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Parametrelerin Diyet Cinko Durumuyla iliskisi
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Giris ve Amag: Deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (DOE), insan enflamatuvar
demiyelinizan hastaliklarinin calismalari icin yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu modellerden en sik kullanilanlarin basinda kuprizon modeli gelmektedir.
Kuprizon modeli toksik bir demiyelinizasyon modeldir. Bu deneysel modelde en
6nemli sorun hayvanlarda MS olusumunun deneysel kanitlarla gosterilmesidir.
Kuprizonla indiiklenmis sican MS modellerinde hastaligin olustugunun
gosterilmesinde iki test 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlardan birincisi rotarod testidir.
Rotarod testi son yillarda sinir bilim alaninda motor fonksiyon bozukluklarini
gostermek icin siklikla kullaniimaya baslanan bir deneysel testtir. ikincisi
doku veya kan dizeyinde MBP duizeylerinin tayin edilmesidir. Bu calismanin
amaci da, kuprizon ile induklenmis sican modelinde multipl sklerozun (MS)
dogrulanmasinda rotarod testlerinin ve Miyelin Temel Proteini (MBP) analizinin
rold, ayrica bu parametrelerin diyetsel cinko durumuyla iliskisini arastirmaktir.

Yontem: Arastirma protokoli lokal hayvan deneyleri etik kurul tarafindan
onaylandi. Kirk alti yetiskin erkek Wistar sicani bes gruba ayrildi. Grup 1 ve

ABSTRACT

2'ye karboksimetilseliloz (CMC) ¢ozeltisi verildi. Grup 3, 4 ve 5'te, sekiz hafta
boyunca guinltik olarak CMC ¢6zeltisi icinde kuprizon (yem aliminin %1'i) gavaj
yoluyla verilerek MS indiiklendi. Grup 4'e cinko eksikligi olan diyet uygulanirken,
Grup 5'e glinlik intraperitoneal cinko silfat takviyesi yapildi. Hayvanlarda MBP
gen ekspresyonu, Gercek Zamanl PCR yontemiyle belirlendi.

Bulgular: Sonuclar, MS indiiklenmis sicanlarin (Grup 3 ve 4) diger gruplara
gore anlamli derecede daha kisa rotarod diisme sureleri ve daha yuksek korpus
kallozum MBP gen ekspresyonu sergiledigini gésterdi (p<0,05). Ozellikle,
Grup 5'teki ¢inko takviyesinin bu etkileri tersine cevirdigi gézlendi (p<0,05).

Sonug: Bu bulgular, sekiz haftalik kuprizon uygulamasinin sicanlarda MS benzeri
bir durum indukledigini ve ¢inko takviyesinin bu MS semptomlarini etkili bir
sekilde hafiflettigini dogrulamaktadr.

Anahtar Sozciikler: Cinko, korpus kallozum, kuprizon, multipl skleroz, miyelin
temel proteini, rotarod testleri

Introduction: Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is widely
used for studies of human inflammatory demyelinating diseases. The cuprizone
model is one of the most frequently used. The cuprizone model is a toxic
demyelination model. The most significant challenge in this experimental
model is demonstrating the development of MS in animals with experimental
evidence. Two tests stand out in demonstrating the development of disease in
cuprizone-induced rat MS models. The first is the Rotarod test. The Rotarod
test is an experimental test that has become frequently used in recent years in
the field of neuroscience to demonstrate motor function disorders. The second
is the determination of MBP levels at the tissue or blood level. The aim of this
study is to investigate the role of rotarod tests and myelin basic protein (MBP)
analysis in confirming multiple sclerosis (MS) in a cuprizone-induced rat model,
and also the relationship of these parameters with dietary zinc status.

Methods: In the study, approved by the ethics committee, forty-six adult male
Wistar rats were divided into five groups. Groups 1 and 2 received Carboxy-

methyl-cellulose (CMC) solution. Multiple sclerosis was induced in Groups
3, 4, and 5 by daily gavage of cuprizone in CMC solution (1% of feed intake)
for 8 weeks. Group 4 received a zinc-deficient diet, while Group 5 received
daily intraperitoneal zinc sulfate supplementation. Myelin basic protein gene
expression in animals was determined using Real-Time PCR.

