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Deney Hayvanlarinda Multiple Skleroz
Modelleri

Multiple Sclerosis Models in Experimental Animals

6z

Multiple skleroz (MS) enflamasyon, oligodendrosit kaybi, demiyelinizasyon ve akson hasari ile
karakterize oto-immun bir merkezi sinir sistemi hastaligidir. Etiyopatogenezi net olarak bilinmese
de, Epstein Barr virusu, Herpes virus tip 6 gibi bazi viral infeksiyonlarin, sigara tiryakiligi, D ve B12
vitamini yetersizligi, UV radyasyona maruz kalma gibi ¢esitli cevresel faktorlerin ve immun sistem
molekdllerinin sentezinden sorumlu genlerdeki polimorfizmlerin hastalik olusumunda rol oyna-
dig1 bilinmektedir. Multiple skleroz insanlarda spontan olarak gelisen demiyelizan bir hastaliktir.
Transgenik hayvan modelleri haricinde hayvanlarda kendiliginden olugsmaz. Bu nedenle, patoge-
nezinin aydinlatiimasina yonelik calismalar ve preklinik calismalar fare, sigan, primat ve zebra baligi
gibi cesitli hayvanlarda deneysel model olusturularak yapilir. Ancak, MS gok boyutlu ve farkli seyir
tiplerine sahip bir hastaliktir. Hastaligi tim yonleriyle (enflamasyon, demiyelizasyon, akson hasari)
yansitabilecek tek bir hayvan modeli bulunmadigindan model segiminin arastirma sorusuna
uygun yapilmasi onerilmektedir. Bu derlemenin amaci en sik kullanilan modellerden olan deneysel
otoimmun ensefalomyelit (DOE), kuprizon (CPZ) fare ve Theiler'in kemirgen ensefalomiyelit virusu
(TMEV) gibi viruslar ile olusturulan viral modeller hakkinda bilgi vermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kuprizon, demiyelinizasyon, deneysel otoimmun ensefalomyelit, multiple
skleroz, Theiler'in kemirgen ensefalomiyelit virusu

ABSTRACT

Multiple sclerosis is an autoimmune central nervous system disease characterized by inflamma-
tion, loss of oligodendrocyte, demyelination, and axonal damage. Although the etiopathogenesis
is not fully understood, several infections such as Epstein—Barr virus, herpes virus type 6, various
environmental factors such as smoking addiction and vitamin D and B12 deficiencies, exposure
to ultraviolet radiation, and polymorphisms in the genes responsible for the synthesis of immune
system molecules are known to play a role in the formation of the disease. Multiple sclerosis
develops spontaneously in humans. Except transgenic animal models, it does not occur spon-
taneously in animals. Therefore, research and preclinical studies to elucidate its pathogenesis
are performed in mice, rats, primates, and zebrafish by inducing experimental models. However,
multiple sclerosis is a multidimensional disease with different courses and prognosis. Since there
is no single animal model that can recapitulate the disease in all aspects (inflammation, demy-
elination, and axon damage), it is recommended that the model should be selected in accordance
with the research question. The aim of this review is to provide information about experimental
autoimmune encephalomyelitis, cuprizone mouse, and Theiler’s murine encephalomyelitis virus
models, which are among the most frequently used models.

Keywords: Cuprizone, demyelination, experimental autoimmune encephalomyelitis, multiple
sclerosis, Theiler’'s murine encephalomyelitis virus

Giris
Multiple skleroz enflamasyon, oligodendrosit kaybi, demiyelinizasyon ve akson hasari ile karakterize
oto-immun bir merkezi sinir sistemi hastali§idir. Diger otoimmun hastaliklarda oldugu gibi, pro-infla-
matuvar sitokinlerin asiri salinimiyla immun yanit dengesi bozulur. Miyelin antijenlerine kargl oto-re-
aktif hale gelen T hiicreleri merkezi sinir sistemine infiltre olarak inflamatuvar yaniti artirir, kan-beyin
bariyeri hasari, akson hasari ve gliozis sekillenir (Birmpili ve ark., 2022). Deney hayvanlarinda MS tab-
losu olusturmak igin en yaygin kullanilan modeller; deneysel otoimmun ensefalomiyelit (DOE) modeli,
Theiler'in kemirgen ensefalomiyelit virusu modeli basta olmak tzere viral modeller ve kuprizone (CPZ)
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gibi toksinler kullanilarak olusturulan kimyasal demiyelinizasyon
modelleridir. MS farkli klinik seyir tiplerine (atak ve iyilesmelerle
seyreden, primer progresif, sekonder progresif, vb.) sahip bir has-
taliktir. Baglangig ve ileri asamalarinda farkli hiicresel ve molekuler
degisimler s6z konusu oldugu icin hastaligi tim yonleriyle (demi-
yelinizasyon, noroinflamasyon, gliozis) yansitabilecek tek bir hay-
van modeli bulunmamaktadir. Segilecek olan hayvan modelinin
arastirma konusuna gore belirlenmesi onerilmektedir (Procaccini
ve ark, 2015). Ornegin, toksin modellerinde demiyelinizasyon/
remiyelinizasyon ve akson hasari kolaylikla izlenebilirken, hasta-
ligin inflamatuvar ve nérodejeneratif boyutunu arastirmak ama-
clyla deneysel otoimmun ensefalomiyelit (DOE) modeli tercih
edilmektedir.

