinmektedir. Bunlar i¢inde en ayrintili ¢alisilmis olan ise sinir biiylime
faktoridiir (NGF). NGF ile ilgili ilk ¢alismalarda, aralarinda kiigiik dorsal kok ganglion
hiicreleri ile otonomik postganglionik noronlarinda bulundugu noral tepecikten
kaynaklanan ¢ok sayida néronun yapisinin korunmasi ve biiyiimesinden sorumlu oldugu
diistiniilmiistiir. Ancak giinlimiizde Merkezi sinir sistemindeki bazi1 néronlar1 da etkiledigi
bilinmektedir (Berne ve ark 2008). NGF’nin ana etkisi noral kristadan koken alan sinir
hiicreleri iizerinedir. Sempatik sinir sistemindeki noronlar NGF’ye 6zelikle baghdir. Eger
anti-NGF antibadileri yeni dogan bir fareye enjekte edilirse sempatik sinir lifleri kismi
olarak hasarlanirlar. Immiinolojik olarak da NGF’nin sempatik liflerde varligt

gosterilmistir (Smith 2002).

Aralarinda beyin kaynakli biiyiime faktorii, nérotropin 3, norotropin 4, ndrotropin 5
ve silier norotropik faktoriinde oldugu farkli biiyiime faktorleri de tanimlanmistir. Bu
faktorlerden bazilar1 dorsal kok ganglion hiicreleri ile motor ndronlarin biiylimesini

etkilemektedir. Biiyiik bir olasilikla farkli ajanlara etki edebilen biiylime faktorii, periferal

11



ve santral sinir sistemindeki ndronlarin korunup biiylimesini saglamaktadir (Berne ve ark

2008).

Hedef hiicreler tarafindan salgilanan NGF, Hedef hiicrenin sinaps yaptig1 nérondaki
0zgiin reseptore baglanir. Reseptére baglanan NGF hiicre igine alinir ve NGF retrogat
olarak somaya tasinir. NGF niikleusu dogrudan etkileyerek norotransmitter sentezinden
sorumlu enzimlerin yapilisini ve aksonal biiylimeyi diizenleyebilir. NGF reseptoriiniin
diisiik affiniteli tipi ile yliksek affiniteli trozin kinaz reseptér TRKa ‘dan olusan iki tiirii
vardir. Diger norotrafik faktorlerde ayni diisiik affiniteli reseptor ile yiiksek affiniteli trozin

kinaz reseptorii TRKg ve TRK¢ ¢ ye baglanir (Berne ve ark 2008).

1.2.2. Sinir impulsu Olusumu ve fletimi

Sinir impulsu membran depolarizasyonu sonucu ndronda olusan elektriksel
sinyaldir ve akson boyunca akson terminaline dogru devam eder. Impulsun néronlarin
terminallerinden diger noéronlara, kas hiicrelerine veya bezlere ulasimi sinapslarda

meydana gelmektedir (Gartner ve Hiatt 1997).

Noronlar ve diger hiicreler yaklasik plazma membraninda , -70 mV dinlenim
potansiyelinde elektriksel olarak polarizedir. Kalin sinir liflerinin membran potansiyeli,
sinir sinyallerinin iletilmedigi istirahat durumunda, yaklasik -90 mV’tur. Bu lifin i¢indeki
potansiyelin lifin disinda, ekstrasellular sividaki potansiyele gore 90 mV daha negatif
oldugunu gostermektedir (Guyton ve Hall 2006). Bu potansiyel hiicrenin i¢i ve disi
arasindaki iyon konsantrasyonu farklihg nedeniyle yiikselir. Memeli hiicrelerinde K*
iyonu konsantrasyonu hiicre iginde hiicre disina gore daha yiiksektir fakat Na* ve CI
iyonlar1 konsantrasyonu hiicre disinda hiicre i¢ine gére daha fazladir (Gartner ve Hiatt
1997). Iyon gradiyentlerinin membran dinlenim potansiyelini (En) olustururken nasil rol
oynadig1 basit matematik bir model ile gosterilmektedir. Bir hiicrenin plazma membraninin
iki tarafi arasinda K*, Na*, CI” iyonlarinin dagilimi dikkate alindiginda asagidaki denklem,

membranin iki tarafi arasindaki transmembran potansiyel farkini 6ngormektedir:
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g, alt simgeyle belirtilen iyona kars1 zar iletkenligini, E, alt simge ile belirtilen iyonun
denge potansiyelini gosterir. iletkenlik direncin tersidir (g=1/R). Membran bir iyona ne
kadar gegirgen olursa membranin o iyona karsi gosterdigi iletkenlik o kadar biiyiik olur

(Berne ve ark 2008).

Plazmalemmadaki K" sizint1 kanallar1 K* iyonlarinin konsantrasyon gradientine
bagl olarak hiicre disina serbest akisina izin vermektedir. Dinlenim durumunda baz1 Na*
ve ClI” kanallar1 agik bulunmasi nedeniyle bazi Na* ve CI iyonlar hiicre icine girerken
daha fazla sayida K* iyonu hiicre disia ¢ikmaktadir. Bu nedenle kiiciik net pozitif yiik
plazma membraninin disinda birikir. Primer olarak K* sizinti kanallarma bagl olan
dinlenim potansiyeli déneminde bile plazma membranindaki Na*-K* pompasi, Na®
iyonunun hiicre digina K* iyonunun da hiicre icine aktif olarak pompalanmasina yardim
etmektedir. Bu aktif pompalamada her 3 Na* iyonunun hiicre disina atilmasina karsilik 2
K* iyonu hiicre igine alinmaktadir. Birgok hiicrenin plazma membraninin potansiyeli
genellikle sabittir. Diger taraftan noronlar ve kas hiicrelerinin membran potansiyeli
kontrollii degisimlere ugrayabilir buda elektriksel sinyalleri iletme kapasitesine sahip

olmasina neden olur (Gartner ve Hiatt 1997).

Dinlenim durumunda membranmn K iyonlarma iletkenligi Na® iyonlart
iletkenligine gore 50-100 defa daha biiylik oldugu goriillmektedir (Sekil 1.3). Bu sizma
kanallarindan K® iyonlarnin sizintisnin Na® iyonlarina gore daha fazla olmasmin
sonucudur. Halbuki aksiyon potansiyeli basladiginda, Na" kanallar1 ani olarak aktif olup

Na" iletkenligini 5000 kat artirir (Guyton ve Hall 2006).
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Sekil 1.3. Aksiyon potansiyeli siirecinde sodyum ve potasyum iletkenligindeki
degisiklikler (Guyton ve Hall 2006).

Aksiyon potansiyeli plazma membran iletkenliginin Na* ve K* iyonlarina kars:
ardigtk olarak artmasiyla olusur. Bir noronun uyarilmasiyla membranin kiigiik bir
bolgesinde voltaj kapili Na* kanallar1 agilir ve Na* iyonlar1 hiicre igine girmeye baslar
(Sekil 1.3). Aksiyon potansiyeli pik yaptig1 zaman Na" iletkenligi de yaklasik ayn1 anda
pik yapar ve daha sonra hizla azalir (Berne ve ark 2008). Sonucta hiicre icindeki Na*
iyonlar1 oldukga artar ve dinlenim durumunun tersi bir durum ortaya ¢ikmis olur (hiicre igi
disina gore pozitif olur) ve bu duruma membramin depolarizasyonu denir. Sonra Na*
kanallar1 1-2 milisaniye kapali kalir. Na* kanallarinin kapal kaldig1 bu déneme refraktor
periyot (refraktor donem) denir ve kapanan kanallar inaktif hale gelirler. Bu periyot
sirasinda voltaj kapili K* kanallar1 agilarak K* iyonlarinin ekstrasellular siviya gegisine izin
verir. K* iyonlar1 gegisinde kiiciik bir hiperpolarize donem olsa da sonunda dinlenim
membran potansiyeline geri doniiliir ve voltaj kapilh K' kanallar1 kapanarak refraktor

periyot son bulur (Gartner ve Hiatt 1997).
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Aksiyon potansiyelinin ilk boliimiinde Na® iletkenliginin K" iletkenligine oran1 bin
kattan fazla artar. Bu nedenle, K* iyonlarmin disar1 akisindan ¢cok Na® iyonu hiicreye girer.
Bu membran potansiyelini pozitif yapar, daha sonra Na* kanallar1 kapanirken potasyum
kanallar1 acilir. Tletkenlik orani, K iletkenligi i¢in artarken Na iletkenligi i¢in azalir. Bu
K" iyonlarmin ¢ok hizli kaybma neden olur. Bu sirada igeriye Na® akis1 yoktur. Sonug

olarak aksiyon potansiyeli hizla baglangi¢ noktasina geri doner (Guyton ve Hall 2006).

