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OZET

Capparis ovata EKSTRESININ DENEYSEL MULTIPL SKLEROZ
HAYVAN MODELINDE ETKIiSININ MOLEKULER MEKANIZMASININ
ARASTIRILMASI.

Multipl skleroz (MS), merkezi sinir sisteminin (MSS) demiyelinizasyon ve
inflamasyonunu igceren, beyin ve omurilikte plaklarin olusumuna neden olan bir
otoimmiin hastaligidir. Calismada kullanilan Capparis ovata meyve, tomurcuk ve
cicek materyali Asc1 Murat Kapari Tatli Dondurma Tursu Iml.ve Ihr.Ltd. tarafindan
saglanmistir. Calismamizda halk arasinda siklikla kullanilan ve MS hastaliginin
tedavisi i¢in umut vaat eden Capparis ovata bitkisinden elde edilmis, kapari
ekstrenin deneysel MS modelinde tedavi edici etkisinin var olup olmadiginin tespit
edilmesi amac¢lanmistir. Calismada toplamda 41 adet 6-8 haftalik C57BL/6 fareler
kullanilmistir. Hayvanlarda deneysel MS modeli olan Deneysel Alerjik
Ensefalomiyelit (DAE) olusturulmustur. DAE olusturulan hayvanlar hasta kontrol
grubu ve kapari tedavi grubu olarak iki gruba ayrilmis; kapari tedavi grubuna 21 giin
hayvan basmma 500 mg/kg agirlik olacak sekilde kapari ekstresi intragastik gavaj ile
verilmistir. Siire¢ sonunda farelerin beyin dokular1 alinmistir. Beyin dokularindan
RNA izolasyonu “Qiagen RNeasy Lipid Tissue Mini Kit” kullanilarak
gerceklestirilmistir. RNA’lardan “Easy Script Plus cDNA sentez kiti” kullanilarak
elde edilen cDNA’lar ile RT-PCR yapilmis ve MS hastaliginda marker genler olan
2’,3’-siklik niikleotid 3’-fosfodiesteraz (CNP), miyelin iliskili glikoprotein (MAG),
miyelin bazik proteini (MBP), matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2), Niikleer faktor
kappa B p50 ve p65 alt birimleri (NF xB p50 ve p65), proteolipit protein (PLP),
periferal miyelin protein (PMP) ve tiimor nekrozis faktdr o (TNF-a)) nin ekspresyon
diizeyleri arasindaki farklara bakilmistir. CNP, MAG, MBP, PLP ve PMP mRNA
ekspresyon diizeylerinde DAE grubunda kontrole gére azalma gozlenirken; kapari
uygulanan grupta bu genlerin ekspresyon diizeylerinde kontrol degerlerine geri
doniisler olmustur. Bunun yaninda MMP-2, NF-kB p50 ve p65 alt birimlerinde ve
TNF-a ekspresyon diizeylerinde DAE grubunda kontrole gore artis gosterirken;
kapari tedavi grubunda kontrol degerlerine geri diisiisler s6z konusudur. Sonuglar
elde edilen kapari ekstresinin MS hastali§1 i¢in tedavi edici ve koruyucu etkiler
barindirtyor olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Capparis ovata, MS, mRNA, ekspresyon
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SUMMARY

INVESTIGATING THE MOLECULAR MECHANISMS OF THE
EFFECTS OF Capparis ovata EXTRACT IN EXPERIMENTAL ANIMAL
MODEL OF MULTIPLE SCLEROSIS.

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune inflammatory disease of central nervous
system (CNS) that contains demyelization leading patches of plaques formation in
CNS. Caper parts were supplied by Asci Murat Capers, Ice Cream, Dessert and
Pickle Manufacturing & Export Co., Ltd. Caper has been widely used by the
traditional medicine for healing effects in certain pathological conditions. The aim of
the present study is to determine the possible therapeutic effect of Capparis ovata
extract an experimental model of MS. Experimental autoimmune encephalomiyelit
(EAE) was induced in six to eight-week-old female C57 BL/6 mice by the procedure
which had been described previously. Mice were randomly assigned to two groups:
EAE control mice and caper extract-treated EAE mice. Caper extract-treated EAE
mice, received 500 mg extract per kg body weight intragastrically for 21 days while
EAE control subjects received only water. Animals were killed by decapitation and
brains were removed. Total RNA was isolated using “Qiagen RNeasy Lipid Tissue
Mini Kit” in accordance with the manufacturer’s standard protocol. RT-PCR was
performed using the First-Strand cDNA Synthesis System following the
manufacturer’s protocol. We have observed the same levels of mRNA expressions
for 2', 3'-cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase (CNP), myelin associated
glycoprotein (MAG), myelin basic protein (MBP), matrix metalloproteinase-2
(MMP-2), NF-xB p50 and p65 sub unit, proteolipid protein (PLP), peripheral myelin
protein (PMP) and tumor necrosis factor a (TNF-a) studied in both Caper extract-
treated mice, EAE control mice, caper extract fed- and control- mice. While CNP,
MAG, MBP, PLP and PMP mRNA level are decreased to compare control, Caper
group are returned control level. In addition, MMP-2, NF-kB p50 and p65 sub unit
and TNF-a expression levels was increased to compare control. Caper treatment
group was decreased. This result shown that caper extract may be therapeutic and
protective effect for MS.

Key words: Capparis ovata, MS, mRNA, expression
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1. GIRiS

Bircok bitkinin insan sagligi {lizerine olan etkileri sliphesiz asirlardir
bilinmektedir ve son birkag yiiz yilda alternatif tedavi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Son yillarda teknoloji bakimindan ileri seviyedeki toplumlarin bitkilere ve de
onlardan elde edilen ekstrelere olan ilgisi de, kuskusuz diyetle alinan sebze ve
meyvelerin igerdigi fitokimyasallar hakkinda yapilan bilimsel ¢alismalar sayesinde
artmistir. Avrupa'da ve Amerika Birlesik Devletleri'nde oldugu gibi iilkemizde de
lokman hekimcilik, son yillarda bilimsel c¢alismalarin alternatif tip {izerine
yogunlasmasi ile hiz kazanmaktadir. Hatta Avrupa'nin bir¢ok yerinde bu bitkisel
kimyasallar ana kaynagindan saflastirilarak ya da cesitli preparatlar halinde veya
diyetsel katki maddeleri olarak pazarlanmaktadir ve pek ¢ok hastaligin alternatif tipla
tedavisinde kullanilmaktadirlar. Bu bitkilerden bir tanesi kapari olarak ta bilinen
Capparis ovata’drr. Kapari Tirkiye’de ve diinyada insanlar arasinda kullanimi
yaygin olan bir bitkidir. Son yillarda bu bitki, heniiz kesin tedavisi olmayan, diinyada
milyonlarca kisiyi etkiledigi bilinen Multipl Skleroz hastaligmin tedavisi ve bu
hastaligin alevli donem semptomlarin azaltilmas: i¢in halk arasinda yaygin olarak

kullanilmaya baslanmaistir.

1.1.  Multipl Skleroz

Multipl Skleroz (MS) genellikle geng eriskin yaslarda baslayan, otoimmiin
karakterde inflamatuvar ve demiyelizan bir hastaliktir (Prryse, 2001). Bu hastalik
geng insanlarda trafik kazalar1 disinda norolojik nedenli 6ziirliiliiklerde birinci siray1
almaktadir (Noseworthy, 1999; Noseworthy ve dig. 2000). MS ile ilgili ilk bilgiler,
Charles Prosper Ollivier d’Angers’in 1824 yilinda yaptig1 bildiriye dayanmaktadir.
MS ile ilgili ilk makroskopik degisiklikler ise, “skleroz plak” tanimi Charcot
tarafindan 1868 yilinda bildirilmistir (Murray, 2009). Charcot hastalig1 tanimlamis
ilk patolojik silirecin miyelin yikimi ile ortaya ciktigmi ve miyelin kaybi olan
alanlarda skleroz plaklarin olustugunu géstermis ve hastalia La Sclerose en Plaques
adint vermistir. MS’in hayvan modeli olan Deneysel Alerjik Ensefalomiyelitin

1



(DAE) 1932 yilinda gelistirilmesi ile birlikte MS’in immiin sistemin bir hastalig1

olduguna karar verilmistir.

1.1.1. Prevalans ve Epidemiyoloji

Hastaligin tiim diinyada yaklagik 2,5 milyon insani etkiledigi tahmin
edilmektedir (Milo ve Kahana, 2010). Hastaligin prevalansi Asya kitasinda ve
tropikal bolgelerde 5/100.000 iken bu oran iliman bolgelerde >100-200/100.000’dir
(Rosati, 2001) (Sekil 1.1). MS sadece hasta ve hasta yakinlarinin yasam kalitesini
etkilemekle kalmayip ciddi sosyo-ekonomik olumsuzluklara neden olan bir
hastaliktir. Ornegin, Ingiltere’de 1,5 milyar sterlini asan bir maliyeti oldugu
belirtilmektedir (Trisolinim, 2010). Tipik olarak MS’ in ilk belirtileri 15 ve 50 yaslar
arasinda ortaya c¢ikmaktadir. Ancak bu belirtiler 3 yasinda baslayip 70°li yaglara
kadar da uzanabilmektedir. Hastalik siklikla geng eriskin yaslarda ortaya ¢ikip 20-40

yaslar1 arasinda pik yapmaktadir.

'4:;"; Bilgi yok

Sekil 1.1: Multipl skleroz hastaliginin cografik dagilimi (From atlas MS resources in
the world, 2008)

Diinyada MS prevalans oranlar1 irksal iliski gostermektedir. Beyaz irkta risk
yiiksekken; Siyah irkta oldukga diisiiktiir. Bu hastalik Afrika’daki siyahlarda yok
denecek kadar az goriilirken, ABD’de ayni1 yerlesim bolgelerinde yasayan beyazlarla
karsilastirildiginda siyahlarda insidans ¢ok daha disiiktiir. Ancak iilkenin kuzeyine

gidildik¢e beyazlarda oldugu gibi siyahlarda da insidans artmaktadir. Bu da MS’de
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genetik ve cevresel faktorlerin birlikte rol oynadigini diistindiirmektedir (Saud ve
Miller, 1995). Diger otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi multipl sklerozda
kadinlarda erkeklerden daha sik goriilir. Kadm erkek orami 2:1 ile 3:1 arasinda

degismektedir (Hawkins ve McDonnell, 1999)

1.1.2. Genetik

Genetik bilesenin karmasiklig1 ailesel calismalar ve son donemlerde
gerceklestirilen tiim genom calismalariyla ortaya konulmustur. Hastalarin birinci
derece akrabalarinda %35 yiiksek risk olmas1 ve tek yumurta ikizlerinde %25-30 daha
yilksek oranda MS goriilmesi bu karmasikligi ve yatkinligi1 desteklemektedir
(Dyment, 2004). Ancak, tek yumurta ikizlerindeki kesin MS tanisindaki diisiik iliski,
cevresel faktorlerin bu hastalifin etiyolojisinde olduk¢a Onemli oldugunu da
gostermektedir. Viral infeksiyonlar, sigara ve D vitamini eksikligi gibi faktorlerin
MS patojenezinde 6nemli oldugu ileri siiriilmektedir (Handel ve Williamson, 2010;
Taylor, 2011). Sonug olarak MS’in etyolojisi bilinmemekle birlikte genetik yatkinlik,
cevresel faktorler ve bozulmus immiin yanit hastaligin olusumuna katkida bulunan

temel faktorler arasinda gosterilmektedir (Sekil 1.2).

Enfeksiybz ajanlar Cevresel faktorler

Normal olmayan immiinolojik vanmit Multipl skleroz

Sekil 1.2: Multipl skleroz i¢in potansiyel tetikleyiciler (Noseworthy ve dig. 2000).



1.1.3. Hastahgn Seyri
MS hastaliginin klinik smiflandirilmas: biiylik 6lgiide hastaligin seyrine

dayanmaktadir ve genel olarak 4 tipi vardir (Stauffer, 2006).

1. Selim va da Iyicil MS (Benign MS)

Hastalari %20 sinde iy1 huylu gidis s6z konusudur. Bu tabloda ilk belirtiler
basladiktan 10 yi1l sonra hastalarda tam is giici mevcut olup bagimsiz hareket
edebilmektedirler. Bu hastalar MS nedeni ile kisitlanmazlar.

2. Niikseden-Iyilesen MS (Relapsing-Remitting MS)

Akut ataklar ve bunlar1 izleyen tam ya da tama yakin diizelme donemleri ve
ataklar arasinda hastaligin stabil kalmasi ile karakterize en sik rastlanan formdur.
Ileriki ataklar tahmin edilemeyen aralar ile ortaya c¢ikar. Her bir ataktan sonra hastaya
ait oziirliilik giderek artar. Ilerleyen donemde bu tipin sekonder progresif forma
donebilme egilimi vardir.

3. Ikincil ilerleyen MS (Secondary Progressive MS)

Erken donemli relaps ve remisyonlar ile giden klinik form ortalama 5-6 yil
sonra siklikla bu forma doniisebilmektedir. Ataklardan tam diizelme olmaksizin her
bir atakta eklenen 6ziirlerle hastanin kisitlanmasi giderek artmaktadir.

4. Birincil Ilerleyen MS (Primary Progressive MS)

Genellikle 1yilesmelerin kaydedilmedigi, baslangictan itibaren hastaligin
ilerlemesi ile karakterize olan formdur. Progresyon hizi degiskendir, en agir
formunda MS birka¢ yil icinde 6liim ile sonuglanabilir. Tam tersine daha kronik
yavas ilerleyici formlarinda 1yi huylu gidis benzeri bir seyir olmaktadir.

Ikincil ilerleyen MS’ in immiinopatolojisi, baslangigta birincil ilerleyen
MS’in patolojisinin {ist liste geldigi tekrarlayan MS’tir. Tekrarlayan MS’te, merkezi
sinir sistemi (MSS) beyaz maddesinin aldig1 hasarin ¢ogunun, MSS’e kan yoluyla
giren otoreaktif T hiicreleri yoluyla gerceklestigi birincil ilerleyen ve ikincil ilerleyen
MS’in, birbirine bitisik beyincik ve omurilik korteksinde demiyelinizasyona yol
acan, beyin zarindaki lenf foliikiillerinde yer alan B hiicreleri tarafindan iiretilen

antikorlar yoluyla olustugu 6nerilmektedir (Serafini ve dig. 2004).



