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OZET

MULTIPL SKLEROZ PATOGENEZININ FARKLI BASAMAKLARINDA HLA-
DQB1 VE HLA-DRB1 GEN TRANSKRIPTLERINI HEDEFLEYEN MIiKRO-
RNA'LARIN ARASTIRILMASI

Nafissh NESBAT MOHAMMADI
Ondokuz Mayis Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali
Doktora, Temmuz/ 2021
Danigsman: Prof. Dr. Nurten KARA

Amag: Multipl Skleroz (MS) hastaligi; inflamasyon, demiyelinizasyon ve
aksonal dejenerasyon ile karakterize, genc¢ eriskinleri etkileyen otoimmiin bir
hastaliktir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, HLA-DRB1 ve HLA-DQBL alellerinin
MS gelisiminde rol oynadiklar1 bilinmektedir ve yapilan bazi calismalar, mikro-
RNA'lara bagli gelisen epigenetik modifikasyonlarm MS riski olusturabilecegini
gostermistir. Amacimiz, HLA-DQB1 ve HLA-DRBL1 genlerinin MS ve bu genleri
hedefleyen hsa-miR-204-5p ve hsa-miR-335-5p ekspresyonlarmin hastaligin seyri ile
olan iliskisini incelemektir.

Materyal ve Metod: Toplamda 40 MS hastas1 ve 10 kontrol grubunun tam
kandan izole edilen DNA ve RNA o6rneklerinden Real-Time PCR yontemi ile HLA-
DQB1*06:02 ve HLA-DRB1*15:01 alelleri ve hedef miRNA’larin ekspresyonu
incelendi.

Bulgular: HLA-DQB1*06:02 ve HLA-DRB1*15:01 alelleri agisindan hasta ve
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Analiz edilen miRNA’lardan
hsa-miR-335-5p’nin MS’de upregiilasyonu saptandi (p<0.001).

Sonug: Elde edilen bilgiler dogrultusunda MS ile ilgili hsa-miR-204-5p ve hsa-
miR-335-5p {izerinde yapilan ilk epigenetik ¢aligmadir. MS'de miR-335-5p
upregiilasyonunun biyobelirte¢ potansiyeli tasiya bilecek diizeyde istatiksel olarak
anlamli bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Multipl Skleroz, HLA-DQB1, HLA-DRB1, miRNA, Gen

ekspresyonu



ABSTRACT

INVESTIGATION OF MICRO-RNAS TARGETING HLA-DQB1 AND HLA-
DRB1 GENE TRANSCRIPTS IN DIFFERENT STAGES OF MULTIPLE
SCLEROSIS PATHOGENESIS

Nafissh NESBAT MOHAMMADI
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies

Department of Medical Biology
PhD, July/ 2021
Supervisor: Prof. Dr. Nurten KARA

Aim: Multiple Sclerosis (MS) disease; is an autoimmune disease that affects
young adults, characterized by inflammation, demyelination and axonal
degeneration. In recent studies, it is known that HLA-DRB1 and HLA-DQB1
variants play a role in the development of MS, and some studies have suggested that
epigenetic modifications due to micro-RNAs may pose a risk for MS. Our aim is to
examine the relationship of HLA-DQB1 and HLA-DRB1 genes with MS and the
relationship between hsa-miR-204-5p and hsa-miR-335-5p expressions targeting
these genes and the course of the disease.

Materials and Methods: DNA and RNA isolated from whole blood of 40 MS
patients and 10 control groups; HLA-DQB1*06:02 and HLA-DRB1*15:01 alleles
and expression of target miRNAs were examined by Real-Time PCR method.

Results: There was no significant difference between the patient and control
groups in terms of HLA-DQB1*06:02 and HLA-DRB1*15:01 alleles. We found that
hsa-miR-335-5p to be upregulated in MS (p<0.001).

Conclusion: According to the studies we have done, this is the first epigenetic
study to the association of MS with hsa-miR-204-5p and hsa-miR-335-5p. This
suggests that miR-335-5p upregulated in MS to be significant that could have the
potential as a biomarker.