Deneysel Otoimmun Ensefalomiyelit Modeli (DOE)

MS hastaliginin otoimmunite ve noroinflamasyon ile iligkisine
dair bilgilerin cogu bu model kullanilarak elde edilmis ve preklinik
arastirmalarin gogu DOE ile modellenmistir. DOE modeli tavsan,
Gine domuzu, sigan, primat gibi pek ¢ok hayvan tiriinde olustu-
rulabilse de siklikla fare veya siganlar tercih edilir. DOE kisaca spe-
sifik antijenlerin hayvana verilmesiyle merkezi sinir sisteminde
indiklenmis bir inflamasyon olusturulmasidir. Model, “myelin
basic protein” (MBP), “proteolipid protein” (PLP), “Myelin oligo-
dendrosit glikoprotein” (MOG) gibi cesitli miyelin antijenlerinin
Freund adjuvantile birlikte uygulanmasi (aktif DOE) veya aktif DOE
olusturulmus farelerden izole edilen T hicrelerinin herhangi bir
uygulama yapilmamis farelere verilmesiyle (pasif DOE) iki sekilde
olusturulur. Klasik olarak farelerde aktif model miyelin antijeni ve
Mycobacterium tuberculosis fragmentleri igeren adjuvan (Freund
adjuvani) subkutanodz (s.c) yolla uygulanarak olusturulur. Bazi
calismalarda model olusumunu desteklemek amaciyla Pertusis
toksini de enjekte edilmektedir (Burrows ve ark., 2019). Genellikle
ilk izlenen norolojik bulgular kas glgstzlUgu ve kilo kaybi olur.
Vicut agirhgindaki azalma iyilesme fazi boyunca da stirer. Hasta-
lik kronik faza gecerken viicut agirhgr artmaya baslar (Martinez &
Peplow, 2020). Agirlik kaybi bulgusuna 9-14. glinlerde dengesiz-
lik, kuyrukta diisme, arkadan one dogru ilerleyen paraliz eklenir.
Pasif yolla olusturulan modellerde nérolojik bulgular daha erken
donemde izlenebilir. Klinik belirtilerin siddetini degerlendirmede
mutlak kabul gérmis bir skala olmasa da, belirtileri “O-5" arasi
derecelendirmekte kullanilan DOE norolojik bozukluk skalasin-
dan yararlanilir (Stromnes & Goverman, 2006). Bu skala asagidaki
gibidir:

O =klinik belirti yok; 1=kuyrukta paraliz; 2=hareketlerde koor-
dinasyon kaybi, arka bacaklardan birinde paraliz; 3=her iki arka
bacakta paraliz 4 = 6n bacaklarda paraliz; 5=agoni veya 6lim

Miyelin benzeri antijen uygulamasini takiben hayvanlar giinlik
olarak tartilarak kilo kaybi kaydedilir ve norolojik semptomlar 0-5
arasi derecelendirilir. Bunun disinda, davranis degisiklikleri izlene-
rek, rotarod ve agik alan testleriyle de motor bozukluklar ve néro-
lojik degisiklikler saptanabilir. Model igin segilen hayvanin tird,
kullanilan antijen, yas, cinsiyet, uygulama yolu gibi faktorlere bagli
olarak hastali§in baslangi¢c zamaninda ve lezyonlarin lokalizasyo-
nunda farkliliklar ve farkl klinik bulgular olusabilir. Ornegin; SJL
farelerde periton igi (i.p) yolla PLP verilerek olusturulan modelde
kisith iyilesme gortilen, atak ve remisyonla seyreden kronik bir
model olusur. Dark Agouti sicanlarda omurilik homojenati (SCH)
ile model olusturuldugunda ise spontan iyilesme gorilen, atak-
larla seyreden bir hastalik tablosu olusur. Hayvanlarin yasi da has-
talik modellemesi agisindan belirleyicidir. Ornegin; genc C57BL/6
farelerde MOG ile olusturulan modelde akut ensefalomiyeliti