Results: Results showed that MS-induced rats in Groups 3 and 4 exhibited
significantly shorter rotarod fall times and higher corpus callosum MBP gene
expression compared to other groups (p<0.05). Notably, zinc supplementation
in Group 5 reversed these effects (p<0.05).

Conclusion: These findings confirm that 8 weeks of cuprizone administration
induces an MS-like condition in rats, and zinc supplementation effectively
ameliorates these MS symptoms.

Keywords: Corpus callosum, cuprizone, multiple sclerosis, myelin basic protein,
rotarod tests, zinc
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One Cikan Noktalar

+ Takviye almayan MS gruplarinda rotarod performansi
bozuldu.

» Takviye almayan MS gruplarinda korpus kallosumdaki
MBP ekspresyonu artti.

+ Boylece, MS modeli rotarod testi ve MBP mRNA analizi
ile dogrulandu.

* Zn tedavisi, MS'te motor fonksiyon kaybini ve MBP gen
ekspresyonlarini iyilestirdi.

* Cinko, deneysel MS tedavisinde 6nemli bir molekil
olabilir.

GiRis

Multipl skleroz (MS), merkezi sinir sistemine yonelik bagisiklik aracili
saldirilarla karakterize edilen otoimmin bir hastaliktir. Bu enflamatuvar
siire¢; motor kayiplar, gérme bozukluklari, duyu veya denge bozukluklari
gibi klinik semptomlarla sonuclanan ilerleyici nérodejenerasyona yol
acar (1). Bu nedenle, deneysel modeller kullanarak MS'i ve hastaliktan
kaynaklanan sorunlari arastirmaya yonelik ilgi giderek artmaktadir (1).
Kuprizon (bis-siklohekzanon okzalidihidrazon) bir bakir selatérudir ve
sistemdeki bakir iyonlarinin tamamen islevsiz hale gelmesine neden olur.
Oral yolla veya diyetle uygulandiginda kuprizon, merkezi sinir sistemi
icindekiolgun oligodendrositleri spesifik olarak hedefalir (2). Buuygulama,
ozellikle korpus kallozumda ve diger cesitli kortikal bolgelerde belirgin
demiyelinizasyona ve oligodendrosit poptilasyonlarinda azalmaya yol
acar (2). Sonug olarak, kuprizon modeli deneysel multipl skleroz (MS)
arastirmalarinda siklikla kullaniimaktadir (3). Multipl sklerozun agirlikli
olarak geng yetiskinleri etkiledigi g6z ¢niine alindiginda, bu modeller
tipik olarak geng yetiskin fare veya sicanlar kullanilarak olusturulur. Bu
paradigmada, toksik bir madde olan kuprizonun alimi, temel olarak yaygin
demiyelinizasyonla karakterize edilen ve MS'in klinik tablosunu yansitan
noropatolojik bulgulara yol agar (2,3). Kuprizon maruziyetinin kesilmesini
takiben kendiliginden remiyelinizasyon gerceklesir. Boylece, kuprizon
kaynakli MS modeli arastirmacilara hem hedeflenmis demiyelinizasyonu
tetiklemek hem de sonrasindaki remiyelinizasyon sireglerini sistematik
olarak gézlemlemek icin kritik bir platform saglar (2-4).

Bu deneysel modeldeki en 6nemli sorun, hayvanlarda MS olusumunun
deneysel kanitlarla gosterilmesidir. Kuprizon kaynakh sican MS
modellerinde hastaligin olustugunu géstermede iki test 6ne cikmaktadir.
Bunlardan birincisi rotarod testidir. Rotarod testi, yaklasik on bes yildir
nérobilim alaninda motor fonksiyon bozukluklarini gostermek amaciyla
siklikla kullanilan deneysel bir testtir (5). ikincisi ise doku veya kan
duzeyinde Miyelin Temel Protein (MBP) seviyelerinin belirlenmesidir (6).

