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1. OZET

MIYELIN INTERAKTOMU: iKILi GRAF TABANLI PROTEIN-PROTEIN
ETKILESIMLI AGLARLA MULTIPL SKLEROZ’DA HUCRE-HUCRE
ETKILESIMLERININ TANIMLANMASI

Miyelin kilifi, bilginin néronlar iizerinde verimli transferini saglar ve ndronlarin
islevi ve sag kalimi icin elzemdir. Miyelin gelisiminde gozlenen bozukluklarin veya
miyelin hasarinin (demiyelinizasyon), elektriksel sinyal iletimini sekteye ugratarak,
noronlar atrofiye iterek ve kalic1 fonksiyonel bozukluga neden olarak multipl skleroz
(MS) gibi bircok ndrolojik hastaligin kokeninde yattig1 bilinmektedir. Bu ¢alismada
merkezi sinir sisteminde demiyelinizasyonu anlamak icin oligodendrosit ve makrofaj
hiicreleri arasindaki protein-protein etkilesimlerinin belirleyerek MS’de etkili olan ve
ilaglar tarafindan hedeflenebilecek yeni sinyal yolaklarmmin tanimlanmasini
amacladik. Bu amaglara ulagsmak icin, biiylik veri yontemlerini kullanarak
oligodendrositler ile makrofaj hiicreleri arasindaki protein-protein etkilesimlerinin bir
atlas1 olusturuldu. Benzersiz bir sekilde, metodolojimiz, tek bir hiicre tipi i¢indeki
proteinlerden ziyade hiicre-hiicre interakt eden proteinleri analiz etti. Ayrica, MS
hastalarinin ve kontrollerinin gen ifade profilleri, protein etkilesim verileri ile birlikte
degerlendirildi. Sonug¢ olarak, MS ile iliskili membran ve hiicre dis1 proteinler
tanimlanmistir. Bu proteinlerden ndrogenezde etkili ve reseptdr-ligand gibi 6zel
iligkisi olan tirozin kinaz ailesinden efrin A7 reseptorii (EphA7) segilerek hiicre
kiiltiirii ve fare beyin kesitlerinde boyanip mikroskopta incelendi. Incelemeler
sonucunda EphA7’nin makrofaj hiicrelerinde in vivo ve in vitro ifade oldugu
gozlemlendi. EphA7’nin bilinen ligandlarindan olan EfrinAl, A3, A4 ve AS5’in
oligodendrosit hiicrelerinde farelerde in vivo ve in vitro ifade oldugu gozlemlendi.
EphA7’nin oligodendrositlerde eskpresyonu gdzlemlenmezken, makrofajlarda
efrinAl, efrinA3, A4 ve A5’in ifade edildigi gézlemlendi. Ayrica efrin ligandlarinin
astrositlerde de ifade edildigi gozlemlendi. Sonu¢ olarak EphA7’nin
makrofajlarda/mikroglialarda ifade edildigi gozlemlendi. EfrinAl, A3, A4 ve AS
ligandlarinin oligodendrosit ve astrosit hiicrelerinde ifade edildigi gézlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Bagisiklik Hiicreleri, Multipl Skleroz, Oligodentrosit, Proteom



2. ABSTRACT

MYELIN INTERACTOME: [IDENTIFICATION OF CELL-CELL
INTERACTIONS IN MULTIPLE SCLEROSIS WITH BINARY GRAF
BASED PROTEIN-PROTEIN INTERACTION NETWORKS

Myelin sheath facilitates efficient transfer of information over neurons and is
essential for the function and survival of neurons. Thus, incorrect development of
myelin or myelin damage is at the root of many neurological diseases such as
multiple sclerosis (MS). Dysmyelination or demyelination disrupts electrical signal
transmission, causing neuronal atrophy and permanent functional damage. In order to
investigate demyelination in the central nervous system, we aimed to identify the
novel MS-associated signaling pathways by identifying protein-protein interactions
between oligodendrocyte and immune cells. To achieve this goal, a map of protein-
protein interactions between oligodendrocytes and immune system cells was
generated using large data methodologies. Uniquely, our methodology analyzed cell-
to-cell interacting proteins rather than proteins within a single cell type. In addition,
gene expression profiles of MS patients and controls were evaluated along with the
protein interaction data. Consequently, MS-associated membrane and extracellular
proteins were identified. Ephrin A7 receptor (EphA7) is a member of the tyrosine
kinase family and functions in neurogenesis emerged as the top candidate protein. I
examined EphA7’s expression in cell culture and mouse brain sections using
microscopy. EphA7 was expressed macrophages in vitro and in vivo in mouse.
Moreover, Ephrins Al, A3, A4, and AS, which are known ligands of EphA7, were
expressed in oligodendrocytes in vitro and in vivo in mouse. EphA7 was not present
in oligodendrocytes. Ephrins Al, A3, A4, and A5 were expressed in macrophages
and Ephrins A1, A3, A4, and A5 was also expressed in astrocytes. As a result, it was
observed that EphA7 was expressed in macrophages/microglia. EfrinAl, A3, A4 and

A5 ligands were observed to be expressed in oligodendrocyte and astrocyte cells.

Key words: Immune Cells, Multiple Sclerosis, Oligodendrocyte, Proteom



3. GIRIS VE AMAC

Merkezi sinir sisteminde (MSS) bir glia hiicresi olan oligodendrositlerin
plazma membranlarinin aksonlar etrafinda olusturduklar1 6zellesmis yapiya miyelin
denir (1). Miyelin kilifi, bilginin noronlar {izerinde verimli transferini saglar ve
ndronlarin iglevi ve sag kalimi i¢in gereklidir. Aksonlari1 saran miyelin kilifi, yalitkan
bir yap1 olmasi nedeniyle sinir iletiminin hizin1 artirir ve aksonlar1 hem besleyerek

hem de onlara destek saglayarak yasamalarinda 6nemli gorevler iistlenir (2).

Miyelin yapisinin ndrolojik bir durum karsisinda yikilmasi/parcalanmasi
durumuna demiyelinizasyon denir. Demiyelinizasyon, multipl sklerozun (MS) da
icinde oldugu cesitli norolojik hastaliklar esnasinda goézlenebilen bir durumdur.
Yikilan miyelinin, oligodendrosit progenitor hiicrelerinin olgunlagmasi ile yeniden

olusumuna ise remiyelinizasyon adi verilir (3).

MS immiin kokenli, enflamasyon, demiyelinizasyon ve akson hasari siireci ile
karakterize olan; MSS’nin kronik ve ilerleyici bir hastaligidir (4). Hastaligin nedeni
ve kimlerde goriilecegi tam olarak bilinmese de genetik yatkinligin yaninda ¢evresel
faktorlerin ve otoimmiin mekanizmalarin hastaligin etiyolojisinde etkili olabilecegi
kanist mevcuttur. MS fiziksel, duygusal, sosyal ve bilissel islevlerde Onemli
kisitlamalara neden olup bireyin yasam kalitesini olumsuz etkiler. Hastaligin
goriilme sikligr 0.5-1/1000 olup genellikle 18-50 yaslar1 arasindaki geng eriskinlerde

goriiliir. Kadinlarda erkeklere nazaran daha fazla MS hastaligina rastlanir (4-8).

MS tanisint koymada 6zel bir yontem olmayip, MS’nin belirlenmesinde
magnetik rezonans (MR), beyin omurilik sivisi (BOS) analizi ve nérofizyolojik
testlerden yararlanilir (9). MS tiplerinin belirlenmesi prognozun ve tedavinin
seciminde 6nem arz eder. Hastadan hastaya degisiklik gdsteren MS tipleri patolojik
ve klinik agidan relapsli remisyon MS (RRMS), sekonder progresif MS (SPMS),
primer progresif MS (PPMS) ve progresif relapsli MS (PRMS) olmak {izere 4 tipte
goriiliir (10).

MS kesin tedavisi olmayan hastaliklar arasindadir. Ancak hastalik siirecini,
atak sikligin1 ve bir 6lgiide hastalik seyrini degistirmek icin hormon, immiin

modiilatdr ve immiin baskilayict ilaglar kullanilir (11).



MS calismalari i¢in hastalarin MSS’den 6rnek almak zordur. Bu yiizden MS
hastaligin1 taklit eden otoimmiin, viral, mutant ve kimyasal temelli modeller

olusturulur. (12)

MS hastaliginin olusumunda veya hastaligin ilerlemesinin durdurulmasinda
birgok hiicre tipi gorev alir. Bu hiicreler bagisiklik hiicreleri ve glia hiicrelerinden
olan oligodendrosit ve astrosit gibi hiicrelerdir. Hastaligin hem patogenezini hem de
tedavi Oniindeki engellerini daha iyi anlamak adina literatiirde farkli yaklasimlar
oldugu gorilmiistiir. Literatiir ¢alismalarinda MS’nin  de i¢inde oldugu
norodejeneratif hastaliklarla ilgili yukarida bahsi gegen hiicrelerin proteom ve/veya
ifade verileri farkli yaklasim ve her bir hiicre i¢in ayr1 ayri elde edilerek hastaligin
dinamigini ve mekanizmasini aydinlatmaya katkida bulunulmustur (13-17). Bu
caligmalarin ortak yani her hiicre tipini birbirlerinden bagimsiz bir sekilde ele alarak
ifade ve lokalizasyon farklarindan yola ¢ikmis olmalaridir. Oysa MS gibi kompleks
bir hastaligin mekanizmasim1 anlamak i¢in proteinlerin yer aldiklar1 sinyal
yolaklarindaki degisimlerin degerlendirilmesi gerekir. Buna ek olarak MS birden ¢ok
hiicrenin birbiriyle etkilesimde oldugu bir hastaliktir. Dolayisiyla MS’ye kars1 tedavi
gelistirirken hiicreler arasi sinyallerin de goz onilinde bulundurulmasi gerekir. (13-

17).

Calismamizda kullandigimiz proteomik ve biyoinformatik yontemler ile bu
ac181 kapatarak MS’de rol alan hiicreler arasi sinyal yolaklarini bulmay1 planlamamiz
tezin Ozglin degerlerinden biridir. Canli bir organizmada meydana gelebilecek
protein etkilesimlerinin tam haritas1 interaktom olarak adlandirilir (18). Bu yontem
ile elde edilen miyelin interaktomlarinda 6ne ¢ikan protein-protein etkilesimlerinin
miyeline karsi bagisiklik sistemi saldirisinda rol alan sinyal yolaklar1 olacag:
hipoteziyle analizimizi gergeklestirdik. Literatiirde yapilanlardan farkli olarak bizim
bu c¢aligmadaki amacimiz, oligodendrosit ve bagisiklik hiicrelerinin proteomlarini
karsilastirarak bu hiicreler arasindaki protein-protein etkilesimlerini tanimlayip
merkezi sinir sisteminde demiyelinizasyonun ve remiyelinizasyonun hiicresel
mekanizmasinda etkili olan sinyal yolaklarini belirlemektir. Bu sayede MS’ye kars1
etkili ilag tiretilmesi i¢in hedef proteinlerin belirlenmesini amagliyoruz. Amacimiza
yonelik gelistirmis oldugumuz is akis yontemi de, baska hastaliklarin incelenmesi

icin de uygulanabileceginden basli basina bir 6zgiin degere sahiptir. Onceki
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yontemlerin yaninda bizim gelistirdigimiz is akisi iki ayr1 hiicrede bulunan membran
proteinleri veya hiicre dig1 proteinler arasindaki etkilesimlerden yola ¢ikarak hiicre
icinde etkili sinyal yolaklarini bulmaya yoneliktir. Bunun sonucu olarak tedavi
amaciyla tek bir hiicre tipindeki sorunu gidermek yerine sistemin tiimiindeki dengeyi

saglamaya yonelik sonuglar liretme degerinde bir yontemdir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Miyelin Yapisi

Merkezi sinir sisteminde (MSS) bir glia hiicresi olan oligodendrositlerin
plazma membranlarinin aksonlar etrafinda olusturduklar1 6zellesmis yapiya miyelin
denir. Lipit:Protein oran1 yiiksek olan bu membran yapisi hem intraseliiler hem de
plazma membranindan farkli olarak daha az sayida protein ile zenginlestirilmis bir

yapidadir (1).

Miyelin kilifi, bilginin ndronlar iizerinde verimli transferini saglar ve
ndronlarin islevi ve sagkalimi igin gereklidir. Aksonlart saran miyelin, yalitkan bir
yap1 olmasi nedeniyle sinir iletiminin hizin1 arttirir ve aksonlart hem besleyerek hem

de destek saglayarak yasamalarinda 6nemli gorevler tistlenir (2).