Keywords: Multiple Sclerosis, HLA-DQB1, HLA-DRB1, miRNA, Gene

expression
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1. GIRIS

Merkezi sinir sisteminin inflamasyon ve demiyelinizasyonu ile karakterize
kronik otoimmiin bir hastalik olan ve norodejeneratif semptomlar ile seyreden
multiple sklerozun (MS), fizyopatolojik mekanizmalart heniiz tam olarak
aydimnlatilabilmis degildir. Hastaligin heterojen 6zellikte olmasi; klinik goriiniim ve
seyri, tedaviye cevap ve patolojik yonden hastalar arasinda biiyiik farkliliklara yol
agmaktadir. Bu farkliliklar, MS'in tek bir hastalik olmayip, multifaktoriyel olarak
goriilme egiliminin olugsmasma neden olmaktadwr (Terzi, vd., 2007). Bilim
diinyasmin genel kanis1t MS’in, kompleks gecisli hastaliklarin neredeyse tamaminda
oldugu gibi ¢evresel ve genetik faktorlere bagli olarak multifaktoryel kalitimla ortaya
¢ikan, merkezi sinir sisteminin (MSS) inflamatuvar ve dejeneratif seyirli bir hastaligi
oldugu seklindedir. Monozigotik (MZ) ve dizigotik (DZ) ikizler ile ikiz olmayan
kardesler iizerinde yliriitiilen caligmalar, MS genetigi ile ilgili 6nemli sonuglar ortaya

koymustur (Sadovnick and Baird, 1988; Willer, vd., 2003).

MS genetigi ile ilgili olarak elde edilen verilerden, hastalifin patogenezinde
baz1 genlerin 6nemli derecede rol oynadigi sonucu ¢ikarilmistir. Yapilan ¢alismalar
sonucu insan lokosit antijeninin (HLA), MS igin risk faktorii olabilecegi
diisiiniilmektedir. Insan 16kosit antijenlerini (HLA) kodlayan genlerdeki varyasyonlar
son yillarda tanmir olsa da, bu genlerle ilgili incelenen polimorfizmler ve genis
baglant1 dengesizligi yogun olan bdolgeler, hastalikla bu alellerin iligkisini
tamimlamay1 zorlastirmaktadir (Sawcer, vd., 2014).

HLA genleri, kromozom 6p21 {iizerinde lokalize olup, major doku uyumu
kompleksindeki (MHC) farkli antijenlerin yapisal ve fonksiyonel 6zeligini kodlar.
Bu antijenler; HLA-I, HLA-II, HLA-III seklinde 3 gruba ayrilirlar (Cierny, vd.,
2018). HLA Smuf II'de; HLA-DR, -DQ, -DP antijenleri yer alir. HLA-DRB1, DQB1
HLA smif I'nin alt siiflaridr. HLA-DRB1 ve HLA-DQB1 genlerindeki
varyasyonlarin MS i¢in risk tasidig1 bildirilmekle birlikte, bu genlerin sinirlere ve
sinirleri c¢evreleyen miyelin kilifina kars1 olusan otoimmiin tepkiler ile iligkili
olabilecegi ileri siiriilmiis olsa da, HLA-DRB1 ve HLA-DQB1 alellerinin MS
gelisimine etkisi tartismahdir (Cierny, vd., 2018).

Bununla birlikte, tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP'ler) degisik
varyantlarin belirlenmesi, SNP verilerinden klasik HLA genotiplerini etkileyebilen

istatistiksel yontemlerin gelistirilmesi sonucunda, bu konuda ¢ok sayida caligsmalar



yapilarak 6nemli ilerlemelerin kaydedilmesine imkan vermistir (Sawcer, vd., 2014).
Ayrica HLA genlerinin intronlarindaki degisimlerin hastaliklarla tam iligkisi
bilinmese de kodlanmayan RNA’larla iligkili oldugu ve gen ifadesinin transkripsiyon
sonrasi diizenleyicilerinden biri olan, mikro-RNA'larin (miRNA) merkezi bir rol
oynadig1 diislinlilmektedir. Yapilan bu ¢aligmalarla birlikte, MS hastaligmin
patogenezinde miRNA’larin fonksiyonlar1 lizerine odaklanilmaya baslanmig ve HLA
genlerinin ekspresyonundaki degisime neden olan epigenetik faktorlerden birinin
Mikro-RNA’lar (miRNA) oldugu 6ne siiriilmektedir (Clark, vd., 2018).