Membran depolarizasyonu, repolarizasyon, hiperpolarizasyon ve dinlenim
membran potansiyelinin olusturdugu dongiiye aksiyon potansiyeli denir. Saniyede 1000
uyari siddeti oraninda hep ya da hi¢ cevabi olusabilmektedir. Membran depolarizasyonu
aksonun bir noktasinda voltaj kapili Na* kanallarmin acilmasiyla olusur ve akson boyunca
kisa mesafelerde pasif olarak yayilirken komsu kanallarin agilmasiyla tetiklenerek sonraki
aksiyon potansiyelinin olusmasini saglar. Bu defa depolarizasyon dalgasi veya uyar1 akson
boyunca iletilir. Viicutta, bir uyar1 ilk depolarizasyon noktasindan akson terminaline dogru
sadece bir yonde iletilir. Refraktor periyot sirasinda kapali Na* kanallarinin inaktivasyonu

depolarizasyon dalgasinin geriye dogru yayilimini 6nlemektedir (Gartner ve Hiatt 1997).

1.2.3. Multipl Skleroz

Multipl skleroz, merkezi sinir sisteminde miyelin yikimini igeren, periferik sinir
sistemini de etkileyebilen bir bozukluktur. Demiyelizasyon bozukluklari sonradan edinilen
bir rahatsizliktir ve aksonlari nispeten koruyan miyelinlerin dejenerasyonuyla ortaya
cikmaktadir (Huether ve McCance 2004). Hastaligin dogal seyri miyelin kayb1 gdsteren
plaklarin beyindeki sayr ve dagilimma gore farklilik gosterir. Bazi hastalarda hafif
derecede bozukluk gosterip sadece birkag atakla seyrederken, bazilarinda haftalar ve aylar
icinde Olime varan acimasiz bir gidis gosterir (Kumar ve ark 1995). Merkezi sinir
sisteminde miyelinizan bozukluklar primer ve sekonder olmak {iizere alt simniflara
ayrilmigtir. Multipl skleroz ve onun varyasyonlar1 primer kategoride yer almaktadir. ikinci
kategoride ise multipl skleroz haricindeki demiyelinizan bozukluklar gelmektedir. MS
vakalar1 genelde 20 ile 50 yaslar1 arasinda ortaya ¢ikmaktadir. Erkek / kadin oran1 yaklagik

72 dir. MS merkezi sinir sistemi demiyelinizan hastaliklarinin en yaygimidir ve yetiskinligin
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erken doneminde ndrolojik sakatlanmalara bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir (Huether ve
McCance 2004). Entelektiiel gerileme genellikle erken devrede goriilmez. Hastalik
ilerledikce remisyon daha eksik olur. Biitiin hastalarda maluliyet tam olarak ortaya ¢ikmasa
da, son evrede siklikla beyin ve omurilikte yaygin demiyelinizasyona bagli olarak
sallanarak yiirliylis, idrar ve gaita tutamama ve felg goriiliir. Heniiz bilinen etkili bir
tedavisi yoktur. Bununla beraber ataklar esnasinda sik kullanilan ACTH ve arasira
kullanilan diger immiin baskilayici ilaglar biraz yarar saglarlar (Kumar ve ark 1995).
Hastalik ekvatordan uzak bolgelerde yaygin olarak goriilmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri ve Kanada da goriilme sikligi 100 000 kiside 30 ile 80 kisi arasindadir. MS
biitiin 1rklarda goriilmesine ragmen beyaz irkta daha yaygindir. Hastaligin kalitsalligina
dair herhangi bir agiklama olmamasina ragmen, MS’li hastalarin %15’inde akrabalik etkisi
goriilmiistiir (Huether ve McCance 2004). Asyali ve Afrikali sahislar ile Amerikali
yerlilerde multipl skleroz 6nemli Olglide seyrektir. GoOg¢menler {izerinde yapilan
calismalarda; hastaligin sik goriildiigii bolgelerden seyrek goriilen tropikal bolgelere
gocenlerde veya ters yonde gocenlerde sayet 15 yasindan sonra tasinmislarsa hastalik
riskinin dogum yerlerindeki riske benzer oldugu, ancak cocuk olarak yer degistirme

durumunda ise riskin yeni memlekete adapte oldugu goriilmistiir (Kumar ve ark 1995).

1.2.3.1. Patofizyoloji

MS, sinir sisteminin viral saldirtya ugradigi zaman genetik olarak duyarl kisilerde
merkezi sinir sisteminde sonradan goriilen normal olmayan immiin cevapla ortaya
cikmaktadir. T hiicreleri tek miyelin proteinine otoreaktif olmaya baslar.
Demiyelinizasyon, siirecin patolojik modelinin ana bilesenidir (Huether ve McCance
2004). Tanimlandigi iizere multipl sklerozda demyelinizasyon, lezyon igine ilerleyen
lenfositik infiltrasyonla karakterlidir. Lenfositler T4 (yardimci) ve T8 (supressor)
hiicrelerden ibarettir. Baz1 hastalarda supressor hiicre sayisindaki ani diismeler, klinik
semptomlarin alevlenmesine eslik eder (Kumar ve ark 1995). Bu siirecin patolojik
Ozellikleri sistemik immiin sistemi ve merkezi sinir sisteminde ve beyaz madde de
demiyelinizan lezyonlar (plaklar ve yaygin lezyonlar) arasinda olusmaktadir (Huether ve

McCance 2004). Beyin ve medulla spinalisin dig goriiniisii ¢ogunlukla normaldir.
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Kesitlerde plak denilen, ¢ok sayida, diizensiz sekilli, keskin sinirli demiyelinizasyon
sahalar1 goriliir. Goriiniisleri lezyonun yasina bagli olarak degisir. Baslangicgta hafif pembe
ve sismistir. Gri ve beyaz cevherde ortaya c¢ikabilir. Capga zor secilebilenlerden
santimetrelerce ¢apta olanlara kadar degiskenlik gosterirler. Seyrek olarak ¢ok az sayida
veya beyin ve medulla spinalisin biiyilk bir kismimi tutabilir. Ventrikiil koselerinde
yerlesme egilimi gostermeleriyle beraber santral sinir sisteminde herhangi bir yerde

goriilebilirler (Kumar ve ark 1995).

Akut donemdeki plak olusumu plaklarin iginde ve etrafinda inflamotor 6dem ile
perivenular demiyelizasyon ve kismi demiyelinizasyon olusumuyla karakterizedir.
Semptomlar genellikle olayin baglamasinin erken donemlerinden haftalar sonra kismi veya
tamamen hafifler (Huether ve McCance 2004). Mikroskopik olarak, erken devrede miyelin
kaybi kiiciik venler ve veniiller ¢cevresinde goriiliir. Bu damarlar ¢evresinde mononiikleer
hiicreler ve lenfositler vardir. Demyelinizasyon arttik¢a bu periveniiler odak genisleyerek

makroskobik olarak goriiniir bir plak haline gelir (Kumar ve ark 1995).