Miyelin esas olarak, MSS’nin ak maddesinde ve genis motor aksonlari i¢ceren
periferik sinirlerde bulunan, %701 lipid, %30’u proteinden olusan bir membrandir.
Miyelin kilifin1 olusturan lipitlerin bilesiminde kolesterol %25, galaktoserebrozidinin
de major olarak i¢inde bulundugu galaktolipidler %29 ve fosfolipitler %46 oraninda
bulunur. Miyelin kilifi i¢ ice gecmis siki tabakalar seklinde olup, aksonu diizenli bir
sekilde yerlesmis ranvier bogumlarindan dolayr segmentler seklinde sarar. Miyelin
kilift ranvier bogumlarinda bulunan sodyum kanallar1 sayesinde aksiyon

potansiyelinin iletiminde rol oynar (19).

Miyelin proteinlerinin bazilart hem MSS hem de periferik sinir sisteminde
(PSS) bulunurken, kompakt miyelin proteinleri olan proteolipit protein (PLP),
oligodendrosit-spesifik protein (OSP), miyelin-oligodendrosit glikoprotein (MOG),
miyelin-asosiye oligodendrosit temel protein (MOBP) ve miyelin temel protein
(MBP) gibi proteinler MSS’ye spesifik proteinlerdir. PSS’de ise miyelin protein sifir
(PO), periferal miyelin protein 22 (PMP-22) ve MBP gibi proteinler yer alir ve
PSS’nin kompakt olmayan yapida PLP, (PMP-22), OSP ve connexin-32 (Cx-32) gibi

miyelin proteinleri yer bulunur (20).



4.2. Miyelinizasyonun Diizenlenmesi

Miyelinizasyon, sinir sisteminin gelisim doneminde sinir hiicresi aksonunun
cevresinde  oligodendrositler  tarafindan  miyelin  kilifin =~ olusmasidir.
Oligodendrositlerin ~ gelisim  basamaklar1  ve  miyelinizasyonun  olusumu
tanimlanmasimna ragmen, bu gelisim basamaklarinin transkripsiyonel olarak
organizasyonu tam bir agikliga kavusamamistir. Ama erken gelisim evrelerinde etkili
olan ve matiir oligodendrositlerde ifade edilen oligodendroglial-spesifik
transkripsiyon faktorleri Olig-1 ve Olig-2, hem MSS hem de PSS’de ¢esitli hiicreler
tarafindan ifade edilen Sox10 ve myelin-transcription factor-1 (MyT-1),
transkripsiyon spesifik faktor 1 (Sp-1), niikleer faktor-1, siklik adenozin
monofosfattan sorumlu baglayici protein ve c-jun gibi bilinen bazi transkripsiyonel

faktorleri mevcuttur (20).

Miyelin yapimindan sorumlu olan oligodendrosit hiicreleri astrositler,
noronlar ve aksonlarla etkilesim halinde olup bu etkilesimlerle noéronlar,
oligodendrositleri proliferasyon, yasama ve fonksiyon devamlilifi konusunda
etkilerken oligodendrositler de noronlar1 etkileyebilen bir ag olusturmaktadirlar.
Oligodendrositin miyelinleyecegi aksonu se¢mesi, aksona ¢apa atmasi, sarmasi ve
oligodendrosit membraninin genigleyerek miyelin kilifi olusturmasi miyelinizasyon

stirecinde izlenen adimlardir (Sekil 4.2.1.) (21).

MSS’de in vitro kosullarda oligodendrositlerde miyelin gen ifadeleri artabilir
ancak miyelin yapisinin olusabilmesi ve bu ifadelerin yliksek seviyelere ulasabilmesi
icin aksonal etkilesimin olmasi elzemdir. PSS’de ise Schwann hiicrelerinin miyelin
olusumuna katilabilmesi i¢in gelisimi, farklilagsmasi ve miyelin {iretimi akson

varligina zorunludur (20).
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Sekil 4.2.1.: Miyelin Kilif Olusumunun Sematik Gosterimi (22).

4.3. Oligodendrositlerin Yapisi ve Gelisimi

Embriyonik donemde tiim makroglia (oligodendrosit ve astrositler) ve
noronlarin Onciil hiicrelerinin nisi ventrikiiler tabaka iken erigkinlerde glial onciil
hiicrelerin kaynagi subventrikiiler zondur. Gelisim esnasinda subventrikiiler zondan
koken alan ve progenitor hiicre 6zelligi olan ndéral kok hiicreler (NSC) noron,
oligodendrosit ve astrosite farklilasabilirler. Matiir bir MSS’de oligodendrositler
farklilasmis olarak bulunduklar i¢in, yeni oligodendrositler noral kok hiicrelerden ve

onciil oligodendrositlerden koken alirlar (23).

4.4. Multipl Skleroz

Multipl skleroz immiin kokenli, inflamasyon, demiyelinizasyon ve akson
hasar siireci ile karakterize olan MSS’deki kronik ve ilerleyici bir hastaliktir (4).
Hastaligin nedeni ve kimlerde goriilecegi tam olarak bilinmese de genetik yatkinligin
temelinde ¢evresel faktorlerin ve otoimmiin mekanizmalarin da etkisinin olabilecegi

diistiniiliir.



MS fiziksel, duygusal, sosyal ve bilissel islevlerde 6nemli kisitlamalara neden
olup bireyin yasam kalitesini olumsuz etkiler (Sekil 4.4.1.). Hastaligin goriilme
siklig1 0,5-1/1000 olup genellikle 18-50 yaslar1 arasindaki geng eriskinlerde goriiliir.
Kadinlarda erkeklere nazaran daha sik MS’ye rastlanir. (4, 8, 24-26). MS, “’Sclerose
en plaques’’ olarak isimlendirilip 1868 yilinda ilk kez Fransiz Norolog Jean Martin

Charcot tarafindan tanimlanmstir (27).

MS’li hastalarda genellikle Ongoriilemeyen araliklarla tekrarlayan ataklar
ortaya ¢ikar. Hastalik MS’li hastalarin bir boliimiinde ataklarla seyrederken diger bir
boliimiinde ise baslangigta veya sonradan ilerleyici olarak seyreder. Bu inflamatuar
ataklar, hem oligodendrositlere hem de miyelin kilifina zarar verirken ayn1 zamanda

sinir hiicrelerine ve sinir hiicresi olusum siireclerine de zarar verir (9, 28-34).

Multipl Skleroz'un
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Sekil 4.4.1.: MS’de Gozlenen Baglica Semptomlar (35)



4.4.1. Multipl Skleroz’da Epidemiyoloji

Travmaya bagli olmadan norolojik kayiplara sebebiyet veren hastaliklar
arasinda ilk sirada yer alan MS, diinyada yaklasik 2—2.5 milyon insani etkilemektedir
(36). Cografi ve 1rksal farkliliklar MS’nin insidansini  ve prevelansini
degistirmektedir. Prevelansin yiiksek oldugu yerden diisiik oldugu yerlere gog
edenlerin yas1 15’in altinda iken prevelans go¢ edilen iilkeye uymakta ancak goc
edenlerin yas1 15’in {stiinde ise prevelans terk edilen {ilkeye gore sekillenmektedir.
Bu durum puberte Oncesinde MS iizerinde cevresel etkenlerin etkili oldugunu

gostermektedir (37).

Hastalarin %90'dan fazlas1 beyaz irka mensuptur. MS i¢in en riskli bolgeler
olan Kuzey Amerika, Kuzey Avrupa iilkeleri ve Kanada’da hastaligin prevelansi
%0,1-0,2 insidans1 ise 5-6/100 000 olarak goriilmektedir. Kuzeyden giineye

gidildikce hastaligin insidansinda ve prevelansinda bir diisiis goriilmektedir (4).

Cografi ve irksal farkliliklar gibi cinsiyet ve yas farkliligi da hastaligin
goriilmesinde farklilik gostermektedir. Erkeklere nazaran kadinlarda 2-3 kat daha
fazla goriiliir. Hastaligin ilk belirtileri 15-59 yaslar1 arasinda goriilse de 20-40 yaslar1
arasinda insidanst daha ytiksektir (Sekil 4.4.1.1.). Cocuklarda nadir goriiliip kirkl
yaslardan sonra az rastlanmaktadir. Ge¢ tam1 aldig1 veya ge¢ baslangicli oldugu
diisiiniilen altmis yas sonrast MS hastalarina da rastlanilmaktadir. Ancak MS,
ozellikle geng erigkinlerde goriilen bir hastalik olarak literatiirde yer almistir (4, 8,

38, 39).
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Sekil 4.4.1.1.: 1453 Kisinin MS Baslangi¢ Yaslar1 (40).

4.4.2. Multipl Skleroz’da Etiyoloji

MS’nin nedeni her ne kadar bir sir olsa da, temelinde patolojik
otoimmiinitenin 6nemli rol aldigr disiiniiliir. Otoimmiiniteyi genetik faktorlerin,
cevresel faktorlerin ve infeksiyonlarin etkiledigi heterojen, kompleks ve

multifaktoriyel bir hastalik oldugu kabul edilmektedir (41).

Genetik Faktorler: Yaygin kani, MS’in genetik kalitsal bir hastalik olmadig:

yoniindedir; ancak ikizlerde ve yakin akrabalarda yapilan ¢alismalar MS’in kalitsal
olabilecegini gostermistir. Her iki ebeveyni de MS hastalig1 ge¢irmis ¢cocuklarda MS
goriilme riski %25 iken, tek ebeveyni etkilenen ¢ocuklarda goriilme durumunun %15
oldugu gosterilmis. Ailevi olgulardaki MS goriilme durumunun %3-23 arasinda
degistigi gorilmiistir (42, 43). MS’li hastalarin yaklasik %?20’sinin en az bir
akrabasinda da MS oldugu gézlenmistir. Risk birinci derece akrabalar arasinda daha
yiiksek iken uzak akrabalar arasinda daha diisiiktiir. Kardeslerde MS’nin ortaya
¢ikma olasilig1 toplumdaki diger potansiyellerden 30-50 kat daha yiiksektir. Genetik
risk i¢in yapilan monozigot ikizlerdeki calismalara gére MS’nin ortaya ¢ikmasinda

%25-35 arasinda etkisi oldugu ongoriilmektedir (36, 44, 45). Yapilmis ¢aligmalara
gore MS ile yakindan iliskili 50’ye yakin genin oldugu diisiiniilmektedir (46, 47).
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GWAS taramalarindan sonra biiyiik doku uyumu antijenler (MHC) lokusu disinda
Avrupa popiilasyonunda 110 tane MS riski tagiyan varyant kesfedilmistir (43).

Cevresel Faktorler: Genetik agidan hastaliga yatkin kisilerde MS’yi

tetikledigi diisiiniilen nedenlerden biri ¢evresel etkenlerdir. Cografi konum, yetersiz
giines 151¢1ma maruz kalma, D vitamini yetersizligi, sigara i¢gme, beslenme sekli, stres
ve kimyasal maddelere maruz kalma MS olusma riskini artiran g¢evresel etkenler
arasinda goriilmektedir. Bunun disinda 15 yasindan 6nce gegirilen enfeksiyonlarin da

hastalig tetikledigi diistintilmektedir (46, 48, 49).

Cocukluk doneminde veya 15 yasindan Once gegirilen enfeksiyonlarin
patolojik otoimmiiniteyi tetikledigi diisiiniilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada MS
hastasinin beyninde disregiile halde Epstein-Barr virlis (EBV) enfeksiyonu olduguna
dair kanitlar gorilmiistiir (50). MS ile iliskili oldugu diisiiniilen baslica viriis ¢esitleri
EBYV, insan herpes viriisii 6 (HHV-6) ve kizamik viriisli olarak kabul edilmektedir.
Enfeksiyonu sonrasinda MS riskini artiran EBV tlim diinyada yaygin olarak bulunan
kalic1 bir enfeksiyona yol agar. Tiim ¢ocuklar1 2 yasina kadar enfekte edebilen HHV-
6 ajan1 MS plaklarinda gozlenmistir. Ayrica MS plaklarinin - yakinlarindaki
oligodendrositlerde de HHV-6’nin bulunmasit MSS’de devam eden bir enfeksiyon

isareti oldugunu diisiindiirmektedir (51).

Yapilan bir ¢alismaya gore ultraviyole 1sininin T hiicre aracili bagisiklik
yanitim1  azalttigi  gosterilmistir (41). Serumda bulunan 25-hidroksivitamin D
seviyesinin ultraviyole B’ye maruz kalmasi orantili bir korelasyon gostermektedir.
Bu ekvatordan uzaklastik¢a ultraviyole 1sina maruziyetin azalmasindan dolayr MS
riskinin artirdigina dair g¢alismalar1 desteklemektedir (52). Bu durum gen-cevre

etkilesimi icin giizel bir 6rnek sunmaktadir.

MS ile vitamin D iligkisi lizerine bir¢ok calisma yapilmistir (53, 54). Serum
25-hidroksivitamin D diizeylerindeki artig ile MS’de klinik aktivite diisiisiine yol
acan caligmalara imza atilmistir (55, 56). MS riskine kars1 koruyucu etkisi olan
vitamin D’nin aliminin sadece giines 1s181yla oldugunu séylemek zordur. Bu ylizden
bu koruyucu etkiyi D vitamini agisindan zengin deniz {iriinleriyle ve diyetle alinan

magnezyum ve kalsiyum ile destekleyerek saglandigi diisiintilmektedir (57, 58).

