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Sekil 1. Pertusis toksin sonrasi Evans mavisinin kan-
beyin engelinden ge¢ip parankime ekstravaze oldugu
gortilmektedir (frontal korteks, 20x orijinal biiyiitme,
Nikon Eclipse E600).

bir fareye 10 ng pertusis toksini intraperitoneal
olarak enjekte edildi. Ardindan kuyruk veninden
0.3 ml %4’lik Evans mavisi (Sigma-Aldrich)
intravenoz olarak verildi. Enjeksiyondan 24 saat
sonra fare dekapite edilerek beyin diseksiyonu
yapildi. Frontal bolgeden 5 um kalinliginda
alinan kesitler, floresan mikroskop (Nikon
Eclipse E600) altinda incelendi. Mikroskopik
incelemede Evans mavisinin vaskiiler alandan
ciktigr ve parankimde kirmizi rofle verdigi
gosterildi (Sekil 1). Ardindan ¢alismaya gegildi.

Hastalarin tani1 aninda alinmis BOS ornekleri
ve kontrol vakalarinin klinik izlem sirasinda
ayiricl tani amagli olarak alinan ve -80° C’de
saklanmis olan BOS oOrnekleri erigkin Swiss
albino farelere enjekte edilerek santral ve
periferik demiyelinizasyona yol acip agmadigi
incelendi. SSPE (n=3) ve kontrol (n=3)
grubu BOS ornekleri (0.5 ml) van den Berg ve
arkadaslarinin!? protokoliine uygun olarak iki
glin arka arkaya intraperitoneal yoldan enjekte
edildi. BOS enjeksiyonlar1 dncesinde tiim

Sekil 2. Calismanin akis semas: (PT: pertusis toksin; BOS:
beyin-omurilik sivisi; SSPE: subakut sklerozan panensefalit)
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Sekil 3. Altinci gilin degerlendirmesi. A-B:
SSPE grubu, frontal lob ve orta hat yapilari,
C-D: kontrol grubu, frontal lob ve orta hat
yapilarl. (A ve C hematoksilen-eosin, B ve D
miyelin boyasi; orijinal biiylitme x2). 1: Frontal
korteks, 2: Lateral ventrikiil 3: Talamus ve
bazal gangliya.

farelere kan beyin bariyerini bozmak i¢in 10 ng
(0.1 ml) pertusis toksini intraperitoneal olarak
yapildi. Iki fareye ise sadece pertusis toksini
enjeksiyonu yapildi. Toplam 14 fare kullanildi.
Alt1 ve 21 giinliik izlemlerinin ardindan fareler
dekapite edilerek histopatolojik olarak incelendi
(Sekil 2). Enjeksiyon sonrasinda farelerin klinik
bulgular1 deneysel alerjik ensefalomiyelit klinik
skor tablosuna uygun bi¢imde giinliik olarak
degerlendirildi.!3 Farelerin hareketleri gozoniine
alinarak skorlama 1’den 5’e kadar yapildi.(1)
Kuyruk tonusunun kismi kayb1 veya yiiriimede
bozulma, (2) Kuyruk tonusunun kismi kaybi
ile birlikte yiirimede bozulma veya yiiriimede
bozulma olmaksizin kuyruk tonusunun tamamen
kaybi, (3) Kuyruk tonusunun tamamen kaybi
ile ylirimede bozulma, (4) Arka bacaklarda
kismi parezi, (5) Arka bacaklarda tam parezi.

Yedi fare altinci glinde, yedi fare de 21. giinde
dekapite edildi. Beyin ¢ikarilarak %10’luk
formaldehid soliisyonunda en az 48 saat tespit
edildi. Beyin dokusundan frontal, paryetal,
temporal ve oksipital loblari, beyin sap1
ve periventrikiiler bolgeyi ve serebellumu
icerecek sekilde kesitler alinarak parafin bloklar
hazirlandi. Histopatolojik degerlendirmede beyin
dokusunda meninkslerde, kortikal, subkortikal
bolge veya beyaz cevherde enflamasyon,
noronal dejenerasyon, demiyelinizasyon veya
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Sekil 4. Yirmi birinci giin degerlendirmesi. A-B: SSPE
grubu, frontal lob ve orta hat yapilari, C-D: kontrol grubu,
frontal lob ve orta hat yapilari. (A ve C hematoksilen-
eosin, B ve D miyelin boyasi; orijinal biiylitme x2). 1:
Lateral ventrikiil.

gliyozis varlig1 arastirildi. Ayrica nekroz,
kanama, ventrikiiler dilatasyon veya diger
yapisal degisikler belirlendi. Histopatolojik
incelemede hemotoksilen-eozin boyasi, miyelin
degerlendirmesi i¢in miyelin boyas1 (kesitler,
%2’lik celloidine ile muamele edildikten sonra
distile su ile yikanip %2,5 ferrik alumda
oda sicakliginda 24 saat tutulup, lityum
karbonatli soliisyonda bekletildikten sonra
distile su ile yikanip alkolden gegirilerek fikse
edildi) ve apoptoz icin de TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated
dUTP nick end labelling; Chemicon Apoptosis
Detection Kit-S7100) yontemi (kesitler 30