Cinko; vicuttaki katalitik, yapisal ve diizenleyici olmak tzere l¢ temel
fizyolojik fonksiyonla yakindan iliskilidir. Bu nedenle ¢inko, viicudun
normal blyumesi ve fizyolojik fonksiyonlarin surdirtlmesi icin
vazgecilmez bir mikrobesindir (7). Beyin fonksiyonlarinda da kritik bir
element olan ¢inkonun eksikligi; MS dahil nérodejeneratif hastaliklar
ve bozulmus bilissel performans ile yakindan iliskilidir (7,8). Biyolojik
sivilardaki ¢inko dizenlemesinin, MS hastalarinda saglikli kontrollere
kiyasla 6nemli olctide bozuldugu bildirilmistir (9,10). Bu nedenle
MS ve cinko arasindaki iliskinin arastirimasina yénelik ilginin arttigi
sOylenebilir. Ayrica beyindeki cinkonun sinaptik iletim, felg, farklilasma
ve proliferasyonda (¢ogalma) énemli roller oynadigi giderek daha fazla
kabul gormektedir (11). Bir rapor, beyin gelisimi ve nérolojik hastaliklar
icin kritik bir mikrobesin olan c¢inkonun etkilerini vurgulamakta;
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ozellikle beyaz cevher bozukluklari, oligodendrosit hasar mekanizmalari
ve miyelinizasyon sureclerindeki henliz  kesfedilmemis  rolline
odaklanmaktadir (12). Benzer sekilde, baska bir rapor oligodendrositlerin
merkezi sinir sistemi cinko homeostazi arastirmalarinda benzersiz bir
model olarak kullanilabilecegini ileri sirmekte; dahasi, gelisim sirasindaki
cinko diizenlemesinin hucre farklilasmasi Gzerinde belirleyici bir etkiye
sahip olduguna inanilmaktadir (13).

Yukarida agiklanan bilgilere dayanan bu calismanin iki ana amaci vardir:

1. Sekiz hafta boyunca kuprizon uygulanarak MS indiklenen sicanlarda,
deneysel MS olusumunu gostermek amaciyla rotarod testi ve korpus
kallozumdaki MBP gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesini
kullanmak. Bu iki testin birlikte uygulanmasi, deneysel MS modelini
kullanan arastirmacilarin gelecekteki calismalari igin tesvik edici olabilir.

2. Multipl skleroz patogenezinde &nemli bir rol oynadigl dustinilen
cinkonun diyetteki durumunun yani sira beyin fonksiyonlarindaki roli ile
MS arasindaki olast iliskilere dikkat cekmektir.

YONTEM

Etik

Tiim deneysel prosedirler, Selcuk Universitesi Deneysel Tip Arastirma
ve Uygulama Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir (Onay Kodu: 17; Onay Tarihi: 2021).

Hayvanlar

Galismada kullanilan yetiskin erkek Wistar sicanlar (n=46), Selcuk
Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden (SUDAM)
temin edilmistir. Tim deneysel prosedirler ayni merkezin hayvan etik
kurulu tarafindan onaylanmistir.

Hayvanlar toplam 5 gruba ayrnimistir (Grup 1: n=6, diger dort grup n=10).

* Grup 1: Kontrol

* Grup 2: Sham multipl skleroz

* Grup 3: Multipl skleroz

* Grup 4: Multipl skleroz + cinko eksikligi
* Grup 5: Multipl skleroz + ginko takviyesi

Grup 1, Grup 2 ve Grup 3'teki hayvanlara sekiz hafta boyunca standart
sican yemi verilmistir.

Grup 2'deki hayvanlara ayrica sekiz hafta boyunca gunluk gavaj (mide
sondasi) yoluyla kuprizon ¢éziict (solvent) verilmistir.

Prosediirler
Kuprizon asagida aciklandigi sekilde hazirlanmistir:

Kuprizon, saf suyun %1 konsantrasyonu ile gunlik yem aliminin %1'i
oraninda (0,66 g/kg) hazirlanmistir.

Ek olarak, Grup 4'teki hayvanlar cinkodan fakir diyetle (50 pg/kg cinko)
beslenmistir.

Grup 5'teki hayvanlara ise intraperitoneal (i.p.) cinko sulfat takviyesi (5
mg/kg/guin) uygulanmistir.

Rotarod Testi

Rotarod testleri SUDAM hayvan laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Bu
calismada, motor koordinasyon ve dengeyi degerlendirmek amaciyla
otomatik hizlanan May rotarod cihazi (Commat Ltd, Ankara/Turkiye)
kullanilmistir. Duzenek; tutunmayi saglamak icin uygun sekilde islenmis
7 cm capinda, 30 cm yuksekliginde bir silindir ve silindiri déndirmek igin
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bir glic kaynagindan olusmaktadir. Bes dairesel bolme, cubugu dort esit
boyutlu kompartimana (her biri 7 cm uzunlugunda) ayirir.