12



4.4.3. Multipl Skleroz’da Patogenez

Ataklar (relaps) ve iyilesmelerle (remisyonlar) seyreden MS’de beyin ya da
spinal kord basta olmak {lizere MSS’nin her alaninda ak maddede c¢ok sayida
plaklar/lezyonlar goriilebilir. Lezyonlarin histopatolojisinde fokal inflamasyon,
demiyelinizasyon, oligodendrosit kaybi, remiyelinizasyon ve astrogliozis
goriilmektedir. Bu plaklarin gelistigi beyin ve spinal kord alanlarindaki miyelin
boliimlerinde skar olusumu s6z konusudur. MS’de demiyelinizasyon durumunda
miyelin yikimi goriilmektedir ama hastaligin erken evrelerinde bu hasar geri
dontisiimsiiz degildir ve iyilesmeler goriilebilmektedir. MS ataklarinin hedefi miyelin
kilifi ve onu tireten/devamliligini saglayan oligodendrositler iken dncelikli hedefin

miyelin mi yoksa oligodendrositler mi oldugu bilinmemektedir (59).

MS’yi baslatan sebep/sebepler bilinmese de patogenezinde aksonal hasar ve
inflamatuar demiyelinizasyonu gosteren ve hastaligin otoimmiin aracilt oldugunu
diisiindiiren calismalar mevcuttur. MS’de miyelin kilifi hasari ile sinir iletilerinin
bozulmasinin arkasinda, T lenfositlerinin miyeline kars1 reaksiyon gostererek
mikroglialar ile makrofajlar1 aktive ettigi diislincesi en gli¢lii hipotezdir. MS’ye
genetik olarak yatkin bir bireyin prepubertal donemde spesifik/nonspesifik bir ajanla
karsilagmast ile olusan immiin aktivasyonu sonrasinda yeni bir enfeksiyonun
otoimmiin durumu tetiklemesi ve MSS’ye iligkin otoimmiin hastaligin ortaya
¢tkmasima neden oldugu MS ile ilgili hipotezler arasindadir. Baska bir goriis ise,
MSS’de ara sira olusan alevlenmelerle yeni demiyelinizasyonlara yol agan kalict bir
viral enfeksiyon veya T hiicre aktivitesinin oldugudur. Bilinen tek gercek miyelin
proteinleri olan MBP, MOG, MAG ve PLP’nin immiin atagin hedefi oldugudur (60,
61).

Bilinen bu tek gergegin primer bir reaksiyon mu oldugu yoksa hastalik
sirasinda m1 meydana geldigi bilinmemektedir. Otoreaktif T hiicrelerinin MSS’ye
migrasyonlarin1 ve sonraki aktivasyonlarini hangi faktor veya faktorlerin tetikledigi
acik olmayip, otoimmiin olaylarin yardimci1 T hiicrelerini aktive edici ve gama
interferonun salimimina yol acgan bir enfeksiyon ile basladig1 diisiiniilmektedir. Kan
beyin bariyerini (KBB) gecen yardimer T hiicreleri MSS’ye girdikten sonra makrofaj

ve astrositlerin lizerindeki biiyiik doku uyumu antijenleri (MHC class II) tarafindan
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sunulan antijene karst T hiicre yanit1 olusturmaktadirlar (Sekil 4.4.3.1.). Antijen- T
hiicre reseptor etkilesiminde yardimci T hiicrelerin uyarilmasi ve g¢ogalmasi, B
hiicrelerinin ve makrofajlarin aktivasyonu, bazi sitokinlerin (gama interferon, doku
nekroz faktorii, interlokinler ve proteazlar gibi) salinimi gibi olaylar goriilmektedir.
Inflamatuvar cevap sirasinda aktif makrofajlar veya mikroglial hiicreler gibi immiin
mekanizmalar, TNF-o veya IFN-y gibi sitokinler salgilayarak oligodendrositleri

hasara ugratabildigi bilinmektedir (62, 63).

Aktif demiyelinizasyon olan MS’li bir bireyin lezyonlarindaki inflamatuar
infiltrattan izole edilen hiicrelerin neredeyse % 10’unu T-hiicreleri olustururken geri
kalanin ise monosit ve mikrogliadan koken alan makrofajlardan olustugunu

gbzlemlemislerdir (64).

MS’de goriilen bu hiicre grubu oligodendrositleri ve aksonlari hasara
ugratabilecek oksijen radikalleri, nitrik oksit, proteazlar, sitokinler ve inflamasyonun
diger faktorlerini salgilayabilirler (Sekil 4.4.3.2.). Sitokinlerin lokal inflamasyonu
uyararak KBB’nin daha fazla bozulmasina yol agmasi ve miyelin kilifta hasar
meydana gelmesi, sinir iletilerinin bozulmasi/engellenmesine yol agarak MS

semptomlarinin goriilmesine zemin saglamaktadir (65, 66).

MS’de demiyelinizasyon disinda, inflamasyon veya inflamatuar mediatorlerin
sinir iletiminin bloklanmasina ve norolojik defisite yol acarak islev kaybina neden
oldugu bilinmektedir. inflamasyonun KBB’yi bozarak aksonlarin intravaskiiler bazi
faktorlerle etkilesimi sonucunda sinir iletisini bozabilecegi diisiiniilmektedir. KBB
degisikligine ait bulgularin bazilarinda endotelyal hiicreleri ile iligkili astrositlere ait
perisitlerle de iliskili oldugu diisliniilmektedir. KBB’nin hasarlanmas1 MS’de erken
ve kalic1 bir olay olsa da bu durumun doku hasarmin oncesinde mi gelistigi, yoksa
doku hasar1 sonucu mu olustugu tartismalidir. MS’de immiin sistem bazinda bir¢ok
degisiklik goriilmektedir. Ancak bu degisikliklerin hangilerinin patogenezde rolii
oldugu ve hangilerinin hastalifin sonucu olarak meydana geldigi agikliga

kavusmamuistir (67).

Demiyelinizasyon ardindan gelisen remiyelinizasyon (iyilesme) safhasi
hastadan hastaya degisiklik gostermektedir. Bu donemde miyelin kilifi olusturan ve

devamliligint saglayan oligodendrositlerin hasar goren aksonlar1 onardigi,
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inflamasyonun geriledigi, sinaptik degisikliklerle iletinin tekrar saglandigi ve
semptomlarin kismen veya tamamen kayboldugu belirtilmektedir. Ancak hastalik
ilerlediginde miyelin kilif tamamen zarar goriip yerini plaklar ve glial skar dokusu

almaktadir. Bu durum MS’de geri doniisiimsiiz fonksiyon kaybiyla sonug¢lanmaktadir

(68).
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Sekil 4.4.3.1.: MS Patogenezi (69).

15



Sekil 4.4.3.2.: MS’de T-hiicrelerinin, Makrofajlarin Sitotoksik Etkisi ve Yerel Olarak Uretilen
Antikorlarin Komplement Sistemini Aktive Etmesi Ile Ortaya Cikan Demiyelinizasyon (70).

4.4.4. Hastahigin Seyri

MS, hastalig1 tanimlayacak bir genel isim olsa da MS’in patolojik ve klinik
acidan farkli tipleri vardir. Bu farkli tipler arasinda gecis durumu s6z konusu
olabilmektedir. MS tiplerinin ayirt edilmesi prognozun ve tedavi planinin
belirlenmesinde yardimct olmaktadir. Bireyler arasinda degisiklik gosteren heterojen
hastalik seyri relapsli remisyon MS (RRMS), sekonder progresif MS (SPMS), primer
progresif MS (PPMS) ve progresif relapslt MS (PRMS) olmak iizere 4 kategoriye
ayrilmaktadir (Sekil 4.4.4.1.) (10).

Relapsh remisyonlu MS (RRMS): Ataklar arasinda hastaligin stabil kalmasi
ile karakterize %80-85’lik oranla en sik rastlanan formdur. Akut ataklar ve bunlari
izleyen kismi ya da tama yakin diizelme donemleri goriilmektedir. Giinler haftalar
icinde ilerleyen ayri ayn ataklarla seyreder. Genellikle takip eden haftalar-aylar
i¢inde tam diizelme goriiliir. Ileriki ataklar tahmin edilemeyen aralar ile ortaya ¢ikar.
Her bir ataktan sonra hastaya ait dziirliiliik giderek artar. ilerleyen dénemde bu tipin

sekonder progresif forma donebilme egilimi vardir (71).
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Sekonder progresif MS (SPMS): RRMS ile seyreden klinik form ortalama 5-
6 yil sonra bu forma doniismektedir. Relapslarin siklasip remisyonlarin azaldigi bu
formda fonksiyon kaybi1 da s6z konusudur. Nérodejenerasyonun 6n planda oldugu bu
asamada beyin hacmi azalir ve hastalik yiikii artar. Ayn1 hastaligin daha ileri evresini
temsil eden SPMS, RRMS’li hastalarin yaklasik % 50’sinde 15 yildan sonra gelisir
(71).

Primer Progresif MS (PPMS): Hastalarin % 15’inin i¢inde oldugu bu grupta
atak goriilmez ama hastalik baglangicindan itibaren devamli olarak fonksiyonel diisiis
goriilmektedir (72). Fonksiyonel gerileme SPMS’e gore daha hizli olup diger MS
tiplerine kiyasla daha farkli patogenez sergiler. Beyindeki lezyon goriilme durumu
daha az olup, genellikle 6n planda olan spastik paraparezi (%83) ve omurilikte atrofi
ve miyelopatidir. Diger fonksiyonel kayiplar serebellar bozukluk (%6), hemipleji
(%]1), beyin sap1 sendromlar1 (%]1), gorme kayb1 (%1) ve kognitif bozukluklardir
(%]1). MS’in bu alt tipi cogunlukla 40 yas civarinda olanlarda goriiliip, mevcut tedavi

yontemlerine kars1 direnclidir (73, 74).

Progresif relapslii MS (PRMS): Tiim MS’lilerin % 5-28’in1 olusturan bu tip
MS’de primer ve sekonder progresif MS ortiismekte ve temelde progresyon olurken
izerine ataklar goriilmektedir. Hastalarin % 50’sinde ilk 10 yilda ataklar goriiliirken
geri kalanlarda ise baslangicindan 20 veya daha fazla siirede ataklar goriilmektedir.
Atak aralart sik olmayip, ataklar genelde hafif iyilesmelerle seyredip tama yakin
diizelmelere kadar devam etmektedir. Hastalik progresyon durumu PPMS’e benzer

olup yaklasik 8-10 y1l icinde harekette kisitlilik olusmaktadir (71, 73-75).

Bu dort MS tipi disinda 1y1 huylu (benign) ve kotii huylu (malign) MS tipleri
de goriilmektedir. Hastaligin baslangicinda hafif duyusal ve silik motor belirtileri
veya optik norit goriilse de yasamlar1 etkilenmeden tamamen iyilesen MS tipine iyi
huylu MS denir. Tiim MS ¢esitleri arasinda %10-15 arasinda goriiliip RRMS’nin bir
alt grubudur. Iyi huylu baslayip zamanla RRMS’ye ddniisebilen iyi huylu MS’de 25

yildan sonra atak ve progresyon goriilebilir. Goriilme durumu nadir olsa da, hastalik
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baslangicindan kisa bir silire sonra hizla ilerleyip bes yil i¢inde ciddi olabilecek

Oziirliiliikklere ve hatta 6liime yol agabilecek MS tipine ise kotii huylu MS denir (10).

AP AT

RR Olan Atak Olmayan Atak PP

Tamir mekanizmalan

Aksonal dejenerasyon

Sekil 4.4.4.1.: MS Hastalik Seyri (76).

4.4.5. Hastahigin Tam1 Yontemleri

MS'de kesin tan1 biiylik 6nem tasir. Ciinkii dogru tan1 hem hastaligin seyrine
etkili olabilen immiin modiilator ve immiinsupressif tedavilerin uygulanmasina hem
de hastanin hastalig1 ile ilgili ve yapilabilecekler konusunda bilgilendirilmesine
olanak saglar. MS tanisin1 koymak, belirtilerinin ¢ok farkli olmast ve hastaligin
seyrinin kolay olmamasindan dolay1 zordur. Her ne kadar tan1 i¢in 6zel bir yontem
olmasa da, MS olup olmadigina semptomlar, fiziksel bulgular ve laboratuvar
testlerine bakilarak karar verilmektedir. MR, norofizyolojik testler ve BOS

incelemesi taniya ulasmada 6nemli katkilar saglar (9).
MS tanist koymada gereklilik durumuna gore su sira izlenmektedir:

1. Norolojik inceleme
2. GO0z hareketleri ve gébrme kabiliyeti

3. Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRGQG)
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. Uyarilmis Potansiyeller (EP)

4

5. Gorsel Uyarilmis Potansiyeller (VEP)

6. Lomber Ponksiyonu (Beyin Omurilik s1visi, BOS)
7

. McDonald’s Kriterleri (77).

