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OZET

DENEYSEL ALERJIK ENSEFALOMIYELIT (DAE) MODELINDE
MERKEZI SINIR SISTEMINE SIZAN LOKOSITLERIN
BELIRLENMESI
YUKSEK LISANS TEZi
KEMAL ERTOSUN
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. ALAATTIN SEN)

DENIZLI, MAYIS - 2018

Multipl skleroz hakkindaki giincel arastirmalar ve bilgiler deneysel
alerjik ensefalomiyelit (DAE) modelinden elde edilen verilere dayanmaktadir.
Merkezi sinir sistemi icine hlcre gocunde rol oynayan belirleyici faktorler
anlasilmaya calisilmakta, elde edilen verilerle yeni tedaviler gelistirilmektedir.
MSS’e Iokosit infiltrasyonu, multipl skeroz (MS) gibi hastaliklarda gergeklesen
bir olgudur ve MSS patolojik dejenerasyonlardan sorumludur. Dolayisiyla
MSS’e sizan l6kosit populasyonunun analizi MS’in patojenik mekanizmalarinin
anlagilmasinda ve tedavi amagla siklikla bagvurulmaktadir. Bu ¢aligmada toplam
50 adet 6-8 haftalik C57BL/6 fareler kullanilmis ve hayvanlarda deneysel MS
modeli olan DAE MOGss-s5 peptidi ile olusturulmustur. Saglikli 10 adet fare ile
kontrol grubu yapilmistir. Siire¢ sonunda farelerin beyin dokular1 alinmigtir.
Beyin dokularindan bagisiklik hucrelerinin etkin bir sekilde izolasyonu igin
yogunluk gradientine gore santrifiijle ayrilmistir. Saglikli ve DAE fare beyin
I6kosit izolasyonu sonunda hiicre ylizey molekil ekspresyonu olarak CDA45,
CD3, Ly6G, Ly6C, CD1lb saptanmis ve flow sitometrik yontemle
incelenmistir. Sonugta hasta gruplarinda CD45P% |y6G gruplarinda sayisal bir
farklihik  gorulmemesine karsilik, CD3 hastalarda azalma, sagliklilarla
karsilastirildigin Ly6C ve CD11b hiicre gruplarimin anlamli derecede arttigi
gozlemlenmistir. Bulgularimiz, MSS'ne l6kosit infiltrasyonunun DAE'nin
patogenezinde rol oynadigimi ve DAE'nin ilerlemesini izlemek igin
kullanilabilecegini gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER:
Deneysel Alerjik Ensefalomiyelitis (DAE), Lokosit sizmasi, Multipl skleroz,

Akis Sitometresi



ABSTRACT

DETERMINATION OF LEUKOCYTES INFILTRATING CENTRAL
NERVOUS SYSTEM IN EXPERIMENTAL ALLERGIC
ENCEPHALOMYELITIS (EAE) MODEL

MSC THESIS
KEMAL ERTOSUN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. ALAATTIN SEN)
DENIZLIi, MAY - 2018

Most of the current knowledge and the research on multiple sclerosis is
based on data obtained from the experimental allergic encephalomyelitis (EAE)
model. The factors that play a crucial role in cell migration into the central
nervous system are being investigated for development of and new treatments.
Leukocyte infiltration into the CNS occurs in diseases such as multiple sclerosis
(MS) and is responsible for degenerative inflammatory pathologies. Hence, the
analysis of leukocyte populations infiltrated into the CNS is a frequent
examination for understanding the pathogenic mechanisms of MS and for
therapeutic purposes. In this study, a total of 50 C57BL6 mice at the age of 6-8
week were used to develop EAE by subcutaneous injection of the MOGazs.ss
peptide in complete Freud’s adjuvant. Ten healthy mice of same age and strain
were used as a control group. After induction of EAE (3.5 £ 0.5 clinical score)
brain tissues were removed. Leucocytes were isolated applying density gradient
centrifugation from brain tissues. CD45, CD3, Ly6G, Ly6C, CD11b expressions
at cell surfaces were detected using specific antibodies at both control and EAE
mice by flow cytometric analysis. The results have shown that there was no
statistical difference among the animals in the CD45-bright Ly6G groups, but a
significant increase in the CD11b+-Ly6C cells in EAE mice compared to
healthy groups were observed. Our findings have shown that the leukocyte
infiltration into the CNS plays a role in the pathogenesis of EAE and could be
used to follow the progression of EAE.

KEYWORDS: Experimental Allergic Encephalomyelitis (EAE), Leukocytes
infiltration, Multiple sclerosis (MS), Flow Cytometry
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ONSOz

Deneysel Alerjik Ensefalomiyelit (DAE) Modelinde Merkezi Sinir Sistemine
Sizan Lokositlerin  Belirlenmesi ¢alismast Pamukkale Universitesi Deney
Hayvanlar1 Merkezi ve Flow Sitometri Laboratuvarinda tamamlanarak yiiksek
lisans tezi olarak sunulmustur.

Daha detayli sekilde arastirilirsa klinik bulgularin tespitinde Onemli bir veri
bankasi olusturacak bu projeyi destekleyen PAUBAP’a,

Tezimin her asamasida bilgi ve tecribeleriyle yardimlarini esirgemeyen sayin
hocam Prof. Dr. Alaattin SEN’e,

Veteriner hekim Barbaros SAHIN ve tiim ekibine,

Laboratuvar ¢alisma arkadaslarima,

Gosterdikleri sabirdan dolay1 esim Benay ERTOSUN ve oglum Abdurrahman
Ali ERTOSUN’a tesekkiir ederim.



1. GIRIS

Merkezi sinir sistemine (MSS) Iokosit infiltrasyonu, multipl skeroz (MS) gibi
hastaliklarda gergeklesen bir olgudur ve MSS patolojik dejenerasyonlardan
sorumludur. Dolayistyla MSS’ne infiltre eden l6kosit populasyonunun analizi MS’in
patojenik mekanizmalarinin anlasilmasinda ve tedavi etmenlerinin arastirilmasinda
siklikla bagvurulan yOntemlerdendir. Her ne kadar MS’i tetikleyen unsurlar
bilinmesede, MSS yapilarina karsi gelisen otoreaktif T hicreleri ve antikorlarin,
inflamasyon ve doku hasarinin olusmasinda etkin rol aldiginin bilinmesine karsilik,
makrofajlar, mast hicreleri B lenfosit hiicreler ve NK hicrelerinin de etkisi g6z ardi

edilemez.

Son yillarda MS modelinde, hastaligin molekiler mekanizmasini1 anlamada ve Klinik

bulgular1 daha detayli tespit etmede énemli katki saglamaktadir.

MSS’ne infiltre eden 16kosit tiplemesi ¢esitli hastaliklarda kullanilan bir yaklasimdir
ve MS icin de diinyada kullanilmaktadir.

Ancak benzer calismalar Avrupa’da ve Amerika Birlesik Devletleri’nde 6zellikle

MS’in modeli olan DAE ile gergeklestirilmektedir.

Bu ¢alismanin amacinda MS’in deneysel hayvan modeli olan DAE modelinde, beyne
sizan lokosit popullasyonunu tanimlamak Uzere gerekli ¢alismalar gergeklestirerek ve
molekiler ¢alismalara ek derinlik kazandiracak arastirma ve analizlerin yapilmasi
amagclanmistir. Immiin aktivasyonda lokositlerin ve alt gruplarmin belirlenmesinde
beyin homojenize hucreleri kullanilmistir. Beyne sizan l6kositler CD45 antikoru ile
tamimlandi.  Polimorfonukleer nétrofiller  (PMN) Ly6G  ekspresyonu ile
tamimlanirken, T lenfositleri CD3 antikoru ile tasvir edildi. CD11b fraksiyonu
monositleri, Ly6C’ler ile makrofajlar, dendritik hicreler (DC) ve enflamatuvar

monositleri kapsayan populasyon belirlenmistir.



11 Multipl Skleroz Tanim ve Tarihgesi

Multipl skleroz (MS), genc eriskinlerde gorulen, merkezi sinir sistemini
(MSS) zayiflatici inflamatuvar bir hastaliktir (Lock ve ark., 2002). Multiple skleroz
1868 yilinda ilk kez Fransiz noéroloji uzmani Jea-Martin-Charcot tarafindan

tanimlanmustir (Murray, 2006).

1916°’da Dr Dawson plaklarin mikroskop ile gosterimi, 1934’de Thomas Rivers
otoimmiin alerjik ensefalomiyelit tablosunun gosterimi, 1981°de ilk defa MRG cihazi

ile MS hastas1 Uzerinde gorintileme yapilmistir (Miller vd., 2003).

MS in sebebi tam olarak aciklanamasada; cevresel, immunolojik ve genetik
faktorlerin neden oldugu diisiiniilmektedir (Gale CR, 1995).

Multipl Sklerozun ilk baslangic asamasinda hastaligin cokturli yapisi yiziinden

Tablol1.1 de gosterildigi gibi bazi hastaliklara benzemektedir.



Genetik Miyelin Adrenolokodistrofi

Hastaliklar
Metakromatik I6kodistrofi

Hiv enfeksiyonu
HTLV-I
Enfeksiyon Hastaliklar Lyme hastalig1
Norosifiliz

Progresif multifokal 16koensefalopati

Sistemik lupus eritematozus
Granulomat6z anjitis
Behget hastalig
Inflamatuar Sjogren hastalig
Hastahiklar
Akut disemine ensefalomiyelopati
Paraneoplastik ensefalomiyelopatiler

Postinfeksiydz ensefalomiyelitler

Poliarteritis nodosa

Granilomatoz Lenfomatoid grantlomatozis
Hastaliklar
Sarkoidoz

Wegener granilomatozu

B12 vitamin eksikligi

Diger Hastalhiklar Kraniyovertebral anomaliler

Spinoserebellar anomaliler

Tablo 1.1: MS’ de ayirt edici tani

MS'i daha ayrintili olarak incelemek icin, deneysel otoimmin (alerjik)

ensefalomiyelit (DAE) adi1 verilen bir hayvan modeli olusturulmustur (Baxter, 2007).




1.1.1 Sikhik ve Epidemiyolojisi

Multipl skleroz (MS), agirlikli olarak ylksek gelirli tlkelerde Kafkas irkini
etkileyen yaygin bir norodejeneratif hastaliktir ve MS'den mustarip olan insan sayisi
son yillarda artmig ve tum dinyada 2,5 milyonu asmistir (Milo ve Miller, 2014).

MS’in diinyada prevelans: 126/100000, insidans1 6.5/100000 olarak ortalama
bildirilmistir (Melcon ark.,2014). Hastaligin sik gorildigi Kuzey Avrupa, seyrek
goriildigi bolge ise Asyadir (McAlpine, 2005).

MS (lkeler arasinda prevelansi farklilik géstermekle birlikte 40-50 derece enlemler
arasinda daha sik gorilmekte olup kuzey ve giiney yarim kirelerde ekvatordan
uzaklastikca sikligi artmaktadir (Hauser ark., 2005). Ulkemizde ulusal bir MS
epidemiyoloji ¢alismamiz olmamakla birlikte Istanbul da yapilan ¢alismada MS
prevelans: 100/100000 bildirilmistir (Eraksoy ve ark., 2013).
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Sekill.1: Multipl skleroz haritasi

MS’de ilk Klinik taninin ortaya ¢ikmasi 20-40 yaslar arasindadir. 2-70 yas
gibi erken yada ge¢ dénemde ortaya ¢ikisi istisnadir. Ailede MS’li olanlar da, beyaz
irkta ve sosyo ekonomik diizeyi yiksek olanlarda ve iliman-soguk iklim kusaginda
olanlarda daha yiksek gorilur. Hastaligin farkli seyir tipleri agisindan tek bir oran
s0z konusu olamamak kaydiyla kadinlar da erkeklere gore gorilme sikhigr 2:1
oranindadir (Hauser vd., 2005; Dobson and Giovannoni, 2013; Siva vd., 2014).