HLA-DRB1 ve HLA-DQB1 alelleri ile iligkili 18 tane miRNA saptanmustir
(https://www.genecards.org, https://ccb-web.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink,
https://rnacentral.org). Bu c¢alismadaki amacimiz, HLA-DQB1 ve HLA-DRB1
genlerinin MS ile olan iliskisi ve bu genleri hedefleyen hsa-miR-204-5p ve hsa-miR-

335-5p ekspresyonlarinin hastaligin seyri ile olan iliskisini incelemektir.


https://www.genecards.org/
https://ccb-web.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink
https://rnacentral.org/

2. GENEL BILGILER

2.1. Multiple Skleroz

Multiple skleroz (MS); inflamasyon, demyelinizasyon ve akson hasari ile
karakterize, merkezi sinir sisteminin ¢ogunlukla beyaz cevherini ¢oklu bolgelerde
tutan, gen¢ eriskinlerde goriilen, genetik ve c¢evresel etmenlerin rol aldigi,
multifaktoriyel kalitimli otoimmiin kronik bir hastaliktir (Compston and Coles,
2002).

Yasami tehdit eden Oliimciil bir hastalik olarak kabul edilmemesine ragmen,
potansiyel olarak yikici, uzun siireli komplikasyonlara sahip kronik bir ndrolojik
bozukluk olan MS, tamamen tedavi edilemez, ¢cogu tedavi yaklasimi semptomatiktir
ve zamanla yasam kalitesininin diismesine sebep olur. MS baslangicinin, yirmili
otuzlu yaslar gibi erken yaslarda ortaya ¢ikabilecegi diisiiniildiiglinde, hastalar uzun
yillar yasam tarzlarindan taviz vermek zorunda kalmaktadirlar (Zagon and
McLaughlin, 2017). MS, hastalarin ¢ogunda kronik progresif hareket giigliigiine
sebep olmaktadir. Cogu hasta 15 yil i¢cinde caligma hayatini terk eder ve depresyon,
intihar ve bosanma oranlar1 saglikli popiilasyona gore dnemli 6lciide artar. Hastalarin
yarisy, tant Konulmasmin ardindan gelen 20 yil igerisinde yalniz hareket
edememektedir ve yine hastalarin %50'sinde hastaligin ilerlemesiyle 6nemli bilissel
eksiklikler gelismektedir (Xue, vd., 2013).

MS, genellikle 20 ila 40 yaslar1 arasinda baslar ve kadinlarda erkeklerden daha
sik goriilmektedir. MS verilerine gore, diinya ¢apinda 2 ila 5 milyon insanda MS
goriildiigli ve Multipl Skleroz Uluslararas1 Federasyonu verilerine gére Avrupa'da
hastaligin sadece dogrudan tedavi maliyetlerinin yilda 15 milyar Avronun tizerinde
oldugu bildirilmistir. Kanitlar, diger bircok otoimmiin hastalikta oldugu gibi, MS
insidansmin da artmakta oldugunu goéstermektedir. MS etiyolojisi multifaktoriyel
olmakla birlikte, son birka¢ yilda hastaligin gelisimini etkileyen genetik varyantlarin

tanimlanmasi katlanarak artmistir (Sawcer, vd., 2014).
2.1.1. Multipl sklerozun tarihcesi

Hastaligi tanimlamasina dair ilk yaklagimlar, ingiliz patoloji profesérii Robert

Carswell (1793-1857) ve bir Fransiz patoloji-anatomi profesorii olan Jean



Cruveilhier’e (1791-1873) aittir. Carswell ve Cruveilhier hastaligin klinik
ayrintilarmm  ¢ogunu  tarif etmisler, fakat farkli bir hastalik olarak
tanimlamamuglardir. Ozellikle Carswell, hastahdi “atrofi esliginde spinal kordun
dikkat cekici lezyonu” olarak tanimlamustir. Isvigreli patolog George Eduard
Rindfleisch (1836-1908) 1863 yilinda mikroskop kullanarak, inflamatuvar

lezyonlarin kan damarlarinin etrafina yayildigini gézlemlemistir.