MS tamisinda asil O6nemli olan nodrolojik Oykii ve muayenedir. Bu konuda

Schumacher Kurulu kesin MS tanis1 koymada 6 maddelik bir yol izlemisler.

1. Baslangi¢ yas1 10-50 arasinda olmalidir.

MSS’ye ait objektif norolojik bulgular gereklidir.

MSS’de 2 ya da daha fazla bolge etkilenmis olmalidir.
Relapsing-remitting ya da progresif seyir (> 6ay) olmalidir.

Tablo baska bir norolojik hastalik ile daha iyi agiklanabilir olmamalidir.

Al

Tani bir noérolog tarafindan konulmalidir (78).
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5. MATERYAL ve METOD

5.1. Malzeme Listesi

Tablo 5.1.1. Malzeme Listesi

Malzeme

Firma — Katalog No

Insiilin-benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1)

BioVision, 4119-100

Epidermal biiytime faktorii (EGF)

R&D Systems, 233-FB-025

Fibroblast biiyiime faktorii (FGF)

R&D Systems, 236-EG-200

Trombosit kdkenli biiyiime faktorii-o (PDGF-a)

Biovision, 4482-10

Laminin

Sigma, L2020

Poly-L-Ornithine

Sigma, P3655

Siliar noérotrofik faktdr (CNTF)

Biovision, 4017-20

Norotrofin-3 (NT3)

Biovision, 4306-10

Triiodothyronine (T3) Sigma, T6397
DMEM Multicell, 319-005-CL
DMEM-F12

Capricorn, DMEM-12-A

N2 Supplement

Thermo Fisher, 17502048

B27 Supplement

Thermo Fisher, 12587010

FBS Sigma-F4135
PBS Sigma-P4417
PFA Sigma-158127
Tween-20 Sigma-P9416
Triton-X Sigma-T8787
Goat Serum Sigma-G9023
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5.2. Veri Toplama ve Analizi

Literatiirde oligodendrositler ve makrofajlar icin degisik formatlarda
yayinlanmis proteom verileri toplandi ve ayn1 formata getirilerek birlestirildi (Tablo
5.2.1.). Toplanan veri tabanlarinda ortak bir dil kullanilmamistir mesela proteinler
gen ID’si, Uniprot ID’si ve gen ismi gibi farkli sekilde isimlendirilmistir. Bu nedenle
birlestirilmis veri tabaninin evrensel olmasi i¢in tiim proteinlerin gen ID, Uniprot ID
ve gen isimleri elde edilerek giincellendi (Sekil 5.2.1.A). Uniprot, Cell Atlas,
Synergizer, NCBI veri tabanlar1 kullanilarak 6ncelikle var olan genlerin (UniprotID,
GenelD ve GeneName) bilgileri dogru mu diye kontrol edildi. Bazi genler birden ¢ok
farkli isimle literatiirde bulundugundan dolayr kargasayr gidermek adma tim
proteinler NCBI’daki evrensel gen ismiyle listelendi. Son asamada tiim veriler
manuel olarak kontrol edilerek dogrulandi ve birlestirme islemi tamamlandi.
Membran, ekstraseliiler matriks (ECM) ve hiicre digina salinan proteinler Uniprot ve
LocTree3 veri tabanlar1 kullanilarak segildi (Sekil 5.2.1.B). Birbirleriyle etkilesime
giren protein ¢iftlerini belirlemek i¢in STRING, BioGrid, IRefIndex, IntAct ve
MINT veri tabanlarindan yararlanildi (Sekil 5.2.1.C). Cytoscape programi kullanarak
etkilesim aglar1 olusturuldu ve analiz edildi (Sekil 5.2.2.). Proteinlerin, merkezi

konumda olmay1 gdsteren aradalik merkezliligi skorlar1 hesaplanda.

Tablo 5.2.1.: Proteom Kaynaklar1

HUCRE GRUPLARI Plsl,:)\r(r[];I]N REFERANS HUCRE KAYNAGI
134 (79) Monosit Tiirevli Makrofajlar
Makrofaj 127 (13) PBMC Monosit Tiirevli Makrofajlar
225 (80) PBMC Monosit Tiirevli Makrofajlar
1280 (15) Insan MSS Miyelin Proteomu
Miyelin/Oligodendrosit 952 (16) Insan MSS Miyelin Proteomu
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Sekil 5.2.1.: Interaktomun Haritasinin Elde Edilmesinde izlenen Is Akisinin Semast

MS ifade ham veri kiimeleri olan RNA-seq ve mikroarray verileri derlendi ve

proteom verilerine benzer sekilde birlestirildi (Tablo 5.2.2. A). Daha sonra beyaz

maddede hastalarda ifadesi degisen genler bulundu (14, 81-83) ve bunlarin p

degerleri hesaplandi. Aradalik merkezliligi degeri en yiiksek olan proteinler arasinda

hastalarda ifadesi istatistiksel olarak degisen (p<0.05) proteinler belirlendi (Sekil

5.2.2.B).
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Tablo 5.2.2.: MS ifade Kaynaklari
GEN SAYISI REFERANS HUCRE KAYNAGI
MS Hasta Lezyonlar1
6606 (14) ve Kontrol Beyinleri
MS Hasta Lezyonlar1
378 (1) ve Kontrol Beyinleri
MS Hasta Lezyonlar1
1400 (82) ve Kontrol Beyinleri
MS Hasta Kani ve
336 (83) Kontrol Kant
A B.
Proteom Verilerini Proteom Verilerini Puanl Proteriert
S e ) A
l Hesaplama l G
Wiembran ve ' vembranve MS Datalanni

Protein-Frotein
Interaksiyonlar

Interaksiyon Aglanmi
Qlugturma

Ag Topolgjisini Analiz | __|
Etme

Adaylan Temmlama

Proteinlerin Topolojik
Skaorlann Hesaplama

interaksiyon Aglanm
Olugturma
AJ Topolajisini Analiz
Eime

Adaylan Tanimlama

I‘-

-Protein
nteraksiyonlan

Protein Aglarnin
Oyelerini Tanimlama
MS ile iligkili Protein
Yolaklari

|

Sekil 5.2.2.: Sinyal Yolaklarmni Tanimlamanin Sistematiginin Ozeti

5.3. Kiiltiir Oncesi Hazirhklar

N
MS Hasta Gen
Ekspresyan
Verilerini Toplama,
Normmalize Etme ve
Birlegtirme

Ekspresyonu
Dedisen Genleri
Tammlama

|

Hiicrelerin biiytitiilecegi 25 cm?’lik flasklara %0,1°lik poly-l-ornitin iceren 2

ml, steril ddH2O eklenip gece boyunca oda sicakliginda bekletildi. Ardindan 2 kez

steril ddH2O ile yikanan flasklara %1’lik laminin igeren 2 ml, 1X steril PBS eklenip

kaplanmas1 i¢in gece boyunca oda sicaklifinda bekletildi. Flasklar daha sonra

kullanilmak tzere -20

°C’de muhafaza edildi.

Hiicrelerin ekim asamasina

gelindiginde 37 °C’lik etiivde 1sitilan flasklarin igindeki laminin ¢ekilip atilarak ekim
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islemi i¢in hazir hale getirildi. Hiicrelerin biiyiitiilme ve farklilastirma asamalarinda

kullanilan vasatlar taze olarak hazirlanda.

5.4. Oligodendrosit Hiicre Kiiltiirii

D3 fare embriyonik kok hiicrelerinden farklilastirilmis noral progenitor kok
hiicrelerden elde edilen oligodendrositler kullanildi. Bu hiicreleri 6nceden

yayimlanmis protokole gore tlirettik ve biiyiittiik (22).

5.4.1. Oligogenik Noral Onciil Hiicrelerin (O-NOH) Eldesi

Oligodendrositler fare embriyonik kok hiicrelerinden (EKH) elde edilmistir.
Fare embriyonik fibroblastlar ile kapl petri kaplarinda biiyiitiilen fare D3 EKH’ler;
KnockOut DMEM, 15% KnockOut serum takviyesi, Glutamax, 1X Esensiyal-
olmayan amino asit karigimi ve 55 uM 2-merkaptoetanol iceren EKH vasatina 1,000
U/ml fare Losemi inhibitdr faktér (LIF) eklenerek her giin beslendi. Noral onciil
hiicrelerin iiretimi i¢in slispansiyondaki EKH’ler ilk giin LIF icermeyen EKH vasati
icinde ardindan 500 ng/ml Noggin’e ek olarak 1X Glutamax, 1X N2 ve 1X B27
iceren DMEM/F12 (NOH vasat1) ile dort giin boyunca biiyiitiildii. Dérdiincii giiniin
sonunda olusan embriyoid govdeler ayristirildi ve 20 ng/ml epidermal biiylime
faktorii (EGF) ve 20 ng/ml fibroblast biiylime faktorii-bazik (bFGF) ilave edilmis
NOH vasat1 iginde laminin kapli petrilere ekildi. Biiyiitilen noral onciil hiicreler

pasajlanarak ¢ogaltilabildi ve istenildiginde kullanilmak iizere -80 °C’de donduruldu.

5.4.2. NOH’lerin Oligodendrositlere Farkhlastiriimasi

Oligodendrosit iiretimi i¢in nodral Onciil hiicreler ¢ozdiiriildi. 25 cm?’lik
flasklarda %60-70 oraninda hiicre doluluguna erisilene kadar biiyiitiildii. Ardindan
hiicreler yedi giin boyunca NPC vasatina eklenen 10 ng/ml Insiilin-benzeri biiyiime
faktorii 1 (IGF-1), 10 ng/ml Trombosit kdkenli biiylime faktorii-o (PDGF-a)’dan

olusan farklilagtirma vasatina alindi. Sekizinci giinde olgunlagsmanin baslamasi igin
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hiicrelerin vasatt NPC vasatina eklenen, 10 ng/ml siliar norotrofik faktor (CNTF), 5
ng/ml nérotrofin-3 (NT3) ve 40 ng/ml triiodothyronine (T3) iceren olgunlastirma
vasat1 ile degistirildi. Hiicreler bu vasatta 15. gline kadar tutuldu. 15. Giinde

oligodendrositler immiinositokimya i¢in hazir hale geldi (Sekil 5.4.2.1.).

D5 D4 Do M Da D15
0 i
ANPC Gretilmesi | Oligodendrasis Farklilagman
EKH [P
Gemiglemesi [Geniglemest
 E— st ADIEEIET
mESC Meadium HZB2T Madium HNEB2T Madium imlniinuhistu
* LIF + Nogain + EGF +IGF1 + PDGF-AA +CNTF + NT3+ T3 Jsitolimya
+ bFGF Farkhlagma Mediumu Olgunlasma Mediumn |

Farklilagma Olgunlasma Olgun
Baglangee Baslangic Oligodendrosit

Dikgiik Yapigma Ozellikli

Embriyoid
Petrilere Aktanm

Olugumlan Ayirma

Sekil 5.4.2.1.: Néral Onciil Hiicrelerin Uretilmesi, Biiyiitiilmesi ve Oligodendrositlere Farklilasmasi
(22)

5.5. Makrofaj Hiicre Kiiltiirii

Peritoneal kaviteden makrofaj alinmasi i¢in 6nce buz, 27g igne ile 5ml
siringa, strafor blok ve fare montaj pimleri, makas ve forseps hazirlandi. Balb-c
erkek fare strafor blok iizerine sirt {istli pozisyonu sabitlendi. %70 etanol ile sterilize
edildikten sonra makas ve forseps yardimi ile derisi kesildi. 27g igne kullanilarak
peritoneal kavite icine Sml %3 FBS iceren PBS enjekte edildi. PBS enjekte
edildikten sonra peritoneal kaviteye hafif masaj yaparak organ etrafinda yapisik
olabilecek makrofajlar PBS icine alindi. Daha sonrasinda peritoneal kavite icindeki
PBS geri cekilerek falkon tiip i¢ine alind1 ve buz iistiinde muhafaza edildi. 1500
rpm’de 8 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Pelletteki hiicreler, DMEM
(%1 glutamax, %] antibiyotik) i¢inde ¢oziildi ve kiiltiire tabi tutuldu.
Lipopolisakkarit (LPS) verilecek hiicrelere ayn1 anda LPS eklenip 2 saat inkiibe

edilerek aktif hale gelmeleri saglandi.
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5.6. Immiinositokimya Boyamasi

Sekiz kuyucuklu kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelerin igerisinde bulundugu
yasam vasatlari ¢ekilerek 2 kez 1 ml 1x PBS ile yikandi ve her bir kuyucuga 300 pl
%4 liik paraformaldehid (PFA) eklendi. Oda sicakliginda 15 dakika fikse edildikten
sonra PFA ¢ekilip atildi ve 500 ul 1x PBS ile 2 kez yikandi. Bloklama i¢in %3 BSA,
%0,1 Triton X, %0,1 sodyum azid ve %1 ke¢i serumu iceren PBS eklenip oda
sicakliginda bir saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan hiicreler 500 ul 1x PBS
ile 2 kez yikandi. Ardindan hiicrelere %3 BSA, %1 keci serum, %0,1 sodyum azid ve
%0,1 Tween 20 iceren sulandirma soliisyonu i¢inde birincil antikorlar (Tablo 5.6.1.)
eklendi ve +4 °C’de gece boyunca inkiibe edildi. Gece boyu inkiibasyonun ardindan
hiicreler %0,1 Tween 20 iceren 1X PBS ile 3 kez 5’er dakika boyunca yikandi ve
yine ayni sulandirma soliisyonu icinde ikincil antikorlar (Tablo 5.6.2.) eklenip oda
sicakliginda 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler %0,1 Tween 20
iceren 1X PBS ile 4 kez 5’er dakika boyunca yikandi ve hiicrelerin iizerine 1 pg/ml
DAPI eklenip 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. 5 dakika sonunda hiicreler 2 kez 5
dakika 1X PBS ile yikandi. Kapama soliisyonu (Sigma, Lot: SLBT1064) ile
kapatilan hiicrelerin kurumalar1 beklendi ve goriintiilenene kadar bekletilmesi i¢in +4

°C’ye alind1.