1.1.2 Etiyolojisi

Yapilan ¢alismalar hastaligin etiyolojisi agisindan tam olarak bilinmemekle
beraber, genetik, cevresel faktorler, enfeksiyonlar ve immun sistemin hastalig1 agiga

¢ikarmakta etikili oldugu diisiiniilmektedir (Tavsanli, 2010).

1.1.2.1. Genetik

Hastaligin genetik gecisinde belli bir kalitim paterni gosterilemediginden,
MS’i “hastaliga yatkin kisilerde cevresel tetikleyici faktorlerle karsilagildiginda
ortaya ¢ikan, genetik olarak kompleks bir hastalik” olarak tanimlamak uygundur.

Kardesler ve ikizler Uzerinde ydritulen calismalar MS’e yatkinlikta genetik
faktorlerin etkili oldugunu diisiindiirmektedir (Tavsanli, 2010).

MS riski, 6zellikle ikizlerde, ebeveynlerde ve hasta olanlarin ¢ocuklarinda genel
akrabalik populasyona gore yiksek derecededir (Compston, 2002).

1.1.2.2. Cevresel Etmenler

Multipl skleroz; Kuzey Amerika, Kuzey Avrupa, Yeni Zelanda ve Guney
Avustralya gibi bolgelerde daha sik olmasina karsin, Asya ve tropik bolgelerde daha

nadirdir

Sigaranin MS hastalig1 i¢in risk artisina neden olduguna ve MS de kotl prognoz
olarak etkiledigine dair kanitlar vardir. YUksek sigara icicilerinde bu risk artis1 %70

civarinda rapor edilmektedir (Ascherio A. vd., 2008).

Cevresel etmenler, cocukluk c¢agindan ileri yaslara MS gelisiminde etKi
edebilmektedir. Gogmenler Gizerinde yapilan arastirmada; 15 yasindan sonra farkli
bolgeye go¢ eden bireyin kendi tlkesinde ki duyarliligi korudugu, 15 yasindan Once
yapilan QOcte ise gOcmenin yeni yerlesilen bolgeye yatkinlik kazandigim
gostermektedir.

Kanitlar1 diisiik olmakla, agir stresin de bir risk faktorii olabilecegi diisiiniilmektedir
(Marrie, R.A., 2004).



Yakin gegmiste stresli yasam olaylarinin MS’in tekrarima ve yeni lezyonlarinin

gelisimine neden oldugu gosterilmistir (Ackerman, K.D., 2002).

Fizyolojik stresin MS semptomlarinin %70-80’inde baslangic ve nukste tetikleyici

oldugu 6ne surilmektedir (Warren, 1982).

MS ile dogum mevsimi arasinda ki bir ¢alisma D vitamini ve giines 1s18inin iligkisini
saptamugtir. Ornegin, Mayis ayinda doganlarin Kasim ayinda doganlara gore MS
hastalik sayis1 fazladir (Ascherio, A.vd., 2008).

1.1.2.3. Enfesiyonlar

MS patogenezinde rol oynadigi kanmitlanan mikroorganizma bulunmamakla
birlikte muhtemel enfeksiydz baslaticisi olarak bircok mikroorganizma 6ne
strtlmektedir (Compston, 2002).

Epstein-Barr virts (EBV) enfeksiyonunun hangi mekanizmalarla MS riskini arttirdigi
tam olarak bilinmemekle birlikte hastalik gelisiminde roll oldugu ileri strilmekledir
(Cook, 2004).

EBV ile eriskin yasta enfekte olan bireylerin hastalik riski, daha erken yasta enfekte
olanlara gore daha yiksektir, EBV ile hi¢ hi¢ enfekte olmamis bireylerde risk daha
disiiktiir (Compston 2008; Ascherio 2007).

Kabakulak, kizamikcik ve kizamik MS ile iliskilendirilen diger hastaliklardandir
(Comston, 2008).

1.1.2.4. Bagigiklik Sistemi

Hasaligin olusmasinda immdan sistemin temel rol oynadigina dair birgok
bulgu vardir. Merkezi sinir sistemine sizan ve miyelin antijenlerini taniyan otoreaktif
T hicrelerinin, hastaligin  olusmasinda  birincil  derecede etkili oldugu
diistiniilmektedir (Altintag, 2009).

Santral sinir sistemi icine hiicre goctinde rol oynayan belirleyici faktorler anlasiimaya

calisilmakta, elde edilen verilerden yola ¢ikilarak yeni tedaviler gelistirilmektedir.



Bugunkl  bilgilerimiz  I6kositlerin  doku icine gecisinin, farkli adimlarla
gerceklestigini  gostermektedir. Bu adimlarda rol oynayan faktorler sirasiyla;
selektinler ve ligandlari, kemokinler ve kemokin reseptorleri, integrinler ve hiicre
adezyon molekilleri, matrix metalloproteinazlar (MMP) ve bunlarin doku
inhibitérleri  (TIMP)’dir. Lokosit ve endotel hicresi arasindaki ilk temas
“tethering” olarak isimlendirilen baglanma asamasi1 olup, ardindan “rolling” olarak
adlandirilan hicrenin endotel Uzerinde yuvarlanmasi fazi gelir. Lokosit gocinin
baslangi¢ evresindeki bu reaksiyonlarda selektin ve selektin ligandlari rol alirlar.
Takip eden evrede, kemotaktik faktorler integrinlerin aktivasyonunu tetiklerler.
Integrinlerle, hiicre adezyon molekiillerinin etkilesimleri sonucunda, I6kositler
endotele sikica yapisir ve ardindan endoteli gegerek migrasyonlarini gergeklestirirler
(Sekil 1.2).
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Sekil 1.2: Lokositlerin doku igine gegisi

Aktif demiyelinizasyonun gozlendigi MS lezyonlarindaki inflamatuvar infiltrattan
izole edilen hicrelerin yaklasik %10’u T hicresi, geri kalani ise monosit ve
mikroglialardan kdken alan makrofajlardir (Tavsanli M. ve Altintas A., 2010).

MS’in deneysel hayvan modeli olan DAE’li hayvanlar (izerinde yapilan ¢aligmalarda,
0z antijenler igin spesifik T hicrelerinin hastaligin olusumunu destekleyen bulgular
saglanmistir (Fletcher, 2010).



Saglikli bireyde kan-beyin bariyerlerinin yapisim1 olusturan endotelyal hcreler
arasinda Ki siki baglantilar, naif T hicrelerinin MSS ine girisini engellemektedir.
Buna karsin aktivite T hicrelerinin eksprese ettigi hiicre yiizey proteinleri bariyerleri
agsmay1 ve vaskuler duvara yapigsmayi saglamaktadir. Bu neden MS olusumunda
meydana geldigi distiniilen ilk olgu, saglik bireyle periferik kanda dolasmakta olan

naif T hicrelerinin toleransinda ki kirilma sonucu aktive olmasidir.

Epidemiyolojik ve genetik arastirmalar, MS’in genetik yatkinhiginin yani sira
cevresel faktorlerin etkisiyle muhtemel tolerans kaybi ve miyelin-spesifik T hiicre
aktivasyonu sonucunda meydana geldigini gostermektedir (Goverman, 2011).

Hastaligin gelismesinde T hicrelerin roli oldugu bilinmekle birlikte kronik

gelisiminde NK hicrelerinin de rol aldig1 diistiniilmektedir (Altintas, 2009).

1.1.3 Hastahgm Klinik Seyri

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Multipl Skleroz Dernegi tarafindan 4
klinik seyir tipi belirlenmistir (Lublin, 1996).

1.1.3.1 Atakli-Remisyonlu (RR) MS

MS’in en yaygin tipi olup, ndrolojik fonksiyonlarda gerilemeyle sonuclanan
okut enflamatuvar donemlerle iliskilidir. Aylar hatta yillar stiren hastaliga ait yeni
g6zlemlerin izlenmedigi sessiz periyotlarda izlenen ve énceden tahmin edilemeyen
ataklarla karakterizedir. Uzun dénemde dereceli olarak yeti kaybi gorilse de, ataklar
arasinda hasarlarin tamamen iyilestigi durumlarda benign MS (iyicil MS) olarak
tanimlanmaktadir (Link, 2006).

Hastalarin bir kismi niksler arasinda kismi yada tam duzelmeler gdsterebilmekle
birlikte, RR-MS’li hastalarin biyik kismin da norolojik olarak fonksiyonlarin
kademeli kaybiyla sonuglanmaktadir ve SP-MS olan daha ilerleyici forma
doniismektedir (Gandhi, 2010).



Yetki Kaybi
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Sekil 1. 3: Atakli-Remisyonlu (RR) MS

1.1.3.2 Birincil-lerleyici (PP) MS
Baslangigta ki hastalik belirtilerinden sonra hi¢ gerileme gdstermeyen hastalar

bu simifta olup, MS hastalarinin yaklasik %10-15’ini olusturular (Feinstein, 2005).

PP-MS hastalarin yasi RR-MS’ten daha genc olup 40 yas civarindadir (Compston,
2008).

Yetki Kaybi
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PP-M3
ataklarin gorilmedidi,
strekli artan yeti kaybi (disabilite)

P Zaman

Sekil 1.4: Birincil-Ilerleyici (PP) MS

1.1.3.3 Ikincil-ilerleyici (SP) MS

Baslangigta RR-MS hastasi olanlarin yaklasik %65’i daha sonradan akut
ataklar arasinda hicbir kesin gerileme doénemi olmayan ilerleyici nérolojik yeti

kaybmin gériildiigii SP-MS formuna dontistir (Lublin, 1996; Compston, 2008).



Hastalik baslangici ile RR-MS’ten SP-MS’e doniisiim ortalama 19 yilda olur
(Pittock, 2008).
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Sekil 1.5 : Ikincil-Ilerleyici (SP) MS

1.1.3.4. Atakli-Ilerleyici MS

Hastaligin baslangicindan itibaren ndrolojik olarak surekli gerilemenin
goriildiigii ve aynm1 zamanda Uzerine eklenen ataklar ile kendini gosteren MS tipleri

icinde en az gorulenidir (Pittock, 2008).

A Yetki Kayb
Atakli-ilerleyici MS

Baslangictan itibaren
ust dste gelen ataklarla

/j seyreden strekli kétilesme

Sekil1.6 : Atakli-Ilerleyici MS

Zaman

1.2 Deneysel alerjik ensefalomiyelit

MS’in imminpatogenezin aydinlatilmasi ve arastirilmasi agisindan farkli

deneysel modeller gelistirilmistir.
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Deneysel otoimmun(alerjik) ensefalomiyelit, bu ama¢ ile kullanilan ve farkli
hayvanlarda c¢esitli antijenik yapilar ile olusturulan genel bir  tanimlamadir.
Hastaligin patogenezinin anlagilmasi ve tedavi seceneklerinin arastirilmasi amaciyla

farkli hayvan tlrlerinde olusturulabilmektedir (Mix E, 2008).

Modeli olusturma temelleri 1888’de Louis Pasteur’'un tavsanda kuduz asisi

sonrasinda paralizi gelistigini gostermesiyle atilmistir (Baxter AG., 2007).

Hayvanlarda otoimmin kokenli paralitik tablo icin ¢oklu enjeksiyonlar gerekirken,
1942’de Freund tarafindan bulunan, parafin yag: ve inaktive edilmis Mycobacterium
tuberculosis karisimi (Freund adjuvan) uygulanmasi ile enjeksiyon sayisi azaltilarak
DAE gelistirebilmek miimkiin olmustur (Freund J., 1942).