Fransiz norolog Jean-Martin Charcot (1825-1893), 1868'de multiple sklerozu
ayr1 bir hastalik olarak tanimlayan ilk kisidir. Charcot onceki raporlarin yardimiyla
ve hastalarda gozlemledigi klinik ve patolojik bulgulara dayanarak hastaliga
"sclerose en plaques" adini vermistir. Hastaliin tanisinda bir dizi kriterlerin
olusturulmasma dair ilk girisimler yine Charcot tarafindan yapilmis olup, hastaligin
t¢lii belirtileri; olagan dis1 goz hareketleri (nistagmus), titreme (intention tremor) ve
konusma bozuklugu (telegraphic speech) giiniimiizde ‘Charcot triad’’ olarak
bilinmektedir. Charcot ayrica hastalarda, "belirgin hafiza azalmasi" ve "kavramada
yavaglama" olarak tamimladig1 bilissel degisiklikleri gézlemlemistir (Compston,
1988).

Edinburgh Universitesinde ¢alisan patolog Dr. James Dawson, MS
patolojisinde bir devrime yol agarak plaklarin mikroskopisini tarif etmis,
mikroskopik myelin hasar1 ve beyinde olusan kan damari inflamasyonunu
gostermistir (Dawson, 1916). Amerikali bilim adami Dr. Thomas Rivers, MS'in viral
bir hastalik olmadigini ve hayvanlara saglikli myelin enjekte ettikten sonra
otoimmiin bir yanit olusturarak MS semptomlarinin olusturulabilecegini géstermistir.
Hastaligin hayvanlardaki bu formuna deneysel otoimmun ensefalomyelit (EAE) ad1

verilmistir (Rivers, 1933).

Uluslararas1 Multipl Skleroz Dernegi tarafindan ilk kez 1965°te tani kriterleri
belirlenmistir. Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRGQG) ise, ilk kez 1981 yilinda bir
MS hastasi tizerinde yapilmistir (Miller, vd., 2003). Hastaligin nedeni, patogenezi ve
hastaliga yonelik etkili tedaviler hakkinda teoriler 19901 yillara gelindiginde
kesfedilmistir ve MS belirti ve bulgularinin iyilestirilmesi ig¢in olmasa da kontrolii
icin ilk tedaviler gelistirilmistir. Ozellikle 1990'1 yillarin ikinci yarisinda
kullanilmaya baslanan immiinmodiilatér ilaglar MS tedavisi i¢in ¢ok Onemli

gelismelerden biridir (Compston, vd., 2008)
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2.1.2. Patofizyoloji

MS'in karakteristik patolojik 6zelligi, demiyelinizan plaklara yol acan
periveniiler inflamatuar lezyonlardir (Karussis, 2014). Oligodendrosit hasari ve
demiyelinizasyon iltihaplanma sonucu ortaya ¢ikar. Aksonlar nispeten hastaligin
erken evrelerinde korunur; ancak hastalik ilerledik¢e geri doniisii olmayan aksonal
hasar gelisir (Trapp, vd., 1998). Enflamatuar sizintilar, MHC smif I sinirli CD8+ T
hiicrelerinin baskin oldugu T lenfositleri igerir; B hiicreleri ve plazma hiicreleri de
cok daha diisiik sayilarda olmasma ragmen mevcuttur (Lassmann, 2013). RRMS 8
Relapsing Remiting Multiple Skleroz )'de derin lenfositik iltihaplanma ile "klasik
aktif lezyon" hakimdir. Lezyonlarin, aktif mikroglia ve makrofajlarin dar bir kenar1
ile cevrili inaktif bir lezyon cekirdegine sahip olma egiliminde oldugu ilerleyici
hastalikta daha az siklikla goriiliir (Prineas, vd., 2001). RRMS ve progresif MS
arasindaki klinik farkliliga ragmen, patolojik olarak tanimlanmis enflamatuar
degisiklikler, her ikisinde de daha biiyiik Olgiide relapsing-remitting hastalikta
goriiliir. Relapsing-remitting ve progresif MS'deki inflamatuvar infiltratin bilesimi,
progresif MS'de B hiicreleri ve plazma hiicrelerinin orani1 daha yiiksek olmasina
ragmen benzerdir (Frischer, vd., 2009).T hiicrelerinin ve B hiicrelerinin sitokin
profilinin veya aktivasyon asamasimnin klinik hastalik tiirleri arasinda farklihik

gosterip gostermedigi belirsizligini korumaktadir (Lassmann, 2013).