Demiyelinizasyon ve plak olusumunun kronik déneminde gliosis (glial yaralar ile
aksonlarda dejenerasyon) ile karakterizedir. Gitgide artan fonksiyon kayiplar1 genellikle 20
yas ve lizerinde kalic1 sorunlara neden olabilmektedir (Huether ve McCance 2004). Aktif
olarak genisleyen plaklar i¢cinde demiyelizan alanlarla normal doku arasindaki sinirda
lenfositik iltihabi infiltrasyon vardir. Plakta oligodentrositler kaybolmustur. Fakat belirgin
cevap Ozelliginde astrositoz ve ¢ok sayida nétral lipid yiiklii makrofajlar goriiliir. Plaklar
boyunca seyreden aksonlar belirgin sekilde azalmistir. Eski aktif olmayan plaklarin keskin
sinirlart vardir. Bunlarda agir miyelin kaybi, oligodendrositlerin ileri 6l¢iide kaybi veya
yoklugu ile daginik fibriller astrositler goriiliir. Aksonlar rélatif olarak korunmus olsalar da

siklikla biraz kayip s6z konusudur (Kumar ve ark 1995).

Teshis i¢in MS’de plaklarin olusumu goz 6niinde bulundurulmasina ragmen yaygin
lezyonlar aktif olarak ilerleyen vakalarin patolojik bulgularinda geneldir. Bu lezyonlar
bazen normal beyin dokusunun etrafin1 saran 6demlerle birlikte bulunmaktadir. Plaklarla

yaygin lezyonlar arasinda iliski bilinmemektedir (Huether ve McCance 2004).
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1.2.4. Deneysel Multipl Skleroz Modelleri

Multipl ~ Skleroz  {izerine  c¢alisan  arastirmacilarin  biiyiilk  ¢ogunlugu
demiyelinizasyonun tetiklenmesindeki erken doénem ve takibindeki remiyelinizasyon
tizerine odaklanmiglardir (Rodriguez 2007) ve neticesinde deneysel ¢alismalar igin MS
modelleri olusturulmustur. Torkildson ve ark (2008) ve Rodriguez (2007) tarafindan

Onerilen bu modeller sdyle siralanabilir;

1. Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit (DOE):
DOE’de miyelin antijen ile immunizasyon veya myelin spesifik T-lenfositlerinin pasif
transferinin indiikklemesiyle merkezi sinir sisteminde inflamasyona bagli demiyelinizasyon
olusur (Rodriguez 2007). Deneyler ilk 6nce maymunlar {izerinde denenmis daha sonra
icinde fare ve sicanlarin da bulundugu birgok tiirde deneme yapilarak genis bir
immiinogenetik, histopatolojik ve terapatik caligmalar gerc¢eklestirilmistir. Histopatoloji ve
hastaligin klinik bulgular1 hayvanlarin genetik ge¢misine, antijenik materyal kaynagina ve
antijenin uygulama sekline bagli olarak degismektedir. Bugiin en genel DOE formlari:
a. miyelin oligodendrosit protein veya proteolipid proteinden olusan ensafolitogenik
peptitin subkutan enjeksiyonuyla aktif DOE olusturmasi.
b. miyelin reaktif CD4" Thl lemfositlerinin hayvanlara intravendz olarak
enjeksiyonuyla adaptif transfer DOE (AT-DOE) olusturulmas: (Mix ve ark 2008).

2. Viriis-indiikleme Modeli (Theiler Viriisii, miirin hepatit viriisii):
Thelier virlis-indiiklemesiyle olusan ensefalitte, fareler norotropik picornaviriis Theiler
miirin ensefalomiyelit virlis (TMEV) ile enfekte edilirler ve ilerleyen CD4(+) T-
hiicrelerinin araciligiyla demiyelinizan hastalik olusmaktadir (Torkildson ve ark. 2008).
Theiler virlis demiyelinizasyon yapabilmesi i¢cin merkezi sinir sisteminin siirekli enfekte
edecek sekilde yerlesmelidir. Multijenik kontrol altinda virlislere dayanikli ve
demiyelinizasyona hassas fare irklarinda birgok ¢alisma yaymlanmistir. Theiler viriisiin
immiin taninmas1 demiyelinizasyona duyarliligi doku uyusma komleksi sinif I genleri ve T

hiicre reseptor genleri aracilifiyla olmaktadir (Welsh ve ark 2009).
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3. Demyelinizasyonun toksik modeli (Lizolesitin, Etidiyum bromid, Cuprizon):
Lizolesitin veya etidiyum bromidin neden oldugu akut lokal demiyelinizasyon modelinde
merkezi sinir sisteminde hizli remiyelinizasyonun oldugunu gostermistir (Morell ve ark.
1998). Cuprizon modeli toksik demiyelinizan modelidir ve deney hayvanlarinin cuprizon

ile beslenmelerine dayanmaktadir (Torkildson ve ark. 2008).

1.2.4.1. Cuprizon Modeli

Cuprizon modeli toksik bir demiyelinizasyon modeldir. Bu modelde gen¢ olgun
fareler cuprizon (bis-siklo-hegzanon oksaldehidrazon) ile beslenir. Bu da kalici
demiyelinizasyona neden olmaktadir (Matsushima ve Morell, 2001, Torkildsen ve ark,
2008). Norotoksinin kesilmesinden 4 giin sonra remiyelinizasyon kendiliginden olugmaya
baglar ve bu nedenle cuprizon modeli demiyelinizasyonu saglamak ve remiyelinizasyonu
gozlemlemek igin iyi bir ¢alisma modelidir (Torkildsen ve ark 2008).Cuprizon ile
demiyelinizasyon olusumu, kolayca izlenebilen, oligodendrositler haricinde higbir hiicreye
zarar vermeyen giizel bir modeldir (Ludwin ve ark, 1994). Cuprizon modeli ilk defa Swiss
farelerinde gerceklestirilmis olmasina ragmen son zamanlarda en ¢ok C57BL/6 soyuna ait
farelerle yapilan deneylerle ilgili yaymlar mevcuttur. Bu soy baska soylar tarafindan
melezlenmemis oldugundan genetik ve fenotip olarak diizgiin dagilim gdsterir ve bu

nedenle de ¢aligmalarda en ¢ok tercih edilen soydur (Torkildsen ve ark 2008).

Cuprizon uygulamasinin spesifik olarak oligodendrositlerin 6liimiine neden olmasi
tam olarak agiklanamamakla birlikte cuprizonun bakir selat olmasindan dolay1 bakira bagh
mitokondrial enzimleri sitokrom oksidaz ve monoamine oksidazi inhibe ettigi
diisiiniilmektedir (Torkildsen ve ark 2008). Bakir, bakir-¢cinko siiperoksit dismutas ve
seruloplasmin dahil bircok metaloenzim icin temel elementtir. Bakirin baglanmasi
ispatlanmamasina ragmen patolojide gozlendigi kabul edilmektedir. Cuprizon ile beslenme
bakir eksikligi ve Merkezi Sinir Sisteminde demiyelinizasyona neden olmaktadir. Bu
demiyelinizasyon erken gozlemlenebilen bir olaydir ve merkezi sinir sisteminde
oligodendrositler hari¢ diger hiicrelerde herhangi bir zarar1 bulunmamaktadir. Karacigerde

megamitokondria da biiyiime veya kiimelenme olugmasina ragmen bu konuda biraz sert
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tartismalarda olmustur (Matsushima ve Morell 2001). Karaciger mitokondrilerinde bu
degisim oksidatif fosforilasyondaki 6nemli bilesenlerin aktivite eksikligine bagli olarak
ortaya c¢ikmaktadir. Bakir sitokrom oksidazda elektron tasima isinde gerekmektedir
(Suziki ve Kikkawa 1969). Venturini (1973)’ye gore cuprizon uygulamasi, mitokondrial
enzimlerden monamine oksidazda oldugu gibi beyin aktivitesinde sitokrom oksidaza bagh
disiiklige neden olmaktadir. Beyin bakir seviyesi de diismektedir. Bu ve diger
anormallikler, hayvanlara uygulanmadan Once cuprizon bakir selatlanmigsa
goriilmemektedir. Bu nedenle hayvanlara cuprizon doz ayari, bakirin baglanmasina bagl
olarak patolojik sonuglara gore yapilir (Matsushima ve Morell 2001). Bu hipoteze karsi
Carlton (1967) bakir uygulanmasi ile cuprizon bagl toksisitenin diismesine ait bir durum

gozlemlememistir.(Matsushima ve Morell 2001, Torkildsen ve ark 2008).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerec

Aragtirmada toplam 44 adet 1 yasinda 350+8 gr. erkek Wistar Albino tiirli sigan
kullanildi. Siganlar Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden sagland.
Calisma siiresince sicanlar 22 °C + 2 °C gevre sicakligi ve 12/12 saat aydinlik /karanlik
siklusunun saglandigi bir odada kafeslerde barindirildi. Siganlar Best Yem (Gebze)
tarafindan {iretilen pelet formdaki fare-sigan yetistirme yemi ile beslendi. Yem ve su
erisimi serbest birakildi. Deney sonunda hayvanlar servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.
Bu calismadaki deney prosediirleri Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik

Kurulu tarafindan onaylanmigtir.