Adjuvan maddeler 80 yil1 agkin suredir immin yanit1 artirmak i¢in asilarda kullanilan
maddelerdir. Daha az antijen ve enjeksiyon uygulanarak immin gelisimini

saglamaktadirlar ( Brunner R., 2010).

Pertussus toksin (PT) ise DAE’nin daha kolay olusturulmasini saglayan adjuvan bir
madde olup in vivo olarak glukoz regulasyonunun bozulmasi, l6kositoz, adjuvan
aktivite ve kan-doku gegirgenliginde artis, vazoaktif ajanlara duyarlilik  gibi
fizyolojik yanitlar ortaya g¢ikarir (Luc, 2008). DAE de MSS’nin farkli antijenik
yapilara kars1 gelisen otoimmdiin yanitin igerigi birbirinden farkli olmaktadir. DAE’de
izlenen lezyonlarin dagilimina ait ¢esitlilik MS de farkli alt tiplerin anlasilmasina
yardimci olabilir ( Mix E., 2008).

C57rBLG Farelerde DAE indi'ﬂ:siyunu

- kuyruk zayifige

'] 2- arka bacaklarda
o BT
Z-arka bacaklarda feig

N A A durumu
MIOLREED S AT 4 &n we arka uzuvdarin
Pertusis toksin sy et g

~—A

Sekil 1.7 : DAE olusumu ve skorlama tablosu
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1.3 Deneysel alerjik ensefalomiyelit olusturan antijenler

Miyelin kilifindaki baz1 proteinlere kars1 inflamatuar cevap olusabilmektedir
(Sriram, 2005). Proteolipid protein (PLP), myelin basic protein (MBP), miyelin
oligodendrosit glikoprotein (MOG), miyelin associated glikoprotein (MAG) ve S-
100 proteinlerine kars1 gelisen reaksiyon farelerde immin yanita ve paralitik
hastaliga neden olabilmektedir (Allegretta M, 1990; Hohlfeld R, 1995).

Miyelin tabaka

€5

Oligodendrosit

Sekil 1.8 : Myelinin yapisal proteinleri (Hemmer vd., 2002)

Hayvanlarda tekrarlayan, tek fazli ataklar ile seyirli ya da ilerleyici 6zellikli
olacak sekilde farkli modeller olusturulabilmektedir. Hayvan modelleri olusturmada
fare, sigan, kdpek, tavsan, domuz, koyun, makak maymunlar1 gibi farkli hayvanlar

kullanilabilmektedir (Baxter AG., 2007).
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Patolojik 6zellikler

Multipl perivaskiler mononukleer
inflamasyon odaklari, kronik olanlarda
demiyelinizasyon icerebilir

Perivaskulerlenfosit, monositve nadiren
granulosit infiltrasyonu

Tablo 1.2: DAE Orneklerinin farkl: tirlerinde ki patolojik 6zellikleri (Baxter
AG.2007 revize edilmistir.)

DAE modellerinin miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG) antijeni
kullanilarak yapilmasiyla, sadece otoimmin T hicre yaniti degil yatkinligin olmasi
halinde demiyelinizasyon yapabilecek otoantikor yanitininda indiiklendigi

gorilmiistiir.

Bu DAE modeli hem T hem de B hiicre aktivasyonunu birlikte saglayan tek
modeldir. MOG antijenine kars1 gelisen antikor varliginin demiyelinizasyonun
yaygmligin artirdigi ve klinik bulgularda artisa neden oldugu fare, sican ve primat
modellerinde gosterilmistir (Gold R, 2006).

14 Multilp skleroz immiinpatogenezindeki hiicre gruplari

Hastaligin ilerlemesi, beyin ve omuriligin iginde aksiyel hasar ve
dolayisiyla duyusal ve motor bozukluk, ataksi, spastisite, yorgunluk ve kognitif
bozukluk gibi klinik semptomlarla sonuclanan birden fazla enflamatuvar ve
demiyelinizan lezyon varlig ile karakterize edilir (Pierson vd., 2012).

MS'in otoimmiin 0Ozellik tasidigi kabul edilmektedir ve Onemli bir

enflamatuvar bileskeni vardir.
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Gecgen on yillardaki yogun arastirmalara ragmen, hastaligin bagslangic1 ve
ilerlemesinin kesin mekanizmalar1 halen bilinmemektedir.

En yaygin kabul gbren glincel konsept sematik olarak Sekil 1'de
gosterilmektedir. Buna gore, bagisiklik sisteminin ¢oklu bilesenleri ile MSS'nin
elemanlari arasindaki etkilesim, MS patogenezini belirlemektedir. Kisaca, periferal
T hicreleri bakteriyal, viral veya baska bir enfekte antijen veya bir superantijen
tarafindan aktive olurlar. Yukarida bahsedilen enfeksiyoz ajanlar ve sigara gibi
bilesenler de dahil olmak (zere, genetik, diyetsel ve gevresel faktorler, bu olaylara
katkida bulunur (Dendrou vd., 2015).

Bu antijenler bazi MSS antijenleri ile molekiler benzerlik gostermektedir

(Sospedra ve Martin, 2005). Aktive olan CD8*-T hiicreleri, enflamatuvar sitokinler
uretebilir ve aktivasyon neticesinde Thl (IFN-y Ureten) veya Th17 hiicrelerine (IL-

17, 1L-22, 1L-21) veya her ikisine birden déniisebilirler. Aktive olmus olan CD8%-T
hlcreleri, gesitli integrinlerin ekspresyonlarini da diizenleyerek Kan-Beyin Bariyerini
(KBB) gecebilirler. Boylelikle gegirgenligi artmis olan KBB’den kemokin
salimmmlarmin da etkisiyle birlikte B hicreleri ve monosit/makrofajlar gibi diger
bagisiklik hticreleri de MSS’ne go¢ ederler veya sizarlar (Barnett et al., 2006;
McFarland ve Martin, 2007; Cusick vd., 2013; von Bidingen vd 2015). Orada,
muhtemelen miyelin antijenlerinden tiretilen, MSS’nde ikametgah eden veya
gocmen antijen sunan hiicreler (APC) tarafindan sunulan miyelin kdkenli antijenler
ile karsilagirlar.

Bunlar makrofaj/mikroglia ve bazi durumlarda dendritik hiicreler veya astrositler
olabilir. Bu antijenler ile karsilastiklarinda, otoreaktif T hicreleri tekrar aktive olurlar
ve komsu bagisiklik veya sinir hucrelerini aktive ederek daha fazla enflamatuvar
hlcrelerin MSS’ne gocuni saglarlar. Miyelin, bu hiicreler tarafindan fagositize edilir
(Barnett vd., 2006).

Himoral bagisiklik tepkisinin unsurlar1 ve ¢0zunir aracilar, kompleman
aktivasyonu, dogrudan yoluyla patolojiye katkida bulunurlar. Aktive olan MSS-
yerlesik mikroglia ve astrositler ile birlikte bu giren hicreler, dogrudan hiicre temasi
iliskili mekanizmalar vasitasiyla ve ¢ozinir enflamatuar ve norotoksik aracilarin
etkimesi ile (sitokin sitotoksisitesi, nitrik oksit, reaktif oksijen ve azot tirleri )
oligodendrosit (ODC) hasari, demiyelinasyon ve noroaksonal yaralanmalari
tetiklerler (Hemmer ve ark. 2006; Fletcher ve ark., 2010; Heneka vd., 2014).
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Bunun sonucu miyelinin tahrip olmasi, tekrarlayan ataklardan dolay: rejenerasyon
potansiyelinden kismen yoksun olmasi, aksonlarin kismen miyeloidden yoksun
olmasi1 ve kismen de metabolik hasar yoluyla trofik desteginden mahrum kalmasi
nedeniyle aksonlarin dejenerasyona ugramasi ile ilerleyen stregte bu hasarlar
skleroz adi verilen plaklarin olusumuna neden olur (Piaton vd., 2009; Wu ve Tsirka,
2009, Mikita vd., 2011).
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Sekil 1.9: MSS disinda 'bagislk'h'k sisteminin duzensizlikleri ve otoreaktif T ve B

hlcrelerin gevresel sistemde aktive olmalar1 ve MSS icerisine bagisiklik sistemi

hicrelerinin infiltrasyonu neticesinde enflamatuar multipl skleroz olusumu (APC=

Antijen Sunan Hicre; CD8-MAIT hiicresi= CD8*-T Hiuicresi Degismez Mukoza
Mliskili; FDC=Folikuler Dendrit Hiicresi; IFNy=Interferon-y; IL-17=Interl6kin-17;
NO=Nitrik Oksit; RNS=Reaktif Nitrojen Turleri; ROS=Reaktif Oksijen Turleri;
TH1 Hiicre=T Yardimci 1 Hiicre) (Dendrou vd., 2015’ten alinmastir).

DAE, MS ozelliklerini ¢ogunu taklit eder ve tim kisithiliklarina ragmen,
hastalig1 in vivo olarak incelemek icin en iyi ara¢ olmaya devam etmektedir (Yong,
2004; Gold vd., 2006). MS'de oldugu gibi, DAE progresyonu da MSS'in de
periferik hicrelerin infiltrasyonu ve birikimiyle karakterizedir (Muller vd., 2000).
Bu nedenle, MSS’ne infiltre eden hiicrelerin izolasyonu ve analizi MS / DAE
patogenez mekanizmalarii1 anlamak igin vazgecilmez bir adimdir (Huppert vd.,
2010). Santral sinir sistemine (MSS) lokosit infiltrasyonu MS gibi bazi patojenik

kosullar altinda olusur ve ¢ogu zaman ciddi bozukluklarla sonuglanir.
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Dolayisiyla, bu sekilde MSS’ne infiltre eden hiicre popiilasyonlarinin izolasyonu
ve analizi, alttaki patojenik mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in 6nemlidir (Schmitt,
vd.,2012).

Kan-beyin bariyerinin (KBB) biitiinliigii, MSS icine ve disina besin maddeleri ve
hicresel arabulucularin normal gecis islemlerini belirler ve bu nedenle saglikli
bireyin dnemli bir 6zelligini temsil eder.

Bununla birlikte, baz1 durumlarda, KBB'nin bozulmas: ciddi islevsizliklere neden
olur. KBB yikimi Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, beyin enfeksiyonlari,
inme, epilepsi ve multipl skleroz (MS) ile iliskilendirilmistir (Wong vd., 2013).
MSS’ne sizan toplam I6losit sayisi ile DEA siddeti ve hastaligin progresyon evresi
arasinda gucli bir korelasyon varligi gosterilmistir (Guinti vd., 2003). Ornegin,
DEA olusturulan hayvanlarin MSS’nde en fazla miktarda T hicresi hastaligin en
yuksek skorunda tespit edilmistir (Skor 3,5-4).

15 Multipl sklerozda dogal bagisiklik elemanlari

Bagisiklik sisteminin kazanilmis ve dogal olmak Uzere iki alt grubu vardir.
Kazanilmis bagigiklik sistemi, erken donem sonrasi devam eden immin
reaksiyonlardan sorumludur. Dogal bagisiklik sistemi ise enfeksiydz ajan ve
nonenfeksiy0z yapilara kars1 immiin yanittaki erken reaksiyonlari olusturmaktadir.
Dogal bagisiklik sistemini olusturan ana yapilar; fiziksel ve kimyasal bariyerler
(6rnegin epitel dokusu ve epitel ylzeyinde sentezlenen bazi molekuller), fagositik
hicreler (notrofiller, makrofajlar) ile NK (dogal 6ldurict) hicreleri, mast hiicreleri,
kompleman sistemi ve diger inflamasyon aracilar1 gibi protein yapisindaki maddeler,
sitokinler olarak dzetlenebilir.