takiben iyilesme izlenirken, daha yasli farelerde siddetli ve kronik
seyirli fenotip olustugu ve iyilesme gortlmedigi de bildirilmigtir
(Burrows ve ark., 2019). Ozetle, DOE multiple sklerozun inflama-
tuvar sureclerini incelemek icin uygun bir model olmasina rag-
men, miyelin yapim ve yikim streglerini incelemek icin yetersiz bir
modeldir (Gharagozloo ve ark., 2022).

Kimyasal (Toksik) Modeller

Kimyasal modeller lisolesitin, 6-aminonikotinamid, anti galak-
toserebrozid+antikor kompleksi, kuprizon (CPZ) gibi kimyasallarla
olusturulan demiyelinizasyon modelleridir. CPZ haricindekiler
beyine fokal olarak mikroenjeksiyonla uygulanir ve sinirl bir alanda
demiyelinizasyon olustururlar. En yaygin kullanilan maddelerden
biri olan kuprizon (CPZ) ise diger toksin modellerinden farkli ola-
rak yemle birlikte oral uygulanabildiginden cerrahi girisime gerek
kalmaksizin model olusturmaya olanak saglar. Yem ile birlikte
verilerek olusturulan bu modelde generalize demiyelinizasyon
izlenir (Martinez & Peplow, 2020). CPZ bakir selator bir ajandir ve
spesifik olarak erigkin oligodendrositleri hedef alir. Merkezi sinir
sisteminin diger hicrelerini ve oligodendrosit progenitor hiicre-
leri etkilenmez. Mekanizmasi net olarak agiklanamamakla birlikte
erigkin oligodendrositlerde mitokondriyel faaliyetlerin azalma-
sina, reaktif oksijen tlrlerinin artmasina yol agarak enerji meta-
bolizmasini bozar. Buna bagli olarak corpus callosum, internal
kapstl, talamus gibi gesitli bolgelerde miyelin yikimina sebep olur.
Oral uygulama kesildikten bir slire sonra remiyelinizasyon spon-
tan olarak baglar. CPZ modeli SJL, Albino, Swiss, Balbc gibi gesitli
fare turlerinde, Wistar siganlarda, makaklarda ve Gine domuzunda
olusturulabilir (Vega-Riquer ve ark., 2019). Erkek C57BL/6 fareler
CPZ modeline ¢ok iyi yanit verdiklerinden siklikla tercih edilir.
Farkli kemirgen tlrlerinin modele farkli yanitlar verdigi bildiril-
mistir. Ornegdin; C57BL/6 farelerin aksine BALBc farelerde beynin
spesifik kisimlarinda gecikmis ve tam olmayan demiyelinizasyon
sekillenebilir (Skripuletz ve ark., 2008). Disi C57BL/6 farelerin CPZ
modeline daha direngli oldugu bilinmektedir (Taylor ve ark., 2009).
Model standart olarak 8 haftalik C57BL/6 erkek farelere 5-6 hafta
boyunca dislk doz (%0,2) CPZ igeren yem verilerek olusturu-
lur. Uygulamadan birkag gtin sonra oligodendrositlerde apoptoz
gorullr. Dordlinct haftada demiyelinizasyon siddetlenir ve 5-6.
haftalara kadar devam eder. Spontan remiyelinizasyon (iyilesme
donemi) ise CPZ alimi sonlandirildiktan 1 hafta sonra izlenebil-
mekle birlikte 2-4. haftalarda maksimuma ulasir (Vega-Riquer
ve ark., 2019). CPZ iceren yem uygulamasina 12-13 hafta devam
edildiginde veya 6-9 hafta boyunca daha ylksek dozlar uygulan-
diginda ise kronik demiyelinizasyon ve akson hasari olusur, spon-
tan remiyelinizasyon minimuma iner. Bu nedenle CPZ modelinin
hastaliin hem erken hem de progresif fazlarini incelemek igin
kullanilabilecegi bildirilmektedir (Zhan ve ark., 2020). CPZ modeli
oligodendrositozu, miyelin yikimini ve yapimini incelemek igin en
uygun model olarak kabul edilir. Ancak MS’in inflamatuvar stireg-
lerini ve immun sistemin patogenezdeki rolini arastirmak igin
yeterli bir model degildir (Gharagozloo ve ark., 2022).

