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Amag: SWAP-70 antikorlari yakin zaman énce multipl skleroz (MS)
olgularinda gésterilmis ve hastaligin prognozu ile iliskili olduklari
bulunmustur. Bu antikorlarin sinir sistemi izerine olan olasi etkile-
rinin aydinlatiimasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: SWAP-70 antikoru pozitif ve negatif olan dor-
der MS olgusunun ve 5 saglikli olgunun serum havuzlarindan IgG
saflastirildi ve farelerin yan ventrikullerine uygulandi (her grup igin
n=10).

Bulgular: Tedavi gruplar arasinda motor aktivite testi ile deger-
lendirilen kas glicti agisindan fark saptanmadi. Benzer sekilde farkli
IgG gruplar arasinda beyin immunohistokimya 6zellikleri agisin-
dan fark bulunamadi.

Sonug: Bu pasif transferle olusturulan MS hayvan modelinde MS
IgG'sinin belirgin bir nérotoksik veya nérokoruyucu etkisi gosteri-
lemedi.

Anahtar Kelimeler: Multipl skleroz, 1gG, lokomotor aktivite, sant-
ral sinir sistemi, histoloji

GiRiS

Multipl skleroz (MS) santral sinir sisteminin kronik demye-
linizan ve norodejeneratif bir hastaligidir. Myelin protein-
lerini taniyan T hicreleri MS patogenezinin en 6nemli fak-
torleri olarak gosterilmekle beraber B hiicrelerinin ve iliskili
humoral faktorlerin de hastalik patogenezinde 6nemli rol
oynadigi artik bilinmektedir (1, 2). intratekal IgG Uretimi-
nin varlidi, MS lezyonlarinda IgG birikintilerinin olusmasi
ve antikor temizleyici tedavi yontemlerinin bazi MS olgu-

ABSTRACT

Objectives: Antibodies directed against SWAP-70 have been re-
cently identified in multiple sclerosis (MS) patients and found to
be associated with disease prognosis. Our aim was to find out the
potential actions of these antibodies on the nervous system.

Material and Method: Purified IgG was obtained from pooled
sera from 4 each MS patients with and without SWAP-70 antibod-
ies and 5 healthy controls and administered into lateral ventricles
of mice (n=10 for each group).

Results: There were no significant differences among treatment
groups by means of muscle strength, which was evaluated by mo-
tor activity test. Similarly, no significant differences could be found
in brain immunohistochemistry examinations among different IgG
groups.

Conclusion: Our results argue against a profound neurotoxic or
neuroprotective action of MS IgG on neurons in this passive trans-
fer animal model of MS.

Keywords: Multiple sclerosis, IgG, locomotor activity, central ner-
vous system, histology

larinda iyilestirici oldugunun gosterilmesi antikorlarin MS
hastaliginin klinik ilerleyisini kontrol ettigini dustindlren
faktorlerdir (1, 2).

Beyin cDNA ekspresyon kiitliphanelerinin kullanildigi protein
makroarray tarama ¢alismalari “switch-associated protein 70”
(SWAP-70) antikorlarinin MS olgularinin serum 6rneklerinde
yaygin olarak bulundugunu goésterdi (3). Daha da 6nemlisi
bu antikorlar MS ataklari sirasinda daha ytiksek oranda pozi-
tif bulunuyor ve daha dusiik 6zirlilik skorlu hastalarda bu-
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lunma egilimi gosteriyordu (4-6). SWAP-70, bir protein komplek-
sinin parcasi olup immunoglobulin adir zincir geninin doniisim
bolgeleri arasindaki DNA rekombinasyonunu katalizler (3). Ayri-
ca SWAP70Q'in sinyal ileti proteinlerinin 6zelliklerine sahip oldugu,
huicre ici yolaklarini aktive edebilecedi ve bazi durumlarda hiicre
membraninda ifade edilerek hiicre ici yolak sinyalizasyonunda
da yer aldigi distintilmektedir (7). SWAP-70 molekilini néron
islevlerine olan katkisi iyi bilinmemektedir.