Sicanlara, cihazi kesfetmelerine ve alismalarina yardimc  olmak
amaciyla degerlendirme giiniinden 3 glin 6nce alisma egitimi verilmistir.
Her gun, dakikada 4 devir (rpm) ile baslayip maksimum 20 rpm'ye
hizlanacak sekilde, deneme basina maksimum 300 saniye cihaz tizerinde
kalmalarina izin verilmistir. Eger vaktinden once duserlerse, maksimum
3 kez tekrar cihaza vyerlestiriimisler ve hizlanma her seferinde doért
rpm’den baglatiimistir. Her hayvanin 3 kez hata yapmasina izin verilmistir.
Alistirma denemeleri, basarili olanlar 300 saniyeyi tamamladiktan
sonra sonlandinlmistir. Hayvanlarin rotarod performanslari, alistirma
denemelerinden sonraki 4. giine denk gelen kuprizon uygulamasinin
son glintinde kaydedilmistir. Dért rpm'den baslayarak, sireden bagimsiz
olarak hayvanlarin ulasabildigi maksimum rpm degeri kaydedilmistir.

Hayvanlardan Doku Orneklerinin Alinmasi

Sekiz hafta boyunca giinliik olarak izlenen ve tedavileri tamamlanan
hayvanlar, tedavinin son giiniinden 24 saat sonra sakrifiye edilmis ve
korpus kallozum doku &rnekleri alinmistir. Hayvanlarin aci ¢cekmesini
6nlemek amaciyla, islemler genel anestezi altinda (intraperitoneal olarak
75 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin kombinasyonu) gerceklestirilmistir.
Sakrifikasyon sonrasi sicanlarin beyinleri hizla cikarilmis ve kuru buz
Uzerinde dondurulmustur. Dondurulan beyin dokusu Eppendorf
tuplerine yerlestirilmis ve Ornekler tzerinde calisilana kadar -80°C'de
saklanmistir.

RNA izolasyonu

Korpus kallozum dokularindan toplam RNA ve miRNA izolasyonu, ticari
kit protokollerine (Biyo Basic, Kanada; miRNAExtractor) gore yapilmistir.
Dokular, mekanik bir homojenizatér (SONOPULS mini20, BANDELIN,
Almanya) kullanilarak 1 ml lizis tamponu (lysis buffer) icinde lize edilmis;
kloroform faz ayrimi ve etanol ¢éktirme adimlarini takiben spin kolon
teknolojisi ile saflastinlmistir. Elde edilen RNA &rneklerinin kantitatif
ve saflik analizleri spektrofotometrik olarak (SMA 1000, Merinton, Cin)
gerceklestirilmistir; OD 260/280 orani 1,9 ve tizerinde olan yuksek kaliteli
ornekler, ileri islemler icin -20°C'de saklanmustir.

cDNA Sentezi

mMRNA ekspresyon analizi icin toplam RNA 6rneklerinden cDNA, iretici
talimatlarina gore (5 dakika 25°C, 20 dakika 46°C ve bir dakika 95°C)

Tablo 1. Ger¢ek zamanli PCR igin kullanilan primerler

Gen Primer dizisi (5'-3’) islev
MBP ileri CTTCAAAGACAGGCCCTCAG Hedef gen
MBP geri CCTGTCACCGCTAAAGAAGC Hedef gen

MBP: miyelin temel proteini.
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termal dongu cihazinda (Bio-Rad, ABD) iScript cDNA sentez kiti (Bio-
Rad, ABD) kullanilarak elde edilmistir. Sentezlenen cDNAlarin saflik
kontrolleri yapildiktan sonra Real-Time PCR analizine kadar -20°C'de
saklanmistir.

Real-Time PCR (qPCR) Analizi MBP mRNA ekspresyon seviyeleri, spesifik
primerler (Oligomer, Turkiye) kullanilarak belirlenmistir. Kantifikasyon
éncesinde, kontrol grubu érneklerinden hazirlanan seri diltisyonlar (1/1
ile 1/32 arasi) kullanilarak standart egriler olusturulmus ve yéntemin
standardizasyonunu saglamak icin primer baglanma sicakliklari
optimize edilmistir. Reaksiyonlarda her 6rnek igin yaklasik 50 ng cDNA
kullanilmustir.