1.1.4. MS Patolojisi

MS lezyonlarmin temel 6zelligi aksonun goreceli olarak korundugu, buna
karsin  gelisimini  tamamlamig  miyelin ~ kilifin ~ yikimi  ile  seyreden
demiyelinizasyondur. MS’in karakteristigi, miyelin tabakayi yapan hiicreler olan
oligodendrositlerde (Sekil 1.3) meydana gelen ve immiinolojik olarak diizenlenen
hasardwr. Plaklarda ¢ok sayida akson kesintisiz yol izlerken, miyelin kilifin yoklugu
iletimi bozar ve sonugta norolojik hasar olusan noronlarda aksonal iletim

yavaslamasi olur.

oligodendrosit aksonlar

Ranvier
bogumu

miyelin

Miyelin
tabakasi

Sekil 1.3: Oligodendrositlerin miyelin tabakas1 yapimi

Eriskinde miyelin elektriksel akimin izolatorii, yiiksek rezistansh diisiik
kapasitans gosteren bir membran 6zelliginde olup, akson boyunca sinyal iletiminin
daha hizli gerceklesmesini saglamaktadir. Sinir sisteminde normal kosullarda
miyelinin oynadig1 temel rol, miyelin kaybi ile giden hastaliklar incelenerek ortaya
konmustur. Guillain-Barre sendromu ve Charcot-Marie-Tooth hastaliginda Cevresel
Sinir Sistemi miyelini etkilenirken, multipl sklerozda (MS) Merkezi Sinir Sistemi
miyelini tutulmaktadir (Dangond, 2002). Akut toksik, viral, mekanik ya da
otoimmiin-kokenli olaylar1 takiben demiyelinizasyon ortaya ¢ikabilmektedir. Ancak

MS‘deki demiyelinizasyona tam olarak neyin neden oldugu, yani hastaligin tam



sebebi hala bilinmemektedir ve MS icin kesin tedavi bu giline kadar yapilan
calismalarda bulunamamistir. MS olgularinda merkezi sinir sistemi boyunca
demiyelinizasyonun degisen dagilimi nedeniyle denge, koordinasyon, kas kuvveti ve

duyuda bozukluklar goriilebilir (Dangond, 2002).

1.2. Multipl Skleroz ile Iliskili Genler

1.2.1. Multipl Skleroz ile iliskili Miyelin Antijenleri

Son yirmi yilda gergeklestirilen caligmalar neticesinde demiyelinizasyonun
MS’in en belirgin patolojik 6zelligi oldugu ve miyelin iliskili antijenlerin in vivo
antikor aracili demiyelinizasyon i¢in hedefler olusturdugu bir¢ok calisma ile
desteklenmistir (Mclaughlin ve Wucherpfennig, 2008). MS patojenezinde rol
oynadig1 gosterilen/iddia edilen otoantikor olusumuna neden oldugu saptanan
miyelin ve diger MSS antijenleri asagidaki Tablo 1.1°de derlenmistir (Reindl ve dig.
2003; Schwab, 2004; Mathey ve dig. 2007; Mi ve dig. 2007; Derfuss ve dig. 2010).
Bu antijenlerin hastaligmm olusumunda ve patofizyolojisinde degisen rolleri vardr,
ancak hicbirisi sadece MS i¢in 6zgiin degildir. Bu antijenlere kars1 gelistirilen antikor

tepkiler ayn1 zamanda potansiyel prognoztik markdrler olarak ta kullanilmaktadir.

Tablo 1.1: MS patojenezinde rol oynayan ve otoantikor olusumuna neden oldugu
gosterilen miyelin ve diger MSS antijenleri

Alfa-B-kristallin Miyelin temel proteini

Alu tekrarlar Miyelin oligodendrosit glikoprotein
2’ 3’-siklik niikleotit 3’-fosfodiesteraz | Norofascin

GalaktoserebrositC Norofilament

Gangliosid Fosfatidilkolin

Glikopeptidler Oligodendrosit spesifik protein

Is1 sok proteini 60 Proteolipit protein

Is1 sok proteini 90 Proteozom

Miyelin iliskili glikoprotein Transaldolaz

MS hastalarinda goriilen karakteristik birincil demiyelinizasyon ve bunun
miyelin proteinleri yardimiyla immiinizasyonu sonucu bu durumun deneysel olarak
tekrarlanmas1 géz Oniine alindiginda MS’deki oto antikorlarm ana hedefi kuvvetle

muhtemel miyelin antijenleridir.



Sinir aksonlarmi ¢evreleyen miyelin kilif benzersiz ¢oklu lamelli yapiya
sahiptir. Akson boyunca aksiyon potansiyeli iletim hizin1 bu multi lamel yapinin
biitiinligii belirler. MSS miyelin tabakasinda bulunan proteinler (Sekil 1.4), miyelin

ortiisiindeki miktarlarina ve yerlerine gore Tablo 1.2°de listelenmistir.

Miyelin Tabakasi

. 5 -

NA: Norona dzgl antijenler
OA: Oligodendrosite dzgil antijenler
P: Protein

\x_ 0|IngEnerSlt

Sekil 1.4: Miyelin tabakasi proteinleri (Hemmer ve dig. 2002).

MS hastalari, miyelin temel proteini (MBP), miyelin proteolipid proteini
(PLP), miyelin/oligodendrosit glikoprotein (MOG), oligodendrosit spesifik protein
(OPS), miyelin ile iliskili oligodentrosit baz protein (MOBP), periferal miyelin
protein (PMP) ve 2°,3’-siklik niikleotid 3-fosfodiesteraz (CNP)’da dahil olmak iizere
cesitli miyelin proteinlerine karst T hiicresi reaktifligine sahiptirler (Sospedra ve

Martin, 2005).



Tablo 1.2: MSS miyelin tabakasinda bulunan proteinler

Protein Bulunma Oram Lokalizasyon
Proteolipid tei .
roteofipid protein MSS miyelin proteinlerinin Integral zar proteini, miyelin
(PLP) %50 -60"1 minesi boyunca bulunmaktadir.
MSS proteinlerinin yaklasik %30’-
Miyelin Temel Protein unda bulunur, ayrica ¢evresel sinir | Hiicrelerarasi - miyelin lamelinin
(MBP) sistemi miyelininin 6nemli bir temel yogun bolgesidir.

bilesenidir.

Oligodentrosit-Spesifik
Protein (OSP)

MSS miyelin proteinlerinin %5-10'u

Integral zar proteini

Miyelin / oligodendrosit
glikoprotein (MOG)

MSS miyelin proteinlerinin %0,05'

Sadece miyelin ortiisiiniin hiicre
dis1 yiizeyinde bulunan Trans-
membran Ig benzeri proteinlerdir.

Miyelin ile iliskili oligodentrosit
protein (MOBP)

MSS miyelin proteinlerinin
%35 - 10' unda

Hiicrelerarasi - Temel yogun
hatta MBP ile lokalize olmustur.

Miyelin iliskili glikoprotein
(MAG)

MSS miyelin proteinlerinin %1' inde;
ayrica CSS miyelininde bulunur

Ig iist familyasinin transmembran
baglayici molekiiltidiir.

2',3'- siklik niikleotit 3'-
fosfodiesteraz (CNP)

MSS miyelin proteinlerinin yiizde
birinden az, ayrica CSS miyelininde
de bulunmaktadir.

Oligodendrosit ve Schwann
Hiicreleri sitoplazmasinda lokalize
olmustur.

Periferal miyelin protein
(PMP)

Cevresel ve merkezi sinir
sistemi miyelininin kiigiik bir
unsurudur.

Cevresel ve merkezi sinir
sistemi miyelininde bulunur.

Bunun yaninda belirtilen oto reaktivitenin patolojik 6neminin gosterilmesi

zordur ¢ilinki miyelin proteinlerine karst T-hiicresi tepkisi normal,

saglikli

deneklerde de bulunmustur. Genis kapsamli bir arastirmada PLP proteinine karsi

dolasimda olan T-Hiicresi reaksiyonu, saglikli denekler ve diger sinir sistemi

hastalar1 ile karsilastirildiginda, tekrarlayan ya da ikincil ilerleyen MS hastalarinda

da bulunmustur. PLP MS’te giiclii bir otoantijen adayidir, ¢iinkii PLP en ¢ok bulunan

miyelin proteinidir ve PLP ayrica farelerde ensefalojenik oldugundan, insanlarda da

immuno dominanttir. Bu durum da kendini miyelin tabakasinin hiicre dis1 ylizeyinde




belli eder ve antikor kaynakli demiyelinizasyon i¢in potansiyel bir hedef olusturur.
MS hastalarinda T-hiicrelerinin PLP’e verdigi reaksiyon lizerine yapilan uzun vadeli
calismalar, kandaki belirtilen T-hiicrelerinin frekanslarinda kismen MS hastalik
aktivitesi ile korelasyonu bulunan artmalar1 barindiran ciddi dalgalanmalara isaret

etmistir (Pender ve dig. 2000).

Miyelin temel protein (MBP) merkezi sinir sisteminde PLP’den sonra ikinci
en bol bulunan protein olup toplam proteinin %30’unu miyelin kuru agirligmin
yaklasik %10’unu olusturur. Diger beyine 0zgii proteinlerin aksine bazik bir
proteindir. MSS’nde miyelin olusumu ve miyelinin ¢ok kathh siki1 yapisinin
stabilizasyonu i¢in gereklidir (Moscarello, 1997). MBP geni baskilanmis farelerde
MSS miyelinizasyonunda belirgin azalma ve titreme, nobetler ve erken Sliim ile
karakterize ilerleyici hastalik tablosu izlenmistir (Martini ve dig. 1995). Miyelin kilif
tim omurgalilarda MBP bulundurur (Harauz ve dig. 2004). Miyelin yapisinda
bulunan miyelin temel proteininin farelerde 11 ekson insanlarda 10 eksondan olusur

(Givogri ve dig. 2001).

Miyelin proteinlerine kars1t olusan antikorlarmda MS’te patolojik bir roli
olabilmektedir, bunun nedeni; bazi hastalarin antikorlara ve aktif lezyonlar igerisinde
tamamlayic1 birikintilere rastlanmasidir (Raine, 1999; Lucchinetti ve dig. 2000). MS
hastalar1 yiiksek miktarda anti PLP antikorlarina sahiptir. Zhou ve dig. (2006) genelde
birincil ilerleyen MS’e yakalanmig MS hastalarinin, yerlesik MOG’a kars1 serum IgG
seviyelerini ylikselttigini bulmustur. Zhou ve dig. (2006) ayrica yliksek anti MOG antikor
seviyelerine sahip olan hastalardaki serumun DAE ile hayvanlara aktarilmasi durumunda

demiyelinizasyonu ve aksiyonal hasar1 arttirdigini gozlemlemistir.

Miyelin proteinlerine ek olarak, gangliosidlerde MS’te hedef oto antijenler
icin potansiyel bir kaynak teskil etmektedirler. Gangliosidler, plazma zarinin
karmagik, siyalik asit i¢eren glikospingolipid bilesikleridir. Cevresel sinir sisteminde
goriilen ganglosidlere karsi olusan antikorlar, bir¢cok farkli ¢evresel sinir hastaligma
da karismistir. Birincil ilerleyen MS hastalari, saglikli deneklere ve diger sinir
hastaliklarina yakalanmis kisilere gore artan oranda dolasimda olan T hiicrelerine ve
ganglosidlere karsi antikor reaksiyonuna sahiptir. Ikincil ilerleyen MS hastalar:
ayrica artmis dolasimsal antigangliosit antikorlarma sahiptir. Yakin zamanda

Marconi ve dig. (2006) MS hastalarinin, 6zellikle ikincil ilerleyen MS’ten muzdarip



kisilerin, oligodendrositler tarafindan belirtilen gangliosit GD2’ye kars1 ylikselmis

serum immiinglobulin M antikorlarma sahip olduklarini bildirmektedir.

1.2.2. Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar (MMP) c¢inko bagimli endopeptidazlardir.
Embriyo gelisiminde, doku sekillenmesi ve morfogenezde, artrit, multipl skleroz gibi
hastaliklarda ve kanserde hiicre invazyonunda, metastazinda ve kan beyin bariyerinin
(KBB) yikilmasinda 6nemli rolleri vardir. MS hastalarinda ¢inko diizeyinin yiiksek
bulunmasi ¢inko ile dolayisiyla MMP’lar ile MS patogenezi arasinda iliski
oldugunun bir gostergesidir (Ho ve dig. 1986).

MMP’lar protein yapilarina gore bes ana gruba ayrilir (Kathryn ve dig. 2005;
Yong, 2005; Ethell ve Ethel, 2007).

1. Gelatinazlar: MMP-2, MMP-9

2. Kollejenazlar: MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18

3. Stromelizinler: MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-11

4. Zar tipi MMP’ler: MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24

Tim MMP’lar preproenzim olarak sentezlenir ve proenzim olarak salgilanir.
Proenzimlerin aktivasyonu ekstraselliiler matriks yikimina neden olan c¢ok kritik bir
noktadir. Ayrica MMP’larin hedefi kan damarlar1 ve beyin hiicrelerindeki matriks
proteinleridir bu olay néronlarm apoptozisi ile sonuglanir. Makrofajlar kronik hasar
bolgesinde bulunurken proteazlar: salgilarlar ve etraf dokudaki hasara neden olurlar
(Sekine Aizawa ve dig. 2001; Yong ve dig. 2007). Ekstraselliiler matriksin proteazlar
ve onlarin inhibitdrleri tarafindan diizenlenmesi MSS’nin normal gelisimi ve cesitli
nedenlerle hasarlanma sonrasi tamiri i¢in gereklidir. Normal doku gelisimi ve tamiri
icin gerekli olan bu enzimler, bazi kisilerde inflamasyon sirasinda patolojik sekilde
ani ve asir1 yiikselerek yikici etkilere neden olur (Huttner ve dig. 2009). Beyinde
MMP-2 ve MMP-9 en fazla bulunan MMP tipleridir. MMP-2, MMP-7 ve MMP-9’un
yiikselmis seviyeleri MS’li hastalarda rapor edilmistir (Rovira, 2007). MMP-2,

anjiogenezis ve vaskiiler sekillenmede kritik rol oynar (Silletti, 2001).