Remiyelinizasyon, en yaygm olarak progresif hastalikta olmak {izere tiim
hastalik evrelerinde goriiliir. Sekonder progresif MS hastalarinda daha yliksek
demiyelinizasyon seviyeleri ve PPMS (Primer Progresif Multiple Skleroz)'de
servikal omurilikte normal goriinen beyaz maddede aksonal yogunlukta azalma
vardir. MS alt tipleri arasinda tek bir karakteristik histolojik fark yoktur, bunun
yerine belirli 6zellikleri gosteren alanlarin oraninda bir farklilik vardir. Bu nedenle,
MS'in ti¢ klinik formu tanimlanirken, patolojik degisiklikler bir siireklilik olusturur.
Bu, yillar icinde RRMS'den sekonder progresif MS'ye kadar olan hastalarda asamali

klinik hastalik evrimi ile uyumludur (Lassmann, 2013).
2.1.3. Epidemiyoloji

MS, diinyadaki geng erigkin niifusu arasinda en yaygin goriilen norolojik

hastaliklardan biridir (Compston, vd., 2008). MS baslangici, genellikle 20 ile 40



yaslar1 arasinda ortaya ¢ikmaktadir. Kadinlar erkeklerden iki ila iic kat daha sik

etkilenir ve bu fark diinyanin bazi bolgelerinde artmaktadir (Amato, vd., 2018).

MS global medyan prevalansi, iilkeler arasinda 6nemli farkliliklar goriilmekle
birlikte 100.000 kiside 35,9'dur (Walton, vd., 2020). Kiiresel Hastalik Yiikii
Calismas1 2016 i¢in sistematik bir analize gore; yasa gore standardize edilmis MS
prevalansi en yiiksek Kuzey Amerika'da (164,6/100.000), ardindan Bati Avrupa
(127,0/100.000) ve Awustralya'da (91,1/100.000) olup; en diisiik prevelansa sahip
iilkeler ise Dogu ve Orta Sahra alti Afrika iilkeleri (swrasiyla 3,3/100.000 ve
2,8/100.000) ve Okyanusya (2,0/100.000) olarak belirtilmistir (Wallin, vd., 2019).
Asya'nmn farkli bdlgelerinde (Hong Kong'da 0,77/100.000, iran'da 85,80/100.000)
onemli bolgesel farkliliklar olmasina ragmen, genel olarak Asya lilkelerinin ortalama
prevelanst Avrupa'ya gore daha diisiiktiir (2,2/100.000) (Eskandarieh, vd., 2016).
Son caligmalar, kuzey Japonya (18,6/100.000) dahil olmak iizere bir dizi bolgede
artan bir prevalans oldugunu gostermistir (Houzen, vd., 2018). Prevalans sadece
gelismekte olan tlkelerde degil, ayn1 zamanda gelismis tilkelerde de giderek
artmakta ve iilkeler arasinda farklilk gostermektedir (Piehl, 2018). isve¢'te MS
prevalansi 1930'lardan 2011'e kadar 21,2/100.000'den 188,9/100.000'¢ yiikselmistir
(Ahlgren, vd., 2011). Son yillarda yapilan ¢alismalarda, diinya ¢apinda 2 milyondan
fazla kisinin MS'den etkilendigi belirtilmistir (Browne, vd., 2014).

Ulkemizde yapilan arastirmalarda ise; kuzey dogusunda MS prevelansi
68,97/100.000, kadin erkek orani 4/1, hastalarm yas ortalamasi ise 35,1+10,2 olarak
hesaplanmistir (Alp, vd., 2012). Yapilan bir diger ¢alismada iilkemizin Orta
Karadeniz Bolgesi'nde MS prevalanst 43,2/100.000 olarak saptanmustir (Akdemir,
vd., 2017).