2.2. Yontem

2.2.1. Hayvanlara Uygulanan Cuprizon Dozunun Hesaplanmasi

Literatiirde si¢canlarda MS olusturmak i¢in gesitli cuprizon dozlar1 6nerilmektedir.
Cuprizon uygulamasi hayvanlarin standart yemine % 0.5, %1, %2 oranlarinda karistiritlmak
suretiyle yapilmaktadir (Love 1988). Bu ¢alismada ortalama doz olan %1 cuprizon
uygulamasi tercih edildi. Bu c¢alismada cuprizon uygulamasi cuprizonun hayvanlarin
giinliik yemine karistirmak yerine agizdan gavajla vermek suretiyle gerceklestirildi. Bunun
icin her hayvana kilosuna orantili olarak agizdan gavajla verilmesi gereken cuprizon
miktarlart hesaplandi. Bunu yapmak i¢in Once sicanlarin giinliik ortalama yem
tiiketimlerini hesapladi. Elde ettigimiz giinliik yem tiikketim miktarinin %1’ine karsilik

gelen miktarda cuprizonu agizdan gavajla verdi. Hayvanlarin canli agirlik basina giinliik
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yem tiiketimlerini 69 + 3 gr/kg olarak hesaplandi. Bunun % 1°i olan 0,69 + 3 gr/kg

cuprizon miktart hayvanlarin canli agirlik basma giinliik cuprizon dozuna karsilik

gelmektedir.

2.2.2. Siganlara Cuprizon Uygulanmasi

Siganlar kendi aralarinda rastgele 6 gruba ayrildi. Cuprizon daha onceden

hazirlanmis olan %1 lik dolgu maddesi Karboksi-metil-seluloz (KMS) ¢ozeltisi igerisinde

hazirlandiktan sonra agizdan gavajla her giin, her gruba degisik stirelerde olacak sekilde

uyguland: (Tablo 2.1). KMS-cuprizon karisimi gavaj uygulamasindan hemen Once

hazirlanip tiiketildi. KMS stok soliisyonu ise haftalik olarak hazirlandi. Bunun i¢cin KMS

saf su ile %1’lik derisimde hazirlandiktan sonra +4 °C de saklandi. Gavaj yapilacak

hayvanlarin kilosunda %20 ve lizeri diisiis oldugunda cuprizon uygulamasina ara verildi.

Kilosu normal araliga ulasan deneklerin cuprizon uygulamasina tekrar baslandi. Cuprizon

KMS ile herhangi bir tepkimeye girmeyen bir maddedir ve KMS iginde cuprizon ilave

edildikten sonra vorteks te karistirildi ve homojen bir KMS-cuprizon siispansiyonu elde

edildi.

Tablo 2.1. Deney Gruplari

Grup Ad1 | n Uygulanan Madde Uygulama Siiresi
Kontrol 6 Madde verilmedi Q

1. Kafes 8 0,69 gr/kg Cuprizon (%1 KMS ile karigik) 4 Hafta

2. Kafes 6 0,69 gr/kg ,%1 KMS 6 Hafta

3.Kafes 8 0,69 gr/kg Cuprizon (%1 KMS ile karisik) 5 Hafta

4 Kafes 8 0,69 gr/kg Cuprizon (%1 KMS ile karigik) 6 Hafta

5.Kafes 8 0,69 gr/kg Cuprizon (%1 KMS ile karigik) 7 Hafta
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2.2.3. Elektromiyografi (EMG) Ol¢iimii

Biitlin siganlar 6l¢iim baslamadan 6nce 100 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg xylazin
anestezisi ile uyutuldu. Si¢anlar biitiin islemler siiresince yerle temasini Onlemek igin
plastik kopiik iizerinde tutuldu. Hayvanlarin sol arka bacaginda gastroknemius kasinin
bulundugu yiizey tiraglanarak tiiyler uzaklastirildi ve bu bolge alkol ile temizlendikten
sonra 4 mm capinda Ag/AgCl yiizey elektrotlar1 (EL254S) yerlestirilerek plasterle
sabitlendi (Resim 2.1). Kasin orta bolgesine aktif (+) elektrot tendon bolgesine de referans
elektrot (-) yerlestirildi. Toprak elektrotu gerekli oldugunda EL400 igne elektrotunun
(Resim 2.2) Guluteus Superficialis kasina batirilmasiyla saglandi. EMG sinyalleri EL254S
elektrotlar1 yardimiyla alindiktan sonra EMG100B modiiliine ve oradan da MP100 (Biopac
System Inc., Goleta, CA, USA) veri kayit sisteminde (Resim 2.3) islenerek 3GHz,
Pentium-4 tabanl bilgisayarda kayit edildi.

Resim 2.1. 4 mm capinda Ag/AgCl yiizey elektrotlari (EL254S)
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Resim 2.2.

Resim 2.3.

ELA400 igne elektrotlar1

EMG100B modiilii ve MP100 (Biopac System) veri kayit sistemi
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Elektrik uyarist vermek i¢in hayvanin sirt derisi spinal cord ¢izgisi ilizerinden makasla
kesilerek acildi. Lumbar kemiklerin lumbar 1 (L1) ile lumbar 2 (L2) omurlari arasina ve
lumbar 2 (L2) ile lumbar 3 (L3) omurlar1 arasina EL400 monopolor igne elektrotlariyla
(Sekil 5) girilerek epidural uyari verilmesi saglandi. Bu uyar1 noktasi distal uyar1 noktasi
olarak adlandirildi. Daha sonra ayn1 igne elektrotlartyla lumbar 4 (L4) ile lumbar 5 (L5) ve
lumbar 5 (L5) ile lumbar 6 (L6) omurlari arasina girilerek epidural uyart verildi (Resim
2.4). Buradaki uyar1 noktasi da proksimal uyart noktasi olarak adlandirildi. Elektrik
uyarilarinin  verilebilmesi i¢in monopolar igne elektrotlart STIMISOC sitimulus
amplifikatoriine (Resim 2.5), amplifikatorde MP100 veri-kayit sistemine bagli olan STI100
sistem sitimiilatoriine baglandi. Elektrik uyarilar1 7V kare puls dalga seklinde 0.1ms
stiresince verildi. Uyar1 akimlar1 50 Hz frekansinda ve 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20 ve 50
mA degisen degerlerinde verildi ve her bir akim degeri i¢in birlesik kas aksiyon potansiyeli
(BKAP) kayd:r alindi. Bu akim degerleri arasinda supramaksimal uyar1 olarak 10 mA ve

tizeri degerler goriildiigiinden 10 mA degerinde uyar1 verildiginde alinan BKAP’larin

analizi yapildi

Resim 2.4. Igne ve yiizey elektrotlarinin sigan viicuduna yerlestirilme diizeni

25



Resim 2.5. STIMISOC sitimulus amplifikatorii

2.2.4. Sinir ileti Hiz1 Hesaplanmasi

Igne elektrotlartyla spinal kord uyarildiktan sonra gastroknemius kasi iizerinden
EMG kayit elektrotlartyla elde edilen potansiyel olan BKAP’larin analiziyle sinir ileti hizi
hesaplanmaktadir. Elektrik uyarist verilmeye baslandigi andan BKAP’in baslangic
noktasina kadar gecen siire latans siiresi olarak adlandirilir. Latans siiresi i¢inde sinir iletim
siiresi, noromuskuler ileti zamani ve kas membraninda elektriksel ileti zamanini da

icermektedir (Pehlivan 1997).