Dogal immunitenin elemanlar1 mikroorganizmalardaki ortak yapilara 6zguldir ve
yabanc1 yapilara karsi 1yi bir ayirtetme mekanizmasi yoktur. Kazanilmis immunite ile
arasindaki Onemli farklar cesitliliginin smirli olmast ve bellek 6zelliginin
olmamasidir.

Kazanilmig immunitede ise gesitlilik ¢cok fazladir ve genlerin somatik dizenlenmesi
ile yeni reseptorler Gretilebilmektedir. Bellek fonksiyonu vardir. Dogal bagisiklik
sistemi ¢esitli yollarla kazanilmis immiin sisteme ait olan T ve B hicrelerini uyarmak

uzere sinyaller olusturmaktadir (Abbas AK, 2005).
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1.6 Ly-6 Antijenleri

Ly-6 antijenleri glikozilfosfatidilinozitol (GPI) kapli membran glikoproteinler
olup molekiler agirliklar1 15.000-18.000 kDa degisir. Bu antijenler bir multigen
ailesi tarafindan kodlanir. Ly-6 lokusu yapisal olarak iligkili sekiz farkli serotipi
kodlar (Ly-6 A/E, Ly-6B, Ly-6C, Ly-6D/ThB, Ly-6F, Ly-6G, Ly-61 ve Ly-6M).

Ly-6 antijenleri; timositler, kemik iligi hdcreleri, bobrek htcreleri, fibroblastlar,

matur veya immatur T-lenfositler, B-lenfositler ve makrofajlarca sentezlenir.

Beyin, kalp veya karaciger parankim hucrelerince de sentezlendigi bilinmektedir. Ly-

6G, granulositler tizerinde eksprese edilen fonksiyonel olarak 6nemli molekuldar.

Notrofiller gelisimleri boyunca Ly-6G eksprese ederler. Ly-6G" ifade eden hicreler
cogunlukla immatir blastlar, miyelositleriken az oranda notrofiller, makrofajlar ve
lenfositlerdir. Ly-6G"9" ifade eden miyeloid hiicreler ise gogunlukla nétrofillerdir
(Gumley TP. vd., 1995; Biermann H. vd., 1999).

1.7 CD45 Antijeni

Tum cekirdekli hematopoetik hicrelerde eksprese olan CD45 bir
transmembran glikoproteinidir ve insan lIokositlerinde tanimlanmis 5 farkli izoformu
(ABC, AB, BC, B, O) mevcuttur.

T hicrelerinin birden fazla izoform eksprese edebildikleri 6zellikle periferik kanda
bulunanlarin ABC, AB, BC ya da BO izoformlarini igerdigi, B hiicrelerinin ise yiiksek
molekiil agirlikli izoformlar1 (ABC) eksprese ettikleri, monosit ve dendritik
hiicrelerinde diisiik molekiil agirlikli izoformlar1 (B,0) eksprese ettikleri bildirilmistir
(Sewell W A. vd., 1998).

Insanlarda deneyimsiz T lenfositlerin ¢ogu; CD45 yiizey molekiiliiniin 200 kD’luk
izoformunu tagirlar (CD45R#). Bu izoform A ekzonu tarafindan kodlanan bir segment
icerir. Birgok aktive ve bellek T lenfosit ise, CD45’in 180-kD’luk izoformunu tasir
(CD45R9). Bu izoformda A ekzonu splicing islemi ile ¢ikarilmistir (Abbas AK. vd.,
2003).
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Yapilan ¢alismalar CD45’in hem T lenfosit hem B lenfosit, bunlarin yani sira mast
hiicreleri ve diger 16kositlerin aktivasyonunda da rol oynadigimi gostermistir (Visser L.

vd., 1998).

18 CD3 Antijeni

T lenfositleri tanimlayabilmemizi saglayan yiizey isaretleyici gruplardan en
0zgiin olanlar1 kiime farklanma (Cluster of Differentiation = CD) molekiilleri ailesidir.
CD molekiilleri esasinda membran glikoproteinleridir ve immiin yanitin denetimi ve
aktivasyonu agisindan ¢ok onemlidir. Bu molekiiller, antijenler igin reseptdr gorevini
iistlenerek lenfositlerin aktivasyonunu saglarlar ve sinyal iletiminde de gorev alirlar.

Giintimiizde 200’1 askin CD molekiilii tanimlanmustir.

CD3 molekild, T lenfosit icine dogru sinyal iletiminden sorumludur. Antijeni
tantyarak, bu haberi T lenfositin sitoplazma ve g¢ekirdegine ileten molekiildiir. CD3
antijeni erken donem, olgunlasmamis T lenfositlerin ylizeyinde bulunur. Kortikal
timositlerde CD3 tutulumu intrasitoplazmik iken, medulladaki timositlerde CD3
ekspresyonu hiicre zarindadir. Bu antijen normal ve neoplastik T lenfositlerin

tanimlanmasi agisindan da oldukga 6zeldir (Tatsumi Y. vd., 1990; Cho EY. vd., 2001).

1.9 CD11b Antijeni

CD11b antijeni CD11b/CD18 (Macl) integrin heterodimerinin o subunitidir.
Integrin Mac-1" i (CD11b/CD18, aMp2, CR3, iC3bR, Mo-1) olusturmak i¢in CD18
antijenini (integrin B2 subunit) baglamaktadir. CD11b tipl transmembran glikoprotein
olup indirgenmis ve indirgenmemis durumlarda sirasiyla 170 ve 165 kDa
agirligindadir. Hiicre yiizeyinde CD11b zinciri ekspresyonu CD18 antijeni (B2 integrin
zinciri olarak da bilinmektedir) varligina ihtiya¢ duymaktadir. CD11b/CD18 yiiksek
oranda NK hiicreleri, nétrofiller, monositler, dogal 6ldiiriicii hiicreler ve makrofajlarca
eksprese edilmektedir. Mac-1’in ligandlar1 ICAM-1, fibrinojen, faktor X ve 32
IC3b’dir. Mac-1 hem monositler hem de notrofillerin vaskuler endotele adherensinde

anahtar bir rol oynamaktadir (Granchi D. vd., 1998).
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CD11b yapisal olarak periferal kan 16kositlerinin yiizeyinin %50 sinden fazlasinda
eksprese olmakta; 16kosit aktivasyonu sonrast CD11b iceren sekretuar graniillerin
hiicre membranina fiizyonu sonrasi ekspresyonu olugmaktadir. CD11b ekspresyonu
I6kosit aktivasyonunun bir belirteci olarak hem in vivo hem de in vitro temel ve klinik
arastirmalarda kullanilmaktadir (Li N. vd., 2000).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Arastirmada Kullamlan Cihazlar

Deneysel aragtirmalarimiz esnasinda;

Flow sitometri cihazi Navios(Beckman Coulter),
Salinimli rotorlu santriftij(Sigma 1-14),
Vortex(Dragon Lab MXF),

Pipet(Thermo scientific),

Su Banyosu(Nuve, Tlrkiye),

Dispenser(Vitlab simplex, Germany),

212 Arastirmada Kullanmilan Kimyasallar

Freund’s adjuvant complete(Sigma, F5881),

Gliserol(Sigma, G2289), Ketamin,

Klorofrom(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),

Etanol (Riedel, 071029) (%70 konsantrasyonu),

Kalsiyum ve Magnezyum igermeyen fosfat tamponlu salin PBS (Sigma-
Aldrich,USA)

Ficoll(Lonza, USA)
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2.1.3 Arastirmada Kullamlan Kitler

Izolasyonu saglanan beyin drneklerinde hiicre yiizey ekspresyonlarmi saptamak
amactyla -CD45 FITC,- CD 3 PerCP-Cy5.5,-Ly6G APC,-Ly6C PE-Cy7,-CD11b PE

monoklonal antikorlariyla boyama yapilmustir. (Tablo 3-1)

Monoklonal Antikor Renk Firma
CD 45 FITC (BD, San Jose,CA)
CD3 PerCP-Cy5.5 (BD, San Jose,CA)
Ly 6G APC (BD, San Jose,CA)
Ly6C PE-Cy7 (BD, San Jose,CA)
CD 11b PE (BD, San Jose,CA)

Tablo 2.1: Hiicre ylizey boyamada kullanilan monoklonal antikorlar

Bunun igin tuplere, 6nceden titrasyonu yapilarak uygun miktarlari belirlenen florasan
isaretli monoklonal antikorlar ve Gzerine 100ul beyin izolasyon 6renegi eklenmistir.
Tupler vorteks ile karistirildiktan sonra oda sicakliginda ve karanlikta 20 dk inklbe
edilmistir. inkiibasyon sonras1 2 ml PBS eklenen tiiplerin 1200 devirde 5 dakika
santrifuji takiben st sivilar uzaklagtirilmig ve tekrar 2 ml PBS eklenerek 1200

devirde 5 dakika santrifilj edilmistir. Ust sivilar1 uzklastirilmasim takiben tiiplere 500

mikrolitre 1soFlow Sheath Fluid sivisi eklenmis ve Beckman Coulter NAVIOS

cihazinda degerlendirilmistir.
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2.14 Deney Hayvanlar

Bu calismada KOBAY A.S.Deney Hayvanlar1 Uretim Laboratuarindan temin
edilen 6-8 haftalik C57BL/6 fareleri kullanilmistir. Hayvanlarin bakimi Pamukkale
Universitesi Deneysel Arastirma Biriminde yapilmustir. Her kafes icerisinde en fazla
3 hayvan barindirilmistir. Yiyecek igecek smirlamast yapilmamistir. Kafes ve
ortamlaria uyum saglayabilmeleri icin fareler deneye baslamadan bir hafta dnce
laboratuara getirilmistir. Hayvan deneyleri icin gerekli etik kurul onayr Pamukkale
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurul Birimi’nden almmistir(PAUHDEK-
2015/021).

Sekil 2.1: Farelerin gunlik skor ve gozlemlemeleri
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2.1.5 Akan Hicre Olger

Akan hcre 6lcer, bir kanalda hareket eden ¢ok sayida hucrenin granulite, buyiklik
ve floresan yogunlugunu hizli sekilde Olcen elektronik bir sistemdir (Kipps TJ, 1995).
Hucreler akan hicre 6lgerde okutulmadan once floresan boyalart ile baglanmalari
saglanir ve Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) ile okutulur. Bu floresan molekiller lazer
1sinin1 absorbe ederek uzun dalga boyunda 1sin sacarlar. Sagilan 1sinlar ayna ve filtre
sistemlerinin yardimiyla detektorlerle toplanarak optik sinyaller alimir. Bu optik
sinyaller elektronik sinyallere donistiiriilerek bilgisayara datalart aktarilir ve

hicrelerin verisel analizi yapilir.

Akan hicre olcer sistemi, optik, lazer 1s1k kaynaklari, elektronik ve bilgisayar
sistemi olmak Uzere dort bilesenden olusmaktadir. Akim sistemi 6rnek sivinin
“hidrodinamik focus” ilkesine gore aktigi sistemdir. Bu sistem ile hiicreler akim
odas1 denilen ana kisma gelirler ve burada lazer 1sm ile ¢arpisirlar. Lazerler tek
renkli 1s1k kaynaklaridir. Akim sitometrede en ¢ok kullanilan lazer 151k kaynagi
‘Argon iyon lazer’dir. Bunlar 488 nm dalga boyunda isin yayarlar ve birgok
florokrom tarafindan emilirler. Elektronik sistemde, her hiicreden sagilan 1sinlarin
sinyalleri elektronik voltaj atimlarina gevrilir ve her sinyalin yukseklik, alan, genislik
boyutlart depo edilen dijital sinyallere doniistiiriiliir. Optik filtreler, belirli dalga
boyundaki 1sinlarin ge¢cmesini saglarken belirli dalga boyunun altindaki veya
ustiindekilerin gecmesini engelleyerek filtrelerler. Bilgisayar sisteminde optik ve
elektronik sistemce sagilan 1ginlar ve floresan, elektrik sinyallere gevrilir ve bu bilgi
dijital dataya cevrilerek bilgisayarda analiz edilmek Uzere aktarilir (Alice Longabardi
Givan, 1992; Pruitt S.C., ve ark., 2004).