Bu calismada MS olgularinda iyi prognozla iliskisi gosterilen
SWAP-70 antikorlarinin intratekal uygulamasinin santral sinir
sistemi islevleri (zerine olan olasi etkilerinin incelenmesi
amaclandi. Bu amaca uygun olarak SWAP-70 antikoru pozitif
ve negatif olan MS olgularinin serum antikorlari saflastirilarak
yabanil tip farelerin ventrikullerine uygulandi. Farkli antikorlar-
la muamele edilen farelerin motor aktiviteleri ve santral sinir
sistemi histolojik 6zellikleri karsilastirildi.

GEREC ve YONTEM

Olgular ve SWAP-70 Antikor Olgiimii

Revize 2017 McDonald kriterlerini dolduran ve heniiz progresif
evreye girmemis 8 MS olgusunun serum 6rnegi kullanildi. Kon-
trol grubu olarak yas ve cinsiyet olarak MS olgularina benzer
ozellikler tastyan 5 olgunun serumlari kullanildi (Tablo 1).

SWAP-70 antikorlari E.coli tarafindan Uretilen rekombinan
SWAP-70 proteininin kullanildi§i indirekt ELISA y&ntemiyle
onceki yayinlarda belirtildigi sekilde yapildi (4-6). SWAP-70 an-
tikoru pozitif olgularin serum antikor diizeylerinin (OD cinsin-
den) saglikh olgularin ve seronegatif MS olgularinin ortalama
OD degerlerinin iki standart sapma Uizerinde oldugu gozlendi.

Serum Ornekleri deney anina kadar —80°C derin dondurucu-
da saklandi. Calisma icin gerekli etik kurullardan onay alindi
ve calismaya dahil edilen hasta ve sagliklilardan imzali onam
belgesi elde edildi.

IgG Saflastiriimasi
IgG ornekleri saghkh ve MS olgularindan protein-A-sefaroz
CL-4B kolonu (Sigma, St. Louis, MO) ile dnceki ¢alismalarda

Tablo 1. Calismaya dahil edilen MS ve saglikli olgularin
demografik ve klinik 6zellikleri

Saghkh
MS (n=8) (n=4)

Cinsiyet (kadin/erkek) 6/2 3/1
Yas (ortalamazstandart sapma) 37,379 39,216,2
EDSS (ortalamazstandart sapma) 3,2+1,1 -
Hastalik stresi
(y1l; ortalamazstandart sapma) 6,3+1,7 -
BOS oligoklonal bant pozitifligi 6 -

EDSS: expanded disability status scale; BOS: beyin-omurilik sivisi
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belirtildigi sekilde saflastirildi (8, 9). 1 mL serum 0.5 ml protein
A-sefaroz ile 2 saat oda isisinda inkiibe edildi. Serumun uzak-
lastinlmasinin ardindan IgG 0.05 M pH 3.0 sitrat tamponu ile
ekstrakte edildi ve pH 8.8 1.5 M Tris-tamponu ile nétralize edil-
di. IgG iceren soliisyon PBS icinde diyalizden gegirilerek filtre
ile sterilize edildi. IgG varligi jel elektroforezinde 45-55 kDa
agir zincir ve 25-35 kDa hafif zincir IgG bantlarinin gosterilmesi
ile dogrulandi. IgG soliisyonlarinin protein konsantrasyonlari
Bradford yontemi ile 6lcuildu. Uygulanacak IgG konsantrasyonu
10 pg/plL olacak sekilde sollsyonlar steril PBS ile sulandirildi.

Fareler ve intraventrikiiler IgG Uygulamasi

Yabanil tip erkek C57BL6 (B6) fareleri (6-8 hafta yasinda) kul-
lanildi. Deneylerin baslamasindan 1 hafta 6nce fareler deney
odasinda bekletildi ve ortama alismalari saglandi.

Antikor pozitif MS grubu, antikor negatif MS grubu ve saghkh
kontrol grubu olmak (lizere 3 deney grubu icin grup basina 10
erkek fare kullanildi. Her uygulamada 10 pL IgG sollisyonu en-
jekte edildi. Farelere uygulama 6ncesinde intraperitoneal en-
jeksiyon yoluyla ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg)
ile derin anestezi verildi ve sonra fareler stereotaksik cerceveye
yerlestirildi. Sag lateral ventrikiile yerlestirilen bir kaniile bagla-
nan Hamilton siringasi ile IgG 6rnekleri uygulandi.