Multipl sklerozda KBB hasar siirecinde MMP-9 aktif rol oynar. Akut MS

olusumunda MMP-9’un beyin omurilik sivisindaki konsantrasyon artigmnin 6nemli
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bir rolii vardir (Gijbels ve dig. 1992). MS atag1 sirasinda KBB biitiinliigiiniin geri
kazanilmasi i¢in uygulanan prednizolon (viicutta iltthaba sebep olan maddelerin
salinimin1 engelleyerek calisir) tedavisi KBB’nde MMP-9 konsantrasyonunu diistiriir
(Rosenberg ve dig. 1996). Deneysel alerjik ensefalomiyelit, multipl sklerozun
hayvan modelidir ve beyin ve omurilik kan damarlarinda demiyelinizasyonla
iliskilidir (Liuzzi ve dig. 2002). Bu modelle yapilan ¢alismalarda MMP inhibit6rii
olan GM-6001 1ile hayvanlarin tedavisi farelerde klinik deneysel alerjik
ensefalomiyelit gelisimini baskilamistir (Gibels ve dig. 1994). Otoimmiin
hastaliklarin hayvan modelleri basarili olarak MMP inhibitorleri ile tedavi
edilebilmektedir. DAE’de goriilen KBB hasart MMP inhibitorleri ile azaltilabilir.

1.2.3. Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB)

NF-«B ik kez 1986 yilinda Baltimore ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmugtir. {lk tamimlandiginda B hiicrelerinde immiinoglobulin kappa hafif
zincirinin liretimini kolaylastiran bir faktor olarak tarif edilen NF-«kB, daha sonralar1
bircok organizmada ve hemen her hiicre tipinde bulunan, organizmanmn kendi
kendini savunmada kullandig1 ana sarterlerden birisi olarak kabul edilmistir (Brasier,
2006). Aktif hale gelen NF-kB, immiino-inflamatuvar yanitlar, hiicre dongiisii,
apoptoz, hiicre adezyonu, anjiyogenez gibi olaylarda rol oynayan 200’den fazla
genin transkripsiyonunu kontrol etmektedir (Maeda ve Omata; 2008). NF-kB klinik
olarak da viral enfeksiyonlar, immiino-inflamatuvar hastaliklar ve kanser gibi bir¢ok
hastaligin patofizyolojisinde rol oynamaktadir (Sekil 1.5) (Hiscott ve dig. 2006;
Okamoto, 2006; Horie, 2007).
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Sekil 1.5: NF-kB’nin rol aldig1 hastalik gruplari

NF-kB tiim hiicre tiplerinde bulunan dimerik bir transkripsiyon faktoriidiir.
Rel A (p65), Rel B, c-Rel, NF-kB1 (p50), ve NF-kB2 (p52) tarafindan olusturulan
homo ya da hetero dimerler halinde bulunur ve bunlar sirasi ile Rel A, Rel B, c-Rel,
NF-kB1 ve NF-kB2 genleri tarafindan kodlanirlar. En sik bulunan dimer p50/RelA
heterodimeri olup genel olarak NF-xB olarak adlandirilan bu dimerdir (Chen ve dig.
1998). Farkli dimerlerin fonksiyonel etkinlikleri de birbirinden farklidir. Hatta bazi
dimerler birbirlerinin tam tersi fonksiyon gosterebilmektedir. Ornegin, p50/p50
homodimerleri niikleusta bulunan NF-kB baglanma noktalarina baglanmakta ancak
p50/RelA formunun tersine inflamasyonda rol alan proteinlerin transkripsiyonunu

engellemektedir (Tong ve dig. 2004).

NF-«xB bir¢ok hiicrede bir uyar1 olmadig siirece sitoplazmada yer almaktadir.
Burada inhibitdr protein olan inhibitér kappa B (IkB) ile kompleks olusturan NF-kB
inaktif formundadwr. Organizma bir uyariya maruz kaldiginda ise NF-kB ile kB
ayrilir ve NF-kB aktif hale gecer. Bu ayrilma iki sekilde olabilir. TNF-q, interlokin
(IL) -1, CDA40 ligand, lenfotoksin-B gibi ¢esitli inflamatuvar sitokinler [kB kinazin
(IxkK) aktive olmasina neden olur (Trinh ve dig. 2008). Aktive olan IkK, IkB’yi
fosforile eder ve NF-kB aktive olur (Sekil 1.6). Aktif hale gegen NF-«kB hiicre
sitoplazmasindan niikleusa yer degistirir. Burada sitokinler, kemokinler ve adezyon
molekiillerinin de yer aldig1 ¢esitli inflamatuvar proteinleri kodlayan genlerin DNA
sekanslarma baglanir ve bunlarin transkripsiyonunu diizenler (Finco ve Baldwin,

1995).
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Sekil 1.6: NF-kB aktivasyonu (Valen ve dig. 2001).

NF-kB kronik inflamasyondaki 6nemli roliinii TNF-a, IL-1, IL-2, IL-12, IL-
16, 1L-18 ve interferon gama gibi sitokinlerin transkripsiyonunu artirarak yerine
getirmektedir (Atreya ve dig. 2008). Otoimmiin hastaliklar ve kronik inflamasyon ile
seyreden diger hastaliklarin patofizyolojisinde bu sitokinlerin 6nemi bilinmektedir
(O'Shea ve Murray, 2008). Buna ek olarak ekspresyonu artan bu sitokinlerin de NF-
kB aktivasyonunu uyarmalar1 inflamasyonun kronik bir hal almasina ve siddetinin
artmasina neden olmaktadir. NF-xB’nin inflamasyondaki rolii c¢esitli hayvan
deneyleri ile de desteklenmistir. Bu ¢alismalarda NF-«kB proteinlerinde eksiklik olan
farelerin B ve T hiicre fonksiyonlarinda ciddi bozulmalar meydana geldigi ve bu
farelerin bakteriyel enfeksiyonlarla miicadelede yeterli inflamatuvar yanit1

olusturamadiklari tespit edilmistir (Gerondakis ve dig. 1999).

1.2.4. Tiimor Nekrozis Faktor Alfa (TNF-a)

TNF-a, gii¢lii proinflamatuar ve immiin yanit1 denetleyen bir sitokindir. TNF-
a baska sitokinlerin tiretimini, adhezyon molekiillerinin belirginlesmesini, hiicrelerin
cogalmasini ve metalloproteinazlarin iretimini arttirr. TNF-o akut faz yanitini,

vaskiiler adezyonu, kemik iliginde farklilasmay1 ve apopitozisi regiile eder ve ayrica
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notrofil aktivasyonuna, T ve B lenfositlerin proliferasyonuna ve immunoglobulin
sentezinde artisa da yol agar. TNF-a esas olarak monosit ve makrofajlar tarafindan
sentezlenir ve belirli kosullarda T lenfositler, notrofiller, mast hiicreleri ve endotel
hiicreleri senteze katkida bulunur. TNF-a, 26 kilo dalton agirliginda membrana bagh
pro-protein seklinde sentezlenir ve TNF-o doniistiiriicii enzim tarafindan 17 kilo
daltonluk bir monomere g¢evrilerek ¢oziiniir TNF-a molekiilii seklinde serbestlesir.
Olgun TNF-a, hiicrelerin ¢ogunda eksprese edilen TNF reseptor 1 veya TNF reseptor
2' ye baglanarak etkilerini gdsterir (Balkwill,1989; Beutler, 1995).

TNF-o’nin MS’deki esas proinflamatuvar sitokin oldugu diisiiniilmektedir.
TNF-o i¢cin yapilan arastirmalarin sonucunda asagidaki sonucglara varilmistir
(Rieckmann ve Albrecht, 1995):

-in vivo olarak miyelin ve oligodendrositlere toksiktir.

-DAE indiiksiyonunda etkilidirler.

-MS lezyonlarinda ekspresyonu fazladir

Yapilan bir caligmada, en yogun TNF-o mRNA ekspresyonu erken aktif
demiyelizan lezyonlarda gozlenirken, remiyelinize alanda ekspresyon daha diisiiktiir.
Tim bu sonuclar TNF-a’nin erken evreden baslayarak demiyelinizasyonda rol

aldigimi kanitlamaktadir (Rieckmann ve Albrecht, 1995).

1.3. Deneysel Alerjik Ensefalomiyelit

Insan hastaliklar1 i¢in hayvan modelleri, genellikle kemirgenlerin nadiren ise
primatlarin  kullanildigi, insanlardaki hastalik emsallerine oldukca benzeyen ve
insanlardaki formlarin1 daha iyi anlamak ve tedavi etmek maksadiyla olusturulan
hastaliklardir. Deneysel alerjik ensefalomiyelit (DAE) merkezi sinir sisteminin
otoimmiin T-hiicre aracili modeli, MS i¢in yeni tedavi yontemlerinin arastirilmasinda
kullanilan en 6nemli hayvan modeli olarak kullanilmaktadir (Pluchino ve dig. 2003;
Batoulis ve dig. 2011). DAE hayvanlarm MBP (miyelin temel protein), MOG
(miyelin oligodendrosit glikoprotein) gibi MSS antijenlerinin enjeksiyonu ile
olusturulur ve deneysel MS modeli i¢cin en genel kabul edilen ve yaygin ¢alisilan
modeldir. Cilinkii DAE histopatolojik ve immiinolojik olarak MS’e en ¢ok benzeyen
modeldir. Ayrica, diger modellerin aksine tamamen otoimmiin karakterli bir
modeldir ve viriis ya da diger toksin etkinligini icermez (Tsunoda ve Fujinami, 2010;

Batoulis ve dig. 2011). Miyelin bilesiklerinin (miyelin temel protein, proteolipid
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protein ya da miyelin oligodendrosit glikoprotein) immiinizasyunu ile tetiklenen
DAE, kan-beyin bariyerinin yikilmasi, MSS’ nin CD4" T hiicreleri ve makrofajlar
tarafindan isgal edilmesi, glial hiicrelerin harekete gecmesi (mikro-glia ve astrosit) ve
oligodentrositlerin ~ kaybmma  bagli  demiyelinizasyon  siireglerini  kapsar.
Oligodentrositlerin kayb1 MS ve DAE’ deki miyelin ile iliskili olaylarn siralamasi
tam olarak anlasilamamis ise de, isgalci hiicreler ve glial hiicreler tarafindan
salgilanan aracilar arasindaki etkilesimin, hastalifin enflamatuvar seyrine ve
demiyelinizasyona katkida bulundugu sanmilmaktadir (Martin ve McFarland, 1995;
Merrill ve Benveniste, 1996; Raine, 1997). Antijenler genellikle Freund’s tam
adjuvan igerisinde enjekte edilir ve beraberinde pertussis toksini uygulamasi daha

siddetli ve tam bir MS modeli olusmasini saglar (Sekil 1.7) (Hofstetter, 2002).

| C57BL/6 Farelerde DAE indiiksiyonu |

7-14 giin sonra Klinik skorlar

f - t -
: _ 1-kuyruk zayifligi
*Immiinizasyon baslar.
*Farelerde DAE’nin ilk 2-arka bacaklarda
belirtileri gozlenmeye zayifilk
MOG/CFA baslanir.

3-arka bacaklarda felg

+
Pertusis toksin durumu

4-6n ve arka uzuvlarin
felci

5-6lim

Sekil 1.7: DAE indiiksiyonu ve skorlama dlgekleri (Zheng ve dig. 2008’ den revize
edilmistir).

DAE’nin baglamasindan ve devamidan sorumlu immiinolojik mekanizmalar,
T lenfositlerin miyelin antijenine karst duyarlilagsmasi ile baglar (Godessart ve
Kunkel, 2001). Antijen-spesifik tip 1 yardime1 T (T helper 1, Th1) hiicreler prolifere
olarak MSS’ne girer. MSS’nde T hiicrelerin perivaskiiler infiltrasyonu histopatolojik
olarak gosterilebilir. Bu immiin yanitin sonucunda MSS’nde demiyelinizasyon olusur
(Godessart ve Kunkel, 2001; Sorensen, 2004). Bu hayvan modellerinin olas1 avantaj

ve dezavantajlar1 asagidaki gibidir (http://www.multiplesclerosis.org, 2003).
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DAE aragtirmalarmin avantajlari;

DAE bir hayvan hastaligi oldugundan, arastwrmacilar, demiyelinizasyon
olgusunu, MS hastas1 insanlarda ahlaki olarak kabul edilemeyecek sekillerde

arastirabilirler.

Arastirmacilara, kendi hayatlarin1 riske atmadan potansiyel tedavi

yontemlerinin etkinligini ve glivenligini arastirabilme olanagi verir.

Arastirmacilara DAE’nin farkli tetikleme yollar1 {izerinde deneyler yapabilme

ve dolayis1 ile MS’in olas1 nedenlerini bulabilme olanag1 sunar.

Bircok DAE ile ilgili tiiriin soy 6mriiniin kisa olmasindan ve olduk¢a ¢abuk
iremelerinden dolay1 bu tip hayvanlarin ¢ok genis popiilasyonlari, kisa bir

zaman zarfinda incelenebilinir.

DAE arastirmalarmnin dezavantajlari;

DAE, MS gibi bir insan hastaligi degildir ve DAE’ yi, MS’ in bir hayvan

modeli olarak kabul ettirmek i¢in bir¢ok dnemli varsayimda bulunulmustur.