7

Sekil 5. Altinc1 giin perivenrikiiler bélge apoptoz
degerlendirmesi. A: SSPE grubu, B: Kontrol gubu (oklar
TUNEL pozitif hiicreleri géstermektedir, x20 orijinal
biiyiitme).
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dakika oda sicakliginda 20 ug/ml proteinaz K
ile inkiibe edildikten sonra TdT ve digoksigenin
isaretli dUTP igeren tamponda 1 saat 37°C’de
bekletilerek anti-peroksidaz ve anti-digoksigenin
ile muamele edilip diaminobenzidin ve metil
yesili ile goriintiilenme saglandi) kullanildi.

Bulgular

Farelerin hicbirinde takip siiresince kuyrukta
toniis kaybi, yliriimede bozulma, hareketlerde
azalma, beslenmede azalma gibi klinik bulgular
izlenmedi.

Beyin dokusunun histopatolojik incelemesinde 6.
ve 21. giinlerde meninkslerde veya parankimde
enflamasyon saptanmadi. Noronal dejenerasyon
veya demiyelinizasyon bulgusu goézlenmedi.
SSPE ve kontrol grubu arasinda morfolojik
bulgular, myelinizasyon ve apoptoz agisindan
bir fark bulunmadi. Sekil 3’te her iki grubun
altinal giin, Sekil 4’te her iki grubun 21. giin
serebral yapilar1 goriilmektedir. Incelenen
kesitlerde, morfolojik yapida bozulma, kanama,
nekroz, enflamatuar hiicre infiltrasyonu yoktu.
Serebral yapilarin miyelin dagiliminda bozulma
bulunmadi. TUNEL incelemesinde, SSPE ve
kontrol gruplarinda altinci ve 21. giinlerde beyin
parankiminde seyrek olarak apoptotik hiicre
goriildii (Sekil 5). SSPE grubunda apoptotik
hiicrelerde artma saptanmadi. Siyatik sinir
kesitlerinde histolojik yap1 tiim gruplarda
ve tlim haftalarda korunmus olarak izlendi.
Enflamatuar hiicre infiltrasyonu, akson kaybi
veya demiyelinizasyona ait bulgu saptanmadi.

Tartisma

Demiyelinizasyon enfeksiy6z, metabolik, oto-
immdiin, toksik nedenlerle ortaya cikan bircok
sinir sistemi hastaliginin bulgusudur. Cocuklarda
kalitsal metabolik hastaliklar, eriskinlerde oto-
immiin mekanizmalar demiyelinizasyona en
sik yol acan nedenlerdir. SSPE de genellikle
cocukluk yas grubunda goriilen, enfeksiyoz
nedenli, enflamasyonun ve ndrodejenerasyonun
katildig1 demiyelinizan bir hastaliktir.!

Viral etkenlerle olusan demiyelinizasyonlarin
patogenezi tamamen agiklanabilmis degildir.
Theiler’in fare ensefalit viriisii (Theiler’s
murine encephalitis virus, TMEV) enfeksiyonu,
bu hastaliklarin hayvan modeli olarak kabul
edilir. Enfeksiyon sirasinda ortaya ¢ikan
antiviral enflamatuar (CD4+ T hiicre) yanit
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ile salgilanan pro-inflamatuvar sitokinlerin,
makrofaj/mikroglia aktivasyonu yaparak
dogrudan miyelin zedelenmesi olusturdugu
diisiiniilmektedir. Oligodendrositlerde viral
enfeksiyon gosterilemediginden, virusla enfekte
hticreye kars1 CD8+ T lenfosit aracilikls sitolizin
demiyelinizasyonda rolii tartismalidir.”-14 Diger
bir ¢alismada, enfekte olmus farelerden alinan
serumun in vitro ve in vivo demiyelinizasyon
etkisi incelenmis ve in vitro miyelin olusumunun
engellenmedigi ve demiyelinizasyonun
olmadig1 ve in vivo verildiginde diger farelerde
demiyelinizasyona yol agmadig1 gosterilmistir.1>
Bizim c¢alismamizla benzer o6zellikleri ve
sonuglari olan bu ¢alismada demiyelinizasyonun
pasif olarak aktarilamayacag1 ve bunun immiin
yanit sliresince devam eden bir durum oldugu
gOsterilmistir.