Distal uyar1 noktasindan verilen uyar1 sonucunda elde edilen BKAP’in latans
stiresine distal latans (DL) ad1 verildi. Kayit kosullar1 degistirilmeksizin proksimal uyari
noktasindan verilen uyar1 sonucunda elde edilen BKAP’1n latans siiresine de Proksimal
latans (PL) olarak adlandirildi. DL degerinden PL degerinin ¢ikarilmasiyla latans farki (At)
degeri elde edildi. Proksimal uyari noktasi ile distal uyar1 noktasi arasinda kalan mesafe
(AX) ol¢iildii. Mesafenin latans farkina boliinmesiyle sinir ileti hiz1 elde edildi.

AX = DL ile PL aras1 mesafe (metre)
At = DL-PL saniye (s) C——— > Sinir ileti hiz1 = AX/ At [m/s]
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2.2.5. Histopatoloji

Histopatolojik incelemeleri i¢cin, EMG Oolgiimlerinden sonra siganlara servikal
dislokasyon ile Gtenazi uygulandi. Kafadaki deri ve kaslar uzaklastirildiktan sonra kafa
oksipitalin altindan kesildi. Kafatasi kemikleri beyin dokusuna zarar vermemek i¢in kesme
diski (Resim 2.6) ile kesildi. Beyin ve beyincik bir biitiin olarak ¢ikarildi (Resim 2.7).
Beyincik kesilerek ayrildiktan sonra beyin dokusu ii¢ parcaya ayrildi. Daha sonra doku
ornekleri nétral tamponlanmis %10’luk konsantrasyonda formalin ¢ozeltisi igerisinde 48
saat bekletildi. Rutin doku takibi yapildi. Tamponlu formol soliisyonu Adnan Menderes

Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Patoloji boliimiinden hazirlanmis halde temin edildi.

Resim 2.6. Kesme Diski
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Resim 2.7. Beyin ve Beyincik

Doku takibinde siras1 ile dokular birer saat iki adet % 10’luk formalinde, % 80°lik
etil alkol, %90 lik etil alkol, iki defa % 96’lik etil alkol, iki defa absoliit alkol, iki defa
ksilol de bekletildi. iki defa iki saat parafin isleminden gegirildikten sonra parafine
gomiilen dokulardan 0,6 mikron kalinligindaki kesitler 40 santigrat derece su banyosundan
sonra polilisinli lamlara alindi. Dokular 37 santigrat derece etiivde bir gece birakildi. Sabah
15 dakika 58 °C etiivde bekletilen preperatlar 15 dakika etiivde yine 58 °C derecede ksilol
icerisinde, 15 dakika 58 °C etiivde bulundurulan dokular tekrar etiivde 15 dakika ksilol
icerisine konuldu. Daha sonra disarida oda sigakligindaki ksilol da 15 dakika bekletilen

preperatlar ksiloldan ¢ikarilarak boymaya hazir duruma geltirildi.
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N o a s~ wDh e

2.2.5.1. Luxol Fast Blue ile Myelin Boyama Protokolii

2.2.5.1.1. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

0.1% Luxol fast blue soliisyonu:

Luxol fast blue,------------------------ 0.1g
Etil Alkol, 95% ----------mnmmmmmmmmmmm oo 100 ml
Glacial asetik asit -----------=-=-=-=-=-m-mmum- 0.5ml

0.1% Kresil violet soliisyonu:

Cresyl violet (cresyl fast violet) ------- 01g
Distile SU -------------=-mememe oo 100 ml

Kullanilmadan 6nce 10 damla glasial asetik asit damlatildi

0.05% Lityum karbonat soliisyonu:

Lityum karbonat --------------------=--------—- 0.05¢
Distile su -------------------m-m e o- 100 ml
2.2.5.1.2. Boyama Prosediirii

Deparafinize edilen dokular %95°lik etil alkolden gegirildi.
Luxol fast blue soliisyonu iginde 56 °C’de bir gece bekletildi.
%95’lik etil alkol iginde ¢alkalandi.

Distile suda calkalandi.

Lityum karbonat soliisyonu i¢inde 30 saniye differansiye edildi.

Differansiye islemine %70’lik etil alkolde 30 saniye devam edildi.

Distile su i¢inde ¢alkalandi.
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8. Mikroskopta, gri madde ile beyaz maddenin ayirt edilebilir olup olmadig1 kontrol
edildi.
9. Gri madde ile beyaz madde ayirt edilemiyorsa 5. Basamaktan itibaren tekrarlandi.
10. Saf su i¢ine koyuldu.
11. Kresil violet soliisyonunda 30 saniye bekletildi.
12. Distile su ile galkalandu.
13. 9%95°1ik etil alkolde 2 defa ¢alkalandi.
14. %100 etil alkolden gecirildi
15. Ksilenden gegirildi.
16. Kanada balzami kullanilarak lamelle kapatildi.
Miyelin tabakalar mavi renkte, noronlar ve nisl cisimcikleri eflatun ile mor renkte

boyandig1 goriildii.

2.2.6. istatistiksel Analiz

Sinir ileti hizlar1 hesaplandiktan sonra istatistiksel analizler GraphPad Prism 5 programi
kullanilarak yapildi. Gruplara tek yon varyans analizi (ANOVA) testi uygulandiktan sonra
Dunnet multiple karsilastirma testi uygulanarak kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki

iliski arastirildi. Sinir ileti hiz1 sonuglar1 Hiz + Standart Hata olarak verilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Spinal Kord Motor Sinir fleti Hiz1

Karboksi-metil-selulozda (KMS) siispansiyon edilmis Cuprizon ile 4, 5, 6, ve 7
hafta siirelerinde agizdan gavajla beslenen, sadece KMS ile beslenen ve normal beslenen
erkek sicanlarda spinal kord L1 ve L6 arast motor sinir ileti hizt EMG yardimiyla 6l¢iildii.
Sekil 3.1. tipik bir EMG kaydim1 gostermektedir. Motor ileti hiz1 hesaplanabilmesi i¢in
supramaksimal uyar1 gerekmektedir. Bunu elde etmek i¢in ayni hayvanin ayni noktalarinda
degisik amperde uyarilar verilerek supramaksimal uyari tespiti yapildi. Sekil 3.4, 3.5, 3.6
ayni noktadan degisik siddette verilen uyarilara cevap olarak ortaya ¢ikan EMG kaydini
gostermektedir. Buradan L1 uyarilan i¢in supramaksimal cevap 10 mA den yukar

uyarilarda elde edildi (Sekil 3.2, 3.3.).