Glinlimiizde MS tedavisinde kullanilmaya devam edilen immiinmodiiler

terapi ajanlar1 olan glatiramer asetat ve natalizumab DAE ¢alismalarindan

gelistirilmistir (Yednock ve dig. 1992; Sela ve dig. 1990). Bunlarin yani sira pek ¢ok

bitkisel preperatin MS hastalig1 {izerinde iyilestirici ya da koruyucu etkilerinin

belirlenmesi i¢cin DAE modeli siklikla kullanilmaktadir. Yapilan bilimsel ¢aligmalar

MS hastalarmin ciddi oranlarda bitkisel ve alternatif iirlinlere yoneldiklerini ve

kullandiklarmi gostermektedir (Shinto ve dig. 2005; Leong ve dig. 2009; Yadav ve

dig. 2010; Bowling, 2011). Bu ¢aligmalardan derlenen ve MS hastaliginda alternatif

iirlinler olarak kullanilan ajanlar Tablo 1.3 ’de verilmektedir.
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Tablo 1.3: MS hastalarinin tedavi amaclh kullandiklar1 alternatif iiriinler (alfabetik

verilmistir).
Bitki/Bitkisel Mineraller |Vitaminler |[Esansiyel Yag [Digerleri
Bazi ¢icek karigimlari Ca Folik asit Alfa lipoik asit |Ar1 Sokmasi
Berberin Fe Multivitamin [Balik Yag1 Glikobesinler
Bioflavonoidler Mg Vitamin A Morina k. yag1 [Karnitin
Curcumin Se Vitamin Bl Koenzim Q10
Cam kabugu ekstresi Zn Vitamin B1 Kondroitin
Gecesefas1 yagi Vitamin B2 Makrobiyotik
Ginkgo biloba Vitamin B6 Melatonin
Kannabinoidler Vitamin C Serebrosid
Meyan kokii Vitamin D
Sar1 kantaron otu Vitamin E
Ufol
Yesil cay

Almanya’da yapilan bir arastirmada hastalarin yaklasik %62 oraninda
tamamlayic1 ve alternatif iirlinlere yoneldigi gosterilmistir (Apel ve dig. 2005). Bu
iirlinlerden ozellikle berberin (Ma ve dig. 2010) kannabinoid (Zajicek ve Apostu,
2011) ve iifol (Dutra ve dig. 2012) i¢in MS semptomlarmni azaltict etkileri
gosterilmistir. Bunlardan da 06zellikle kannabinoid iizerine detayli ¢alismalar
gerceklestirilmis ve timit verici oldugu bildirilmistir (Lakhan ve Rowland, 2009).
Yapilan literatiir taramasinda halk arasinda MS hastaliginin tedavisi i¢in kullanilan

Capparis cinsi ile ilgili herhangi bir bilimsel ¢alismaya rastlanmamastir.

1.4. Deneysel Materyal: Kapari

Kapari, Capparidaceae familyasmnin en genis iki cinsinden biri olup, diinya
iizerinde 350 tiir ile temsil edilmektedir. Tiirkiye’de Capparis ovata (Sekil 1.8) ve
Capparis spinosa turleri bulunmaktadir. Arkeolog Kriigerin arastirmasina gore, 7800
yildan beri bu bitki bilinmektedir. Aristo ve Hipokrat zamanlarmda da (M.O. 384-
322, M.O. 400), bu bitkiden sz edilmektedir. Islenmis kaparinin 100 graminin
icerigi Tablo 1. 4’te verilmistir (Freedman, 1998).
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Tablo 1.4: Kapari bitkisinin igerigi (% de degerler olarak verilmistir).

Islenmis 100 gram kapari
Protein: % 29,3
Yag: % 0,7
Lif: % 2,7
Nisasta: %39,7
Siikroz: :% 4,3
Glikoz: % 0,2
Friiktoz: % 0,7
Cinko: % 0,4
Diger: % 22
Diger: % 22

Kapari Akdeniz mutfagmin mevsimsel malzemelerinden olup 6zellikle
Ispanya, Fas ve Italya tarafindan ihra¢ edilmektedir. Son yillarda Tiirkiye’den de
Avrupa lilkelerine kapari iirlinlerinin ihracati baglamistir. Halk arasinda analjezik,
diliretik, yara iyilestirici ve hiicre yenileyici olarak kullanilan kapari bitkisinin
tomurcuk ve yapraklar1 da ilag ve kozmetik sanayide kullanilmaktadir (Bagci ve

Simsek, 1998).

Capparis ovata

Sekil 1.8: Capparis ovata (www. Agaclar.net)

Kaparinin tomurcuklarinda lipid, alkaloid, baz1 glukozinolatlar ve antioksidan
ozelligi bulunan flavonoid ve diger polifenoller bulunur. Rutin ise en sik rastlanan
flavonoiddir. Ayrica yapilan c¢aligmalarda metanolik ekstrelerinin de antioksidan
ozellikleri gosterilmistir (Tesoriere ve dig. 2007). Kapari ile yapilan ¢alismalarda yan
etki olarak epikondilit nedeni ile cilt lizerine Capparis spinosa soliisyonundan 1slak

kompres yapan bir kadinda allerjik kontakt dermatit olustugunu bildiren bir olgu
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sunumunun haricinde herhangi bir yan etki veya toksisiteye rastlanmamistir (Ghule

ve dig. 2006; Angelini ve dig. 1991).

Yapilan ¢alismalarda kapari ekstrelerinin hidrojen dondrii olarak gorev
yaptigi, lipid radikallerle reaksiyon vererek antioksidan oOzellik gosterdigi
kanitlanmistir. Ayrica metanolik ekstrelerin demir oto-oksidasyonunu artirarak ferroz
demiri ferrik hale doOnistiirerek hidroksil radikal olusumunu inhibe ettigi
gosterilmistir ve antioksidan Ozelliginin  igerdigi fenollere bagh oldugu
disiiniilmektedir (Germano ve dig. 2002). Ayrica Kapari ekstresinin anti-inflamatuar
ozellikleri cesitli ¢aligmalarda kanitlanmistir (Agel ve dig. 1986; Al Said ve dig.
1988).

1.5. Cahsmanin Amaci

MS hastalig1 tilkemizde 35.000-50.000 kisiyi Kuzey Amerika ve Avrupa’da
yaklasik olarak 2.5 milyon kisiyi etkileyen (Hauser ve Oksenberg, 2006) 6nemli bir
sinir sistemi hastalifidir. Bu otoimmiin kdkenli demiyelinize hastaligin (Victor ve
Ropper, 2001) etyolojisi heniiz ¢ok iyi bilinmemekle beraber genetik ve g¢evresel
faktorlerin hastaligin gelisiminde rol oynadigmna inanilmaktadir. Hastaligin heniiz
bilinen kesin tedavisi yoktur. Interferon B (Bergh ve dig. 2004), glatiramer asetat
(Vierra ve dig. 2003) gibi bazi ilaglar hastaligin etkilerini azaltmak i¢in MS hastalar1
tarafindan kullanilmaktadir. Ulkemizde, Capparis ovata bitkisi bu hastaligm
tedavisinde ve yan etkilerinin azaltilmasi i¢in ¢ok fazla kullanilmaktadir. Fakat bu
bitkinin iyilestirici etkisinin olup olmadigi ve varsa nasil bu etkiyi gosterdigi
hakkinda bilimsel literatiirde bir bilgi yoktur. Tiim bunlarin 1s1ginda, bu ¢aligmanin
amaci; halk arasinda siklikla kullanilan ve bu hastaligin tedavisi i¢in umut vaat
edebilecek Capparis ovata ekstresinin deneysel Multipl Skleroz hayvan modelinde

etkisinin molekiiler mekanizmalarinin arastirilmasidir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Cahismada Kullanilan Cihazlar

Deneysel c¢alismalarimiz sirasinda; Bitki ekstraksiyon cihazi (Gerharth),
Liyofilizator (Freeze dry sistem, Labconco), Etiiv (Binder BD 115), Santrifiij (Sigma
1-14), Otoklav (Nuve OT 4060), (Hiclave HVE-50), PZR Cihaz1 (Techne TC-3000,
Bioneer 96 Thermal Block), Agaroz Jel Elektroforez Aparati (Thermo EC320), UV
Jel Goriintiilleme Kabini (DNR LB 0605), Vorteks (Dragon Lab MX-F), Is1 blogu
(Biosan Dry Bloc Heating Thermostat TDB-100), Spektofotometre (UV-1700
Shimadzu), Terazi (Precisa XB 220A), (Mettler Toledo AB 2658S), (Mettler Toledo
PB 602-L), Mikrodalga Firin (SHOV M7017-P), Gii¢ Kaynagi (Thermo, EC-250-90)

kullanilmstir.

2.1.2. Cahismada Kullanilan Kimyasallar

100 b¢ DNA ladder (Fermentas, SM0323), 6X DNA izleme boyasi (10mM
Tris-HCL, 9%0,03 Bromfenol Blue, %0,03 Ksilen siyanol FF, % 60 gliserol, 60 mM
EDTA ile 10 ml olacak sekilde hazirland1), Agaroz (Sigma, A9539), Asetik asit (
Sigma, 27225), Bromfenol Mavisi (Sigma, B6131), DEPC (Sigma, D5758), EDTA
(Sigma, 03620), Etanol (Riedel, 071029) (% 70 konsantrasyonunda etanol
kullanilmistir), Etidyum bromiir (Sigma, E8751), Freund’s adjuvant complete
(Sigma, F5881), Gliserol (Sigma, G2289), Ketamin, Kloroform (Sigma, C2432),
Ksilazin, Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Difco), Myelin Oligodendrocyte
Glycoprotein Peptide Fragment 35-55 Rat, Mouse (Anaspec, 60130-5), Pertussis
toxin from Bordetella pertussis (Sigma, P7208), Trizma Base (Sigma, A2264),
Ksilen siyanol FF (Sigma, X4126).
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2.1.3. Cahismada kullanilan Kitler

Easy Script Plus cDNA sentez kiti (Abm, G236 ), RNeasy Lipid Tissue Mini
Kit (Qiagen, 78804).

2.1.4. Hayvan temini

Bu calismada Saki YENILLI Deney Hayvanlar1 Uretim Laboratuvarindan
temin edilen 6-8 haftalik CS57BL/6 fareleri kullanilmistir. Hayvanlarin bakimi
Pamukkale Universitesi Deneysel Arastirma Biriminde yapilmistir. Hayvan deneyleri
icin gerekli olan etik kurul onayr Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik

Kurul Birimi’ nden alinmistir (PAUHDEK-1010/020).
2.1.5. Kapari ekstresi

Projede kullanilmis olan Capparis ovata meyve, tomurcuk ve ¢igek materyali
Asc1 Murat Kapari Tatli Dondurma Tursu Iml. ve Thr. Ltd. tarafindan saglanmistir.

2.1.6. Primerler

MS ile iligkili genlerin deney gruplar1 arasindaki ekspresyon farklarmin
karsilastirilabilmesi icin GenBank/EMBL veri bankalar1 taranarak fareler i¢in uygun
primer dizileri saptand1 ve bu primerler Metabolian International AG firmasina 0,2
uM skalada sentezlettirilip -20 C’de saklanmustir. Kullamilan primerler Tablo 2.1° de

verilmistir.
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Tablo 2.1: Primerler ve 6zellikleri

Yapisma
Gen ileri Primer ve Geri Primer (5'>3") Sicakhgr
°O)
TTC TGG AGA TGA ACC CAA GG
2’°,3’-siklik nikleotid 3’-fosfodiesteraz 61
TCT CTT CAC CAC CTC CTG CT
CCC CGA TCT ACA CCT ACA CCA AGA AC
Matriks metalloproteinaz-2 60
CAT TCC AGG AGT CTG CGA TGA GC
CCA AGT TCACCCCTACTCCA
Miyelin temel proteini 61
TAA GTC CCC GTT TCC TGT TG
Miyelin iliskili glikoprotein ACCTCCAGG AACCTCTAT GG 61
CAG GAC ATG AGG GTT GTC TC
TCC GCT ATG TGT GTG AAG G
Niikleer faktor kappa B p50 61
GTG ACC AAC TGA ACG ATA ACC
CAG ACC GCA GTATCC ATA GC
Niikleer faktor kappa B p65 63
CGT GAA AGG GGT TAT TGT TGG
GAG TTT GTG CCT GAG GCT A
Periferal miyelin protein 60
ACA GCA ATCCCCACT CAAC
CAG GCT CCT GCT AGA AAT GG
Proteolipit protein 60
TCC GTT CTG CTC TCC TCA GT
CGT CAG CCG ATT TGC TAT CT
TUumor nekrozis faktor alfa 60
CGG ACT CCG CAA AGT CTA AG
AGC CAT GTA CGT AGC CAT CC
Beta aktin 60

GCT GTG GTG GTG AAG CTG TA
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2.2. Metotlar

2.2.1. Kapari sulu ekstresinin hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan Capparis ovata meyve, tomurcuk ve ¢igek materyali
Asc1 Murat Kapari Tath Dondurma Tursu Iml. ve Ihr. Ltd. tarafindan saglanmistir.
Bu bitkisel iirlinler Mayis ay1 baslangicindan Eyliil ay1 sonuna kadar ki siirecte hem
dogal ortamlardan hem de bitkinin tarimi yapilan arazilerden toplanmistir. Kapari
sulu ekstresinin hazirlanmasi igin MS hastalarinin bir giinde tiikettigi miktar olan
kapari karpuzu, ¢icegi ve kapari tomurcugu karigimi blendarda cekilerek toz haline
getirildi. Hazirlanan bu karigimdan 10 gr almip ekstraksiyon kartusu icine konuldu
karigimin tizerine 10 ml Kapari sosu ve 110 ml distile su eklendi ve sulu 6ziit
hazirlama islemi Gerhardt ekstraksiyon cihazi kullanilarak 130°C’de gergeklestirildi.
Ekstraksiyon isleminden sonra ekstre dogrudan Labconco Freze Dryer (liyofilizator)
kullanilarak liyofilize edilmis ve kapari ekstresi elde edilmistir. Elde edilen ekstre

suda kolay ¢6ziinen graniiler formda olusturuldu.

2.2.2 MS modeli (Deneysel Alerjik Ensefalomiyelit) olusturulmasi

Calismamizda 6-8 haftalik disi C57BL/6 fareleri kullanilmistir. Bu
hayvanlarda DAE’ye sebep olmak icin belirlenen metod kullanilmistir (Zheng ve dig.
2008). Bunun icin %95 safliktaki Miyelin Oligodendrosit Glikoprotein 35-55
aminoasit peptit (MOG35-55), Mycobacterium tuberculosis (1s1 inaktive edilmis) ve
Freund Adjuvan kullanilmistir. Freund adjuvant ile emiilsifiye edilmis 225 pg MOG
35-55 ve 400 pg 1s1 inaktive edilmis Mycobacterium tuberculosis karisimi, daha 6nce
ketamin (80 mg/kg)/ksilazin (8 mg/kg) karisimi ile anastezi yapilan her hayvanin deri
altina enjekte edilmistir. Bu islemden hemen sonra ve 48 saat sonra 400 ng pertussis
toksin karin bosluguna enjekte edilmistir. 14 giin boyunca deney hayvanlar1 her giin
kontrol edilmis ve sicanlarin gosterdikleri davramiglar 5 basamakli bir Glgek
kullanilarak belirlenmis ve video ile kayit edilmistir. Kullanilan 6lgek Tablo 2.2° de

verilmistir.
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Tablo 2.2: MS takibinde kullanilan skorlama tablosu (Zheng ve dig. 2008).