Miyelin temel proteini gen ekspresyonu, Selcuk Universitesi Tip
Fakultesi Molekuler Fizyoloji Laboratuvari'nda Real-Time PCR y&ntemi
ile belirlenmistir (Tablo 1). gqPCR analizi, Livak ve Schmittgen tarafindan
gelistirilen 2-AACT yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir (14).

istatistiksel Yontemler

Hem Rotarod testi hem de MBP gen ekspresyon seviyelerinin istatistiksel
yorumlanmas! icin bilgisayar paket programi (IBM Sosyal Bilimlerde
istatistik Paket Programi (SPSS) stiriim 26.0) kullanilmistir. Calismada elde
edilenverilerinaritmetik ortalamalarive standartsapmalari hesaplanmistir.
Verilerin homojenligi icin “Shapiro-Wilk” testi uygulanmistir. Gruplar
arasindaki farklari belirlemek igin “Tek Yonlu Varyans Analizi (ANOVA)”
testi; farkin hangi gruptan kaynaklandigini belirlemek icin ise “Duncan”
testi kullaniimistir. p<0,05 diizeyindeki farkhliklar anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Rotarod testi; fare ve sicanlarin hizlanan bir cubuk tzerinde kalma ve
kosma becerilerini 6lcerek, hayvanlarin motor koordinasyon ve 6grenme
yeteneklerini arastirmak igin kullanilan standart bir sensérimotor testtir.
Calismamizda hayvanlar cubuk Uzerinde kaldiklari stire acisindan
degerlendirildiginde; MS grubu (Grup 3) ve cinko eksikligi olan MS
grubundaki (Grup 4) hayvanlarin, diger gruplara kiyasla daha kisa
stirede cubuktan dustugu gorulmistir (p <0,05). Cinko takviyesi alan
MS grubundaki (Grup 5) hayvanlar, MS induklenen Grup 3 ve 4'teki
hayvanlara gore cubuk Uzerinde daha uzun sure kalmistir (p<0,05).
Kontrol gruplarindaki hayvanlar (Grup 1 ve 2) ise diger tum gruplardaki
hayvanlardan daha uzun siire gubuk tizerinde kalmistir (p<0,05; Tablo 2,
Sekil 1).

Deneysel bir MS modelinde kuprizon, spesifik olarak oligodendrositleri
hedefler ve korpus kallozumda demiyelinizasyona neden olur.
Oligodendrositlerin miyelin kilif yizeylerinin en dis tabakasinda bol
miktarda bulunan MBP'nin, bagisiklik yanitlarini destekleyebilen kritik
otoantijenlerden biri oldugu ve otoimmiin yanitlarla da iliskili olabilecegi
ileri strlmustar.

Tablo 2. Calisma gruplarinin Rotarod testi ve korpus kallozum miyelin temel proteini (MBP) gen ifade diizeyleri

ROTAROD TESTi MBP (2-22¢T)
Cubuk iizerinde kalinan siire “saniye” Ort = SS

Gruplar Ort =SS

Kontrol grubu (G1) 209,66+50,06a 0,95+0,13b
Sham grubu (G2) 178,50+87,44a 0,98+0,09b
MS grubu (G3) 58,60+23,66¢ 1,58+0,13a
Cinko eksikligi olan MS grubu (G4) 35,00£16,61¢c 1,59+0,09a
Cinko takviyeli MS grubu (G5) 89,40+50,83b 1,09+0,16b

a >b >c: Ayni sutunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (P <0,05). MS: multipl skleroz; MBP: miyelin temel proteini; Zn: ginko.
P-Degerleri, ROTAROD; G1-G2=1,000, G1-G3=0,795, G1-G4=0,018, G1-G5=0,990, G2-G3=0,769, G2-G4=0,047, G2-G5=0,962, G3-G4=0,755, G3-G5=0,366, G4-G5=0,032
P-Degerleri, MBP: G1-G2=0,990 G1-G3=0,000, G1-G4=0,000, G1-G5=0,260, G2-G3=0,000, G2-G4=0,000, G2-G5=0,368, G3-G4=1,000 G3-G5=0,000, G4-G5=0,000
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ROTAROD TEST
Cubuk iizerinde kalma siiresi
250
209,66
a 178,5
—
200 —
~__ a
2 10
=
E
: 894
-
=
ﬁ 100 b
58,6 — K
35 /
50 ¢«
— ¢
o
Kontrol (G1) Sham (G2) MS (G3) Zn eksik MS (G4) Zn takviye MS (GS5)
M Gruplar

Sekil 1. Calisma gruplarinin Rotarod testi sonuglari. a >b >c: Farkli harflerle gésterilen ortalamalar istatistiksel olarak anlamlidir (P <0,05).