Kanuliin yerlestirilme isleminden sonraki altinci giinde bazal
motor aktivite testi degerlendirmeleri yapildi. Ardindan 24 giin
boyunca ug¢ glinde bir IgG enjeksiyonu yapildi. Uygulamalarin
sonrasinda motor aktivite testi tekrar yapildi. Tim motor deger-
lendirmeler sabah 9.00 ile 11.00 arasinda gerceklestirildi.

Motor Aktivite Testi

Farelerin motor aktivitesi motor aktivite monitorizasyon cihazi
ile 6lculdu. Bilgisayara bagli olan kare seklindeki alanin (45x45
cm) tabani dokunma sensorli olup farenin hareketlerini bil-
gisayara bir yazilim araciligiyla aktarmaktadir. Bilgisayar pro-
grami tarafindan, bu bilgi, alanin hangi taraflarinda, ne kadar
sire boyunca, ka¢ cm yiridigini ve hareket ve dinlenme
ylizdelerini kullaniciya sunmaktadir. Deneye baslamadan dnce
tim deney hayvanlan 2 hafta siireyle motor aktivite alanina
alistirildi. Deney sirasinda fareler bu alan icinde 5 dakika kadar
tutulup hareketleri program araciligiyla kayit altina alindi.

immiinhistokimya

IgG uygulama ve motor aktivite testlerinin ardindan farelerin
beyin 6rnekleri parafin bloklara gémuldi ve 10 um kalinligin-
da kesitler alindi. Deparafinizasyon ve antijen aciga ¢ikarma
islemlerinin ardindan beyin kesitleri hematoksilen-eozin boyasi
ile degerlendirildi. Glial aktivite ve kompleman aktivasyonu,
sirasiyla anti-glial fibriler asitik protein (GFAP) (1:400 diliisyon,
Abcam, Cambridge, ingiltere) ve C3b (1:100 diliisyon, Biorbyt,
Cambridge, ingiltere) antikorlarinin kullanildigi immiinhis-
tokimya caligmalari ile incelendi. GFAP ve C3b antikorlarinin
%10 kegi serumu icinde hazirlanan sollsyonlari ile kesitler gece
boyunca 4°C sicaklikta inkiibe edildi. Ertesi glin PBS ile yika-
manin ardindan uygun biyotinli ikincil antikorlar (Abcam) ile
inklibe edilen kesitlerde immiin reaksiyon avidin-biyotin-per-
oksidaz yontemi ile elde edildi (9).
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BULGULAR

Hastalarin Ozellikleri

Biitlin calismalarda 8 MS olgusunun (6 kadin, 2 erkek; ortalama
yaststandart sapma, 37,3£7,9) ve 4 saglkh kontrol olgusunun
(3 kadin, 1 erkek; ortalama yaststandart sapma, 39,2+6,2)
serumlar kullanildi. MS ve saglikli kontrol olgularinin yas ve
cinsiyet 6zellikleri arasinda anlamli fark yoktu. MS olgularinin
ortalama o6zurlulik skoru 3,2+1,1, hastalk siresi 6,3+1,7 idi.
Alti olgunun BOS incelemesinde patern 2 olikoglonal bant
saptandi. Serum alinmasi sirasinda MS hastalari remisyonda idi
ve imminsupresan ila¢ kullanmiyorlardi.

Motor Aktivite Sonuclari

Motor aktivite testinde SWAP-70 antikoru pozitif serum, antikor
negatif serum ve saglkl serum IgG uygulanan farelerin hareket
ylizdesi ve test siiresince kat ettikleri mesafe 6l¢tldi. Antikor
pozitif IgG uygulanan grubun, antikor negatif IgG uygulanan
grubun ve saglikli IgG uygulanan grubun hareket yiizdeleri
sirastyla %42,5+4,7,%39,443,1 ve %41,4+5,2 idi. ANOVA testi ile
gruplar arasinda anlamli fark saptanamadi (p>0,05). Kat edilen
mesafeler ise antikor pozitif IgG uygulanan, antikor negatif IgG
uygulanan ve saglikh IgG uygulanan gruplarda 5,2+0,8, 5,4+0,3
ve 4,9+0,5 cm olarak 6l¢lldi. Bu parametre icin de ANOVA testi
ile gruplar arasinda anlamli fark saptanamadi (p>0,05).