Benzer calismalar Guillain-Barré sendromu
(GBS) hastalarinda yapilmis, bu taniy:r alan
hastalarin serumlar1 fareye intraperitoneal
verildiginde demiyelinizasyon olmadigi, buna
karsilik sicanlarin siyatik sinirine enjekte
edildiginde demiyelinizasyon oldugu ve klinik
olarak daha agir olanlarin serumlarinin daha
fazla demiyelinizasyon yaptig1 gosterilmistir.16-20
GBS’de bu araci etkenin TNFa olabilecegi ve
TNFa diizeyleri ile hastaligin klinik durumu
arasinda iliski oldugu gosterilmistir.21 Bizim
calismamizda da benzer yontem kullanilmis,
ancak santral demiyelinizasyonun klinik
ve histopatolojik bulgular1 goriilmemistir.
Bu bakimdan sonug¢larimiz Theiler virusu
calismalarina benzerlik gostermekte ve bu
enfeksiyonun SSPE’ye daha yakin bir model
oldugunu diistindiirmektedir.

SSPE’de de persistan kizamik virusunun
varliginin kesin olarak bilinmekle birlikte
demiyelinizasyonun aract mekanizmalari
tanimlanamamistir. Virus enfeksiyonunun
dogrudan oligodendrosit zedelenmesine yol
actig1 veya enfeksiyon sirasindaki immiin
yanitta gorevli sitokin, kompleman, antikor
gibi maddelerin miyelini yiktig1 {izerinde
diistiniilmektedir. Bu hipotezlerden yola ¢ikilarak
yaptigimiz bu ¢alismada hasta BOS 6rneklerinin
klinik ve histopatolojik degisikliklere, néronal
dejenerasyon, gliyozis, enflamatuar hiicre
reaksiyonu, demiyelinizasyon veya apoptoza yol
a¢madig goriilmiistlir. Bunun nedeni gercekten
de SSPE’de demiyelinizasyondan sorumlu olan
bir ¢6ziiniir madde bulunmamas: olabilir.
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Bu durumda demiyelinizasyon i¢in hiicresel
aracilikli enflamatuar yanitin gerekli oldugu
distintlebilir. Bunun irdelenmesi icin hastalarin
mononiikleer hiicrelerinin BOS ile birlikte ya
da ayr olarak enjekte edildigi deneyler yararl
olabilir.

Bunun disinda, BOS’daki birtakim molekiiller
demiyelinizasyondan gercekten sorumlu
olduklar halde ¢alismamizda bu gosterilememis
olabilir. Bunun ¢esitli olas1 nedenleri sayilabilir:
(1) Orneklemin kiiciik olmasi: Calismamizda
az sayida Ornek kullanilacag: icin, olasi bir
farkliligin gosterilebilmesi ac¢isindan TNFa
diizeyi diisiik ve yliksek olan hastalarin BOS’lar1
secilmistir. Kizamik IgG ise hepsinde yiiksektir.
Bu nedenle eger sorumlu etken TNFa ya da
kizamik antikoru ise daha fazla sayi ile farkli bir
sonu¢ elde etme olasilig1 diisiiktiir. Hastalarin
TNFo diizeyleri serumdaki mononiikleer
hiicrelerden 6l¢lilmiistiir. Serumdaki diizeyin
genelde BOS’u da yansittigi distiniiliirse?2 de
dogrudan BOS TNFa diizeylerinin ol¢iilmiis
oldugu orneklerle bir ¢alisma diisiinilebilir. (2)
Teknik olarak 1sik mikroskobu kullanilmaistir,
elektron mikroskobik inceleme yapilmadigi i¢in
miyelinde olusabilecek vakuolizasyon gibi daha
kiiclik ve hafif lezyonlar goriilmemis olabilir.
(3)Kullanilan BOS’lar tani sirasinda alinan
orneklerdir. SSPE’de demiyelinizasyon ise geg
evrede olmaktadir. Hastaligin erken déneminde
goriintiileme yontemleri ile demiyelinizasyon
gosterilemez. Bu nedenle de ¢alismamizda
kullanilan, tani i¢in alinmis erken evre BOS
ornekleri aranan maddeleri icermeyebilir. (4)
Farelerde izlem 21. gline kadar yapilmis, altinci
ve 21. glinde kesit alinmistir. Bu giinler GBS
ile yapilan ¢alismalar 6rnek alinarak secilmekle
birlikte, daha farkli bir zaman penceresinde
yeni ¢alismalar planlanabilir. (5) Calismamizda
eriskin fareler kullanilmistir. Duyarliligin
daha kii¢iik yaslarda daha fazla olabilecegi
diisiiniilerek enjeksiyonun farkl: yas gruplarina
yapilmas: denenebilir. (6) Yine bu fare susu,
viral demiyelinizasyona direncli olabilir.

Biitlin sonuglar ile SSPE’de demiyelinizasyonda
BOS’daki molekiillerin etken oldugu
gosterilememistir. Demiyelinizasyon
patogenezinde persistan viral enfeksiyon, bu
enfeksiyonun neden oldugu abartili immiin yanit,
sitokinler, ve bunlarin hem miyeline dogrudan
zarar vermesi, hem de oligodendrositlere zarar
vererek miyelin yikimini indiiklemesi sorumlu
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tutulabilir: demiyelinizasyon birincil nedenden
cok, enflamasyon ya da dejenerasyonun yer aldig1
mikrogevrenin bir sonucu gibi goériinmektedir.
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