Skor Gozlenen etki
0 Herhangi bir etki yok
1 Kuyruk zayiflig1
2 Arka uzuvlarda zayiflik ve anormal yliriime
3 Arka uzuvlardan 1 ya da 2 tanesinin tamamen felci
4 On ve arka uzuvlarm felci; 4 uzuvda da felg durumu
5 Can ¢ekigme-6lim

2.2.3 Kapari ekstresinin verilmesi

Deney hayvanlar1  deneysel alerjik  ensefalomiyelit  indiiksiyonu
gerceklestirilenler ve kontrol gruplari olarak toplamda 5 gruba ayrilmistir. Bu gruplar

asagidaki gibidir.

Grup I (Kontrol): Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir deneysel islem

yapilmamastir.

Grup II (Kapari kontrol): Bu grupta farelere 500mg/kg olacak sekilde

kapari ekstresi intragastrik gavaj ile 28 giin boyunca verilmistir.

Grup III (Deneysel alerjik ensefalomiyelit): Bu gruptaki hayvanlarda
deneysel alerjik ensefalomiyelit olusturulmus; hayvanlar deneysel islemlerin

baslangicindan itibaren 6 hafta (42 giin) siireyle takibe alinmig ve izlenmistir.

Grup IV (Kapari tedavi): Bu gruptaki hayvanlarda deneysel alerjik
ensefalomiyelit i¢in enjeksiyon yapildiktan 2 hafta sonra kapari ekstresi intragastrik

gavaj ile 21 giin boyunca hayvan basina 500 mg/kg agirlik olacak sekilde verilmistir.

Grup V (Kapari+tMOG aym anda): Bu grup kapari ekstresinin MS
hastaligina karst koruyucu bir etkisinin olup olmadigmin tespit edilmesi i¢in
olusturulmus; hayvanlara enjeksiyondan 2 saat sonra kapari ekstresi verilmeye

baslanmis ve 21 giin boyunca kapari ekstresi verilmistir.

Tiim bu islemler Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda

Veteriner kontroliinde ve gozleminde gerceklestirilmistir. Bu islemler i¢in gerekli

24



olan Etik Kurul izni Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan

alimustir.

2.2.4. Dokularin temini

Deney islemleri siireci sonunda anestezi ile 0tanazi edilmis olan farelerden
beyin dokusunun yanisira karaciger, bobrek, akciger ve kan dokulart steril bir sekilde
almmistir. Almnan doku Ornekleri molekiiler etki belirleme c¢alismalar1 igin
kullanilmistir. Dokular 6nce steril 2 ml’lik ependorf tiiplere alinip etiketlenmis ve
sivi azotta dondurulmustur. Ardindan Pamukkale Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Molekiiler Biyokimya ve Toksikoloji Arastirma Laboratuvarina getirilen
dokular -80°C’ye kaldirilmistir. Kanlar ise 10.000 rpm 5 dakika 4 °C’de santrifiij
edilerek serumlar1 elde edilmis ve serumlar -20°C’ye kaldirilarak muhafaza

edilmistir.

2.2.5. Total RNA izolasyonu

Kapari ekstresinin MS olusumunda rol aldigi disiiniilen genlerin ifade
diizeylerine etkilerini saptamak i¢in doku Orneklerinden ayri ayri total RNA
izolasyonlar1 yapildi. Bunun i¢in ilk olarak Trizol kullanilarak iiretici firmanin
talimatlarina gore RNA izolasyonu yapildi ancak elde edilen RNA’larda kiriklar ve
DNA kontaminasyonu problemi ile karsilasildi. Ikinci olarak “Macherey-Nagel
Nucleospin RNA II” kiti ile RNA izolasyonu denendi ancak iyi kalite RNA’lar bu
yontemle de elde edilemedi. Bu yontemlerin beyin dokusu yagli bir doku oldugundan
bu dokudan RNA izolasyonu i¢in uygun olmadigma karar verildi. Total RNA
izolasyonu i¢in yagli dokulardan RNA izolasyonu i¢in gelistirilmis “Qiagen RNeasy

Lipid Tissue Mini Kit” kullanilarak {iretici firmanin talimatlarma gore yapilmistir.

-80°C’de bulunan fare beyin dokular1 DEPC ile muamele edilmis havanda
sivi azotla iyice ogutildi. 2 ml’lik eppendorf tiiplere 1 ml Qiazol Lysis
Soliisyonundan eklendi. Daras1 alinan eppendorf tiiplere 50 mg olacak sekilde
ogiitillen beyin dokusu tartildi ve iyice karistirildi. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe
edildikten sonra iizerine 200 ul kloroform eklendi ve iyice karistirildi. 3 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 12.000 xg’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edildi.
Ust faz almip yeni 2 ml’lik ependorf tiipe alindi ve alinan iist fazin iizerine esit

miktarda %70 etanol eklendi ve iyice karistirildi. Karigim RNeasy mini spin kolona
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eklendi ve 30 saniye 9.000 xg’de santrifiij edildi alta gecen kisim dokiildii. Kolonun
iizerine 700 pl kitin i¢inde bulunan yikama tamponu (RW1) eklendi ve 30 saniye
9.000 xg’de santrifiij edildi. Alta gecen kisim dokiildii ve kolonun {izerine kitin
icinde bulunan RPE tamponundan 500 pl eklendi ve 30 saniye 9.000 xg’de santrifiij
edildi, alta gecen kisim dokiildi. Kolonun tizerine 500 pul RPE tamponu eklendi ve 2
dakika 15 saniye 9.000 xg’de santriflij edildi. Alta kesen kisim dokiildii. Kolon yeni
tiipe alind1 ve tizerine 50 pl RNaz igermeyen su eklendi ve 1 dakida 15 saniye 9.000
xg’de santrifiij edilerek RNA’larin alta gecmesi saglandi. Elde edilen RNA’lardan
bekletilmeden cDNA sentezi yapildi.

2.2.5. Total RNA’nin agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmesi

Izole edilen RNA’ lar %1 lik agaroz jel hazirlanarak Thermo yatay agaroz jel
elektroforezi ile yiriitildii. %1’ lik agaroz jel, Tris-Asetik asit-EDTA (TAE)
tamponu ile hazirlandi. Agaroz ¢oziinene kadar mikrodalga firinda kontrollii bir
sekilde 1sitma iglemi yapilmistir. Cozlinme isleminden sonra agaroz soliisyonu
sogutularak {izerine 1 pL EtBr (Etidyum bromiir) eklendi ve elektroforez tablasina
dokiilerek kat1 hal olusuncaya kadar beklendi. Kati hal alan agaroz jel, elektroforez
tankina, kuyucuklar RNA’nin ‘-~ den +’ ya yiiriiyebilmesi i¢in elektroforezin (-)
kutbuna dogru yerlestirildi. Elektroforez tanki RNA’ y1 yiiriitmek icin 1X TAE
yiiriitme tamponuyla dolduruldu. 3 pLL RNA 6rnegi, 5 pL steril su ve 2ul yliriitme
boyasi ile muamele edilerek mikropipet ile jelde bulunan kuyucuklara yiiklendi.
Elektroforez gii¢ kaynagma baglandi ve 90 Volt, maksimum 500 mA de 45 dk
stiresince yuriitiildii. Yiriitme bitince jel UV transilluminatorde goriintiilenip DNR
LightBis Prolmage Analysis System (DNR Biolmaging System Ltd. Jerusalem,

Israel) cihazinda fotograflandi.

2.2.6. cDNA sentezi

cDNA sentezi Easy Script Plus cDNA sentez kiti ile oligo d(T) primeri ve
Ters Transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
gerceklestirilmistir. ¢cDNA sentez karigim prosediiriic Tablo 2.3’de verilmistir.
Karisim hazirlandiktan sonra cDNA sentezi i¢in 50 °C’de 1 saat inkiibe edilmis ve
siire sonunda, enzimi inhibe etmek i¢in 85 °C’de 5 dakika bekletilmistir. Sentezlenen

cDNA’lar, RT-PZR yapmak tizere -80 °C muhafaza edilmistir.
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Tablo 2.3: cDNA sentez karigimi

Hacim Son konsantrasyon
Total RNA Degisken 2 ug
Oligo(dT) Primer lul 0,5 uM
dNTP karisiom (10 mM) 1 ul 500 uM
5X RT tamponu 4 ul 1X
Easyscript plus RTase (200U/uL) 1 ul 200 iinite
RNAaz icermeyen su Degisken -
Son hacim 20 pl -

2.2.8. Yan Kantite Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RTPZR)

Literatiir ve veri bankalar1 taranarak MS ile iliskili oldugu bilinen 9 tane gen
belirlenmis; GenBank/EMBL veri bankalar1 taranarak segilen 9 adet gen i¢in uygun
primer dizileri saptanmistir. Bu primerlerin niikleotid dizileri ve yapigma sicakliklari

Tablo 2.1°de verilmistir.

Kapari ekstresinin MS ile iligskilendirilen genlerin ifade diizeylerine etkisini
saptamak i¢in deneysel alerjik ensefalomiyelit kontrol (hasta kontrol), kapari tedavi,
kapari kontrol ve kontrol grubu bireylerden izole edilen RNA’lardan sentezlenen
cDNA' lar kullanilarak bu bireylerin mRNA diizeyleri RT-PCR yontemi ile kantite
edildi. Bu amacla belirlenen genler icin ayr1 ayr1 polimeraz zincir reaksiyonu
sicaklik, dongli ve zamanlar1 optimize edildi. Tiim genler i¢in kopya sayis1 dongi
sayis1 iligkisinin dogrusal olmasi i¢cin dongii sayis1 28 olarak belirlendi. PZR

kosullar1 Tablo 2.4°de, sicaklik, dongii ve zamanlar1 ise Tablo 2.5’de verilmistir.

PCR dirtinlerinin 10 pl’si % 1°lik agaroz jelde 90 Volt, maksimum 500 mA de
45 dk siiresince yiiriitiildii ve ylriitme bitince jel UV transilluminatérde EtBr
boyamayla bantlar gozlemlenip DNR LightBis Prolmage Analysis System (DNR
Biolmaging System Ltd. Jerusalem, Israel) cihazinda fotograflandi. Bantlarin
densitometrik analizi Scion Image Analyzer yazilimi ile belirlendi. Her bandin
densitometrik analizi house-keeping gen olan beta aktinin densitometrik analizi ile
karsilagtirilarak CNP, MAG, MBP, MMP-2, NF-«B p50, NF-kB p65, PLP, PMP ve
TNF-a mRNA diizeylerinin degisimi belirlendi.
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Tablo 2.4: Calisilan genlerin PZR kosullar

10X PZR | MgCl dNTP Tleri Geri Taq DNA Steril ultra saf su
GEN | Tampons | @smM) | qompp | PO | PRS- o | polimersz
(10 pmol) | (10 pmol) (Su/ud)
CNP 2,0u 30u 0,5ul 2,0u 2,0ul 2,0ul 0.5ul 20 pFye tamamlayana kadar
MAG 20u 30u 0,5l 2,0l 2,0l 2,0l 0.5ul 20 pFye tamamlayana kadar
MBP 2,0l 3,0 0,5 pl 2,0p 2,0ul 2,0u 0,5 pl 20 pl'ye tamamlayana kadar
MMP-2 2,0 ul 2,0ul 0,5l 2,0 ul 2,0 ul 2,0 ul 0,5l 20 pl'ye tamamlayana kadar
NF KB p50 2,0 ul 3,0ul 0,5 ul 2,0ul 2,0ul 2,0ul 0,5 20 pl'ye tamamlayana kadar
NF KB p65 2,0l 20u 0,5ul 2,0ul 2,0ul 2,0ul 0,5 20 ul'ye tamamlayana kadar
PLP 20u 2,0ul 0,5l 2,5ul 2,5ul 3,0ul 0,5l 20 plye tamamlayana kadar
PMP 20 20u 0,5l 2,5l 2,5l 3,0u 0,5l 20 pFye tamamlayana kadar
TNF-o 2,0 ul 3,0 0,5l 3,0 3,0l 4,0l 0,5l 20 pl'ye tamamlayana kadar
p Aktin 2,0l 2,0l 0,5 ul 1pl 1pl 2,0l 0,5l 20 pl'ye tamamlayana kadar

Tablo 2.5: PZR sicaklik, dongii ve zamanlar1

GEN On Denatiirasvon | Yapisma Uzama Son Uzama Diingii sayis1
Denatiirasvon _
CNP 94°C 5 dk 94°C 1 dk 61°C 1 dk 72°C 1 dk 72°C 5 dk 28 Dingi
MAG 94°C 5 dk 94°C 1 dk 61°C 1 dk 72°C 1 dk 72°C 1 dk 28 Dingi
MBP 94°C 5 dk 94°C 1dk 61°C 1 dk 72°C 1 dk 72°C 1dk 28 Dingi
MNMP-2 04°C 5 dk 9°C 1 dk 60°C 1 dk TEC 1 dk T2°C 1 dk 28 Dongi
NF KB p50 91°C 5 dk SPPC1dk 61°C 1 dk 7°C 1 dk 72°C 1 dk 78 Donga
NF KB p65 91°C 5 dk SPPC1dk 63°C 1dk 7°C 1 dk 72°C 1 dk 78 Donga
PLP 94°C 5 dk 94°C 1 dk 60°C 1 dk 72°C 1 dk 72°C 1 dk 28 Dingii
PMP 94°C 5 dk 94°C 1 dk 60°C 1 dk 72°C 1 dk 72°C 1 dk 28 Dingi
TNF-a 94°C 5 dk 94°C 1 dk 60°C 1 dk 72°C 1 dk 72°C 1 dk 28 Dingi
B Aktin 94°C 5 dk 94°C 1dk 60°C 1 dk 72°C 1 dk 72°C 1dk 28 Dingi
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2.2.9. istatistiksel analiz