MBP (2-AACT)

1,58

0,95 0,98

0.8

mRNA ifade diizeyi (kat)

0.6

0.4

0.2

Kontrol Grubu (G1) Sham Grubu (G2Z)

M5 Grubu (G3)

Zn eksik MS Grubu (G4) Zn takvive MS Grubu (G5)

Sekil 2. Calisma gruplarinin korpus kallosum dokusundaki miyelin temel proteini (MBP) gen ifade diizeyleri. a >b >c: farkli harflerle gésterilen ortalamalar istatistiksel

olarak anlamhidir (P <0,05).

Calismamizda, korpus kallozumdaki en ylksek MBP gen ekspresyon
seviyeleri; MS'le induklenen ve ¢inkodan fakir diyetle beslenen Grup 4
hayvanlari ile MS'le indiiklenen ve standart sican yemiyle beslenen Grup 3
hayvanlarinda elde edilmistir (p<0,05). Cinko takviyesi, MS'le indiklenen
Grup 5 hayvanlarindaki miyelin temel protein gen ekspresyon seviyelerini
Grup 3 ve 4'e kiyasla anlamli 6lgtde azaltarak kontrol degerlerine (Grup 1
ve 2) yaklastirmistir (p<0,05; Tablo 2, Sekil 2).

TARTISMA

Rotarod Performans Testi Bulgularinin Tartisiimasi

Rotarod testi; fare ve sicanlarin hizlanan bir cubuk tzerinde kalma ve
kosma becerilerini 6lcerek, hayvanlarin motor koordinasyon ve 6grenme
yeteneklerini arastirmak icin kullanilan standart bir sensérimotor testtir
(15). Rotarod testi, kemirgenlerde motor koordinasyonu 6lcmek amaciyla

ilk kez 1957 yilinda kullanilmistir (16). Bu testler daha sonra, cesitli
maddelerle muamele edilen deneysel sican modellerinde hem motor
performansini hem de 6grenme becerilerini 6lgmek icin kullanilmistir
(17). Rotarod testi, ginumuzde en sik kullanilan motor ve bilissel
fonksiyon testlerinden biri haline gelmistir (15,17).

Galismamizda hayvanlar Rotarod testleri (cubukta kalma suresi) agisindan
karsilastinldiginda; MS grubu (Grup 3) ile cinkodan fakir diyetle beslenen
MS grubundaki (Grup 4) hayvanlarin, diger gruplara gore daha kisa stirede
cubuktan dusttigu gorulmustur. Bu bulgu, deneysel MS modeli olarak
olusturulan Grup 3 ve Grup 4 hayvanlarinin, ginko takviyesi alan Grup 5
ve kontrol grubu hayvanlarina gére daha zayif motor koordinasyona
sahip oldugunu gostermektedir. Calismamizda, cinkodan fakir diyetle
beslenen MS grubundaki (Grup 4) hayvanlarin rotarod performans testi
sonuglari, kuprizon kaynakli MS grubuna (Grup 3) gore sayisal olarak
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daha dustuk olsa da bu durum istatistiksel olarak anlamh bulunmamuistir.
Bu durumun, hayvanlarin rotarod testlerindeki bireysel farkliliklardan
kaynaklanabilecegi dustintlmektedir.