Tablo 5.6.1.: Immiinohisto/sitokimya Birincil Antikor Listesi

BIiRINCIL ANTIKORLAR FiRMA ORAN
Epha7 fare antikoru Santa Cruz, sc-393973 1/200
EfrinAl tavsan antikoru Thermo Fisher, 34-3300 1/200
EfrinA3 tavsan antikoru Thermo Fisher, 36-7500 1/200
EfrinA4 tavsan antikoru Thermo Fisher, 34-3700 1/200
EfrinAS tavsan antikoru Thermo Fisher, 38-0400 1/200
GFAP fare antikoru Thermo Fisher, PA3-16727 1/400
GalC fare antikoru Milipore, MAB342 1/200
MBP sigan antikoru BIO-RAD, aa82-87 1/100
F480 sigan antikoru E-BioScience, 53-481-82 1/500
Cd11b tavsan antikoru Novus, nb11089474 1/500
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Tablo 5.6.2.: Immiinohisto/sitokimya Ikincil Antikor Listesi

IKINCIL ANTIKORLAR FiRMA ORAN
488 keci anti tavsan antikoru AAT Bioquest, 16800 1/500
555 kegi anti fare antikoru AAT Bioquest, 16460 1/500
633 kegi anti sican antikoru AAT Bioquest, 16638 1/500

5.7. Perfiizyon Fiksasyonu

Izofloran (Piramal critical care, isoflurane-usp) ile fareler (6 fare kullanildi)
bayiltildi. Periton bolgesinden kalbe ulagsmak i¢in farelerin deri ve kaburgalari
kaldirild1 ve sol antriuma kesi atildi. Insiilin ignesinin takili oldugu pompa ile kalbin
sol ventrikiiliine girilip 1X’lik fosfat buffer salini (PBS) fare kani tamamen
uzaklagana kadar manuel olarak (yaklasik 5 ml) verildi. Kan uzaklastiktan sonra
%4’lik PFA ile hayvanin fikse oldugu anlasildiktan sonra beyin ¢ikarildi. Beyin
%4’lik PFA’da 2-6 saat tutulup kesit alinana kadar %30’luk siikrozda (Multicell,
Lot:800081017) tutuldu.

5.8. Kesit Alma

Stikrozda bekletilen beyin pecete iizerine alinarak siikroz uzaklastirildi.
Beynin ilgilenilmeyen 6n ve arka kismi nesterle diiz bir sekilde kesilip atild.
Beyinler vibratom (LEICA VT1000 S) havuzunda yapistirict ile yiizeye sabitlendi.
Soguk 1X’lik PBS i¢inde vibratomda kesit alma islemi kesitin kalinligi, kesit alma
hizi, frekans1 ve beynin kesilecek baslangic ile bitis noktalar1 ayarlandiktan sonra
baslatild1. Kesitler 24°liik kuyucuklara PBS ile birlikte alinip konuldu. En iyi kesitler

secildikten sonra lamlara alinip boyama i¢in kurumaya birakildi.

5.9. immiinohistokimya Boyamasi

PFA ile fikse edilmis 24 kuyucuktaki kesitler PBS’den uzaklastirildi. 300 pL
bloklama soliisyonundan (%5 ke¢i serumu, %2 Triton-X ve 1X PBS) koyuldu ve 1,5
saat shaker iizerinde 110 RPM’de inkiibe edildi. Bloklama soliisyonu ¢ekildi ve 2x10
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dakika PBS-Triton-X ile yikandi. 200 pL bloklama soliisyonuna birincil antikor
(Tablo 5.6.1.) eklenip +4 °C’de shakerda bir gece inkiibe edildi. Kesitler 24’liik well
icinde 3x20 dakika PBS-Triton-X ile yikandi. 200 pL bloklama soliisyonunun ig¢ine
ikincil antikorlar (Tablo 5.6.2.) eklenip 2 saat shaker iizerinde {istii kapali bir sekilde
inkiibe edildi. 3x20 dakika PBS-Triton-X ile yikandi. 500 uL. DAPI eklenip 5 dakika
bekletildi. DAPI ¢ekilip atildi ve 2x10 dakika PBS-Triton-X ile yikandi. Kesitler
lama aliip kurumasi beklendi. Kuruduktan sonra kapatma medyumuyla (Sigma, Lot:

SLBT1064) kapatildi. Goriintiilenmesi i¢in +4 °C’ye alind1.

5.10. Goriintiilerin Analizi ve Istatistiksel Degerlendirme

Hiicreler ve beyin kesitleri lazer taramali konfokal mikroskobu (LSM 780,
Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya) 20X, 40X ve 60X biiylitmeli objektif kullanilarak
goriintlilendi. Alinan goriintiiler Zen (LSM 780, Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya)

ve Imagel (84) programlar1 kullanarak islendi.

LPS verilen ve verilmeyen hiicrelerde EphA7 ifade yogunlugu Imagel
programi kullanilarak kor bir arastirmaci tarafindan olgiildii. Hiicreler rastgele
secilerek sinirlart belirlendi ve hem EphA7 hem de F4/80 i¢in ayr1 ayr1 hesaplama
yapildi. ifade yogunluklarinin ortalamalar1 ve standart hesaplamalari yapilip Mann-

Whitney U Testi ile gruplar karsilastirildi.
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6. BULGULAR

6.1. Protein-Protein Etkilesim Atlasinin —interaktomun— Olusturulmasi

Daha 6nce yapilmis ¢alismalardan elde edilen 13738 veriyi birlestirdik. Ayni
zamanda birden c¢ok kere bulunan yani duplike olan proteinleri ¢ikardik. Kalan
protein listesinden membran, ECM ve hiicre disina salinan proteinleri sectik (Tablo
6.1.1). Elde edilen protein listesinde kriterlere uyan oligodendrositlerde 1517 protein,
makrofajlarda 164 protein bulduk (Tablo 6.1.1). Bu bulunan proteinler arasinda
59730 etkilesim tamimladik (Tablo 6.1.2 ve Sekil 6.1.1.). Interaksiyona giren
proteinlerin  %56’sinin  hasta plaklarinda bulundugunu yaynlanmis hasta plak
proteom verilerine (14) bakarak go6zlemledik. Sonraki adimda sadece
oligodendrositler ve sadece makrofajlarda bulunan proteinler arasindaki etkilesimleri
tanimladik (3875 etkilesim). Bu spesifik etkilesimleri gergeklestiren 789 proteinden
454’1 (%57,5) yayinlanmis verilerde MS plaklarinda (14) gozlemledik (Tablo 6.1.2).

Tablo 6.1.1.: Elde Edilen Membran, ECM ve Salinan Proteinlerin Sayilarinin

Hiicresel Dagilimi

Hiicre Toplam Protein Membran, ECM ve Hiicre Spesifik
Sayisi Salinan Protein Sayisi Protein Sayisi
Oligodendrosit 3023 1517 1387
Makrofaj 289 164 34
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Tablo

6.1.2.:

Interaksiyona

Gozlenenlerin Orani

Sekil 6.1.1.: Oligodendrosit-Makrofaj Interaktomu. Kirmizi Kutu Aradalik Merkezliligi

Giren Proteinler

\J
" Protein interaksiyon MS'de
Hiicreler Savist Savist Bulunan
y y Protein Oram

Oligodendrosit-

i 1517-164 59730 %56
Oligodendrosit-
Makrofaj Hiicre 1387-34 3875 %57,5

Spesifik

Yiksek Olan Yani Networkte Merkezi Konumda Bulunan Bir Proteini Gostermektedir.

Arasindan MS Plaklarinda

Degeri
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6.2. MS ile iliskili Proteinlerin Tanimlanmasi

MS hastaligi siirecinde oligodendrosit ve makrofajlar arasindaki etkilesimde rol
alan onemli proteinleri tanimlamak i¢in interaktom verilerini ve gen ifadesi verilerini
birlestirdik. Ilk olarak, topolojik analiz sonucunda en yiiksek aradalik merkezliligi
degerine sahip proteinleri belirledik (Sekil 6.2.1.). Aradalik merkezliligi, bir agdaki
bir diiglimiin merkeziyetinin bir dl¢iisii olup ilgili diigiimden gecen diigiim ciftleri
arasindaki en kisa yollarin kesiti olarak hesaplanir (85). Yani aradalik merkezliligi
degeri yiiksek proteinler hiicre-hiicre baglanmasinda O6nemli bir konumda
bulunmaktadir. Ayrica MS hastalarinin ve saglikli kontrollerin gen ifade seviyelerini
literatlirdeki verileri birlestirerek tek bir veri tabaninda topladik. Hastalarin beyaz
maddesindeki ifadesi degisen genleri belirledik. Hem merkezi konumda bulunan hem
de hastalarda ifadesi istatiksel olarak anlamli sekilde degisen (p<0.05) en tepedeki
bes protein; EphA7, HRAS, HSPDI1, TF ve MYH14’tiir (Tablo 6.2.1). Bu proteinler
arasindan, dort tanesi (EphA7, TF, HSPD1 ve HRAS) daha 6nceki yayinlarda MS ile
iligkilendirilmistir (86-89). Bu sonug, interaktom analizi ile MS hastaligina iliskin

proteinlerin bulunabilecegini gostermektedir.

Listenin en basinda olan EphA7’nin literatiir taramasiyla inceledigimizde
reseptor-ligand 0Ozelligine sahip oldugunu, membran proteini oldugunu, MS ve
deneysel otoimmiin ensefalomiyelitis (EAE) ile iliskisi bulundugunu, nérogenezde
rol aldigmi ve makrofajlarda (13, 90, 91) bulundugunu  gordiik.
Immiinohistokimyasal ve immiinositokimyasal analizimize EphA7 ile devam etmeye

karar verdik.
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Tablo 6.2.1.: Interaktom Analizinde One Cikan 5 Protein

Protein Aradahk Log2 P Deseri Bulundugu Hiicre Referan
ismi Merkezliligi | Degisimi cge Grubu clerans
EphA7 0,203 3,69 0.00014 Makrofaj [13]
MYHI14 0,014 -2,08 0,00080 Oligodendrosit [16]
TF 0,017 -2,3 0,00336 Oligodendrosit [15]
HSPD1 0,022 0,64 0,01415 | Oligodendrosit/Makrofaj | [16, 93]
HRAS 0,010 0,77 0,01737 Oligodendrosit [15]
a7
%
&
0 =
&
4 5
; 1 1 1

0003 0043 0083 0423 0183 0203 0243

Aradahk Merkezliligi

Sekil 6.2.1.: Oligodendrosit-Makrofaj Interaktomunun Topolojik Analizi. Aradalik Merkezliligi
Degerleri Histogram Olarak Dagitilmistir. EphA7 En Yiiksek Ikinci Degere Sahip Proteindir.

6.3. EphA7’nin Makrofajlarda ifade Edildigi Gozlendi

Makrofaj hiicre kiiltiiriinde yapilan immiinositokimya boyamalarinda
makrofajlart aktive etmek i¢in 100 mg/ml ve 500 mg/ml dozlarinda gram negatif

bakteri duvarinda bulunan lipopolisakkarit (LPS) kullandik. Makrofajlar1 isaretlemek
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icin F4/80 antikoru kullandik. Aktive edilmemis (LPS’siz) ve aktive edilmis (LPS’1i)
makrofajlarin boyama sonuglarina gore EphA7 reseptoriiniin ifade seviyesini dlgtiik
(Resim 6.3.1.1.). Analizlere gore 100 mg/ml LPS verilen aktive olmus makrofajlarda
LPS verilmeyen makrofajlara gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde EphA7
reseptOr ifadesi yapma egiliminde oldugunu goézlemledik (Sekil 6.3.1.1.; aktive

edilmemise gére 100 mg/ml LPS p= 0,00714 ve 500 mg/ml LPS p=0,33204).