Elde edilen sonuglara farkli gruplar arasinda kayda deger bir fark olup
olmadigmi analiz etmek icin “Student T Test”, uygulanmistir. p<0.05 istatistiksel

olarak anlamli olarak kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Deneysel alerjik ensefalomiyelit indiiksiyonu

Hayvanlarda deneysel alerjik ensefalomiyelit indiiksiyonu i¢in %95 safliktaki
Miyelin Oligodendrosit Glikoprotein 35-55 aminoasit peptit (MOG35-55),
Mycobacterium tuberculosis (1s1 inaktive edilmis) ve Freund Adjuvan kullanilmistir.
14 gilin boyunca deney hayvanlar1 her giin kontrol edilmis ve farelerin gosterdikleri
davraniglar 5 basamakli bir 6lgek kullanilarak belirlenmistir. DAE olusturulan
hayvanlar ii¢ gruba ayrilmis; ilk gruptaki fareler ayni sartlar altinda tutularak
herhangi bir uygulama yapilmamistr (MS Kontrol grubu), ikinci gruba
enjeksiyondan 2 hafta sonra 21 giin boyunca intragastrik gavaj ile hayvan basma 500
mg/kg agirlik olacak sekilde kapari ekstresi verilmis, {licilincii gruba ise kapari
ekstresinin MS hastaligina kars1 koruyucu bir etkisinin olup olmadigmin tespit
edilmesi i¢in enjeksiyondan 2 saat sonra kapari ekstresi verilmeye baslanmis ve 21
glin boyunca kapari ekstresi verilmistir. Kontrol deneklerle birlikte hayvanlar bu
siirecte yine her giin kontrol edilmis ve gosterdikleri davramislar skorlanmustir.
Ayrica 1 grup kontrol ve 1 grup kapari kontrol grubu olusturulmustur (DAE
olusturulmamais kapari ekstresi verilmistir). MS hastalarmin giinliik kullandig1 kapari
dozundan yola ¢ikilarak oranlarmi saptadigimiz kapari karpuzu (meyvesi), kapari
tomurcugu salamurasi ve kapari ¢igegi kullanarak gelistirdigimiz sulu ekstre ile
yaptigimiz calismalarda DAE olusturulmus C57BL/6 farelerde ciddi diizeyde

istatistiksel olarak anlamli koruyucu ve iyilestirici etkiler saptandi (Sekil 3.1).

Yapilan c¢aligmada DAE olusturmak icin uygulanan antijen ve toksin
enjeksiyonlarindan 2 saat sonra gastrik gavaj ile kapari ekstresi verilen hayvanlarin
hi¢ birisinde alerjik ensefalomiyelit olgusu gozlenmedi. Ayrica, Oncelikle DAE
modeli olusturulan ve klinik bulgular gdzlenen hayvanlarin %60’ inda kapari ekstresi

verilmesi ile klinik bulgularin kayboldugu, geri doniisiimlerin oldugu da tespit edildi.
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Ayrica bu grupta klinik skorlar higbir sekilde yiiksek degerlere ulasmadi. Tiim bu
verilerimiz kapari ekstresinin MS {izerinde hem koruyucu ve hem de iyilestirici

etkileri oldugunu kanitlamaktadir.

i [ E P
== DAE{ M%) kontrol

DAE|{ M%) +Kapari

s [AE [ S} + Kapad| Aoy Anda

e
in

b

Hastalik degerlendirme 6lgegi

o 5 -] 15 i) 25 30 15 40 45

Giin

Sekil 3.1: Kontrol, Deneysel MS (DAE), Deneysel MS (DAE)+kapari ekstresi ve
Deneysel MS (DAE)+kapari ekstresi (paralel) farelerde gozlenen klinik skorlar.

Sekilde de goriildiigii gibi DAE olusturmak i¢in yapilan antijen ve toksin
enjeksiyonundan 2 saat sonra gastrik gavaj ile kapari ekstresi verilen hayvanlarm hig
birisinde alerjik ensefalomiyelit olgusu gézlenmedi. Ayrica, dncelikle DAE modeli
olusturulan ve klinik bulgular gézlenen hayvanlarin yaklasik olarak % 60’mnda kapari
oOziitii verilmesi ile klinik bulgularin kayboldugu, geri doniisiimlerin oldugu da tespit

edilmistir. Ayrica bu grupta klinik skorlar hi¢bir sekilde yiiksek degerlere ulagsmadi.

Ortalama maksimum skorlar DAE grubu ve kapari tedavi grubunda
karsilastirildiginda DAE grubunda ortalama maksimum skor 3,35+0,71 iken kapari
tedavi grubunda bu skor 2,24+0,49 olarak goriilmektedir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: DAE ve tedavi grubu hayvanlarin ulastigi ortalama maksimum skorlar.
* ki grup arasinda anlamli farklilik gozlenmektedir (P<0.05).

3.2. Hayvan Beyin Dokularindan Total RNA izolasyonu

Hayvan beyin dokularindan total RNA izolasyonu Qiagen Lipid Tissue Mini
Kit kullanilarak gerceklestirildi. izole edilen RNA’lar (3 ul) %1’lik agaroz jel

elektroforezinde goriintiilendi.

Elde edilen goriintiilerden de anlasildigi gibi RNA kirilmadan izole edildi
(Sekil 3.3). izole edilen RNA’larda DNA kontaminasyonu sorunu yasanmadi. Elde
edilen RNA’larin 260/280 nm 6lgiimii ile miktarlar1 belirlendi. RNA’larin 260/280
oranlar1 1,8-2 arasinda bulundu. Bu oran bize izole edilen RNA kalitelerinin iyi

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.3: Deney hayvanlarinin beyin dokularindan izole edilen RNA’larin %1°lik
agaroz jel elektroforezi. A- Hat 1: GeneRulerTM 100 b¢ DNA Marker; Hat 2: tedavi
3, Hat 3: tedavi 4, Hat 4: tedavi 5, Hat 5: tedavi 6, Hat 6: tedavi 7, Hat 7: tedavi 8,
Hat 8: tedavi 9, Hat 9: kontrol 1, Hat 10: kontrol 2, Hat 11: kontrol 3, Hat 12: kontrol
4, Hat 13: kontrol 5, Hat 14: kontrol 6, Hat 15: kapari kontrol 6, Hat 16: DAE 6, Hat
17: DAE 7, Hat 18: DAE 8, Hat 19: DAE 9, Hat 20: DAE 10. B- Hat 1:
GeneRulerTM 100 b¢ DNA Marker; Hat 2: kapari kontrol 1; Hat 3: kapari kontrol 2;
Hat 4: kapari kontrol 3; Hat 5: kapari kontrol 4; Hat 6: kapari kontrol 5; Hat 7: DAE
1; Hat 8: DAE 2; Hat 9: DAE 3; Hat 10: DAE 4; Hat 11: DAE 5. C- Hat 1:
GeneRulerTM 100 b¢ DNA Marker; Hat 2: kontrol 7, Hat 3: kontrol 8, Hat 4: kontrol
9, Hat 5: kontrol 10, Hat 6: kontrol 11, Hat 7: tedavi 1, Hat 8: tedavi 2.

3.3. MS ile iliskili Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeylerinin Tayini

Konsantrasyonlar1 260/280 nm 6l¢limii ile belirlenen RNA’lardan 2pg olacak
sekilde hesaplanarak secilen genlerin mRNA seviyelerindeki ekspresyon diizeyleri

farkliliklar1 RT-PZR yontemi ile belirlendi. Bu amacla 6ncelikli olarak secilen
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genlere uygun sentezletilen primerler i¢in yapigsma sicakliklar1 ve dongii sayisi

optimizasyonlar1 yapild1.

3.3.1. 2',3'-siklik niikleotit 3'-fosfodiesteraz (CNP)

Kapari ekstresinin 2',3'- siklik niikleotit 3'-fosfodiesteraz mRNA ekspresyon
diizeylerine etkisi kontrol, kapari kontrol, DAE ve tedavi grubu bireylerde RT-PZR
yontemi ile tayin edildi. RT-PZR isleminde CNP i¢in 28 dongii ve 61°C yapisma
sicaklig1 kullanildi. CNP igin {iriin biiyiikligii 151 bg¢’dir. Bantlarin densitometrik
analizleri sonucunda DAE grubu bireylerde CNP mRNA ekspresyon diizeyinde
kontrole gore %22 azalma gozlenmistir. CNP mRNA ekspresyon diizeyinde Kapari
uygulanmasi sonucunda bu genin ifade diizeyinde DAE grubu ile karsilastirildiginda

artis olmustur. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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Sekil 3.4: Kapari ekstresinin CNP mRNA seviyesine olan etkisi. A-Deney
hayvanlarmin CNP PZR firiinlerinin %1°lik agaroz jel elektroforezi. B- PZR
bantlarinin yogunluklar1 Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi ve B aktin ile normalize edildi. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).
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3.3.2. Miyelin iliskili Glikoprotein (MAG)

Kapari ekstresinin miyelin proteinlerinden olan miyelin iliskili glikoproteinin
gen ifadesi diizeyine etkilerini saptamak igin mRNA diizeyleri kontrol, kapari
kontrol, DAE ve tedavi grubu bireylerde RT-PZR ydntemi ile tayin edildi. Bu
baglamda MAG i¢in 28 dongii ve 61°C yapisma sicakligi kullanildi. MAG i¢in iirlin
biiytikligli 207 bg¢’dir. Bantlarin densitometrik analizleri sonucunda DAE grubu
bireylerde kontrole gére MAG mRNA ekspresyon diizeyinde %50 azalma
gozlenmistir. Kapari tedavisi uygulanan grupta DAE indiiksiyonu ile MAG mRNA
diizeyinde meydana gelen etkinin %70’1 ortadan kalkmistir. Bu sonuclar DAE
olusturulan hayvanlarda azalan MAG seviyesinin kapari ekstresi ile uygulanan tedavi

sayesinde tekrar yiikseldigini géstermektedir.
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Sekil 3.5: Kapari ekstresinin MAG mRNA seviyesine olan etkisi. A- Deney
hayvanlarmin MAG PZR friinlerinin %1°lik agaroz jel elektroforezi. B- PZR
bantlarinin yogunluklar1 Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi ve B aktin ile normalize edildi. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05). **:
DAE grubundan farkli (p<0.05).
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3.3.3. Miyelin Temel Protein (MBP)

Kapari ekstresinin miyelin temel protein mRNA ekspresyon diizeylerine
etkisi kontrol, kapari kontrol, DAE ve tedavi grubu bireylerde RT-PZR yOntemi ile
tayin edildi. RT-PZR isleminde MBP i¢in 28 dongii ve 61°C yapisma sicakligi
kullanildi. MBP i¢in {iriin biiylikliigii 389 b¢’dir. Bantlarin densitometrik analizleri
sonucunda DAE grubu bireylerde MBP mRNA ekspresyon diizeyinde kontrole gore
%45 azalma gozlendi. Kapari uygulanan grupta %35 oraninda kontrol degerlerine
doniisiim saglanmistir. Bu sonuglar; DAE bireylerde mRNA ekspresyonu azalan

MBP diizeyinin kapari uygulanan grupta arttigini géstermektedir.
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Sekil 3.6: Kapari ekstresinin MBP mRNA seviyesine olan etkisi. A- Deney
hayvanlarmin MBP PZR iirlinlerinin %1’lik agaroz jel elektroforezi. B- PZR
bantlarinin yogunluklar1 densitometrik analiz ile belirlendi ve B aktin ile normalize
edildi. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05). **: DAE grubundan farkl (p<0.05).
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3.3.4. Matriks Metalloproteinaz 2 (MMP-2)
Kapari ekstresinin kan beyin bariyeri yikiminda etkili olan matriks

metalloproteinaz 2 mRNA ekspresyon diizeylerine etkisi kontrol, kapari kontrol,
DAE ve tedavi grubu bireylerde RT-PZR yontemi ile tayin edildi. RT-PZR isleminde
MMP-2 i¢cin 28 dongii ve 60°C yapisma sicakligr kullanildi MMP-2 i¢in iriin
biiytikligli 577 bg¢’dir. Bantlarin densitometrik analizleri sonucunda DAE grubu
bireylerde MMP-2 mRNA ekspresyon diizeyinde kontrole gore %20 artis
gozlenmistir. Kapari uygulanan grupta bu yiikselmenin %110 oraninda kontrol

degerlerine dondiigii goriilmiistiir.
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Sekil 3.7: Kapari ekstresinin MMP-2 mRNA seviyesine olan etkisi.A- Deney
hayvanlarmin MMP-2 PZR iriinlerinin %]1°’lik agaroz jel elektroforezi. B- PZR
bantlarinin yogunluklar1 densitometrik analiz ile belirlendi ve B aktin ile normalize
edildi. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05). **: DAE grubundan farkl (p<0.05).
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3.3.5. Niikleer Faktor Kappa B p50 (NF-kB p50)

Onemli bir transkripsiyon faktorii olan Niikleer Faktor Kappa B pS0 mRNA
ekspresyon diizeyleri kontrol, kapari kontrol, DAE ve kapari tedavi grubu bireylerde
bu transkripsiyon faktoriiniin MS hastalig1 iizerine degisiminin gosterilebilmesi igin
RT-PZR yontemi ile tayin edildi. RT-PZR isleminde NF-xB p50 i¢in 28 dongii ve
61°C yapisma sicakligi kullanildi. NF-xB p50 i¢in iiriin biytkligi 153 bg’dir.
Bantlarin densitometrik analizleri sonucunda DAE grubu bireylerde NF-xB p50
mRNA ekspresyon diizeyinde kontrole gore %48 artis goézlenmistir. Kapari
uygulanan grupta NF-«xB p50 mRNA ekspresyon diizeyinde olusan bu etkinin %81°1

bertaraf edilmistir.
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Sekil 3.8: Kapari ekstresinin NF-xB p50 mRNA seviyesine olan etkisi. A- Deney
hayvanlarmin NF-kB p50 PZR iiriinlerinin %1 lik agaroz jel elektroforezi. B- PZR
bantlarinin yogunluklar1 densitometrik analiz ile belirlendi ve B aktin ile normalize
edildi. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05). **: DAE grubundan farkli (p<0.05).