2.1.4. Etiyoloji

Otoimmiinite: Normal bireylerde az sayida bulunan otoreaktif T ve B
hiicreleri, antijenlerine karsi toleranslarini kaybettiklerinde, hedef hiicrelerde immiin
reaktivite islemi baglar ve kendine ait antijenler yabanci antijen gibi algilanir. Bunun
sonucunda otoimmiinite gelisir. Miyelin proteininin %30’unu olusturan MBP
(Miyelin Baglanma proteini), otoreaktif T hiicreleri i¢in primer hedef antijen

adaylardan birisidir. MS hastalarinin aktif doneminde immiin hiicrelerinde goriilen



degisiklikler normal bireyler ile kiyaslandiginda, MS’nin immiin sistem
fonksiyonundaki  bozukluk sonucu ortaya c¢ikan bir hastalik oldugu
desteklenmektedir (Bradley, 2004). MS i¢in nedensel mekanizma olarak
otoimmiinite goriilse de; hastaligin genetik, ¢evresel ve epigenetik faktorlerle
multifaktoriyel kalitimli oldugu diistiniilmektedir (Conlon, vd., 1999; Hafler, vd.,
2005).

Enfeksiyon: MS'in immiin aracili patogenezine bagli olarak, enfeksiyoz
ajanlar, hastaligim baslangic1 i¢in olas1 tetikleyiciler olarak One siiriilmiistiir.
Aragtirilan farkli patojenlerden EBV (Epstein Barr Viriisii ) enfeksiyonu, MS ile en
tutarli ve en giiglii sekilde iliskili olamidir (Han, vd., 2002; Jaishankar, vd., 2014).
Yapilan caligmalarda, MS hastalarinin neredeyse tamaminin EBV icin seropozitif
oldugu bulunmustur (Sharma, vd., 2014). EBV enfeksiyonlar1 asemptomatik olarak
daha yaygin goriiliirken, semptomatik olarak gézlemlenen enfeksiydz mononiikleoz
Oykiisii olan hastalarda MS gelisme riski normalden 2-3 kat daha fazla bulunmustur
(Correale and Gaitan, 2015). EBV enfeksiyonunun MS riskini artirdigi mekanizma
net degildir, MSS'de direkt olarak inflamasyon olusturdugu veya molekiiler
benzerlikten 6tiirii ¢apraz reaktif T hiicreleri ve antikorlarin olusumuna yol agtig1 6ne
stirtilmistiir (Han, vd., 2002; Jaishankar, vd., 2014). EBV enfeksiyonu ile artmus MS

riskini destekleyen verilere ragmen, dogrudan bir nedensel iliski kurmak giictiir.

Sigara: Sigara igmenin MS i¢in bir risk faktori (Odds Ratio (OR) ~ 1,6)
oldugu gosterilmistir (Han, vd., 2002). Sigaraya pasif maruziyetin de, MS riskinin
artmastyla iligkili oldugu bulunmugstur. Sigara ve MS riski arasinda pozitif
korelasyon bulunmaktadir; daha yiliksek miktarda sigara ve kiimiilatif sigara i¢imi,
artan risk ile iligkilidir. Dahasi, sigara igmek ayni zamanda hastaligin daha hizli
ilerlemesi ile iligskilendirilmistir. Bu iliskiyi agiklamak i¢in baz1 duman bilesenlerinin
akcigere dogrudan toksik etkisi ve dolayli bir sistemik etkisi (peribronsiyal lenfatik

dokunun aracilik ettigi) one siiriilmistiir (Han, vd., 2002).

Iklim kosullar1 ve D vitamini: Giinese maruz kalma, 6zellikle ultraviyole-B
radyasyonuna maruz kalma, D vitamini seviyelerinin ana belirleyicisidir ve cografik
olarak artan enlemlerle azalma egilimindedir. Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda
ekvatordan uzaklastikga MS insidansinin arttigi saptanmistir. Bu nedenle, D vitamini

diizeylerinin MS prevalansindaki "enlem etkisi"nin temelini olusturdugu one



stirtilmiistiir. Yapilan birka¢ ¢alisma, diisiik D vitamini seviyeleri ile artmigs MS riski
ve artmig hastalik aktivitesi (klinik relapslar ve MR aktivitesi agisindan) arasinda bir
iliski oldugunu gostermektedir, bu da hastalik seyri boyunca normal D vitamini
seviyelerinin koruyucu etkisini diisiindiirmektedir. D vitamininin etki mekanizmalar1
tam olarak net olmasa da, bazi veriler D vitamininin aktif formunun (1,25-
dihidroksikolekalsiferol) bagisiklik fonksiyonunun modiilasyonunda bir roli
oldugunu géstermektedir (Han, vd., 2002; Alissa and Ferns, 2011).