EPHA7-FA/80-DAPI

LPS

100mg/ml

500mg/mi

Resim 6.3.1.1.: Makrofaj Hiicre Kiiltiiriinde Aktive Edilmemis, 0,1 ve 0,5 mg/uL LPS ile Aktive
Edilmis Hiicrelerde EphA7, F4/80 (Makrofaj) ve DAPI ile Birlestirilmis Ornek Boyama Gériintiileri.
Bar: 20 pm.
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Sekil 6.3.1.1.: EphA7 Reseptoriiniin Makrofaj Hiicre Kiiltiiriindeki ifade Seviyesinin Kantitasyonu.

Daha sonra EphA7 ifadesine in vivo olarak baktik. Fare beyin kesitlerindeki
immiinohistokimya boyamalarinda da Cdllb veya F4/80 ile isaretli
makrofaj/mikroglia hiicrelerinde EphA7 reseptor ifadesini gozlemledik (Resim
6.3.1.2. ve 6.3.1.3))
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EPHA7

Cd11b

Resim 6.3.1.2.: Fare Beyin (Hipotalamus) Kesitlerinde EphA7 (A), Cd11b (Makrofaj-Mikroglia) (B)
ve DAPI ile Birlestirilmis (C) Ornek Boyama Gériintiileri. Yildizlar EphA7 ve Cdl1b Pozitif
Hiicreleri, Oklar Sadece Cd11b Pozitif Hiicreleri Gostermektedir. Bar: 20 pm.
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EPHA7-F4/80-DAPI

Resim 6.3.1.3.: Fare Beyin (Hipotalamus) Kesitlerinde EphA7 (A), F4/80 (Makrofaj-Mikroglia) (B)
ve Ugiiniin Birlestirilmis (C) Ornek Boyama Gériintiileri. Yildizlar EphA7 ve F4/80 Pozitif Hiicreleri,
Oklar Sadece F4/80 Pozitif Hiicreleri Gostermektedir. Bar: 20 um.
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Sonu¢ olarak, EphA7°nin saglikli farelerin periferdeki makrofajlarinda ve
beyinlerinde makrofaj/mikroglia hiicrelerinde bulundugunu gozlemledik. Ayrica

aktive edilmis makrofajlarda EphA7 ifadesinin artma egilimde oldugunu bulduk.

6.4. EfrinAl, A3, A4 ve AS Proteinleri Oligodendrosit Hiicrelerinde Gozlendi

EphA7’nin muhtemel ligandlar1 arasinda efrinAl, A2, A3, A4 ve AS
bulunmaktadir (92). Ilk olarak bu ligandlarin EphA7 ile etkilesime giren proteinler
arasinda bulunup bulunmadigina baktik. Efrin proteinlerinin hi¢biri kullandigimiz
oligodendrosit/miyelin ve makrofaj proteom veri tabanlarinda olmadigindan
interaktom analizi sonucu c¢ikan proteinler arasinda yoklardi. Dolayisiyla efrin
ligandlarmin oligodendrositlerde bulunup bulunmadigina immiinositokimyasal ve
immiinohistokimyasal yontemler ile bakmak istedik. EfrinAl, A3, A4 ve AS
boyamasi icin gerekli antikorlara ulagabildik ve deneylerimize bu dort protein ile
devam ettik. Oligodendrosit boyamalar1 i¢in GalC ve MBP boyamalarin1 kullandik.
GalC hem in vivo hem de in vitro hiicre govdesi ve sagaklarini boyar. MBP in vitro
hiicre govdesi ve sagaklarini boyarken in vivo genel olarak sagaklarda goriiniir.

Hiicre kiiltiiriinde efrinA1, A3, A4 ve A5 proteinlerinin oligodendrositlerde
bulunup bulunmadigi ve lokalizasyonlarin1 incelendik. Sonraki adimda hiicre
kiiltiiriinde elde edilen sonuglari normal beyin dokusunda gozlemlemek igin
immiinohistokimyasal ~yontemler kullandik. Her iki boyama sonucunda
oligodendrositlerde efrinAl (Resim 6.4.1.1 ve 6.4.1.2), efrinA3 (Resim 6.4.2.1 ve
6.4.2.2), efrinA4 (Resim 6.4.3.1 ve 6.4.3.2) ve efrinAS (Resim 6.4.4.1 ve 6.4.4.2)

ligandlarinin ifade edildigini gozlemledik.
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EfrinAl MBP

GalC EfrinA1-MBP-GalC-DAPI

Resim 6.4.1.1.: Oligodendrosit Hiicre Kiiltiiriinde EfrinA1 (A), MBP (Sagaklar-Oligodendrosit) (B),
GalC (Hiicre Gévdesi-Oligodendrosit) (C) ve DAPI ile Birlestirilmis (D) Immiinositokimya Ornek

Boyama Goriintiileri. Bar: 20 pm.
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EfrinAl

GalC

>

Resim 6.4.1.2.: Fare Beyin (Hipotalamus) Kesitlerinde EfrinAl (A), GalC (Oligodendrosit) (B) ve
DAPI ile Birlestirilmis (C) Immiinohistokimya Ornek Boyama Goriintiileri. Yildizlar EfrinAl ve
GalC Pozitif Hiicreleri, Oklar Sadece EfrinA1 Pozitif Hiicreleri Gostermektedir. Bar: 20 um.
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MBP

GalC EfrinA3-MBP-GalC-

Resim 6.4.2.1.: Oligodendrosit Hiicre Kiiltiiriinde EfrinA3 (A), MBP (Sagaklar-Oligodendrosit) (B),
GalC (Hiicre Gévdesi-Oligodendrosit) (C) ve DAPI ile Birlestirilmis (D) Immiinositokimya Ornek

Boyama Goriintiileri. Bar: 20 pm.
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EfrinA3

GalC

Resim 6.4.2.2.: Fare Beyin (Korpus Kallosum) Kesitlerinde EfrinA3 (A), GalC (Oligodendrosit) (B)
ve DAPI ile Birlestirilmis (C) Immiinohistokimya Ornek Boyama Gériintiileri. Yildizlar EfrinA3 ve
GalC Pozitif Hiicreleri, Oklar Sadece EfrinA3 Pozitif Hiicreleri Gostermektedir. Bar: 20 pm.
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EfrinA4 MBP

3
r

v

Resim 6.4.3.1.: Oligodendrosit Hiicre Kiiltiiriinde EfrinA4 (A), MBP (Sagaklar-Oligodendrosit) (B),
GalC (Hiicre Govdesi-Oligodendrosit) (C) ve DAPI ile Birlestirilmis (D) Immiinositokimya Ornek

Boyama Goriintiileri. Bar: 20 pm.
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EfrinA4

Resim 6.4.3.2.: Fare Beyin (Korpus kallosum) Kesitlerinde EfrinA4 (A), GalC (Oligodendrosit) (B)
ve DAPI ile Birlestirilmis (C) Immiinohistokimya Ornek Boyama Gériintiileri. Y1ldizlar EftinA4 ve
GalC Pozitif Hiicreleri, Oklar Sadece EfrinA4 Pozitif Hiicreleri Gostermektedir. Bar: 20 um.
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EfrinAS MBP

Resim 6.4.4.1.: Oligodendrosit Hiicre Kiiltiiriinde EfrinAS (A), MBP (Sagaklar-Oligodendrosit) (B),
GalC (Hiicre Govdesi-Oligodendrosit) (C) ve DAPI ile Birlestirilmis (D) Immiinositokimya Ornek

Boyama Goriintiileri. Bar: 20 um.
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EfrinA5-GalC-DAPI

Resim 6.4.4.2.: Fare Beyin (Korpus Kallosum) Kesitlerinde EfrinAS (A), GalC (Oligodendrosit) (B)
ve DAPI ile Birlestirilmis (C) Immiinohistokimya Ornek Boyama Gériintiileri. Y1ldizlar EftinAS ve
GalC Pozitif Hiicreleri, Oklar Sadece EfrinAS Pozitif Hiicreleri Gostermektedir. Bar: 20 um.
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Sonu¢ olarak, makrofajlarda gozlemlenen EphA7’nin baglanabilecegi
ligandlar olan efrinAl, A3, A4 ve AS proteinlerinin hem in vitro kiiltiirdeki
oligodendrositlerde hem de saglikli farelerin beynindeki oligodendrositlerde ifade
edildigini gozlemledik. Bunun yaninda hem in vitro hem de in vivo boyamalarimizda
efrin ligandlarin1 ifade eden oligodendrosit proteinlerini ifade etmeyen hiicreler de

gozlemledik.

6.5. EfrinA1l, A3, A4 ve A5 Proteinleri Astrosit Hiicrelerinde Gozlendi

Fare kesitlerinde yapilan boyamalarda efrin proteinlerinin oligodendrosit
hiicrelerinin disindaki, seklen astrositlere benzeyen hiicreleri de boyadig1 gozlendigi
icin bu proteinlerin astrositlerde ifade olup olmadigina baktik. Boyamalar sonucunda
astrosit hiicrelerinin membranlarinda efrinAl (Resim 6.5.1 A-C), efrinA3 (Resim
6.5.1 D-F), efrinA4 (Resim 6.5.2 A-C) ve efrinAS5 (Resim 6.5.2 D-F) ligandlarinin
ifade edildigini gozlemledik.
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EfrinAl EfrinA3

GFAP GFAP

EfrinA1-GFAP-DAPI

Resim 6.5.1.: Fare Beyin (Korpus Kallosum-Hipotalamus) Kesitlerinde EfrinAl ve A3 (A), GFAP
(Astrosit) (B) DAPI ile Birlestirilmis (C) Immiinohistokimya Ornek Boyama Gériintiileri. Bar: 20 pm.
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EfrinA4 EfrinA5

A- |

GFAP GFAP

B- E.

EfrinA4-GFAP-DAPI EfrinAS-GFAP-DAPI

Resim 6.5.2.: Fare Beyin (Korpus Kallosum) Kesitlerinde EfrinA4 ve A5 (A), GFAP (Astrosit) (B) ve
DAPI ile Birlestirilmis (C) Immiinohistokimya Ornek Boyama Gériintiileri. Bar: 20 pm.

Sonug olarak, efrinAl, A3, A4 ve AS proteinlerinin inflamasyonda etkili bir

hiicre grubu olan astrositlerde ifade edildigini gézlemledik.
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6.6. EfrinA1, A3, A4 ve A5 Proteinleri izole Edilmis Primer Makrofajlarda
Gozlendi

Fare kesitlerinde yapilan boyamalarda efrin proteinlerinin oligodendrosit ve
astrosit hiicrelerinin disindaki, seklen makrofaj/mikrogliaya benzeyen hiicreleri de
boyadig1 gozlendigi i¢in bu proteinlerin makrofaj/mikrogliada ifade olup olmadigina
baktik. Efrin ligandlarmin periferden toplanmis makrofaj hiicrelerinde ifade olup

olmadigini gézlemlemek i¢in immiinositokimya boyamalar1 yaptik.

Boyama sonuglarinda makrofajlarda efrinAl, efrinA3, A4 ve A5’in ifadesini

gozlemledik. (Resim 6.6.1.1 A-M).
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A. Efrinler B. F4/80 C. Efrinler-F4/80-DAPi

Tvulsa

£Vula

pvul3

Svuli

Resim 6.6.1.: Makrofaj Hiicre Kiiltiiriinde EfrinA1, A3, A4 ve A5, F480 (Makrofaj) ve DAPI ile

Birlestirilmis (C) immiinositokimya Ornek Boyama Gériintiileri. Bar: 20 pm.
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6.7. EphA7 Fare Beyin Kesitlerindeki Oligodendrositlerde Gozlenmedi

Makrofaj hiicre kiiltiiriinde Epha7 reseptoriiniin ifadesini gdzlemlendikten
sonra fare beyin kesitlerinde oligodendrositlerde de EphA7 ifadesine baktik. Boyama

sonucunda oligodendrositlerde EphA7 ifadesinin olmadigini gozlemledik.