Beyin Doku Calismalari

IgG uygulanan farelerin beyinlerinin her iki hemisferi ayrintili
olarak hematoksilen-eozin boyamasi ile incelendi ve néronal
yikimin ve imm{nolojik infiltratlarin varhgi arastirldi. Farkh olgu
gruplarina ait IgG orneklerine maruz birakilan farelerin beyin
dokularinda herhangi bir patolojik degisiklik saptanamadi. Tim
gruplarda kanillerin beyin dokusuna girdigi bolgede korteks
alanlarinda minimal hiicresel infiltrasyon goézlendi. Glial hiicre
aktivitesi tiim beyin bdlgelerinde birbirine benzerdi. Bu bulgu
MS serum antikorlarinin glial aktivite artisina sebep olmadigini
gosterdi. Benzer sekilde aktif C3 faktoru yikim Griinii olan C3b
depozitleri de incelenen beyin dokularinda gézlenemedi. Bu
bulgu da SWAP-70 antikorunun kompleman sistemini aktive
etmedigini distindirdu.

TARTISMA

MS olgularinda B hiicre temelli hastalik mekanizmalarinin
onemi giderek artan bir sekilde anlasiimaktadir. B hiicrelerini
hedef alan tedavi yontemlerinin klinik progresyonu engelleme-
si B lenfositlerin MS patogenezindeki 6nemini daha da belirgin
bir sekilde 6n plana cikarmistir. MS olgularinda tanimlanan se-
rum antikorlarinin sayisi da giin gectikce artmaktadir (10). Bu
antikorlardan neurofascin antikorlarinin intraventrikiler uygu-
lamasinin deney hayvanlarinda aksonal dejenerasyon ve kom-
pleman aktivasyonuna yol actigi bilinmektedir.

SWAP-70 antikoru cesitli calismalarda iyi prognozla iliskilendi-
rilmis ve bu antikora sahip MS hastalarinin 6zirlilik dizeyler-
inin dustik kalma egiliminde oldugu ve SWAP-70 antikorunun
MS gelisimini sinirlayan anti-inflamatuar sitokin tretimine kat-
kida bulundugu bildirilmistir (4-6). SWAP-70 antikoru eklenen
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periferik kan monontkleer hiicre kiltirlerinde islevsel degisik-
likler saptanmasi SWAP-70 antikorunun hedef molekiiliine
baglanabildigini ve anti-inflamatuar etkilerini bu sekilde
gerceklestirdigini dusiindiirmektedir. SWAP-70 molekilinin
santral sinir sisteminde de anlatiminin bulundugu ve néron
gelisimi ve myelin yapimina etkileri oldugu bilinmektedir (11).

Bu bilgiler 1s1ginda SWAP-70 antikorlarinin bagisiklik sistemi
hiicrelerinin yani sira sinir sistemi hiicreleri Gizerine de etkile-
rde bulunarak MS progresyonuna katkida bulunabilecegini
distindik. Bu varsayimi sinamak amaciyla serum antikorlarinin
pasif transferi temeline dayanan bir deneysel MS hayvan mod-
eli gelistirdik. Bu model ge¢misteki calismalarda néro-Behget
hastalarinin serum antikorlarinin motor aktivite ve beyin
histolojisine olan etkilerinin arastiriimasi icin kullaniimistir
(9). Bununla beraber calismamizda SWAP-70 antikoru iceren
veya icermeyen MS serum antikorlarinin farelerde klinik veya
histolojik bir degisiklige yol agmadigi gosterilmistir. Bulgu-
larimiz SWAP-70 antikorlarinin MS hastaligi tGizerine olan etkil-
erinin sinir sistemi hlcrelerinden bagimsiz olarak gelistigini
distindlrmustir. Bununla beraber SWAP-70 antikorlarinin
motor sistem disindaki norolojik belirtilerle iligkisinin olmasi
ve farkh néronal-glial islevlerde goérev almasi mimkiinddr.
Bu sebeple SWAP-70 antikorlarinin gercek potansiyelinin an-
lasilabilmesi icin primer néron kdltir hicrelerinin kullanildig
ileri calismalarin yapilmasi 6nerilmektedir.
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