216 Antikorlarin baglanma ve boyama sekli

Primer antikorlar belirli bir antijenik yapiyr (karbonhidrat, protein, yag)
hedeflemektedir. Ozgiin olarak isaretli degildirler. Yiksek 6zgiillikte olan poliklonal
veya monoklonal antikorlar seklindedirler. Sekonder antikorlar problarla isaretli olup,
primer antikorlara baglanan antikorlardir. Antikorlar farkli florokrom maddelerle
baglanarak degisik dalga boyunda ve farkli renklerde floresan sinyaller
olusturmaktadirlar (FITC: yesil, PE: turuncu...gibi) (Sun T., 2008) (Tablo 2.2).
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Florokrom Eksitasyon Maks.(nm) [Emisyon Maks.(nm) Renk

Propidium iodide 488 620 Kirmizi
Peridinin Chlorophyll (PerCP) 488 670 Kirmiz
Flurescein isothiocyanate (FITC) 494 517 Yesil

Phycoerythrin(PE) 495 576 Turuncu
Rhodamine 545 575 Turuncu
Texas red 596 615 Kirmizi
Phycocyanin 620 655 Kirmizi
Allophycocyanin 620 660 Kirmizi
Cyanin5 633 670 Kirmizi

Tablo 2.2: Florokrom maddelerin renkeri ve dalga boylar1 (Sun T. 2008)

Akim sitometrede hiicreler iki sekilde isaretlenerek boyanabilmektedir. Direkt
boyama; ornekler florokrom bagli spesifik bir antikorla inkiibasyonu yapilir. Negatif
kontrol ise nonspesifik bir antikor ile ve 0Ozgll antikorun benzer florokrom ile

isaretlenmis izotipi ile yapilir.

Indirekt boyama; 6rnekler isaretlenmemis tipik bir antikorla inkiibasyonu yapilir
ve yikama sonrasi florokrom isaretli sekonder antikorla tekrar 6rnek inkube edilir. Ayni
zaman da negatif kontrol 6rnegi alinarak baglanmamis izotip esli nonspesifik primer
antikorla isaretlenir. Buradaki primer antikor da florokrom ile konjuge sekonder
antikorla isaretlenmistir (Macey MG, 2007) (Sekil 2.2).

Direkt isaretleme

Flarckrom-1 isaretli antikarun yizey antijen-1'e Florokrom -2 igareth antikorun yuzey
baglanmasi antijern-2's baglanmas
3\ '('
4
\ /
LY
'\\I /f
\.\ '{f
\ _ /
\I\ / .‘J,
‘ '
B\ < b
indirekt i;aretleme Florokrom isareth sekonder antikor
[
|
i N
Isaretlenmernis primer antikorun yizey antijening — -{—}-.:1
baglanmas N

Sekil 2.2: Direk ve indirek antikor baglanmasi1 (Macey MG, 2007)
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2.2 Ydntem

2.2.1 MS modeli (Deneysel Alerjik Ensefalomiyelit- DEA) olusturulmasi

C57BL/6 farelerinde DAE’ye sebep olmak igin bilinen ve labimizda rutin
uygulan metod kullanmilmistir (Zheng ve dig. 2008). Bunun igin %95 safliktaki
Miyelin  Oligodendrosit Glikoprotein 35-55 aminoasit peptit (MOG35- 55),
Mycobacterium tuberculosis (1s1 inaktive edilmis) ve Freund adjuvan kullanilmistir.
Freund adjuvan ile emdlsifiye 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. 33 gln boyunca deney hayvanlari her gin kontrol edilmis ve
gosterdikleri davraniglar 5 basamakli bir 0Olcek kullanilarak belirlenmistir. S6z
konusu gozlemlerde video kaydi yapilmis ve her gun 6lgege gore skorlama islemi

kaydedilmistir. Kullanilan 6l¢ek asagidaki Tablo 2.3 de verilmektedir.

Skor Gozlenen etki

0 Herhangi bir etki yok

Crae,

1 Kuyruk zayiflig

Ay

2 Arka uzuvlarda zayiflik ve anormal yiriime

—— =%

3 Arka uzuvlardan 1 ya da 2 tanesinin tamamen felci

—= ¥

4 On ve arka uzuvlarin felci
— i
5 Can g¢ekisme-6lum

Tablo 2.3: MS takibinde kullanilan skorlama tablosu (Zheng ve dig. 2008).
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2.2.2 Deney ve Kontrol Protokoli

2.2.1. de anlatildigi sekilde deneysel alerjik ensefalomiyelit modeli
olusturulmustur. 9 adet C57BL/6 farede DAE olusturulurken 10 adet C57BL/6 fare
ise kontrol olarak kullanilmistir.

2.2.3 Dokularin temini

Deney islemleri slireci sonunda fareler izofuran kullanilarak derin bir sekilde
anestezi edilmistir. Analizler icin 6nemli bir unsur, MSS (beyin) numulerinin olasi
periferik kan htcreleri ile kontaminasyonunu Onlemektir. Bu amagla, ilk olarak

normal salin sollisyonu ile hayvanlarin kardiyak perflizyonu gergeklestirilmistir.

Takip eden asamada fareler dekapite edilmis, beyin kafatasindan ¢ikarilmis ve PBS

cozeltisi icine alinmustir.

2.24 Dokularim Homojenize edilmesi

Bir keskin ve steril jilet kullanarak beyin dokular1 kii¢lik parcalara (yaklasik 1
mm) kesilmis ve 15 ml bir Falcon tlpiinde toplanmistir. K¢k olarak pargalanmis
doku pargalart mekanik olarakta homojenize edilmesi amaciyla 2 cc kadar PBS doku
homejenizator havanina konulup, beyin dokular1 igine katilmigtir ve 5 ile 10

kere yaklasik olarak cek ver islemi yapilarak homojzenizasyon islemi saglanmis oldu.

2.25 Dokulardan I6kosit izolasyonu ve saflastirilmasi

Saglanan homejenizasyon ile yaklasik 4 cc kadar PBC ile homejenize hcre
cozeltisi elde edilmis olur. 15 ml lik falcon tlp alinr. Falcon tlpe 1:1 oranini

saglamasi agisindan 4 cc kadar ficol sivisindan konulur.
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2. Asamada elde edilen homojenize beyin ¢ozeltisini falconun Gstlinden pastor pipet

yardimui ile sizdirma yapilarak ficollin Gstiinde tabaka olusturulur.
Bu tlpler 25 dk 2500 rpm (600g) de frensiz olarak santriftj edilir.

Hicreler yaklasik 33 dk sonra santrifujden ¢ikinca 15 ml lik falcon tupte ficoll
yuzeyine yapigsmis olarak gorullr, tlpler sarsilmadan bu yiizeyden lenfositler pasteur
pipet ile cok dikkatlice bos bir 15 mli lik falcon tiipe alinir. Uzerine 5 ml PBS eklenir
1500 rpm de 5 dk santrifiij edilir.

Santrifllj sonunda siipernatant atilir ve pelet flow sitometri boyamasi i¢in hazir hale

i

8 cc 8 cc

gelir.

Homojenize

hiicreler 600Xg, 25 dakika Ficoll

2500rpm, Frensiz

4 cc dcc"'

Homojenize
hiicreler

N4 N4

Sekil 2.3: Erigkin fare beyin immin hiicre izolasyonu ve ficoll gradyan semasi

Ficoll

226 Istatiksel analiz

Calismada gerceklestirilen tim deneylerin sayim ve analizleri NAVIOS
Software ve Kaluza Analysis Flow Cytometry Software Version 1.3 yazilimi

kullanilarak yapilmistir.

Verilerin istatiksel analizleri SPSS 21 programu ile yapilmis ve gruplar arasi farklarin
degerlendirilmesinde non-parametrik Mann-Whitney U testi, grup ici parametlerin

degerlendirilmesi i¢in Wilcoxon testi kullanilmistir. P<0.05 anlamli kabul edilmistir
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3. BULGULAR

3.1  Deneysel alarjik ensefalomiyelit olusturulmasi

Hayvanlarda deneysel alerjik ensefalomiyelit indlksiyonu igin %95 safliktaki
Miyelin  Oligodendrosit Glikoprotein  35-55 aminoasit peptit (MOG35-55),
Mycobacterium tuberculosis (1s1 inaktive edilmis) ve Freund Adjuvan kullanilmistir.
33 gin boyunca deney hayvanlari her gin kontrol edilmis ve farelerin gosterdikleri
davraniglar 5 basamakli bir 6lgek kullanilarak belirlenmistir. DAE olusturulan fareler

ve saglikl fareler (kontrol grubu) olarak iki gruba ayrilmustir.

Hastalik Skor-Zaman Takibi

3,5

2,5

SKOR
N

1,5

0,5

Gln

=@=—KONTROL ==@==DAE

Tablo3.1: Skor-zaman grafigi

Deneysel alerjik ensefalomiyelit olusturulan dokuz farenin ortalama hastalik
baslama gunu enjeksiyon sonras1 18,66+1.58 glindir. Ortalama maksimum nérolojik
kotiilesme  skorlart  ise  3.11+£0.22 olarak hesaplanmistir. Fareler tek tek
degerlendirildiginde ise iki hayvanin skoru 3.5’a diger kalan yedi hayvanin ise skor

3’e ulastigin1 gérmekteyiz.
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3.2 Immiinolojik degerlendirme

Immiinolojik degerlendirme icin DAE ve kontrol gurubu farelerin eksize
edilen beyin Orneklerinin flow sitometrik degerlendirme sonuglar1 analiz edilmistir.
Onerilen antikor panelini analiz etmek icin flow sitometri cihazimiz; mavi (488nm),
kirmizi (635nm) ve mor (405nm) renkli lazerlere sahiptir. Besli boyamalarda
(CDD45,CD3,CD11b,Ly6G,Ly6C) flow sitometrik analize uygun olan DAE
grbundan(s=9) ve kontrol (s=10) farelerin 6rnekleri analiz edilmistir. Flow sitometrik
degerlendirmede primer antikorlar ile isaretlenmis Orneklerde Iokositler, T
lenfositleri, polimorfonikleer nétrofiller (PMN), monositler, dendritik hiicreleri (DC)

ve makrofajlarin varlig1 ve orani1 analiz edilmistir.