EPHA7
A
MBP
B.
C

Sekil 6.7.1.: Fare Beyin (Korpus Kallosum) Kesitlerinde EphA7 (A), MBP (B) ve DAPI ile
Birlestirilmis (C) Immiinohistokimya Ornek Boyama Goériintiileri. Yildiz EphA7 Pozitif Hiicreyi
Gostermekte, Oklar MBP Pozitif Oligodendrosit Hiicrelerini Gostermektedir. Bar: 20 pm.
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7. TARTISMA ve SONUC

Onceki calismalarda MS’nin de iginde oldugu merkezi sinir sistemi
rahatsizliklart sirasinda rol alan oligodendrosit, bagisiklik hiicreleri ve néron gibi
bazi hiicrelerin proteom ve/veya gen ifade verileri elde edilerek hastaligin dinamigi
ve mekanizmasin1 aydinlatmaya katkida bulunulmustur (13-17, 79, 93-95). Bu
caligmalarin ortak yani bir hiicrenin proteomunu veya gen ifadesini diger hiicrelerden
bagimsiz bir sekilde ele alarak ifade ve lokalizasyon farklarindan yola ¢ikmis
olmalaridir. Oysa MS birden ¢ok hiicrenin birbiriyle etkilesimde oldugu bir
hastaliktir (26). Dolayistyla MS’nin mekanizmasini anlamak icin ve ona karsi tedavi
gelistirmek icin hiicreler arasi sinyalleri de goz onilinde bulundurmak ve sinyal
yolaklarin1  hiicrelerin  karsilikli  etkilesim  cergevesinde  degerlendirmek
gerekmektedir. Amacimiz, oligodendrosit ve bagisiklik hiicrelerinin proteomlarini
karsilagtirarak bu hiicreler arasindaki protein-protein etkilesimi tanimlayip merkezi
sinir sisteminde demiyelinizasyonun hiicresel mekanizmasinda etkili olan sinyal
yolaklarin1 belirlemekti. Bu sayede MS’ye kars1 etkili ilag iiretilmesi i¢cin hedef
proteinlerin belirlenmesini saglamis olacagiz. Bu hedef dogrultusunda onceki
yontemlerin aksine bizim gelistirdigimiz yontem iki ayr1 hiicrede bulunan membran
proteinleri veya hiicre dis1 proteinler arasindaki etkilesimlerden yola ¢ikarak
hiicrelerin iletisiminde etkili sinyal yolaklarin1 bulmaya yoneliktir. Bu sayede tedavi
amactyla tek bir hiicre tipindeki sorunu gidermek yerine sistemin tiimiindeki dengeyi
saglamaya yonelik sonuglar iiretmeyi hedefledik. Bu amacla, dnceki calismalarda
elde edilen proteom verilerinden yararlanip biiyiikk veri yOntemlerini kullanarak
protein-protein  etkilesimlerinin (PPI) haritalarini, miyelin interaktomlarin,
olusturduk.

Interaktomlarin olusturulmasinda ilk adim olarak, birlestirdigimiz proteom
verilerinde membran, ekstraselliiler matriks (ECM) ve hiicre disina salinan
proteinleri belirledik ve duplike olan proteinleri ¢ikardik. Interaktomlarda, PPI’lerin
merkezinde bulunan proteinlerin, miyeline karsi bagisiklik sistemi saldirisinda rol
alan sinyal yolaklar1 olacagi hipoteziyle bu proteinleri belirledik. Calismamizin 6n
sonuglarinda, oligodendrositlerde 1517 membran proteini, makrofajlarda 164

membran proteini bulunup, tanimlanan 59730 etkilesimden 3875’1 hiicreye spesifik
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proteinler arasindaydi. Bu spesifik etkilesimleri gerceklestiren 789 proteinden 454’1
(%57,5) yayinlanmis verilerde MS plaklarinda gozlemledik (14). On sonuglarimiz
MS hastaligina iligkin daha oOnceki calismalarla onemli eslesmelere sahipti ve
sonuglarin  projenin diger adimlarina gegirecek kadar umut vaat ettigini

gostermekteydi.

Daha sonra, merkezi proteinlerin ifade seviyelerini MS hastalar1 ve normal
bireylerde karsilastirip hastalikta en ¢cok 6ne ¢ikan proteinleri tanimladik. Bu 6zgiin
yontemimizi kullanarak oligodendrosit-makrofaj interaktomunun topolojik degerleri
ve ifade seviyeleri farki sonucunda MS ile iligkili 6ne ¢ikan 5 protein bulduk. Bu 5
protein arasindan membranda bulunan ve Ozellikle reseptor-ligand iligkisi olup
norogenezde rol alan tirozin kinaz ailesinin biiylik bir iiyesi olan efrin reseptér A7
(EphA7) proteinini takip eden analizlerimiz icin segtik. Efrin reseptorlerinin
ligandlar1 diger hiicrelerin membranlarinda bulunan efrinlerdir (96, 97). EphA7
reseptOriiniin efrin ligandlar1 arasinda A gruplanyla (Al, A2, A3, A4 ve AS)
etkilesim olusturabildigi bilinmektedir (92).

EphA7 proteinin makrofajlarda ifade olup olmadigini analiz etmek icin hem
makrofaj hiicre kiiltiirlerinde hem de saglikli fare beyin kesitlerinde boyadik. Hiicre
kiltlirii boyamasinda makrofajlara iki farkli dozda LPS verilerek aktif hale getirilen
makrofajlarin  LPS’siz  makrofaj boyamasiyla kiyaslamasini yaptik. Boyama
sonucunda EphA7 proteinin hiicre kiiltiirindeki hem LPS’li hem LPS’siz
makrofajlarda ve fare beyin kesitlerindeki makrofajlarda/mikroglialarda ifade
edildigini gozlemledik. LPS verilen makrofajlarda anlamli bir sekilde ifadesinin daha
fazla oldugunu gozlemledik. Literatirde MSS‘de EphA7 ile ilgili az bilgi
bulunmaktadir. Bizim makrofaj/mikroglialarda EphA7 ifadesini gostermis olmamiz
literatiire yeni bir bilgi kazandirmistir. Ancak MS lezyonlarinda makrofajlarda
EphA7 ifadesini gozlemlemisler. Literatiirde insan MS lezyonlarinda EphA7’°nin
ifadesini makrofajlarda, reaktif astrositlerde, inflamatuar hiicrelerde, lezyon
yakinindaki aksonlarda ve aktif-inaktif akson lezyonlarinda goriilmiistiir ama saglikli
insan beyinlerinin mikroglia/makrofajlarinda EphA7 goriilmemistir (86, 92). Sobel
ve arkadaslarimin  yapmis oldugu c¢alismanin aksine bizim EphA7’nin

mikroglia/makrofajlarda ifade oldugunu bulmus olmamiz insan ve fare beyin
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dokular1 arasindaki farkliliktan olabilir. Ayrica biz fiksasyondan hemen sonra
alinmig vibratom kesitlerinde fliloresan boyama yapmamiza karsin onlar parafin
kesitlerinde immiinoperoksidaz boyamasi yapmislardir. Bu gibi protokollerdeki
farkliliklar da sonuglardaki farki aciklayabilir. Amacimiz EphA7 ifade eden
mikroglia/makrofajlarin bulunup bulunmadigini tanimlamak oldugu icin EphA7
ifade eden hiicrelerin popiilasyondaki oranina bakmadik. Istatiksel olmayan
gozlemimiz saglikli fare beyninde mikroglia/makrofajlarin kiiciik ama 6nemli bir

kisminin EphA7 pozitif oldugu yoniindedir.

EphA7 reseptoriiniin etkilesim halinde oldugu bilinen efrinAl, A3, A4 ve AS
ligandlarmin hem tek tip hiicre kiiltiirlinde hem de saglikli fare beyin kesitlerinde
oligodendrositlerde ifadesinin oldugunu goézlemledik. Literatlirde efrinAS’in plp-
GFP ile igaretlenmis oligodendrostilerde ifadesi goriiliirken diger efrin ligandlarinin
oligodendrositlerde ifadesine bakilmamistir (86, 98). Caligmamizda efrinA2
ligandinin ifadesine bakilmamasinin sebebi elimizdeki diger antikorlarla beraber

boyanabilecek uygun bir antikorun bulunamamasiydi.

Ayrica efrin ligandlarinin  makrofaj hiicre kiiltiiriinde ifade edilip
edilmedigine baktik. Sonuglarimiza gore efrinAl, A3, A4 ve A5’in bazi1 makrofaj
hiicrelerinde ifade oldugunu gozlemledik. Ayni1 hiicre yiizeyi iizerinde bulunan efrin
reseptorleri ve ligandlar1 arasindaki etkilesimler, iki yonlii sinyallemeyi susturmak
icin bir mekanizmay1 temsil ettii dislniiliiyor (99). Literatiir calismalarinda ise
efrinA1’in kontrol ve normal goriinlimlii MS dokusunda mikroglialarda ifade
oldugunu gozlemlenirken (86), diger ligandlarin ifadeleri gozlemlenmemistir. Ancak
MS lezyonlarinda efrinAl, A2, A3 ve A4’iin ifadesinin makrofajlarda ifade oldugu
fakat A5’in olmadig1 gézlemlenmistir (86). Onceki ¢alismalarda, efrin ligandlarindan
sadece efrinA5 ligandinin oligodendrositlerde ifadesi gdzlemlenmis. Diger
ligandlarin saglikli kontrollerde bakilmamasi ancak bizim bunu bulmamiz literatiire
yeni bir bilgi kazandirmistir. Aym1 zamanda MS gibi kompleks bir hastalikta
de/remiyelinizasyon sirasinda oligodendrosit ve makrofaj/mikroglia etkilesimini

dogrular niteliktedir.
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Oligodendrosit ve makrofajlarda efrin ligandlarinin ifadesi incelendikten
sonra bir bagka glia hiicresi olan astrositlerde bu ligandlarin ifade olup olmadigini
inceledik. Sonuglarimiza gore saglikli fare beyin kesitlerinde astrositlerde efrinAl,
A3, A4 ve AS ligandlarinin ifadesini gézlemledik. Literatiire bakildiginda ise, MS
lezyonlarinda efrinAl, A2 ve A3’ln reaktif astrositlerde ifade edildigi
gozlemlenirken efrinA4 ve AS5’in ifade edilmedigi gozlemlenmistir (86).
Sonuglarimizda saglikli fare beyinlerinde efrinAl, A3, A4 ve AS5’in astrositlerde
ifade edildigini gostermemiz literatiire yeni bir bilgi kazandirmistir. EphA7
reseptorliniin - makrofaj/mikroglialarda ifade oldugunu ve efrin ligandlarinin

oligodendrosit ve astrositlerde ifade oldugunu boyama sonucuyla gosterdik.

Membrana bagl tirozin kinaz sinyal protein ailesinin biiylik bir tiyesi olan
efrinler, tamamlayici reseptorleri olan ligandlarla etkilesim halindedirler (Sekil
6.2.2.) (96, 97). 10 efrin A reseptorii, 6 efrin B reseptoriine karsilik 6 efrin A ligandi
ve 3 efrin B ligandi bulunmaktadir (Sekil 7.2). Efrin A reseptorleri
glikozilfosfatidilinositol bagl efrin A ligandlarina baglanirken, efrin B reseptorleri
transmembran efrin B ligandlarina baglanir (Sekil 7.1). Efrin reseptor/efrin ligandi
baglanmasi ¢ift yonlii olarak sinyal yolaklarini etkileyebilmektedir (Sekil 7.1). Efrin
reseptor/ligand baglanma kompleksleri 6zellikle embriyolojik donemde norogenezde
(akson yonlendirilmesinde, sinaps baglantilarinda, noral plastisitede, néron-ndron ve
noron/akson-glia iletisiminde, akson biiylimesinin kontroliinde), vaskiiler ve
bagisiklik sistemlerinde diizenleyici (T-hiicrelerinin olgunlasmasinda, gogiinde ve
trafiginde, T-hiicre reseptorii yanitlarinda ve sinyallerinin diizenlenmesinde) ve
hiicresel organizasyonun diizenlenmesinde, devamliliginda, korunmasinda ve
bi¢cimlenmesinde (hiicre gocii, ¢ogalmasi ve farklilasmasinda) biyolojik goérevlere
sahiptir (99). Efrin reseptor-ligand etkilesimleri hiicre sekillenmesinde, adezyonunda
ve hareketinde hem normal siiregte hem de patolojik siirecte dnemlidir (90, 91, 100,
101). Efrin reseptor/ligand etkilesimlerinin doku yaralanmasi sonrasinda iyilesmede,
optik sinir ve spinal kord yaralanmasi sonrasinda, yetiskin beyin rahatsizliklarinda
(sizofreni  gibi), inflamasyonda (vaskiiler endotelyumda), retinovaskiiler

rahatsizliklarda rolleri oldugu gézlemlenmistir (92).
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Efrin reseptor/ligand baglanma kompleksi hem A ve B aileleri arasinda hem
de kendi i¢inde ¢oklu baglanma kompleksi olusturmaktadir. EfrinAS ligandi efrinB2
reseptOriine baglanir ve reseptér kiimelenmesine, otofosforilasyona ve asagi yonde
sinyalin baslatilmasina yol agarak sinyalizasyonu aktive eder ve norit retraksiyonunu
indiikler. Efrin reseptorleri ve efrin-B proteinlerinin karsilikli ifadelerinin 6nemli bir
rolli, hiicre smirlarinda itilme ve ¢ekilmelerin kontroliidiir: bu da hiicrelerin veya
aksonlarin uygunsuz boélgelere girmesini engeller. Sinir sisteminde, bu mekanizma,
arka beyin segmentlerinin organizasyonunda ve go¢ eden ndral krest hiicrelerinin ve

ndronal biiyiime konilerinin yonlendirilmesinde etkilidir (102, 103).