14.726126

>
1756025 Z|

-1.214076

-4.184177

15.079879

10.389531

>
E|
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Sekil 3.1. L1 seviyesinden verilen 10 mA uyariya karsilik elde edilen grafik.
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Sekil 3.2. L1 seviyesinden verilen 10 mA lik 5 ayr1 grafigin iist iiste cakigik goriintiisii
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Sekil 3.3. L6 seviyesinden 10 mA akima karsilik 5 ayr1 cevabin ¢akisik hali.
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Sekil 3.4. L6 seviyesinden 0,1-50 mA arasi standart uygulamalarimizdan elde edilen

cevaplarin {ist iiste gortintiisii.
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Sekil 3.5. L1 seviyesinden 0,1-50 mA arasi1 standart uygulamalarimizdan elde edilen

cevaplarin {ist liste gortintiisii.
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Sekil 3.6. L6 seviyesinden 0,1-50 mA aras1 akimlarda alinan biitin degerlerin

cakistirilmasi

Normal yemle beslenen siganlarin spinal kord motor sinir ileti hiz1 76,54 + 4,76 m/s
(HiztStandart Hata (SH)) olarak hesaplandi. Sinir ileti hizi sadece KMS ile beslenenlerde
88,04 £ 9,11 m/s, 4 hafta cuprizon uygulananlarda 72,01 £ 6,90 m/s, 5 hafta cuprizon
alanlarda 68,10 + 13,53 m/s, 6 hafta cuprizon ile beslenenlerde 46,35 + 1,95 m/s ve 7 hafta
cuprizon ile beslenenlerde 55,89 + 6,11 m/s olarak hesaplandi (Sekil 3.7).
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ileti Hizi (m/s)

Sekil 3.7. Spinal Kord Motor Sinir ileti Hizlari (* gruplar arasindaki anlamlilig
gostermektedir, p<0.05)

Kontrol grubu, KMS ile beslenen, 4 hafta ve 5 hafta cuprizon ile beslenen
sicanlarin motor sinir ileti hizlarinda belirgin bir farklilik goriillmedi. 5 hafta cuprizon ile
beslenen sicanlarin motor sinir ileti hizlarinda standart hatanin yiiksek oldugu belirlendi. 6
hafta cuprizon ile beslenen siganlarin motor sinir ileti hizlart ortalamasi kontrol grubuna
gore daha diisiik goriildii. 7 hafta cuprizon ile beslenenlerde ise motor sinir ileti hizinin 6

hafta cuprizon ile beslenenlere oranla daha yiiksek oldugu goriildii.

Gruplara tek yon varyans analizi (ANOVA) testini uygulandiginda p degeri 0,0087
olarak hesaplandi. Bu gruplarin ortalamalar1 arasinda anlamli farkliliklarin oldugunu
gostermektedir (p<0,05). Gruplara Dunnet multipl karsilastirma testi uygulanarak kontrol
grubu ile diger gruplar arasindaki iligki arastirildi. Sonucta sadece kontrol grubu ile 6 hafta
cuprizon ile beslenenler arasinda anlamli bir farklilik oldugu (p<0,05), kontrol grubu ile

diger gruplar arasinda bdyle bir farkin olmadigi belirlendi.
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3.2. Histopatolojik Degisimler

Cuprizon alan siganlara ait beyin ve beyincik kesitlerinin LFB ile boyanmasi
sonucunda 151tk mikroskobunda corpus collosum (CC) ve beyincik incelendi. Miyelinli

bolgeler mavi renkte boyanirken demiyeline alanlarda ise pembe renk degisiminin oldugu

goriildii (Resim 3.1-3.26).

Kontrol, KMS ile beslenen ve 4 hafta cuprizon ile beslenen gruplarda demiyeline
alanlar goriilmedi. 5 hafta, 6 hafta ve 7 hafta cuprizon ile beslenen si¢anlarda demiyeline
alanlarin verdigi pembe renk degisimi goriildi. Bu degisimler her hayvanda standart
olmadig1 gibi ayn1 hayvana ait diger kesitler arasinda da farklarin oldugu goriildii. Bu da
demiyelinizasyonun oligodendrositlerin tamaminda degil kismi dejenerasyon seklinde
oldugunu gostermektedir. 6 ve 7 hafta cuprizon ile beslenen si¢anlarda demiyeline
alanlarin 5 hafta cuprizon ile beslenenlere oranla daha belirgin oldugu goriildii. Beyincikte

nadiren spongiyoform vakuolosyonlar goriildii.
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Resim 3.2. Kontrol grubu siganlarda corpus collosum
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Resim 3.4. Kontrol grubu siganlarda beyincik

38



Resim 3.6. KMS alan siganlarda corpus collosum
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Resim 3.8. KMS alan si¢anlarda beyincik
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Resim 3.9. 4 hafta cuprizon alan siganlarda corpus collosum

Resim 3.10. 4 hafta cuprizon alan siganlarda corpus collosum
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Resim 3.12. 4 hafta cuprizon alan si¢anlarda beyincik

42



Resim 3.14. 5 hafta cuprizon alan siganlarda corpus collosum
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Resim 3.16. 5 hafta cuprizon alan siganlarda beyincik. Oklar seyrek gozlenen

vakuolasyonu gostermektedir.
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Resim 3.18. 6 hafta cuprizon alan siganlarda corpus collosum
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Resim 3.20. 6 hafta cuprizon alan si¢anlarda beyincik
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Resim 3.22. 6 hafta cuprizon alan sicanlarda beyincik
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Resim 3.24. 7 hafta cuprizon alan siganlarda corpus collosum
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Resim 3.26. 7 hafta cuprizon alan siganlarda beyincik (x20). Oklar seyrek goézlenen

vakuolasyonu gostermektedir.
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4. TARTISMA

Geng erigkin farelerin cuprizon ile birka¢ hafta beslenmesinin beyinde 6zellikle
corpus collosum’da siddetli demyelinizasyona neden oldugu iyi bilinmektedir (Morell ve
ark 1998, Jurevics ve ark 2001, Liebetanz ve Merkler 2006). Bu g¢alismada cuprizon
kaynakli demyelinizasyon hasarinin wistar albino tiirli sicanlarda karakterize etmek
amaciyla degisik gruplara farkli siirelerde cuprizon KMS ile siispansiyon haline getirilerek
agizdan gavajla verilmistir. Bu yontem sayesinde her hayvan kilosuna oranla standart bir

cuprizon dozu almustir.

Bircok ¢alisma yapilmasina karsin cuprizonun demyelinizasyona neden olmasinin
mekanizmasi tam bilinmemektedir. Burada yaygin olan goriise gore cuprizonun bakir selat
gibi  davrandigi, hayvanlar cuprizonla Dbeslendiklerinde bakir1  bagladigi ve
demyelinizasyonun bakir eksikliginden kaynaklandigi ileri siiriilmektedir. Merkezi sinir
sistemindeki diger hiicrelerin etkilenmemesi ise cuprizonun ilging bir yoniidiir (Pasquini ve
ark 2007). Ventruni (1973)’e gore cuprizon farelerde beynin igerdigi bakir miktarini
azaltmaktadir. Bakir-gelat cuprizon uygulamasi ise bu azalmayi engellemektedir ve ne
beyaz maddede vakuolasyon ne de enzim aktivitesinde bir azalma goriilmektedir. Bu da
demyelinizasyonun bakir eksikliginden kaynaklandig: tezini destekler yondedir. (Love
1988). Bizim ¢alismada da histopatolojik incelemelerde 5 ve 7. hafta cuprizon uygulanan
deneklerin beyincikte artmis vakuolazisyon gozlenlenirken 4-7 haftalar arasi cuprizon

kullanilan deneklerdeki corpus collosum preparatlarinda vakuolazisyon gézlenmemistir. .

Love (1988), cuprizon cerebellar beyaz maddede, disli ¢ekirdeklerin gébeginde ve
superior cerebellar peduncle’da intramyelinik 6deme neden oldugunu bildirmektedir.
Odem piknozlarla iliskilidir fakat farelerde cuprizon etkisinin tersine, nadiren
oligodendrositlerde de dejenerasyon goriilmiistiir. Cuprizon ile beslemeye devam

edilmesine ragmen belirgin aksonal rejenerasyonlar goriilmiistiir (Love 1988). Alt1 haftalik
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cuprizon uygulamasi1 ile hem elektrofizyolojik hem de histopatolojik olarak
demyelinizasyon goriilmiistiir. Yedi haftalik cuprizon uygulamasi ise bir remyelinizasyon
oldugunu diislindiiren sonuglar vermistir ve aksonal dejenerasyon agisindan bakildiginda
verilerimizin Love (1988) verilerini destekler niteliktedir. Aksonal dejenerasyonun sinir
iletim hizimida  etkileyebilecegi  Ongoriilmesi  ile  elektrofizyolojik  dl¢timler
gerceklestirilmistir ve 6 hafta cuprizon alan si¢anlarin sinir ileti hizi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamhi bir farklilik oldugu (P<0,05), kontrol grubu ile diger gruplar

arasinda boyle bir farkin olmadigi belirlenmistir.