Beyin immdin hicrelerin yizeyel antikorlar ile boyandiktan sonra flow sitometri
cihazinda okutulup datalarin I6kosit tiplendirilmesi ve alt gruplarin tayininde

kapilama stratejisi sekil 3.1 de gosterilmistir.

ini
e i Ly-6G- CD3- Ly-6Chon
{microglia)
Single (monocytes)
cells CD3+
high
{JLCLE?E tes) (T-cells) CD11b+
— Ly-6C'ow
ke (monocytes, cOC,
(PA) macrophages)

Sekil 3.1. Lokosit tiplemesi icin kapilama stratejisi
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3.21 DAE grubu fare beyinlerinin immun fenotipleri

DAE B1 285
DAE B1 285 - Imported

[Ungated] CD45 FITC / FS INT [CD45 high +]
10004535 - 11384 oY _ CD45 FITC / CD3 PerCP-Cy5.5
] = f 3 Loy e G++ 1 49,647 |
800 0.00% =
= 107 =4
E 600 E‘
t{: % 10"+
00} 2
sy O - s
S 8-~ :0.00%G+- : 50.36
200 1074
o 3 T T e
10° 107 10! 107 10°
CD45 FITC CD45 FITC
[CD45 high +] [CD45 high +]
] CD45 FITC / Ly6G APC _ CD3 PerCP-Cy5.5 / Ly6G APC
YD+ : D+ : 6.52% " 3 v6Ge : CD3+/Ly6G+ : 5.77%] |
0.00% e 0.91% .
10° : 107
(=] :;.«.:_‘-r.- (]
= o %
o 104 r o 10
= Ee 2 3
D D+- : 93.48% CD3-/
10049-00 (ﬁ'-i‘ 100 LY6G- ©
i 49.54%
=Y
¥ A
i T L 5l T i
1o 1a’ 10° 10° 107 10! 10 10°
CD45 FITC CD3 PerCP-Cy5.5
DAE B1 285
DAE B1 285 - Imported
[CD3-/Ly6G-] [CD3-/Ly6G-]
1o CD11b PE / CD3 PerCP-Cy5.5 i CD11b PE / Ly6C PE-Cy7
i 10“? 10?-
"ol P~
3 S
e 1 E 10"
% 10" 5
= ] Co1ibs:994)% | = 1A
2 lcd11b- : 0.049 o | '
T ” ':-"I T
100 10! 102 10° 107 10' 10° 107

CD11b PE CD11b PE

Sekil 3.2 : DAE kontrol 1 beyin hiicresine ait monoklonal antikor dizeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi

DAE grubu 1. fare beyninde ki immun hicrelerin boyamasi ve flow sitometrik analiz
ile degerlendirilmesi sekil 3.2 de gosterilmistir. Elde edilen bu sonuca goére; beyne
sizan l6kosit kapilamas: icin CD45 negatif alan oran1 %11.28, CD45%% pozitif oran
%78.66, CD45P¥"% pozitif bolge orani %9.98 olarak degerlendirilmistir.
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CD45Pa3 pozitif hiicre popiilasyonu olan %9.98’lik bolgeden kapilama ile CD3
pozitif olan alan %49.64, Ly-6G %6.52 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan
bélge %49.54°liik popiilasyondan kapilama ile CD11b %99.41, Ly-6C*"“ pozitif
%47.33 ve Ly-6CPa" pozitif %51.78 orani elde edilmistir.

DAE 2B 287
DAE B1 285 - Imported
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Sekil 3.3 : DAE kontrol 2 beyin hiicresine ait monoklonal antikor dizeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi
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DAE grubu 2. fare beyninde ki immin hicrelerin boyanmasi ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.3 de gosterilmistir. Elde edilen verilere gore;
beyne sizan lokosit kapilamasi icin CD45 negatif alan oram %1.15, CD45%! pozitif
oran %81.19, CDA45Pa pozitif bolge oram %17.58 olarak degerlendirilmistir.
CD45Pa"3 nozitif hiicre popiilasyonu olan %17.58’lik bélgeden kapilama ile CD3
pozitif olan alan %54.65, Ly-6G %1.17 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan
bolge %45.09’lik popiilasyondan kapilama ile CD11b %98, Ly-6C®k pozitif
%45.79 ve Ly-6CPa" pozitif %51.35 orani elde edilmistir.

DAE B3 189

DAE B1 285 - Imported
[Ungated] CD45 FITC / FS INT [CD45 high +]
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Sekil 3.4 : DAE kontrol 3 beyin hiicresine ait monoklonal antikor dizeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi
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DAE grubu 3. fare beyninde ki immdin hiicrelerin boyanmasi ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.4 de gosterilmistir. Elde edilen verilere gore;
beyne sizan ldkosit kapilamasi igin CD45 negatif alan oran1 %0.31, CD45% pozitif
oran %91.08, CD45P*& pozitif bolge oram1 %8.13 olarak degerlendirilmistir.
CD45Pa"3 nozitif hiicre popiilasyonu olan %8.13’lik bélgeden kapilama ile CD3
pozitif olan alan %58.06 ve Ly-6G %1.44 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan
bélge %41.15°lik popiilasyondan kapilama ile CD11b %92.47, Ly-6C*k pozitif
%13.81 ve Ly-6CP2" pozitif %50.84 orani elde edilmistir.
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DAE B1 285 - Imported
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Sekil 3.5 : DAE kontrol 4 beyin hiicresine ait monoklonal antikor dizeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi
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DAE grubu 4. fare beyninde ki immun hucrelerin boyanmasi ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.5 de gosterilmistir. Elde edilen verilere gore;
beyne sizan l6kosit kapilamasi icin CD45 negatif alan oran1 %2.12, CD45% pozitif
oran %66.87, CD45Pa pozitif bolge oram %29.44 olarak degerlendirilmistir.
CD45Pa" pozitif hiicre popiilasyonu olan %29.44°liik bélgeden kapilama ile CD3
pozitif olan alan %60.39, Ly-6G %0.18 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan
bélge %38.23’luk popiilasyondan kapilama ile CD11b %99.78, Ly-6C*\k pozitif
%48.21 ve Ly-6CPa pozitif %51.21 orani elde edilmistir.
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Sekil 3.6 : DAE kontrol 5 beyin hiicresine ait monoklonal antikor dizeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi
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DAE grubu 5. fare beyninde ki immin hicrelerin boyanmasi ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.6 da gosterilmistir. Elde edilen verilere gore;
beyne sizan l6kosit kapilamasi icin CD45 negatif alan oran1 %1.51, CD45% pozitif
oran %79.40, CD45P" pozitif bolge orani %19.03 olarak degerlendirilmistir.
CD45Pa" pozitif hiicre popiilasyonu olan %19.03’liik bélgeden kapilama ile CD3
pozitif olan alan %44.81, Ly-6G %1.50 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan
bélge %54.72’lik popiilasyondan kapilama ile CD11b %97.15, Ly-6C*k pozitif
%34.75 ve Ly-6CPa" pozitif %62.66 orani elde edilmistir.
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Sekil 3.7 : DAE kontrol 6 beyin hiicresine ait monoklonal antikor dizeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi
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DAE grubu 6. fare beyninde ki immin hucrelerin boyanmas: ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.7 de gosterilmistir. Elde edilen verilere gore;
beyne sizan l6kosit kapilamasi igin CD45 negatif alan oran1 %0.77, CD45%k pozitif
oran %79.73, CDA45Pa pozitif bolge oram %19.03 olarak degerlendirilmistir.
CD45Pa" nozitif hiicre popiilasyonu olan %19.03’lik bélgeden kapilama ile CD3
pozitif olan alan %45.84, Ly-6G %1.50 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan
bolge %54.43’luk popiilasyondan kapilama ile CD11b %98.43, Ly-6C* pozitif
%32.29 ve Ly-6CP2 pozitif %66.64 oram elde edilmistir.

DAE 7B 293
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Sekil 3.8 : DAE kontrol 7 beyin hiicresine ait monoklonal antikor dizeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi
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DAE grubu 7. fare beyninde ki immdan hiicrelerin boyanmasi ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.8 de gosterilmistir. Elde edilen verilere gore;
beyne sizan l6kosit kapilamasi icin CD45 negatif alan oran1 %1.38, CD45%U pozitif
oran %71.46, CDA45P" pozitif bolge oram %25.59 olarak degerlendirilmistir.
CD45Pa" pozitif hiicre popiilasyonu olan %25.59’luk bélgeden kapilama ile CD3
pozitif olan alan %53.68, Ly-6G %0.27 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan
bélge %46.09’luk popilasyondan kapilama ile CD11b %98.21, Ly-6C¥" pozitif
%43.66 ve Ly-6CP2 pozitif %55.45 orani elde edilmistir.
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Sekil 3.9 : DAE kontrol 8 beyin hucresine ait monoklonal antikor duzeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi
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DAE grubu 8. fare beyninde ki immin hicrelerin boyanmasi ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.9 da gosterilmistir. Elde edilen verilere gore;
beyne sizan lokosit kapilamasi icin CD45 negatif alan oran1 %0.69, CD45%" pozitif
oran %73, CD45P" pozitif bolge oram %26.09 olarak  degerlendirilmistir.
CD45Pa"3 pozitif hiicre popiilasyonu olan %26.09’luk bélgeden kapilama ile CD3
pozitif olan alan %58.76, Ly-6G %2.41 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan
bélge 9%40.23’lik popilasyondan kapilama ile CD11b %98.48, Ly-6C°" pozitif

%46.06 ve Ly-6CPa" pozitif %53.61 orani elde edilmistir.
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Sekil 3.10 : DAE kontrol 9 beyin hiicresine ait monoklonal antikor duizeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi
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DAE grubu 9. fare beyninde ki immin hicrelerin boyanmasi ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.10 da gosterilmistir. Elde edilen verilere gore;
beyne sizan l6kosit kapilamasi igin CD45 negatif alan orani %0.70, CD45% pozitif
oran %90.67, CD45P" pozitif bolge oram1 %8.55 olarak degerlendirilmistir.
CD45Pa"3 pozitif hiicre populasyonu olan %8.55°lik bolgeden kapilama ile CD3
pozitif olan alan %54.87, Ly-6G %1.35 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan
bélge %43.99’lik popiilasyondan kapilama ile CD11b %97.47, Ly-6C*k pozitif
%19.07 ve Ly-6CPa" pozitif %79.20 orani elde edilmistir.

3.2.2 Kontrol farelerinin beyin immun fenotipleri
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Sekil 3.11 : Saglikli kontrol 1 beyin hiicresine ait monoklonal antikor diizeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi
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Kontrol grubu 1. fare beyninden immin hucrelerin boyanmasi ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.11 de gosterilmistir. Elde edilen verilere gore;
beyne sizan l6kosit kapilamasi icin CD45 negatif alan oran1 %2.62, CD45% pozitif
oran %77.33, CD45P" pozitif oran %719.81 olmustur. CD45P¥% pozitif hiicre
populasyonu olan %19.81’lik bolgeden kapilama ile CD3 pozitif olan alan

%72.50 ve Ly6G %0.21 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan bdlge %26.66’lik
popiilasyondan kapilama ile CD11b %0.46, Ly6C*k pozitif %0 ve Ly6CPa"* pozitif

%0 oran1 elde edilmistir.
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Kontrol grubu 2. fare beyninden immdin htcrelerin boyamas: ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.12 de gdsterilmistir. Elde edilen bu sonuca gore;
beyne sizan l6kosit kapilamasi icin CD45 negatif alan oran1 %0.73, CD45% pozitif
oran %81.90, CD45P" pozitif oran %17.22 olmustur. CD45P4% pozitif hiicre
populasyonu olan %17.22’lik bolgeden kapilama ile CD3 pozitif olan alan

%68.02 ve Ly6G %0.34 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan bolge %32.31°lik
popiilasyondan kapilama ile CD11b %0.92, Ly6C*k pozitif %0 ve Ly6CP" pozitif

%0 oran1 elde edilmistir.
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Sekil 3.41 : Saglikli kontrol 3 beyin huicresine ait monoklonal antikor diizeylerini
gosteren flow sitometri ¢iktisi
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Kontrol grubu 3. fare beyninden immin hicrelerin boyamas: ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.13 de gosterilmistir. Elde edilen bu sonuca gore;
beyne sizan lokosit kapilamasi icin CD45 negatif alan oran1 %0.87, CD45% pozitif
oran %83.34, CD45 parlak pozitif oran %15.85 olmustur. CD45P" pozitif hiicre
populasyonu olan %15.85’lik bolgeden kapilama ile CD3 pozitif olan alan
%61.70 ve Ly-6G %1.78 olarak belirlenmigtir. CD3- ve Ly6G- olan bolge
%37.41’lik popiilasyondan kapilama ile CD11b %155, Ly6C® pozitif %0 ve
Ly6CPaak nozitif %0 oran1 elde edilmistir.
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Sekil 3.42 : Saglikli kontrol 4 beyin hiicresine ait monoklonal antikor diizeylerini
gosteren flow sitometri ¢iktisi
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Kontrol grubu 4. fare beyninden immin hicrelerin boyamas1 ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.14 de gosterilmistir. Elde edilen bu sonuca gore;
beyne sizan lokosit kapilamasi icin CD45 negatif alan oran1 %1.39, CD45% pozitif
oran %47.65, CD45P% pozitif oran %50.84 olmustur. CD45P" pozitif hiicre
populasyonu olan %50.84’luk bélgeden kapilama ile CD3 pozitif olan alan