Efrin reseptorleri ve efrin ligandlarinin bosluk kavsaklar1 (gap junctions),
hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii yoluyla diger hiicresel tepkileri diizenlemede
rolleri ortaya c¢ikmaktadir. Efrin reseptér aktivasyonunun asagi yonde
regiilasyonunda bulunan birkag bilesen, itmenin altinda yatan aktin hiicre iskeletinin
lokal depolimerizasyonunu kontrol eden yolaklarda yer almaktadir. Efrin reseptorleri
ayrica ECM’de hiicre baglanmasinda bulunan integrinlerin fonksiyonunu asagi
yonde diizenlerken, diger baglamlarda integrin aracili adezyonu yukar1 dogru
diizenleyebilirler. Ayrica, efrin-A ligandlarinin aktivasyonu integrin fonksiyonunu
yukar1 yonde diizenlemektedir (102, 103). EfrinA1 ligandinin EphA2 reseptoriiniin
aktivasyonu yoluyla fokal adezyon kinaz (FAK) ve p130 (cas) bagimli bir sekilde
fibroblastlardaki hiicre adezyonunu ve aktin hiicre iskeletindeki degisiklikleri aktive
edebilecegi gosterilmistir (100).

Efrin reseptor ve ligandlarinin ifadeleri birgcok homebox genini igeren gesitli
transkripsiyon faktorleri tarafindan kontrol edilmektedir. Niiklear [-katenin
tarafindan aktive edilen transkripsiyon faktor Tcf-4 (Sekil 7.3) efrin reseptdrlerinin
ifadelerini yukar1 yonde diizenlerken ayn1 anda ligandlar1 asagr yonde
diizenlemektedir. Bu sayede intestinal epitelyumda farklilasmis hiicrelere karsi
proliferatif ayrimi yapan efrinB reseptor-ligand ifadelerini diizenlemektedir. Kaderin
aracili hiicre-hiicre adezyonu ve Notch/Delta sinyal yolagi da efrin reseptorii
ifadesini  diizenleyebildigi  disiiniilmektedir. Efrin reseptor ve ligandlan
noromiiskiiler kavsaklari ve merkezi sinapslarin gelisimini ve fonksiyonunu
diizenlemektedir. Sinaptogenez sirasinda, efrin reseptdrleri, kiiciik GTP’azlarin Rho
ailesi araciligiyla (Sekil 7.3.) aktin hiicre iskeletine sinyal ileterek postsinaptik
Ozellesmenin kurulmasina ve modifiye edilmesine yardimci olmaktadir. EfrinB
reseptOrleri ayrica bir Src-ailesi kinaz yoluyla (Sekil 7.3.) N-metil-D- Aspartat
(NMDA)-reseptor aracili kalsiyum akisin1 modiile etmektedir ve sinaptik iletim
tizerinde dogrudan bir etkiye sahip olabilecegi Ongoriilmektedir. EphA/efrin-A
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sinyalleri, olgun hipokampiiste uyarici sinapslarin morfolojisini diizenleyen glial
hiicreler ve noronlar arasindaki bir karsilikli konusma sekline aracilik etmektedir.
Boylece hem EphA hem de EphB reseptorleri sinapslarin yapisal ve fonksiyonel
Ozelliklerini diizenleyebilmekte ve muhtemelen 6grenme ve hafiza olusumu dahil
olmak tizere bilissel silireclere katilabilecegi diisliniilmektedir. EfrinB reseptor ve
ligandlar1 arteryel ve vendz endotelyumda kritik rol oynamakta ve noro-arteryel
etkilesiminde aracilik etmektedir. Vaskiiler agin olusumunda etkili oldugu icin
kanserde anjiyogenik stirecleri diizenledigi tahmin edilmektedir (91, 92, 101, 104).

Efrin reseptor sinyal mekanizmalari; Efeksin, Abl ve bunlarin aktin iskelet
diizenlenmesindeki rolleri goriilmektedir. Ayrica ekstraseliiler-sinyal-diizenleyen
kinaz/mitojen-aktive eden protein kinaz (ERK/MAPK) yolaginin negatif diizenleyici
etkisi ve integrin hiicre-substrat etkilesimi yoluyla hiicre adezyonunun diizenleyici
etkisi goriilmektedir (Sekil 7.3.) (92, 101, 104).

Efrin ligandlarinin sinyal mekanizmalari; EfrinB fosforilasyonun pozitif
diizenleyicisi olarak Src kinaz ailesi (SFK), efrinB membran kiimelerine PDZ-
domain-igeren protein-tirozin fosfataz (PTP-BL) alimi, efrinB ligandlarinin asagi
yonlii bir efektorii olarak SH2-SH3 domain adaptor protein Grb4 ve efrinB ligandlar
tarafindan sitoplazmik protein PDZ-RGS3 araciligiyla fosforilasyondan bagimsiz

sinyalizasyonu saglayan mekanizmalar s6z konusudur (Sekil 7.3.) (92, 101, 104).

EphA4'in aracilik ettigi kortikospinal trakt olusumunda kinaz bagimh
fonksiyonlar ve i¢ kulakta sivi homeostazinin diizenlenmesinde EphB2 ileri
sinyalizasyonu reseptor aracili sinyalizasyona bagli fonksiyonlardir. Omurgalilarin
arka beyin pargalar1 arasindaki siirlarin olusturulmasi ve embriyonik vaskiilatiiriin
yeniden modellenmesi efrinB sitoplazmik domaini gerektiren fonksiyonlardir. EfrinB
sitoplazmik domain gerektirmeyen fonksiyonlar ise; noral-krest-hiicre gogiidiir ve
bunun yerine muhtemelen efrin reseptorlerinin ileri sinyallesmesinin aracilik ettigi
diistiniilmektedir (91, 101).
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Sekil 7.3.: Efrin Reseptor/Ligand Etkilesimindeki Bazi Sinyal Mekanizmalari (92)

EfrinAl ligandinin sitiimiilasyonunun ardindan kinaz-bagimsiz EphA2
reseptOriiniin, monosit/makrofaj hiicrelerinde integrin ligand-kapli ylizeylere
yapismanin yaninda hiicre yayilmasini/uzamasini tetikledigi gozlemlenmistir (105).
Insan T hiicrelerinde, efrinAl ve efrinA3 ligandlarinin takibinde EphA4
aktivasyonunun fibronektin ve ICAMI1 kapl yiizeylere B1 ve B2 integrin yapismasini
inhibe ettigi gosterilmistir (106). EfrinAl kaynakli EphA4 ileri sinyalizasyonu,
RhoA'nin aktivasyonu yoluyla endotelyal hiicrelere monosit yapismasini aktin hiicre
iskeleti diizenlemesiyle tesvik etmektedir (107). EfrinAS ligand: hiicre yapigsmasini
diizenlerken oligodendrosit farklilagmasinda da etkili olan Fyn kinaza ihtiyag
duymaktadir (108, 109). Oligodendrosit/miyelindeki efrinA ligandlarinin go¢ etme,
yapisma ve yayilmayi tetikleyerek monosit/makrofaj hiicrelerindeki EphA7
reseptOriinii  pozitif veya negatif bir yonde etkileme durumu s6z konusu

olabilmektedir. Bu yolla monosit/makrofaj aktive olarak pozitif veya negatif bir

59



sinyal olusturup oligodendrositleri etkileyebilmektedir. Bu sinyalizasyonla
makrofajlar oligodendrositleri dldiirebilir veya koruyabilir. Sonug¢larimizi bu bilgiler
1s1g¢inda degerlendirince, efrinA ligandlarinin oligodendrositlerde ifade edilmesinin
ardindan EphA reseptorlerini  bulunduran makrofaj/mikroglia  hiicrelerinin
sinyalizasyonu alarak ifade olmasi, oligodendrositleri integrinler iizerinden
etkileyerek goc etmeye ve makrofaj-oligodendrosit hiicrelerinin temas kurmasina
neden olabilecegini soOyleyebiliriz. Ayrica EphA7 ifadesinin MS hastalarinda
makrofaj/mikroglia hiicrelerinde artmasi ve hem sonucglarimizda hem de literatiir
verilerinde bu reseptdriin ve efrinAl, A3 ve A4 ligandlarinin ekspresyonunu
gormemiz hastalik sirasinda EphA7 reseptoriiniin  oligodendrositlerdeki efrinA
ligandlariyla etkilesim i¢in gerekli oldugunu diisiindiirmektedir. EfrinA ligandlarinin
reseptorlerle beraber makrofaj/mikroglialarda ifade olmasi ise sinyalizasyonu
durdurmak  i¢in  reseptor-ligand  etkilesimine  ihtiya¢  duyabilecegini
distindiirmektedir.

Retinal gangliyon hiicrelerin aksonlarinda ifade edilen EphA ve EphB
reseptorlerinin oligodendrosit progenitdr hiicrelerin (OPC) yiizeyindeki efrinlerle
etkilesim kurdugunu gosterilmistir. EfrinAS, B2 ve B3 ligandlarinin ifadesini optik
sinirlerin go¢ eden OPC’lerinde gozlemlenmistir (98). EphB2 ve efrinB2
proteinlerinin optik sinir hiicrelerinde ifadesinin yiiksekligi retinal gangliyon
hiicrelerde akson kaybi ile karakterizedir. EphA4 proteinlerinin de ifadesi optik
sinirlerde gdzlemlenmektedir. Makrofajlarin farkli alt gruplar1 olan hiicrelerde ve
makrofaj-benzeri hiicrelerde EphB2 reseptorii ifade edilmektedir. Ayrica EfrinB2
ligandin1 mikroglia ve astrosit hiicrelerinin ifade ettigi gozlemlenmistir. EphA4
reseptoriiniin  ifadesi ise astrositlerde gozlemlemistir. EphB2 ve efrinB2
proteinlerinin optik sinirlerde retinal gangliyon hiicrelerin aksonlarinda baglandiklar
gozlemlenmistir (110). Go¢ eden OPC’lerdeki bazi efrinA ve efrinB ligandlarinin
ifadesinin s6z konusu olmasi ve aksonlardaki EphA ve EphB reseptorlerinin
OPC’lerdeki efrin ligandlariyla etkilesime girmesi MS sirasinda remiyelinizasyona
giden olgun oligodendrositleri engellemek i¢in olabilir veya MS’te demiyelinizasyon
stirecinde aksonu parcalamak i¢in bir hamle olabilir. Ayrica makrofajlarin alt
gruplarinda efrin reseptdr/ligandlarinin ifade edilmesi makrofajlarin aksonlar1 veya
oligodendrosit/miyelini yok etmek i¢in bir aktive olma durumu olabilir. Astrositlere
baktigimizda hem sonuglarimiza gore hem literatiir verilerine gore, efrinA ve B
ligandlarin1 eksprese etmesi ayrica literatiirde MS’de EphA7 ve bazi reseptorleri

ifade etmesi de MS’de inflamasyonda sinyalizasyonun baslamasinda
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makrofaj/mikrogliadaki reseptdr ile astrositlerdeki ligandlarin etkilesmesi s6z konusu
olabilir. Sinyalizasyonu kesmek i¢in ise astrositlerde bulunan reseptor ve ligandlarin

etkilesimi s6z konusu olabilir.

Sonuglarimiz 6zgiin olan ydntemimizin hipotezimizi destekler nitelikte
calistigim1 gosterdi. Bu yontem genel oldugundan dolay1 herhangi bir hiicre-hiicre
etkilesimlerine uygulanabilir. Sonug olarak bu yontem, hiicre-hiicre etkilesimlerine
dayanan diger hastaliklarda molekiiler yollar1 tanimlamak icin kullanilabilir ve bu
hastaliklarin daha etkin bir sekilde teshis edilmesine ve ayrica ilag tedavilerinin

gelistirilmesine yardime1 olabilir.

Bu tez ¢alismasinin devaminda MS’nin EAE modelinde hem EphA7 hem de
efrin ligandlariin ifade durumuna bakilarak hasta ve saglikli farelerdeki ifade farkini
gormek ve ilag diizeyinde denemelere baslamay1 ongdérmekteyiz. Ayrica MS hastasi
kanlarindan izole edilen makrofaj Onciili olan monositlerin EphA7 boyamasini
kontrol EphA7 boyamalariyla akis sitometri akiminda bakarak farkli bir yol izlemeye
basladik. Buradan edinilen bilgiye gore veya bu hiicrelerin PCR sonuglarina gore

ifade seviyeleri ile ilgili daha detayl bilgilere ulagsmis olacagiz.
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