Viral Modeller

Cesitli calismalardan elde edilen bilgiler Herpesviridae, Coronavi-
ridae, Retroviridae gibi virls ailelerinin MS ile iliskili oldugunu gos-
termektedir. Diger norolojik hastaliklarda gortilmeyip, sadece MS
hastalarinda Human Herpes Virus Tip 6 antijeni saptanmig olmasi
da buna bir 6rnek olarak verilebilir. MS’in virUslerle iliskisinin tespit
edilmesinin ardindan hayvanlarda deneysel olarak kronik demiye-
linizasyon ve akson hasari olusturularak hastaligin patogenezini
aydinlatmak Uzere yapilan galigmalar hiz kazanmistir (Mecha ve
ark., 2013). Viral demiyelinizasyon modellerinde siklikla fareler ve
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Theiler's murine encephalomyelitis virusu (TMEV), Murine hepatitis
virusu (MHV), Semliki Forest virusu (SFV) gibi nérotropik ozellikte
viruslar kullanilir. Bu virlsler kemirgenlerde dogdal olarak patojen-
dir. MHV ve SFV daha kisa sureli hastalik tablosu olusturdugundan
MS’in kronik ¢zelligini yansitmaz. Bu nedenle TMEV daha ¢ok ter-
cih edilir (Pike ve ark., 2022). TMEV merkezi sinir sistemindeki tim
hicre tiplerini enfekte eder ve paralize yol agar. Viral modellerde
miyelin yikim mekanizmasi tam olarak anlagilamamakla birlikte,
TMEV duyarli farelerde erken donemde akut ensefalomiyelit ve
takiben kronik demiyelinizasyon olmak Uzere iki asamali bir tablo
olusturur. Virlslin intrakraniyel inokulasyonunu takiben 3-12.
ginlerde ensefalomiyelit (akut faz), 2. haftadan sonra yaygin demi-
yelinizasyon ve sonra medulla spinaliste atrofi ve akson kaybi gori-
[r. 30-40. glinlerde kronik demiyelizan faz baslar (30-40 giin) ve
olimle sonuglanir (Oleszak ve ark., 2004). Diger modellerde oldugu
gibi, secilen hayvan tirtine bagli olarak hastaligin farkl fazlari olu-
sabilir. Ornegin; C57BL/6 gibi direngli farelerde sadece akut fazin
gorildugu, kronik demiyelizan fazin ise izlenmedigi bildirilmistir
(Lorch ve ark., 1981). TMEV modeli insanlardaki kronik progresif
MS’e cok benzer tablo olusturabilmesi bakimindan avantaj sagla-
yan, akson hasari ve inflamasyona bagli demiyelinizasyonu arastir-
mak i¢in uygun bir modeldir (Procaccini ve ark., 2015).

Sonug ve Oneriler

Multiple skleroz insanlarda gorilen kronik, oto-immun ozel-
likte bir merkezi sinir sistemi hastaligidir. insan dokularina eri-
sim sinirl oldugu igin hastaligin patogenezinin anlasilmasi ve
yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesi igin hayvanlarda yukarida
bahsedilen modeller basta olmak Uizere gesitli deneysel model-
ler tasarlanmaktadir. Ancak, MS ¢ok boyutlu, farkli seyir tiplerine
sahip bir hastalik oldugu icin hastaligi tim yonleriyle yansitabi-
lecek tek bir hayvan modeli bulunmadigindan model seciminin
arastirma sorusuna uygun yapilmasi onerilmektedir (Lassmann
& Bradl, 2017). Model segiminin arastirma sorusuna uygun yapil-
di§1 durumlarda dahi pek ¢ok faktor arastirma sonucunu etkile-
yebilir. Ornegin; duyarli farelerde DOE modeli olusturuldugunda
hayvanin soyu, yasi, cinsiyeti, secilen antijenin tird, miktari ve
uygulama yolu ortaya ¢ikacak klinik tabloyu, demiyelizan plaklarin
yerlesimini ve dolayisiyla ilag yaniti degistirebilir. Preklinik ¢alis-
malarin translasyonel agidan degder tasiyabilmesi i¢cin modellerin
tekrarlanabilir olmasi ve standardize edilmesinin yani sira, MS’in
inflamasyon ve remiyelinizasyon-demiyelinizasyon surecleri-
nin ayni modelde incelenmesine olanak taniyacak yeni deneysel
modellere ihtiyag vardir.
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