%77.75 ve Ly6G %1.70 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan bolge %21.56’ik
popiilasyondan kapilama ile CD11b %0, Ly6C®!¥ pozitif %0 ve Ly6CPa1% pozitif

%0 oran1 elde edilmistir.
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Sekil 3.15 : Saglikli kontrol 5 beyin hucresine ait monoklonal antikor diizeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi
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Kontrol grubu 5. fare beyninde ki immin hicrelerin boyamasi ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.15 de gosterilmistir. Elde edilen bu sonuca gore;
beyne sizan lokosit kapilamasi icin CD45 negatif alan oran1 %0.44, CD45% pozitif
oran %76.01, CD45P"% pozitif bolge oram %23.38 olarak degerlendirilmistir.
CD45Pa"3 nozitif hiicre popiilasyonu olan %23.38’lik bolgeden kapilama ile CD3
pozitif olan alan %75.37, Ly-6G %3.42 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan
bolge %28.80’lik popilasyondan kapilama ile CD11b %0.58, Ly6C®Y pozitif
%0.00 ve Ly6CPa"& pozitif 960.00 orani elde edilmistir.
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Sekil 3.16 : Saglikli kontrol 6 beyin hiicresine ait monoklonal antikor diizeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi
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Kontrol grubu 6. fare beyninde ki immin hticrelerin boyamasi1 ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.16 da gosterilmistir. Elde edilen bu sonuca gore;
beyne sizan l6kosit kapilamasi icin CD45 negatif alan oran1 %1.01, CD45% pozitif
oran %76.90, CD45P" pozitif bolge orani %22.15 olarak degerlendirilmistir.
CD45Pa"3 nozitif hiicre popiilasyonu olan %22.15’lik bdlgeden kapilama ile CD3
pozitif olan alan %68.84, Ly6G %0.23 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan
bélge %30.68’lik popilasyondan kapilama ile CD11b %0.78, Ly6C®* pozitif
%0.00 ve Ly6CPa" pozitif %0.00 orani elde edilmistir.
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Sekil 3.17 : Saglikli kontrol 7 beyin hiicresine ait monoklonal antikor diizeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi
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Kontrol grubu 7. fare beyninde ki immin hucrelerin boyamasi ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.17 de gosterilmistir. Elde edilen bu sonuca gore;
beyne sizan lokosit kapilamasi icin CD45 negatif alan oran1 %0.65, CD45%!k pozitif
oran %77.91, CD45P pozitif bolge orani %21.21 olarak degerlendirilmistir.
CD45Pa"3 nozitif hiicre popiilasyonu olan %21.21°lik bélgeden kapilama ile CD3
pozitif olan alan %71.21, Ly6G %0.48 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan
bolge %28.32’lik popilasyondan kapilama ile CD11b %0.03, Ly6C®"“ pozitif
%0.00 ve Ly6CPa"% pozitif 960.00 orani elde edilmistir.
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Sekil 3.18: Saglikl1 kontrol 8 beyin hiicresine ait monoklonal antikor dizeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi
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Kontrol grubu 8. fare beyninden immin hicrelerin boyamas: ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.18 de gosterilmistir. Elde edilen bu sonuca gore;
beyne sizan I6kosit kapilamasi icin CD45 negatif oran %0.92, CD45% pozitif
orant %39.99, CD45P% pozitif oran %58.77 olmustur. CD45P% pozitif hiicre
populasyonu olan %58.77°lik bolgeden kapilama ile CD3 pozitif olan alan %66.94,
Ly-6G %1.76 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly6G- olan bolge %32.46’lik
popiilasyondan kapilama ile CD11b 9%0.43, Ly-6C®“ pozitif %0.01 ve Ly-
6CPak pozitif %0.00 orani elde edilmistir.
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Sekil 3.19: Saglikli kontrol 9 beyin hiicresine ait monoklonal antikor dizeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi
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Kontrol grubu 9. fare beynindeki immin hicrelerin boyamasi ve flow sitometrik
analiz ile elde edilen sonuca gore; beyne sizan I6kosit kapilamasi icin CD45 negatif
bolge oran1 %3.36, CD45%° pozitif bolge oran1 %85.69, CD45P¥% pozitif bolge
oram %10.63 olmustur. CD45P¥% pozitif hiicre popilasyonu olan %23.24’lik
bélgeden kapilama ile CD3+ olan alan %70.88, Ly-6G+ %0.50 olarak belirlenmistir.
CD3- ve Ly-6G- olan bolge %28.78’lik popllasyondan kapilama ile CD11b +
%3.66, Ly-6C*"" pozitif %0.00 ve Ly-6CP¥"% pozitif %0.00 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.20: Saglikli kontrol 10 beyin hiicresine ait monoklonal antikor diizeylerini

gosteren flow sitometri ¢iktisi
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Kontrol grubu 10. fare beyninden immiin hicrelerin boyamasi ve flow sitometrik
analiz ile degerlendirilmesi sekil 3.20 de gosterilmistir. Elde edilen bu sonuca gore;
beyne sizan l6kosit kapilamasi icin CD45 negatif alan oran1 %1.74, CD45% pozitif
oran %74.33, CD45P*% pozitif oran %23.24 olmustur. CD45P*% pozitif hiicre
populasyonu olan %23.24’luk bélgeden kapilama ile CD3 pozitif olan alan

%76.48, Ly-6G %1.48 olarak belirlenmistir. CD3- ve Ly-6G- olan bolge %23.14’1ik
popiilasyondan kapilama ile CD11b %0.56, Ly-6C** pozitif %0.02 ve Ly-6CPaiak
pozitif %0.02 oran: elde edilmistir.

2,15+3,28 1,37+0,94
CD45parlak 18,16+7,51 26,31+15,62

1,82+1,78 1,19+1,03
Ly6Csoluk 36,77+12,12 0,00+0,00

Tablo 3.2: Flow sitometri hiicre oranlar1 DAE (n=9), Kontrol (n=10)
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Lokosit kapilamast agisindan CD45 ile boyanma paterni goriilmiis ve hicrelerin
oranlar1 ¢ikarilmigtir. DAE ve kontrol grubu hicrelerin immin alt gruplarinin
oranlari; ortalama, standart sapma degerleri hesaplanmis ve grafikleri olusturularak
karsilastirilmalar1 saglanmistir. Mikroglial hiicrelerin ayrimi CD45P2" pozitif bolge
ile yapilarak bu kapilama ile elde edilen T hicre serisini temsilen CD3 +’lik degerler,
kontrol grubu beyin hiicrelerine gore kismi disiikliigii anlamli saptanmigtir (p<0.05).
Monositik seri icinde DAE grubunda ki CD11b+ populasyonunda, Ly-6C+’lerin
kontrol grubuna gore yiiksekligi istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Nétrofil seriyi

temsil eden Ly6G paternin kontrol grup ile arasinda anlaml bir fark bulunamamustir.

a)

&0

T0
60

a0

D3+ (%)

30
20|
10

DAE KONTROL

b)

CD11b+ (%)

DAE KONTROL

Sekil 3.21: DAE ve kontrol grubunda ki érneklerin a) CD3+ ve b) CD11b hiicre

oranlarinin karsilastirilmasi. ((*):p<0.05)
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Ly6Clow (%)

DAE KONTROL

b)

Ly6C high(%)

DAE KONTROL

Ly6G+ (%)

DaE KOMTROL

Sekil 3.22: DAE ve kontrol grubunda ki 6rneklerin a) LyC'®"b) LyC"9"ve ¢)LyG

hiicre oranlarinin karsilastiriimasi. ((*):p<0.05)
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4. TARTISMA

Kan-beyin bariyerinin (KBB) biitiinliigii, cesitli besinlerin ve hicresel
aracilarin merkezi sinir sistemine gecislerini dogrudan ve dolayl olarak belirler ve
bu nedenle saglikli bireyin dnemli bir 6zelligini temsil eder. Bununla birlikte, bazi
durumlarda KBB'nin bozulmasi, ciddi fonksiyon bozukluklarina yol agar. Literatiirde
multipl skleroz yanisira alzheimer, parkinson, inme ve epilepsi ile KBB biitiinliigii
arasinda bir ilski oldugu ve bu patojenik durumlarda KBB biitiinliigiiniin bozuldugu
bildirilmistir (Wong vd., 2013). Biz de bu ¢alismamizda Multipl skeroz hastaliginin
ayrintili  olarak incelendigi deneysel hayvan modeli olan Deneysel alerjik
ensefalomiyelit (DEA) modelinde beyne infiltre eden immin hiicrelerini karakterize
ederek MS patojenitesinde diizey belirlemede bir markor olarak kullanilabilirligini
tespit etmek istedik.

Son yillarda yapilan yogun arastirmalara ragmen, hala MS’in baglangig¢ ve
ilerlemesinin kesin mekanizmalar1 bilinmemektedir. MS'yi daha ayrintili olarak
incelemek icin deneysel bir otoimmiin ensefalomiyelit (DAE) ad1 verilen bir hayvan
modeli olusturulmustur (Baxter, 2007). DAE, kemirgenlerde MS d&zelliklerinin
cogunu taklit eder ve tum sinirlamalarina ragmen, in vivo hastaligi incelemek igin en
iyi ara¢ olmaya devam etmektedir. MS'de oldugu gibi, DAE progresyonu, CNS icine
infiltre (sizan) edici periferal hicrelerin birikmesi ile de karakterize -edilir
(Mufazalov ve Waisman, 2015). Bu nedenle, MSS’ne sizan hicrelerin taninlanmasi
MS/DAE patogenezinin mekanizmalarin1 anlamak icin ¢ok onemli ve vazgegilmez

bir adimdr.

Deneysel alerjik ensefalomiyelit multipl skleroz tan1 ve tedavisine ait
bilgilerimizin énemli bir kaynagini1 olusturmaktadir. C57BL/6 tlr( fareler hastalik
olusturmada yaygin kullanilan bir denektir. MOGsss5 ise DAE  olusturulurken
siklikla kullanilan miyelin antijenik yapisidir. Calismamiz da saglikli farelerden DAE
modeli olusturulmus, farelerde maksimum skor dizeyi 3,5 olarak saptanmistir.
Ozellikle (¢ farede norolojik klinik skor daha yiiksek olarak izlenmistir. Bu nedenle
deneylerde kullanilan hayvanlar yiksek skorlara ulasmis denekler olarak seg¢ilmis,

diistik klinik skorlara sahip hayvanlar deneyden ¢ikarilmis ve kullanilmamustir.
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DAE modelinin MOGsas-s5 peptidi ile yapilmasiyla akut kotiilesmeyi izleyen seyir
beklenmektedir. (Kuerten S.,vd, 2007). Aym tdre ait bu hayvanlarda MOGss-55 in
dozu duizenlenerek hastaligin klinik seyri de degistirilebilir.

2009 yilindan beri birim laboratuarimizca DAE modeli olusturulmakta ve
kullamlmaktadir (Ozden, 2011; Ozden-Acar vd., 2016). Skorun yiiksek degerde
olusmasi i¢in immdanizasyon protokoll gozden gecirilerek modelin tekrarlanabilir
oldugu gosterilmistir. Litaretirde calismamizda belirtilen dozlarda DAE modeli
olusturulmaktadir (Berard JL. vd., 2010).