Cammer (1999), cuprizona bagli hiicre hasarinin neonatal sigan beyninden elde
edilen oligodendrositlerle zenginlestirilmis glial hiicre kiiltiirlerinde ve karisik glial hiicre
kiiltiirlerinde olustugunu gostermistir. Love (1988) un g¢alismalarindan sonra 2006 yilina
kadar siganlarda in-vivo cuprizon ¢aligmalari ile ilgili literatiir bilgisi bulunmamaktadir.
Adamo ve ark. (2006), siitten kesilmis olgun wistar si¢anlarin 2 hafta siiresince % 0.6
cuprizon igeren yemle beslenmesi sonucunda merkezi sinir sistemindeki miyelinlerde hasar
goriildiigiinii bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise %1 lik cuprizonun gavaj yolu ile

verilmesi sonucu benzer sekilde kismi MSS hasar1 histopatolojik olarak gbzlenmistir.

Blackmore (1973) gore cuprizondan etkilenmis erigkin  hayvanlarin
demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon biytkligi ve orant yenidoganlardan
etkilenenlerinkilerle yakin seviyede olmasi cuprizonun oligodendroglialara etkisinin yasa
bagli olmadigin1 gostermektedir (Politis ve ark., 1980). Bu iddianin tersine, Matsushima ve
Morell (2001) demiyelinizasyonun olusmasi igin Cuprizon uygulama siiresi uygulanacak
hayvanin yasina gore degisiklik gosterdigini, bazi c¢alismalarda siitten kesilmis geng
farelerde 4 haftalik cuprizon uygulamasi ile demiyelinizasyon goriiliirken daha yash
farelerde demiyelinizasyon 8 haftaya kadar olan cuprizon uygulamas: sonucu goriildiigiinii
bildirmistir. Irvine ve Blackmore (2006) yaptiklari c¢alismada demiyelinizasyon
dagilimmin geng¢ eriskin ve yasl farelerde benzer oldugunu ve demiyelinizasyon
genisliginin geng eriskin farelerde ¢ok az biiyiik olabilecegini bunun yaninda elektron
mikroskobuyla demiyeline alanlar ve bunun disinda kalan yani hasara seyirci kalan,
demiyeline olmayan alanlardaki aksonlar kesilerek karsilastirildiginda demyelinizasyonun
yas ile arttigini bildirmislerdir. Bu sonuglar bu ¢alismada kullanilan 1 yasinda yetiskin

siganlarin eriskin farelerdeki cuprizon etkisi gibi olabilecegini diisiindiirmektedir.

51



Adamo ve ark (2006), Love (1988) ile kendi sonuglarinin arasinda farklilik
olmasmin nedenini morfolojik gelisimin tam olarak bilinmemesine dayandirmaktadir.
Ciinkii Love wistar si¢anlarda cuprizon ile demyelinizasyon olusumu olmadigini, bununla
birlikte diger sigan tiirlerinde cuprizona bagli merkezi demyelinizasyon olusumunun
muhtemel oldugunu  bildirmistir. Kullandigimiz ~ wistar  tiirii  siganlar  bizim
laboratuarlarimizda yiiksek oranda kendi i¢inde melezlenmis olmasindan dolay1 % 100°e
yakin oranda saf irk olarak kabul edilebilir, buna karsilik Love’in kullandig1 irkin saflig
hakkinda net bilgiler mevcut degildir. Ayn1 zamanda daha 6nceden yapilmis denemelerin
hepsinde cuprizon toz haldeki yeme eklenerek verilmistir. Bu durumda hayvanlar toz
haldeki yemi burunlartyla karistirmak suretiyle cuprizonun az oldugu taraflardan
yiyebilecegi, cuprizonlu yemin kokusunu ve tadini sevmeyen hassas hayvanlarin ise uzun
slire a¢ durabilecegi ve sonugta her hayvanin cuprizon alimimin farkli olabilecegi tezinden
hareketle cuprizon uygulamasmin agizdan gavaj yontemiyle kendi laboratuarimizdaki
hayvanlarda degisik siirelerde uyguladigimizda daha saglikli sonuglar verecegini

distinilmiistiir.

Bu ¢alismada miyeline spesifik boyama ile yapilan histolopatoloji ¢aligmalarinimn
sonuglarinda corpus collosumda demiyelinizasyon goriilmektedir. Bu sonuglar Adamo ve
ark (2006) ve Pasquini ve ark (2007) caligmalariyla uyumluluk gostermektedir. Buna ek
olarak beyincik de histopatolojik olarak incelendiginde lokal demiyelinizasyon alanlar: ve
artmis vakuolizasyonlar goriilmektedir. Beyincikte 5 hafta ve 7 hafta cuprizon alan
siganlarda lokal demiyeline alanlar ve vakuolasyonlar belirgin olarak goriildii. 6 hafta
cuprizon alan si¢anlarin beyinciklerinde vakuolizasyonlar goriilmezken demiyeline alanin
5 ve 7 hafta cuprizon alanlara oranla daha biiyiikk oldugu gozlemlendi. Benzer sekilde
Mason ve ark.(2001) nin farelerle yaptigi deneyde cuprizon ile uzun siireli beslenen
farelerde hem demiyelinizasyon hem de remiyelinizasyonun gozlendigi cuprizon ile

beslemeye devam edildiginde kronik lezyonlarin olustugunu bildirmislerdir.

Insanda ve hayvanlarda EMG ile giivenilir sinir ileti hiz1 dl¢iimleri yapilmustir.
Insanlarda EMG ile sinir ileti hiz1 6l¢iimii klinikte hastalik teshisinde de kullanilan bir
parametredir. Ortalama motor sinir ileti hizlart; insan spinal kordunda 100 m/s (Berne ve
Levy 2008), kopeklerde 70 m/s (Sekiguchi ve ark. 2008), F dalga ileti hiz1 77 m/s (Okuno
ve ark 2002), tavsanlarda 35 m/s (Driscoll ve ark. 2002) ve A tipi sinirlerde yaklasik 55
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m/s (Jia ve ark. 2008), kedilerin F dalga ileti hiz1 97 m/s (Okuno ve ark 2008), domuzlarda
58 m/s (Szentkuti ve ark 1990) ve sakral sinir kokiinde yaklagik 70 ile 80 m/s (Cornefjord
2001), kobaylarda ise 70 m/s (Hort-Legrand ve ark. 2006) olarak hesaplanmistir. Bu
calismada ise wistar-albino tiirii siganlarda spinal kordta sinir ileti hiz1 76,54+4,76 m/s

olarak hesaplanmuistir.

Bu ¢alismada 6l¢iilmemekle beraber siganlarda sinir ileti hizi genellikle periferik
sinirlerden hesaplanmaktadir (Hort-Legrand ve ark. 2006). Siganlarda siyatik sinirlerden
olgiilen motor sinir iletim hiz degerleri degisik ¢alismalarda yaklasik olarak 60 m/s
(Stevens ve ark. 2000; Cotter ve Cameron 2003), 35 m/s (Obrasova ve ark. 2004) ve 55
m/s (Li ve ark. 2005) olarak hesaplanmuistir.