38



3.3.6. Niikleer Faktor Kappa B p65 (NF-kB p65)

Kapari ekstresinin Niikleer Faktor Kappa B p65 mRNA ekspresyon
diizeylerine etkisi kontrol, kapari kontrol, DAE ve kapari tedavi grubu bireylerde bu
transkripsiyon faktoriiniin MS hastaligi iizerine degisiminin gosterilebilmesi icin RT-
PZR yontemi ile tayin edildi. RT-PZR isleminde NF-kB p65 i¢in 28 dongii ve 63°C
yapisma sicakligi kullanildi. NF-xB p65 i¢in {iriin biiytikligii 111 b¢’dir. Bantlarin
densitometrik analizleri sonucunda DAE grubu bireylerde NF-kB p65 mRNA
ekspresyon diizeyinde kontrole gore %17 artis gézlenmistir. Kapari tedavi grubunda
ise ekspresyon diizeyinde bir azalis olmustur. Ancak bu azalis istatistiksel olarak bir

anlam ifade etmemektedir.
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Sekil 3.9: Kapari ekstresinin NF-xB p65 mRNA seviyesine olan etkisi. A- Deney
hayvanlarmin NF-kB p65 PZR iiriinlerinin %]1’lik agaroz jel elektroforezi. B- PZR
bantlarinin yogunluklar1 densitometrik analiz ile belirlendi ve B aktin ile normalize
edildi. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).
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3.3.7. Proteolipid Protein (PLP)

Kapari ekstresinin proteolipid protein mRNA ekspresyon diizeylerine etkisi
kontrol, kapari kontrol, DAE ve tedavi grubu bireylerde RT-PZR yOntemi ile tayin
edildi. RT-PZR isleminde PLP i¢cin 28 dongii ve 60°C yapisma sicakligi kullanildi.
PLP i¢in iirlin biytikligi 157 b¢’dir. Bantlarin densitometrik analizleri sonucunda
DAE grubu bireylerde PLP mRNA ekspresyon diizeyinde kontrole gore %30 azalma
gozlenmistir. Kapari tedavi grubu ile DAE grubu karsilastirildiginda kapari DAE
grubunda meydana gelen azalmanin %62’sini ortadan kaldirmistir. Bu sonugclar;
DAE bireylerde mRNA ekspresyonu azalan, PLP diizeyinin kapari uygulanmasi ile

kontrol degerlerine yaklastigin1 gostermektedir.
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Sekil 3.10: Kapari ekstresinin PLP mRNA seviyesine olan etkisi. A- Deney
hayvanlarmin PLP PZR iirlinlerinin %]1°lik agaroz jel elektroforezi. B- PZR
bantlarinin yogunluklar1 densitometrik analiz ile belirlendi ve B aktin ile normalize
edildi. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05). **: DAE grubundan farkl1 (p<0.05).
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3.3.8 Periferal Miyelin Protein (PMP)

Periferal miyelin protein mRNA ekspresyon diizeyinin kontrol, kapari
kontrol, DAE ve tedavi grubu bireylerde farkliliklar1 RT-PZR yOntemi ile belirlendi.
RT-PZR isleminde PMP i¢in 28 dongii ve 60°C yapisma sicakligi kullanildi. PMP
icin iirtin biiylikliigii 745 be’dir. Bantlarin densitometrik analizleri sonucunda DAE
grubu bireylerde PMP mRNA ekspresyon diizeyinde kontrole gore %35 azalma

gozlenmistir. Kapari tedavi grubunda ise, %74 oraninda bu genin mRNA seviyesinde

kontrol degerlerine doniisiim saglanmistir.
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Sekil 3.11: Kapari ekstresinin PMP mRNA seviyesine olan etkisi. A- Deney
hayvanlarmin PMP PZR irlinlerinin %1°lik agaroz jel elektroforezi. B- PZR
bantlarinin yogunluklar1 densitometrik analiz ile belirlendi ve B aktin ile normalize
edildi. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05). **: DAE grubundan farkl (p<0.05).
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3.3.9 Tiimor Nekrozis Faktor o (TNF-a)

Kapari ekstresinin 6nemli bir sitokin olan tiimor nekrozis faktér @ mRNA
ekspresyon diizeylerine etkisi kontrol, kapari kontrol, DAE ve tedavi grubu
bireylerde RT-PZR yOntemi ile tayin edildi. RT-PZR isleminde TNF-a i¢in 28 dongii
ve 60°C yapisma sicakligi kullanildi. TNF-a i¢in {riin biiyiikligii 206 bg¢’dir.
Bantlarin densitometrik analizleri sonucunda DAE grubu bireylerde TNF-o mRNA
ekspresyon diizeyinde kontrole gore %65 artis gdzlenmistir. Kapari uygulamasi ile
DAE grubunda meydana gelen bu etkinin %32’s1 ortadan kalkmistir. DAE grubunda
artan TNF-a mRNA ekspresyon diizeyi istatistiksel olarak anlam ifade eden diizeyde

kapari tedavi grubunda azalmistir.
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Sekil 3.12: Kapari ekstresinin TNF-a mRNA seviyesine olan etkisi. A- Deney
hayvanlarmin TNF-o PZR iiriinlerinin %1°lik agaroz jel elektroforezi. B- PZR
bantlarinin yogunluklar1 densitometrik analiz ile belirlendi ve B aktin ile normalize
edildi. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05). **: DAE grubundan farkli (p<0.05).

42



3.3.10 Beta Aktin (B Aktin)

Calismamizda beta aktin i¢ kontrol gen olarak se¢ilmis ve ¢alisilan genlerin
mRNA ekspresyon diizeyleri sonuglar1 beta aktin ile normalize edilmistir. Beta aktin

PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi Sekil 3.13’te verilmistir.
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Sekil 3.13: Beta aktin PZR {iriinlerinin %1’lik agaroz jel elektroforezi.
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4. TARTISMA

Multipl skleroz (MS) merkezi sinir sisteminde (MSS) alevlenmelerle
seyreden kronik, inflamatuvar, demiyelizan bir sinir sistemi hastaligidir (Noseworthy
ve dig. 2000). Diinyada pek cok kisiyi etkileyen bu hastaligin halen bilinen kesin bir
tedavisi yoktur. Bu nedenle hastaligin tedavisinde bitkilere dayali alternatif tedaviler
halk arasinda kullanilmaktadir. Bu ¢alismada Tiirkiye’de MS hastalarinin tedavi i¢in
siklikla kullandig1 Capparis ovata’nin iyilestirici etkileri fare MS modeli olan
deneysel alerjik ensefalomiyelit (DAE) kullamilarak aciga kavusturulmaya
calisiimistir. DAE MSS’nde goriilen ve insanlar1 etkileyen en yaygin norodejeneratif
hastalik olan Multiple Skleroz (MS) i¢in bir hayvan modeli teskil etmektedir (Martin
ve McFarland, 1995).

Literatiirde yapilan ¢aligmalarda miyelin proteinleri olan MBP, MOG ve PLP
kullanilarak DAE indiiksiyonu ger¢eklestirilmis, PLP uygulanan calisma gruplarinda
hayvan 6liim orani diger gruplardan daha fazla olmustur. Bununla birlikte en yiiksek
kemokin seviyesine PLP grubunda ulasilmistir (Sanchez ve del Pozo 1999). MOG
MSS miyelin tabakasinda bulunan tip I transmembran proteindir. Ekstraseliiler
alanda 1 tane Ig domain icerdiginden otoantikorlar i¢cin kolay ulasilabilir bir
proteindir (Gardinier ve dig. 1992; Kroepfl ve dig. 1996). Bu 06zelliginden dolay1
DAE indiiklenmesi i¢in diger kullanilan proteinlere oranla daha c¢ok tercih

edilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada, Kapari ekstresinin C57BL/6 farelerde olusturulmus
DAE {izerinde iyilestirici etkilerini test etmek i¢cin hayvanlara DAE indiiksiyonu i¢in

MOG 35-55 enjeksiyonu yapilmis ve indiiksiyon bu peptit ile saglanmustir.

Bu ¢alismada ilk denemelerde ve oncli caligmalarimizda her hayvana 150 pg
MOG ve 200ng pertussis toksin enjekte edilmis ve 28 hayvanda ulasilan maksimum
ortalama skor 1,78+0,32 olmus yani hayvanlarda tam anlamiyla DAE

olusturulamamistir. Bunun nedeninin diisiik miktarda MOG 35 55 enjeksiyonuna
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bagli olduguna karar verilmis bundan yola ¢ikarak DAE olusumu i¢in 225 pg MOG
ve 400 ng pertussis toksin enjeksiyonu yapilmig ve ortalama maksimum skor
3,35£0,71 olarak kaydedilmistir. Bu sonuglar siddetli bir DAE modeli
olusturuldugunun bir gdostergesidir. Ancak bu enjeksiyonda DAE grubundan 14
hayvandan 9 hayvan calismay1 tamamlayabilmistir. Bu Oliimlerin nedent MOG
miktarmin arttirilmasindan ¢cok MOG ile birlikte enjekte edilen 400ng pertussis

toksine bagli oldugu diistiniilmektedir.

Calismamizda MS hastalarinin giinliik kullandiklar1 kapari miktarlarindan
yola ¢ikilarak oranlarini saptadigimiz kapari karpuzu (meyvesi), kapari tomurcugu ve
kapari ¢igegi kullanarak hazirladigimiz sulu kapari ekstresi ile tedavi uyguladigimiz
DAE olusturulmus CL57BL/6 farelerde ciddi diizeyde koruyucu ve iyilestirici etkiler
saptandi. Ayrica kaparinin MS hastalig1 {izerine koruyucu etkilerinin arastirilmasi
icin dizayn edilen grupta 8 tane hayvana DAE olusturmak i¢in uygulanan antijen ve
toksin enjeksiyonlarindan 2 saat sonra gastrik gavaj ile kapari ekstresi verilmeye
bagland1 ve bu islem 21 giin devam etti. Bu hayvanlarm hi¢ birisinde alerjik
ensefalomiyelit olgusu gbézlenmedi. Ayrica, oncelikle DAE modeli olusturulan ve
klinik bulgular gézlenen hayvanlarin %60’ 1inda kapari ekstresi verilmesi ile klinik
bulgular kaybolmus, geri doniisiimlerin oldugu da tespit edilmistir. Bununla birlikte
bu grupta klinik skorlar hi¢bir sekilde yiiksek degerlere ulasmamistir. Elde ettigimiz
bu veriler kapari ekstresinin MS iizerinde hem koruyucu ve hem de 1yilestirici

etkileri oldugunu kanitlamaktadir.

Klinik bulgular diizeyinde gozlenen etkileri molekiiler diizeyde saptamak i¢in
MS ile iliskili oldugu kabul edilen genlerin deney gruplarinda ifade diizeylerini

arastirdik. Elde edilen sonuglarin genel bir degerlendirmesi Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1: Calisilan genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin gruplar arasi

farkliliklar1
Kapari
Kapari Kapari uygulamasi ile
Kontrol |Kontrol DAE Tedavi %'de degisim
CNP 100 91 78 82 18
MAG 100 86 50 85 70
MBP 100 101 55 74 35
PLP 100 96 71 89 62
PMP 100 109 65 91 74
MMP 2 100 90 119 98 100
NF kB p50 100 114 148 109 81
NF kB p65 100 91 117 97 100
TNF-a 100 102 165 144 32

Proteolipit protein (PLP) MSS miyelininde en bol bulunan proteindir. PLP
miyelin yapisinin kompakt halinde, oligodendrosit olgunlagmasinda, oligodendrosit
akson interaksiyonunda ve aksonlarin hayatta kalmasinda rol alr (Campagnoni ve
Skoft, 2001). MSS miyelininin bu temel bileseni, multipl skleroz ve akut dissemine
ensefalomiyelit gibi demiyelizan hastaliklarda otoimmiin saldir1 i¢in aday
antijenlerdendir. PLP baskilanmig farelerde MSS miyelininde bozulmalar
gozlenmistir (Klugmann ve dig. 1997; Griffiths ve dig. 1998). Literatiirde DAE
modelinde azaldig1 gosterilen PLP mRNA seviyesi (Yao ve dig. 1995), benzer olarak
bizim c¢alismamizda kontrole gére DAE grubunda %30 azalmistr. DAE
olusturulduktan sonra 21 giin boyunca kapari verilen deney grubunda %62 oraninda

kontrol degerlere doniisiim saglanmistir.

PLP’nin miyelin tabakasinin temel bir bileseni oldugu g6z oniine alindiginda
kapari ekstresinin MS olusumunda bozulan miyelin kilifin rejenere edilmesini

sagladig1 soylemini kuvvetle desteklemektedir.

Miyelin  Temel  Proteini (MBP), MSS’nde  bulunan sinirlerin
miyelinizasyonunda 6nemli oldugu diisiiniilen bir diger protein tipidir. Ayrica MBP
onemli bir MS tani proteinidir (Berger ve Reindl, 2006). Hayvan modellerinde de
kanitlanmis T-hiicrelerinin  oto-reaktivasyonunun MBP’nin taninmasi sonucu
tetiklenebilecegi anlagilmistir (Seven ve Aslan, 2007). Calismamizda DAE MBP
mRNA ekspresyon diizeyinde kontrole gore % 45 azalma gozlenmis; kapari tedavi

grubunda bu azalmanin %35°1 ortadan kaldmrilmistir. Bu sonuglar bize kapari
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ekstresinin T hiicre reaktivitesini ve bagil enflamasyonu azalttigini buna bagl olarak
tedavi grubunda kontrol seviyelerine geri doniistin s6z konusu oldugunu

gostermektedir.

Diger 6nemli bir miyelin proteini Miyelin iliskili glikoprotein (MAG)’dir. In
vitro olarak ifade diizeyi arttirilmis MAG transfekte edilmis Schwann hiicrelerde
hizlandirilmig miyelinizasyon gosterilmistir (Owens ve dig. 1990). Fletcher ve dig.
2011°de yaptig1 calisma MAG gen ekspresyonundaki diisiisiin erken noron kaybinin
bir gostergesi oldugu gosterilmistir. Bizim ¢aligmamizda DAE olusturulan grupta
MAG mRNA ekspresyon diizeyinde kontrole oranla meydana gelen %51 oranindaki
ciddi bir azalma s6z konusudur. Bu azalma hastalik patojenezinde
demiyelinizasyonda MAG’in etkisinin bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Bu

azalma kapari ekstresi uygulanan grupta %70 oraninda ortadan kalkmistir.