Bu ¢alismamiz da imunolojik olarak degerlendirme beyin ornekleri ile yapilmustir.
Oncelikle hem saglikli hemde hasta denklerde beyin dokusunun olumlu bir sekilde
kullanilabilmesi amaciyla hayvanlar sakrifiye edildikten hemen sonra kardiyak
perflizyon gergeklestirilmistir. Bu islem dokularda interferans olarak kalan kan
dokusunun uzaklastirllmasina ve saglikli sonuclar elde edilmesine ¢ok 6nemli bir
adim oldugu yaptigimiz deneylerde teyit edilmistir. Kardiyak perflizyonun iyi
yapilamadigi deneklerden alinan dokularda hiicre boyamalar1 karmagsik sinyaller
tretmis ve analizler saglikli olmamustir. Bu nedenle, deney sursince kardiyak
perfizyonun iyi olmadigi deneklerde kullanilmamistir. Bu basamagin 6nemi bu
calisma ile birkez daha ortaya konmustur. Bu nedenle, ¢alismamizda kanda ki dogal
ve kazanilmig immin hicrelerin beyin dolasimindaki I0kositlerle karismasini
Onlemek icin kapsamli bir transkardiyal perfiizyon islemi uygulanmigtir. Perflizyon
sirasinda farelerin burun deliklerinden izotonik sivi akist izlenmis basincin yiksek
olarak saglandig1 gézlemlenmistir. Bu sayede dekapite edilen beyin dokusunun soluk

veya beyaz olmasi ¢ok iyi perflizyon saglandigini gostermistir.

Perfiize edilmis hucrelerden elde edilen dokulardan hiicre yiizey antikorlar: ile
hicreler boyanmis ve flow sitometrik analiz ile hiicre oranlar1 belirlenmistir. DAE

beyinindeki lokositlerin izolasyonu igin basit ve etkili bir yontem uygulanmstir.

Islem basamaklarimzda ki bir diger 6nemli nokta beyin dokusunun verimli
izolasyonudur. Mekanik parcalanma hiicre siizgecinden yada jilet ile dokunun
kigultlerek, proteazlarin etkinligini artirmak igin kritik 6neme sahiptir. Doku
homojenizasyonunda asir1 basinci  Onlemek, otolize karsi oldukga Onemlidir
(Cardona, AE., vd.2006).
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Hiucrelerin izolasyonu icin literatiirdeki prosedir kismen degistirilerck ve optimize
edilerek bu ¢alismada kullanilmistir (P6sel,C.,vd. 2016). Olusturulan protokoliin en
blylk avantajlarindan biri de tek katmanli yogunluk gradiyentinin kullanilmasidir.
Bu zaman almayan ve asir1 hazirlik gerektirmeyen bir ydntemdir. Deneyimli
olmayan arastirmacilar tarafindan gergeklestirildiginde bile guvenilir sonug
verebilecek bir protokoldir. Tipler icinde yogunluklar1 birbirine yakin katmanlar

arasinda Ki araylizii bozmadan pipet ile rahatca ayrilmaktadir.

Hicresel bagisiklik elemanlarini analiz etmek igin en gii¢li yontem cok renkli flow
sitometridir. Sistem genetik manipilasyon ve etiketlemeye ihtiyag duymadan immun
hicre alt gruplarin1 tanimlanmasina ve miktarinin belirlenmesine yardimci olur
(Moller, K., ve ark. 2012). Glnlmizde, inflamasyon sirasinda farkli monosit ttrevli
hlicre popiilasyonlarinin belirgin sekilde tanimlamak icin gesitli ylizey antikorlarinin

kominasyonuna ihtiya¢ vardir (Prinz, M.vd. 2011).

Monosit ve makrofajlar arasindaki fenotipik ve fonksiyonel heterojenligin
saptanmasi sayesinde, mononukleer fagositlerin roli ve inflamasyonunun ¢ozilmesi
hakkinda bilgi 6nemli Olctide artmistir. Farelerde, dolasimdaki monositlerin lenfosit
antijen 6 kompleksi kendi yizey ekspresyonu icin uygun iki farkli alt grup halinde
smiflandirilabilir (Geissmann, F., vd. 2008).

Beyne sizan lokositler CD45P*% pozitif hiicreler olarak tanimlandi. CD45 Parlak
populasyonunda polimorfoniikleer nétrofiller (PMN) Ly6G ekspresyonu ile
tanimlanirken, T lenfositleri CD45P2"% kapilamasindan CD3 + hiicreleri olarak tasvir
edildi. CD45 P& nozijtif hiicreleri daha sonra Ly-6G ve CD3 negatif alanda CD11b

+ ayirt edildi. CD11b fraksiyonu ayrica parlak pozitif alana diisen Ly-6C ile
monositleri, diisiik pozitiflik alana diisen Ly-6C’ler ile makrofajlar, dendritik

hicreler (DC) ve enflamatuvar monositleri kapsayan popiilasyon belirlenmistir.

DAE beyin hiicrelerinde CD45P" pozitif hiicrelerden kapilama ile elde edilen CD3
+’lik degerler, sekil 4.1 de gosterildigi gibi kontrol grubu beyin hiicrelerine gore

kismi distikligi anlamli saptanmustir (p<0.05).
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Sekil 4.1: a) DAE grubu CD45P2"8_.CD3+ ortalama degeri, b) Kontrol grubu
CD45Pa"_ CD3+ ortalama degeri

Ancak bu durum MS patogenezi ile uyusmayan bir durumdur. Cunki MS ve DAE
modelinde CD3+ hucrelerin (Yani T htcrelerinin) arttigi bildirilmektedir (Arnet,
2016). Ancak bu tanimlamalar daha ¢ok periferik kan érneklerini kapsamaktadir ve
beyin orneklerinde T hicre popiilasyonlarinin gegislerinde ¢oklu mekanizmalar
oldugu ve bu nedenle farkliliklar oldugu bildirilmistir (Kyran vd., 2018). Bu nedenle
de dogrudan T hicre tamimlamalar1 kullanilmamaktadir. Bizim g¢alismamizda bu
anlamli azalisin bir baska nedeni kullanilan antikorlarin farkli kontaminantlari
tamimast da olabilir. Bunun belirlenmesi icim yapilmasi gereken c¢alismalar bu tez
kapsaminda  olmadigr igin  ve  bultce yetersizliklerinden bu  testler
gerceklestirilememistir. MS ve DEA progresyonunda anlamli olarak arttigi bildirilen
CD45Pa popiilasyondaki CD11b+ hiicrelerin artisi bu g¢alismamzida da DAE
popllasyonunda Ly-6C+ kontrol grubuna goére anlamli yikseklik gostermistir
(p<0.05) (P6sel,C., vd. 2016).
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Sekil 4.2: a) DAE grubu CD45P2"3_| y6C+ ortalama degeri, b) Kontrol grubu
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Sekil 4.2 de gosterilen Ly6C pozitif popiilasyonlar1 beyne gegen makrofaj ve
monosit popiilasyonlarmi gostermektedir ki DAE grubunda kontole gore asir1 bir atig
gozlenmistir. Bu da makrofajlarin MS enflamsyonunda 6nemli bir araci olduklarini
gostermektedir. CD11b+-Ly6C+ hicreleri, T hicresi tepkilerini baskilayan ve
demiyelinizan hastaligin ilerlemesini etkileyen miyeloid turevli hicreler oldugu
literatirde de beirtilmistir (Olson ve Glazer, 2010). Bizim de ¢alismalarimizda DEA
modelinde CD11b+-Ly6C+ hucreleri kontrole oranla ¢ok asirt diuzeylerde artig

etmesi benzer etkileri gosterdigini 6nermektedir.

Bu calismamizda da sekil 4.3” de gosterildigi gibi kontrol denek beyinlerinde %1’in
altinda olan CD45P¥"-CD11b+ hiicre oran1 DAE hasta deneklerde %90’ iizerinde
tespit edilmistir. Bu sonuglar da calismamizda elde edilen verilerin dogrulugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.3: a) DAE grubu CD45P2"3&_CD11b+ ortalama degeri, b) Kontrol grubu
CD45Pa"3_CD11b+ ortalama degeri

CD11b, CR3 heterodimeri olusturmak icin CD18 ile giftlesen bir integrin aile
tyesidir. CD11b, monositler, nétrofiller, dogal éldurici hicreler, granllositler ve
makrofajlar gibi birgok l0kositlerde ifade edilir. Fonksiyonel olarak, CD11b
enflamatuar cevaba aracilik etmek icin lokosit adhezyonunu ve gogunt duzenler
(Kawai vd., 2005) . Cesitli adezyon reaksiyonlarinda rol oynamanin yani sira, CD11b
kompleman kapli partikil tutulumuna aracilik eden kompleman C3bi icin de bir
reseptordir. CD11b antikorlar1 kullanilarak yapilan arastirma, CD11b'nin, hicre
aracili sitotoksisite, kemotaksis ve fagositozda olasi rolleri olan, fibrinojen gama
zinciri, faktér X ve ICAML igin bir reseptor olarak tanimlamistir. Bizim de
calismalarimizda DEA modelinde bu hicrelerin artsin1 tespit etmemiz beyin
dokusuna l6kosit adhezyonu ve gogunln arttigim1 ve hastalik patogenezinde yer

aldigin1 gostermektedir.

Calismamiz da Ly-6G ndtrofillerin yizde artisini gostermektedir. Sekil 4.4° de
gosterildigi gibi Ly6G markerlarmin hastalik olusturan bireylerde kismi degisiminin

oldugunu, immunolojik olarak katkisinin sinirli oldugunu gostermistir.
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Arastirmasi yayinlanan bir ¢alismada, bizim protokolimize benzer bir sekilde 6-8
haftalik C57BL/6 erkek farelerde MOGss-55 peptidi ile DAE olusturularak, nérolojik
bozulmanin erken dénemi, pik yaptigi donem, kronik dénem ve dizelme déneminde
fareler incelenmistir. LOkositler iginde notrofiller degerlendirildiginde hastaligin
erken doneminde artig gostermekte, pik yaptigi donemde devam etmekte kronik ve
dizelme asamasinda diisiis olmasna karsin normale gore yiiksekligini
strdurmektedir. Notrofillerin diger hlicrelere goére oran1 %5.5, hastalik baslangicinda
%17, pik doneminde %22 ve gozlemde %7.3 olarak 6l¢ilmektedir (Wu F., vd. 2010).

Ozetle, bu protokol MSS’ye sizan I6kositler ve immiin alt gruplar1 icin beyinin
izolasyonu sayesinde kolay ve givenilir bir sonu¢ saglar. Gelecekte ki uygulamalar
icin modelin molekiler mekanizmasii anlamada ve klinik bulgular1 daha detayli

tespit etmede de Onemli katki saglayacaktir.
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5. SONUCLAR

Deneysel alerjik ensefalomiyelit modeli belirtilen protokol ile olusturulmustur.
Norolojik takip ile belirtilen skorlamada en yiksek skoru alan farelerin 3,5
oldugu belirlenmistir, hasta olan farelerin sagliklilar ile Kkarsilastirildiginda
norolojik kotillesmenin kaydi gézlemlenmistir.

Immiinolojik degerlendirmede l6kosit kapilamasi yapilmis ve mikroglia
hicrelerinin ayrimi saglanmustir.

DAE’de immiinopatogenezinin yiiksek oranda monosit etkisi gozlemlenmistir
Makrofajlar agisindan pozitifligin DAE’de artis sagladigi, dentrik hiicreler ve
inflamatuvar monositler agisindan etkisinin pozitif olarak secici sekilde

gostermigtir.

DEA olusturulmus fare beyin dokularinda kullanilan kapilama stratejisiyle
belirlenecek CD11b+-Ly6C+ hiicrelerin hastaligin progresyonunu belirlemek igin

kullanilabilirligi gosterilmistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada olusturulan protokol ve kapilama ile DAE/MS

progresyonunun tanimlanabilecegi gosterilmistir.
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