Cuprizon oligodendrositleri etkileyen bir norotoksik oldugundan dolayi spinal
kordu da etkileyebilecegini diisiiniilmistiir. Ciinkii oligodendrositler merkezi sinir
sisteminde beyin beyincik ve spinal kordta dagilmis olarak bulunmaktadir. Spinal kordta
bir dejenerasyon sinir ileti hizin1 da etkileyebileceginden dolayr bu ¢alismada spinal kord
sinir ileti hiz1 incelenmistir. Sicanlarda spinal kord sinir ileti hiz1 ile ilgili herhangi bir
calisma bulunmamakla beraber cuprizon etkisiyle sinir iletim hizindaki degisimi gosteren

bulgularimiz histopatolojik sonuglar ile desteklenmektedir.
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5. SONUC

Multipl skleroz heniiz tedavisi bulanamamis bir hastaliktir ve deney hayvanlari
modelleri olusturmak ve sonrasinda tedavi edici muhtemel ilaglarin denenmesiyle tedaviye
biraz daha yaklasmak bu sorunu ¢6zmek adina atilabilecek 6nemli bir adimdir.

Cuprizon ile multipl skleroz modeli olusturmak uzun yillardir tartisilan, farelerde basarili

olunan ancak siganlardaki denemelerde farkli sonuglarin yaymlandigi bir modeldir.

e Sicanlarda spinal kordta sinir ileti hiz1 6l¢iimiiyle MS olusumu arasinda iligkinin ilk
kez belirlendigi ¢alisma olup demiyelinizasyona bagli olarak sinir iletim hizinin
diistiigii gosterilmistir.

e Bir yasindaki erkek siganlarda cuprizon ile MS olusumunun gosterilen ilk
calismadir.

e Yeme katilarak uygulanan cuprizon modellerinin aksine cuprizonun agizdan
gavajla verilmesi yontemi de ilk kez bu ¢alismada gdsterilmistir.

e Hayvanlara sadece %1 lik KMS verilmesi ile bunun sinir ileti hizinda ve sinir
dejenerasyonunda bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir.

e 5 ve 7 hafta cuprizon uygulanan sicanlarda beyincikte vakuolasyonlarin ve sinir
dejenerasyonunun oldugu gosterilmistir.

e Cuprizon uygulanan gruplarin histopatoloji bulgularinin incelenmesi sonucu
hazirlanan preparatlarda corpus collosum bdlgesinde vakuolasyona rastlanmamagtir.

e 7 hafta cuprizon alan siganlarda corpus collosumda kismi dejenerasyonlar
goriiliirken, sinir ileti hizinin 6 hafta cuprizon alanlara uygulananlara kiyasla

yiiksek olmas1 MS’in ataklarla seyreden tipine benzer oldugunu diisiindiirmektedir.

Bu calisma sicanlarda cuprizonun agizdan gavajla 6 hafta verilmek suretiyle MS
modelinin olusturulabilecegi sonucunu ortaya c¢ikarmistir. Bunun yaninda 6 haftanin
sonunda siganlarin biiylik cogunlugunda demyelinizasyon olusumu hem sinir ileti
hizinda hem de histopatoloji sonuglarinda goriilmiistiir. Calismamizda MS olusumunda

spinal sinir ileti hiz1 denemesinin histopatoloji sonuglarin1 destekler sonuglar vermesi
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MS’de spinal sinir ileti hizininda hayvan modellerinde gosterilebilecek bir parametre

olabilecegi tezimizi desteklemistir.

55



OZET

Multipl Skleroz (MS), merkezi sinir sisteminde miyelin yikimini igeren, periferik
sinir sistemini de etkileyebilen bir bozukluktur. Demiyelizasyon bozukluklar1 sonradan
edinilen bir rahatsizliktir ve aksonlar1 nispeten koruyan miyelinlerin dejenerasyonuyla
ortaya ¢ikmaktadir. Cuprizon modeli toksik demiyelinizan modelidir ve deney
hayvanlarinin cuprizon ile beslenmelerine dayanmaktadir. Bu ¢alismanin amaci cuprizon
modelinin wistar-albino tiirii siganlarda denenmesi ve sinir iletim hizindaki degisimlerin

elektrofizyolojik olarak incelenmesidir.

Siganlar kendi aralarinda 6 gruba ayrildi. Cuprizon daha 6nce hazirlanmis olan %1
lik Karboksi-metil-seluloz (KMS) igerisinde karistirildiktan sonra agizdan gavajla her giin,
her gruba degisik siirelerde olacak sekilde uygulandi. Deney siiresinin sonunda hayvanlarin
medulla spinalisten EMG yardimiyla motor sinir ileti hizlar1 élgiildii. igne elektrotlariyla
spinal kord uyarildiktan sonra gastroknemius kasi lizerinde EMG kayit elektrotlariyla elde
edilen potansiyel olan Birlesik kas aksiyon potansiyellerinin (BKAP) analiziyle sinir ileti
hiz1 hesaplandi. Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra beyin ve beyincik dokularindan

histopatolojik inceleme yapildu.

Normal yemle beslenen sigcanlarin spinal kord motor sinir ileti hiz1 76,54 + 4,76
m/s (Hizt+Standart Hata (SH))olarak hesaplandi. Bu deger KMS ile beslenenlerde 88,04 +
9,11 m/s, 4 hafta cuprizon ile beslenenlerde 72,01 + 6,90 m/s, 5 hafta cuprizon ile
beslenenlerde 68,10 = 13,53 m/s, 6 hafta cuprizon ile beslenlerde 46,35 + 1,95 m/s ve 7

hafta cuprizon ile beslenenlerde 55,89 + 6,11 m/s olarak hesaplandi.

Cuprizon uygulanan siganlarda motor sinir ileti hizlar1 4. haftadan itibaren diisme

egilimine girdi. Bu diislis 6. haftada maksimum olarak gozlendi. 7. Hafta da ise motor sinir
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ileti hizinda artig goriillmeye baslandi. Bu da bize Cuprizon modeli i¢in wistar-albino tiirii

siganlarda 6 hafta cuprizon uygulamasinin MS i¢in uygun olabilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Cuprizon; Multipl Skleroz; Sinir ileti Hizi; Spinal Kord; Wistar-
Albino Sigan
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SUMMARY

Multiple Sclerosis is a disease that affects the Central Nervous System (CNS) by
destructing myelin shield and also can affects the peripheral nervous system.
Demyelination is acquired characteristics disease and appears with the degeneration of
myelin which protects the axons. Cuprizone model is a toxic demyelination model and
depends on feeding the animal by cuprizone. The purpose of this experiment is to try the
cuprizone model on Wistar-Albino rats and to investigate the changes of spinal nerve

conduction velocity by electrophysiological study.

Rats are separated 6 different groups. After adding and mixing the cuprizone in 1%
carboxymethyl cellulose (CMC) had given to the groups in different time period by gavage
from mouth, every day. At the end of the experiments spinal nerve conduction velocity was
measured by EMG. After stimulating the spinal cord by needle electrodes, Compound
muscle action potential (CMAP) detected from the above level of gastrocnemius muscle by
EMG surface record electrodes and then spinal nerve conduction velocity calculated by
analyzing the CMAP. Cerebrum and cerebellum were taken for histopathological

investigation after the animals sacrificed.

Spinal cord nerve conduction velocity (SNCV) of rats who feed with normal fodder
was calculated as 76.54 + 4.76 m/s (Velocity + Standart Error (SE)). SNCV of the rats who
feed with CMC was calculated as 88.04 + 9.11 m/s, who feed with cuprizone during 4
weeks 72.01 + 6.90 m/s, who feed with cuprizone during 5 weeks 68.10 = 13.53 m/s, who
feed with cuprizone during 6 weeks 46.35 = 1.95 m/s, who feed with cuprizone during 7
weeks 55.89 + 6.11 m/s.

SNCV of the rats who had feed with cuprizone began tendency of decrease after 4™

weeks. These reductions were observed as maximum at 6" weeks. At 7" week increments
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were observed at SNCV. These results indicated us 6 weeks of cuprizon feedings could be
suitable to bring into existence of MS for Wistar-Albino type rats.

Key Words: Cuprizone; Multiple Sclerosis; Nerve Conduction Velocity; Spinal Cord,;
Wistar-Albino Rats
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