Diyet ve Obezite: Yapilan birgok ¢alismada ozellikle ergenlik doneminde
obezitenin MS gelisimi ile iliskili oldugu saptanmis ve yiliksek viicut kitle indeksi
(VKI) MS igin bir risk faktérii olarak kabul edilmistir (Munger, vd., 2009; Munger,
vd., 2013).

Malosse ve ark, tarafindan yapilan ¢alismada, siit tikketimi ile MS prevelansi
arasinda korelasyon saptanmustir (Malosse, vd., 1992). Yag ile MS prevalansi
arasinda da iliski bulunmakla beraber, bu oran siite gore daha diigiiktiir. Bir siit {iriinii
olan peynir tiiketimi ile MS gelisimi arasinda bir iligki bulunmamistir (Malosse, vd.,
1992). Bitkisel yag ve balikk yaglarnin koruyucu o&zelliklerinin olup olmadigi
hakkinda ¢eliskili goriisler olmakla birlikte; 6zellikle balik yagmda bol olarak
bulunan Omega-6 yag asitinin relapslarin siddetini azalttigi ve diyete Omega-3 yag
asitinin katilmasinin bu olumlu etkiyi daha da artirdigi belirtilmistir (Lauer,
1997).Siitiin i¢erisinde yer alan butirofilin isimli proteinin, MOG ile c¢apraz

reaksiyona girerek MS’de rol oynadig1 diistiniilmektedir (Guggenmos, vd., 2004).

MS Genetigi: MS’de genetik faktorlerin rol oynayabilecegi ihtimali, ilk kez
19. yiiz yilin ikinci yarisinda ailevi olgularm fark edilmesiyle ortaya ¢ikmistir. Tiim
kompleks gecisli hastaliklarda oldugu gibi genetik ve g¢evresel faktorlerin birlikte
etkilesimi MS’e yatkinligi belirlemektedir (Compston, vd., 1998).

Aile iginde niiks riski, genetik paylasim yiizdesi ile artmaktadir. Ornegin,
monozigotik ikizlerde risk %35 iken, dizigotik ikizlerde % 6 ve kardeslerde ise %3
oranindadir (Compston and Coles, 2002). Son yillarda yaymnlanan bir meta-analizde,
ailesel MS prevalansi tiim MS fenotipleri i¢in ~% 13 olarak bildirilmistir (Harirchian,
vd., 2017).



MS'in kalitsallig1 poligeniktir ve her biri hastalik riskinde kiiciik bir artigla
iligkili olan birka¢ gende polimorfizmler igerir. Bunlar arasinda, HLA sinif I ve HLA
smif II genlerindeki polimorfizmler, MS i¢in en yiiksek riski tagimaktadir (Compston
and Coles, 2002; Olsson, vd., 2017).