PLP, MBP ve MAG genleri ile elde edilen sonuclar ile birlikte DAE
grubunda gbzlenen demiyelinizasyon bulgulari, kapari tedavi uygulanan grupta ciddi

diizeylerde miyelin olusumu ve tekrar sentezi tetiklendigini gostermektedir.

CNP ve PMP miyelin tabakasinda bulunan diger 2 proteindir. Bu iki protein
MSS proteinlerinin kiiciik bir kismini temsil eder. Naef ve Suter tarafindan 1998°de
yapilan ¢alismada PMP’nin miyelin hasar1 s6z konusu oldugunda ekspresyonunun
azaldig1 gosterilmistir. Bizim calismamizda CNP ve PMP mRNA ekspresyon
seviyesinde kontrolle karsilastirildiginda DAE olusturulan grupta sirayla %23 ve
%36 oraninda disiis goézlenmistir. CNP mRNA seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli olmayan bir artis tedavi grubunda gozlenirken; PMP mRNA ekspresyon

diizeyinde %74 oraninda kontrol degerlerine doniisiim saglanmastir.

Oligodendrosit farklilagmasinda ve miyelin olusumunda 6nemli rol oynadigi
bilinen, fosfodiester baglarmin hidrolizini katalizleyen CNP aktivitesinin kapari ile
anlamli olmamakla birlikte artirilmasi miyelin sentezinin arttigmin bir bagka énemli

gostergesidir.

Miyelin proteinlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri, DAE ve kontrol
gruplarinda karsilastirildiginda; Sospedra ve Martin ‘in 2005°te yaptig1 ¢alismada
ortaya koydugu gibi MS hastalarinda, miyelin temel proteini, (MBP), proteolipid
proteinleri (PLP), periferal miyelin protein (PMP), miyelin iliskili glikoprotein
(MAG) ve 2°,3’siklik niikleotit 3’-fosfodisteraz (CNP) da dahil olmak {izere ¢esitli
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miyelin proteinlerine kars1t T hiicresi reaktifligini destekler niteliktedir. Bununla
birlikte miyelin proteinlerinin mRNA ekspresyon diizeylerinin kapari ile tedavi
edilen grupta, DAE grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artiglar

sO0z konusudur.

Metalloproteinazlar (MMP) genis bir proteaz ailesidir. Bu enzimler proenzim
olarak ftretilir ve aktiflestiginde bircok fizyolojik ve patolojik siireci diizenler. Bu
siregler arasinda Onemli olanlardan bir tanesi MMP’larm Multipl skleroz da
noroinflamatuvar tepki olarak kan beyin bariyerinin (KBB) gecirgenligini arttirmast
sayilabilir (Cunningham ve dig. 2005). MMP’lar ekstraseliiler matrikse, bazal
laminaya, endotel hiicrelerdeki siki baglantilara saldiryp KBB gecirgenligini
arttirarak noroinflamatuar hasara neden olurlar. Akut MS olusumunda MMP-2’nin
beyin omurilik sivisindaki konsantrasyon artigmin énemli bir rolii vardir (Gijbels ve

dig. 1992).

MS’da MMP’lar inflamatuar mononiikleer hiicrelerin MSS igerisine ge¢isinden
sorumludur. Leocani ve dig. 2006’da yaptig1 calismada MMP seviyelerinin MS’li
hastalarda arttigin1 gostermistir. Ayrica Rosenberg’in 2009°da yaptig1 calismada MS
hastalarinda MMP’nin, MBP’ini parg¢aladig1 ve immiinojenik peptitlerini olusturdugu
bu olusan immiinreaktif MBP pargalarmin MS’li hastalarm beyin omurilik
stvilarinda (BOS) goriildiigiinti ortaya koymustur. MMP-2 ve 9 MSS’ine T hiicre
gociinde ve KBB yikiminda rol oynar. Yapilan bir calismada sicanlarda beyne direk
enjekte edilen MMP KBB yikimina ve miyelin kaybina neden olmustur; bunlar her
ikiside MS hastaliginin tipik 6zellikleridir (Anthony ve dig. 1998). Gijbels ve dig.
1994’te yaptig1 calismada MMP inhibitorii olan GM-6001 ile tedavi edilen farelerde
klinik deneysel alerjik ensefalomiyelit gelisimi baskilamig; bu sayede hastalik
skorlarinda diismeler gézlenmistir. Bizim ¢alismamizda da beyin dokusunda MMP 2
DAE mRNA ekspresyon diizeyinde kontrole oranla %20 artis gozlenmis; kapari
tedavisi ile bu artis %100 kontrol seviyesine geri diismiistiir. Bu durumda kapari

ekstresinin potansiyel bir MMP inhibitorii barindirdigi sdylenebilir.

NF-«B klinik olarak viral enfeksiyonlar, immiino-enflamatuvar hastaliklar,
kanser ve l6semiler gibi bir¢ok hastaligin patofizyolojisinde rol oynamaktadir ve bu

ozelliginden dolay1 pek ¢ok calismaya konu olmustur (Hiscott ve dig. 2006; Horie,
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2007). NF«B kronik inflamasyondaki énemli roliinii TNF-a, interlokin-1, 2, 12 gibi

sitokinlerin transkripsiyonunu artirarak yerine getirmektedir (Atreya ve dig. 2008).

Pahan ve Schmid’in 2000 yilinda yaptig1 ¢alismada; NF-kB aktivasyonunun bir
inhibitorii olan pirolidin ditikarbomat (PDTC) DAE gelistirilen farelerin
omuriliklerindeki viicut i¢i NF-kB aktivasyonunu 6nemli derecede inhibe etmis ve
DAE’nin klinik belirtilerini 6nemli derecede azaltmistir. Bu ¢alisma NF-«xB
aktivasyonunun, DAE’nin patojenitesinde 6nemli bir rol oynadigmi ve NF-xB
aktivasyonunun inhibitorlerinin, MS tedavisi i¢in 6nem arz edebildiginin onemli bir
gostergesidir. Yine ayni calismada NF-xB / Rel alt birimlerine kars1 antikor
kullanilarak yapilan analizlerde RelA/p65 ve p50 alt birimlerinin, DAE olusturulan
farelerde ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Yaptigimiz ¢calismada NF-xB p50 ve
p65 alt birimlerinin beyin mRNA ekspresyon diizeyleri kontrol, DAE, kapari tedavi
ve kapari kontrol grubunda karsilastirilmistir. p5S0 mRNA ekspresyon diizeyinde
kontrolle karsilastirildiginda DAE olusturulan farelerde %48 artis gézlenmistir. Bu
artis kapari uygulanmasi ile %81 oraninda ortadan kaldirilmigtir. p65 mRNA
ekspresyon diizeyi DAE grubunda kontrole oranla %17 artmistir. Bu sonuglarin
kapari uygulanan hayvanlarda DAE skorlarinda meydana gelen gerilemeye katki

sagladiginm gostermektedir.

NF-kB’nin enflamatuvar aktivasyonda 6nemli rol oynadigi ve cok sayida
sitokin aktivasyonunu gerceklestirdigi g6z Oniine alindiginda kapari ekstresi
uygulanmasi ile DAE indiiklenen hayvanlarda NF-kB baskilanmasinin enflamatuvar

yanit1 azalttig1 ve onemli 6l¢lide durdurdugunun ¢ok 6nemli bir dayanagidir.

TNF-a, enflamasyon islemine karisan bir sitokin olup akut faz tepkimesini
uyaran sitokin grubunun da bir tiyesidir. TNF-a’nin ana islevi, bagisiklik hiicrelerinin
diizenlenmesidir. TNF-a potansiyel bir bagisiklik aracisidir ve bir pro-enflamatuar
sitokindir. MS’in hastalik seyrinde hastalar, beyin-omurilik sivisinda yiiksek TNF
seviyeleri ile iligskilendirilmektedirler (Braun ve dig. 1996). TNF-a gibi pro
enflamatuvar sitokinlerin NF-kB’nin bloklanmast yolu ile indiiksiyonunun
engellenmesi ile DAE baskilanmasi bu transkripsiyon faktorii ile TNF-o’nin
hastaliktaki roliinii gostermektedir (Pahan ve dig. 1997). Ayrica MS’in aktif fazi
siresince hem TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-12 gibi sitokin diizeylerinin arttig1

gosterilmistir (Laman ve dig. 1998; Sorensen ve dig. 1999 ). Bizim ¢alismamizda
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TNF-o mRNA ekspresyon diizeyi DAE olusturulmus deney grubunda kontrolle
karsilastirildiginda %36 artis goriilmektedir. Kapari ekstresi verilen grupta ise, DAE
indiiksiyonu ile meydana gelen bu artisin %32 oraninda kontrol degerlerine
dontistimii saglanmistir. Bu sonuglar NF-kB sonuglar1 ile korelasyon gostermektedir.
Bizim sonuglarimiz Pahan ve dig. 1997°de ortaya koydugu NF-«B bloklanmas1 yolu
ile TNF o indiiksiyonunun engellenmesi ile DAE baskilandiginin ¢ok kuvvetli
delilleridir. Ayrica NF-kB ve TNF o diizeylerinde MS modelinde baskilanmis
olmasida kaparinin gii¢lii antienflamatuvar etkiye sahip oldugunu ve miyelin
sentezini arttirmasi ile birlikte MS tedavisi i¢in ¢cok 6nemli bir ajan olabilecegi fikrini

destekler niteliktedir.

MS tedavisi ile ilgili gelismeler 20. yy sonlarma dayanmaktadir. Interferonlar
(IFN) ve glatiramer asetat (GA), immiin modiilatuar ajanlar olarak ‘United States
Food and Drug Administration’ (FDA) tarafindan onaylanarak, relaps ile seyreden
MS hastalarmin kullanimina sunulmustur. IFNB-1a, IFNB-1b ve GA’nin MS’de
relaps oranlarini, 6ziirliiliik gelisme hizini1 ve hastalik progresyonunu yavaslattigi,
plasebo-kontrollii calismalarda gdosterilmistir (Jacobs ve dig. 1995; The Multiple
Sclerosis Study Group, 1993). GA ve MBP’nin aminoasit yapisindaki benzerlik
nedeniyle capraz-reaktif immiin mekanizmalar arastirilmaya baglanmistir. GA’1n
MBP ile capraz-reaksiyon gosterdigi, lenfosit proliferasyonu ve gecikmis
hipersensitivite teknikleri kullanilarak hem hiicresel hem de hiimoral diizeyde
gosterilmistir (Teitelbaum, 1991). Ancak bu tedavi sadece alevli donemlerin rahat
gecmesini saglamaktan daha oteye gidememis hastaligin etkilerini tamamen ortadan
kaldiran bir tedavi ortaya koyulamamistir. Ayrica bu tedavide karsilagilan pek cok
yan etki vardir. Enfeksiyon, agri, bulanti, anksiyete, depresyon, ates, kas agrisi
bunlardan sadece birkac tanesidir (Edgar ve dig. 2004). Ayrica bu tedavinin yillik
maliyeti 15.000 Euro’yu bulmaktadir.

Tim sonu¢larimiz  degerlendirildiginde  Kapari  ekstresinin  miyelin
proteinlerinin mRNA ekspresyonunu arttirdigi, MMP-2, TNF-a ve NF-kB mRNA
ekspresyonunu azalttig1 gz oniine alinarak bu bitkinin MS tedavisinde potansiyel bir
tedavi ajani olabilecegini diisiindiirmektedir. Bunlarin yan1 sira kapari kontrol grubu
olusturulmus ve bu bireylere de 500 mg/kg kapari ekstresi verilmis, bu bitkinin ilag-
diyet etkilesimi hakkinda bilgi edinebilmek i¢in kapari kontrol grubu bireylerin
karaciger dokularindan RNA izolasyonu yapilmis ve sitokrom P450 (CYP450)
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enzimlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Bu
baglamda kontrol ve kapari grubu bireyler karsilastirildiginda CYP1A1, 1A2, 2C37,
2D9, 2E1, 2F2, 3A11 mRNA ekspresyon diizeyleri arasinda herhangi anlamli bir
fark gortilmemistir (Ozgun ve dig. 2012). Buda kapari ekstresinin ilag etkilesim
potansiyelinin ¢ok diisiik oldugunu gostermektedir. Bu bulgularda ¢ok 6nemlidir;

clinkii kapari ekstresinin rahatlikla kullanilabilecegini desteklemektedir.

Kapari ekstresi halen kesin tedavisi bulunmayan MS hastalig1 i¢in hem diistik
maaliyeti hem de yan etkilerinin olmamas1 ve ayni zamanda kolay kullanilabilir
olmas1 goz Oniine alindiginda bu hastalifin tedavisi i¢in yiiksek potansiyelli olarak

umut vaad etmektedir.
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5. SONUC

Diinyada 2,5 milyon kisiyi etkileyen multipl skleroz hastaligmin halen bilinen
kesin tedavisi yoktur. Piyasadaki ilaglar semptomlar1 azaltict ve alevli donemleri

rahat gecirmek icin hastalar tarafindan kullanilmaktadir.

Sonuglar gostermektedir ki; bu calismamizda DAE olusturmak i¢in yapilan
antijen ve toksin enjeksiyonlarindan 2 saat sonra gastrik gavaj ile kapari ekstresi
verilen hayvanlarin hi¢ birisinde alerjik ensefalomiyelit olgusu goézlenmemistir.
Ayrica, oncelikle DAE modeli olusturulan ve klinik bulgular gézlenen hayvanlarin
%60’ 1nda kapari 0ziitii verilmesi ile klinik bulgularin kayboldugu, geri doniisiimlerin
oldugu da tespit edildi. Ayrica bu grupta klinik skorlar hicbir sekilde yiiksek

degerlere ulagsmadi.

Hastalik ile iliskilendirilen genlerin mRNA ekspresyonlar1 beyin dokularinda
gruplar arasinda karsilastirildiginda elde edilen sonuglar bu bitkinin MS hastaliginin
tedavisi i¢in umut vaad ettigini ortaya koyar niteliktedir. Tiim bu veriler goz Oniine
alindiginda, kapari ekstresinin MS hastalig1 lizerinde hem koruyucu, hem de

tyilestirici etkileri saptanmustir.
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