Rotarod testi, kuprizon kaynakli sican MS modellerinde motor
disfonksiyonu géstermek igin en ¢ok tercih edilen testlerden biridir (17).
Han ve ark. (18), kuprizon kaynakli demiyelinizasyon fare modelinde
motor fonksiyon kaybini belirlemek icin rotarod testini uygulamis ve
tedavi almayan kuprizonlu hayvanlarin kisa stirede cubuktan dustiguni
ve motor fonksiyonlarda bozulma sergiledigini géstermistir. Kuprizon
kaynakli fare MS modelinde zenginlestirilmis ¢evrenin MS uzerindeki
etkilerini arastiran bir calismada, zenginlestirilmis cevreye maruz
kalmayan hayvanlarin rotarod performansinin daha zayif oldugu, yani
cubuktan daha kisa strede dustukleri gosterilmistir (19). Sonug olarak
rotarod performansi, deneysel MS modellerinde motor fonksiyonlarin
belirlenmesinde giivenilir bir test olarak uygulanmaktadir (20,21).
Galismamizda, cinko takviyesi almayan MS gruplarinin (Grup 3 ve 4)
rotarod performanslarinin diger gruplara gore anlaml dlctude azaldig
ve bunun motor fonksiyonlarda bozulmaya isaret ettigi gézlemlenmistir.
Mevcut calismada elde ettigimiz bu bulgu, kuprizon uygulamasinin
sicanlarda MS’e yol actigina dair 6nemli bir kanittir.

Calismamizda bu parametreye iliskin en énemli bulgu, ¢inko takviyesi
alan Grup 5 MS hayvanlarinin rotarod performansinin, takviye almayan
MS gruplarindan (Grup 3 ve 4) daha iyi olmasidir. Cinko takviyesine
iliskin elde ettigimiz bu bulgu, ¢inkonun MS hastaliginda meydana
gelen motor fonksiyon bozulmalarini énleyebilecegini géstermektedir.
Med-Line taramalarimizda, diyetteki cinko durumunun MS hastaliginda
motor fonksiyonlari nasil etkiledigini arastiran herhangi bir calismaya
rastlanmamustir. Kuprizon kaynakli sican MS modelinde ¢inko takviyesinin
motor fonksiyonlardaki bozulmayi énleyebilecegini gosteren bulgumuz,
MS ve ¢inko arasindaki iliskiyi inceleyecek gelecek calismalar icin bir
rehber olabilir.

Korpus Kallozum Dokusunda MBP Gen Ekspresyon
Seviyelerinin Tartisiimasi

Multipl skleroz; enflamasyon, demiyelinizasyon ve aksonal hasar ile
karakterize edilen otoimmiin bir merkezi sinir sistemi hastaligidir. Multipl
skleroz durumunda bagisiklik sistemi, sinir lifini koruyan miyelin kilifina
saldirarak demiyelinizasyona yol acar (22). Oligodendrositlerin miyelin
kihf ylzeylerinin en dis tabakasinda bol miktarda bulunan MBP'nin,
hem bagisiklik yanitini destekleyebilen hem de otoimmiin olaylarla
iliskili olabilen kritik otoantijenlerden biri oldugu ileri strtlmustir (23).
Hastalik aktivitesi sirasinda MS hastalarinda yiiksek MBP ekspresyonu
tanimlanmistir (23). Bu nedenle, MBP ekspresyonundaki artisin MS
hastaliginda giivenilir bir belirteg olabilecegi kaydedilmistir (24). Mevcut
calismada, cinko takviyesi almayan MS gruplarinin (Grup 3 ve 4) korpus
kallozumundaki MBP gen ekspresyon seviyeleri, diger tum gruplardan
anlamli derecede yuksek bulunmustur. Tian ve ark. (6) yaptiklari
calismada, kontrol grubuyla karsilastirildiginda MS hastalarinda hem BOS
(Beyin Omuirilik Sivisi) hem de serum MBP seviyelerinin anlamli 6lcide
arttiginl géstermislerdir. Ayni arastirmacilar, sé6z konusu ¢alismalarinda
BOS ve serum MBP seviyelerinin degerlendirilmesinin MS hastaliginin
dogru teshisini mimkiin kilabilecegini de ileri sirmuslerdir. Bu nedenle,
hem BOS hem de serum MBP seviyelerinin belirlenmesinin MS teshisi icin
kritik bir belirtec olabilecegini 6nermislerdir (6). Benzer sekilde Agliardi
ve ark. (25), MS hastalarinda MBP seviyelerinin ytiksek oldugunu goz
onuinde bulundurarak, MBP konsantrasyonunu 6lcen minimal invaziv bir
kan testinin MS teshisini kolaylastirabilecek gelecek vaat eden bir arag
olabilecegini bildirmislerdir (25).

Galismamizda, ¢inko takviyesi almayan MS gruplarinda (Grup 3 ve 4)
korpus kallozumdaki artmis MBP gen ekspresyon seviyeleri, kuprizon
uygulamasinin MS'e neden oldugunun bir kaniti olarak degerlendirilebilir.
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Calismamizda vurgulanmasi gereken en kritik nokta, cinko takviyesi
alan MS grubundaki (Grup 5) MBP gen ekspresyon seviyelerinin, takviye
almayan MS gruplarindan (Grup 3 ve 4) daha dusiik olmasidir. Yine, ¢inko
takviyesi alan MS grubunun (Grup 5) MBP gen ekspresyon seviyeleri,
Grup 1 (Kontrol) ve Grup2 (Sham) ile farkliik gostermemistir. Elde
ettigimiz bu bulgu oldukga kritiktir; ctinki diyetteki ¢inko durumunun
MS hastaliginda korpus kallozumdaki MBP gen ekspresyon seviyelerini
nasil etkiledigini arastiran bir calisma bulunmamaktadir. Cinkonun
motor fonksiyonlarin yani sira sinaptik iletim ve néroenflamasyonun
baskilanmasi gibi 6nemli olaylarda kritik bir rol oynadig géz &niine
alindiginda, bulgumuz ginko-MS iliskisinde can alici bir sonugtur (26).
Mevcut ¢alisma, diyetteki ¢cinko durumunun MS hastaligindaki MBP gen
ekspresyon seviyeleriileiliskisini ortaya koyanilk calismadir. Calismamizda,
korpus kallozumdaki MBP gen ekspresyonunu sadece deneysel MS
modelinin bir belirteci olarak belirledik. Ayrica, cinko takviyesi alan MS'li
hayvanlarda korpus kallozumdaki MBP gen ekspresyonunun azalmasini,
cinkonun baskilayici etkisinden ziyade diizenleyici etkisinin bir sonucu
olarak degerlendirdik.

Calismamizin sonuglari bir buttin olarak degerlendirildiginde: Bozulmus
Rotarod testleri ve korpus kallozumda artan MBP gen ekspresyonu,
kuprizon uygulamasinin deneysel MS'e neden oldugunu géstermektedir.
Cinko takviyesi, MS sican modelinde yukarida belirtilen semptomlar
tersine gevirmistir.

Sonu¢ olarak calismamizda, sicanlarda deneysel MS modelinin
gerceklesip gerceklesmedigini belirlemek amaciyla rotarod testi ve korpus
kallozumda MBP gen ekspresyon analizi uygulanmistir. Cinko takviyesi
almayan MS gruplarinin (Grup 3 ve 4) rotarod performanslari anlamli
derecede baskilanirken; yine takviye almayan MS gruplarinin (Grup 3 ve
4) korpus kallozumundaki MBP gen ekspresyonlari diger tim gruplardan
daha yuiksek bulunmustur.

Bu bulgular, ¢alismamizda kuprizon kaynakli MS modelinin basariyla
uygulandigini géstermektedir.

- Cinko takviyesi (Grup 5), takviye almayan gruplara (Grup 3 ve 4) kiyasla
motor fonksiyon kaybini iyilestirmistir.

- Takviye almayan gruplarda (Grup 3 ve 4) korpus kallozumda artan
MBP gen ekspresyonlari, ¢inko takviyesi (Grup 5) ile kontrol degerlerine
ulasmistir.

Galismamizin bir sonucu olarak; takviye almayan MS gruplarinda (Grup 3
ve 4) gozlenen motor fonksiyon kaybi ve korpus kallozumdaki artmis MBP
gen ekspresyonu degisiklikleri, cinko takviyesi ile ortadan kaldiriimistir.
Bu galismanin bulgulari, cinkonun deneysel MS modellerinde 6nemli bir
molekiil olabilecegine isaret etmektedir.

Kisithhiklar

Bu calismada, korpus kallozum dokusundaki demiyelinizasyonun
Luxol Fast Blue gibi yontemlerle dogrulanmasi gerceklestirilememistir.
Ayrica, MBP'nin ve Olig2 gibi oligodendrositlerin imminohistokimyasal
boyamalari yapilamamistir. Gelecekteki calismalarda bu parametrelerin
belirlenmesi, bize daha 6zgun bilgiler saglayabilir.
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