Genom c¢apl iliski caligmalarda, MS i¢in 200'den fazla genetik risk varyanti
tanimlanmigdir; her varyantin hastalik riski iizerinde kiigiik bir etkisi vardir ve bu
varyantlarm farkli kombinasyonlar1t muhtemelen farkli hastalarda genetik yatkinliga
katkida bulunmaktadir (Baranzini, vd., 2017). Bu varyantlarin ¢ogu, bagisiklik
sistemine dahil olan genleri kodlamaktadir. Ornegin HLA-DRB1*15:01
polimorfizmleri ve IL2 ve IL7R'deki polimorfizmler dahil olmak {izere kromozom
6'daki HLA genleri ve diger sistemik immiin bozukluklarmn yiiksek riskiyle iligkilidir.
T hiicresi aktivasyonu ve proliferasyonunda yer alan genlerdeki polimorfizmler (IL2
ve IL7R gibi), adaptif ve dogal bagisikligin diger bilesenlerindeki (tiimor nekroz
faktoriinii (TNF) modiile eden genler gibi) polimorfizmlerle birlikte, hastaligin
onemli Ozelliklerindendir (De Jager, vd., 2009; Cotsapas, vd., 2018). MS'in risk
genleri diger norodejeneratif hastaliklar ile Ortiismezken; sinir sisteminde net
islevlere sahip yalnizca birka¢ gendeki mutasyonlar, MS riskinin artmasiyla
iliskilendirilmistir (6rnegin, MANBA ve GALC). Daha o6nce belirtildigi gibi, bazi
polimorfizmler, 6zellikle HLA genlerindekiler, ¢evresel risk faktorleri ile etkilesime
girebilmektedirler. Ornegin, MS riskini artiran ve koruyucu HLAA*02 alelini
tasimayan HLA-DRB1*15:01 aleli; sigara igenlerde (OR 13,5) (Hedstrom, vd.,
2011), EBV enfeksiyonu olan bireylerde (OR 16,0) (Sundgvist, vd., 2012) ve
adolesan obezitesi olanlarda (OR 16,2) o6nemli 6lgiide daha yiikksek MS riski
tagimaktadir (Hedstrom, vd., 2014). Ayrica, D vitamini metabolizmasina dahil olan
genlerdeki polimorfizmler (GC ve CYP24Al gibi), MS riskinde artis ile
iliskilendirilmistir (Mokry, vd., 2015 ; Olsson, vd., 2017).

Cevresel risk faktorlerinin, bagisiklik sistemi ve MSS'deki erken hastalik
mekanizmalarma katkida bulunmak i¢in MS yatkinlik genleri ile nasil etkilesime

girdigini aydinlatmak i¢in daha fazla ¢caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

MS ve Epigenetik: Epigenetik diizenleme, DNA sekansinda degisiklik
olmaksizin gen ekspresyonunun modifikasyonu olarak tanimlanan biyolojik bir

fenomendir ve su anda MS'in genetik ve ¢evresel riskleri arasindaki etkilesimlerin



temelini olusturdugu one siiriilmektedir. Epigenetigin molekiiler mekanizmalari
arasinda DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve mikroRNA'lar bulunur. Kéken
etkisi ve kadin hastalardaki boylamsal artig gibi MS epidemiyolojik ¢aligmalarindan
elde edilen gozlemsel veriler, molekiiler temel belirsizligini korusa da, MS
gelisiminde epigenetik mekanizmalarmn rol oynadigini diisiindiirmektedir. Ilging bir
sekilde, Epstein-Barr viriisii, sigara ve D vitamini gibi MS gelisimi ile ilgili ¢cevresel
faktorlerin, bazi deneysel ortamlarda epigenetik mekanizmalar yoluyla gen
ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir. Bir calisma, MS i¢cin uyumsuz {i¢
monozigotik ikiz ¢ift arasinda periferik kan CD4" T hiicrelerinde DNA metilasyon
profilleri arasinda tekrarlanabilir bir fark olmadigini gostermistir. Bununla birlikte,
birka¢ ¢alisma, genlerin diizensiz DNA metilasyonunun, MS beyin Orneklerinde
anormal immiin reaksiyonlar ve miyelin proteinlerinin translasyon sonrasi
modifikasyonlari ile iliskili oldugunu gdstermistir. Ek olarak, MS hastalarindan elde
edilen beyin dokularinda ve periferik kan immiin hiicrelerinde anormal mikroRNA

profilleri bildirilmistir (Miyazaki and Niino, 2015).
2.1.5. MS Klinik Seyir Tipleri

Lublin ve arkadaglar1 tarafindan 1996 yilinda relapsing-remitting, primer
progresif, sekonder progresif, progresif relapsing olmak {iizere dort bashik altinda
tamimlanan MS klinik alt tipleri; 2013 yilinda giincellenerek klinik izole sendrom
(KIS), relapsing (atakll) MS ve progresif (ilerleyici, kotiilesen) MS olarak ii¢ baslik
altinda tanimlanmistir. Bu temel seyirler icerisinde hastalik aktivitesinin (atak
olusmasi, MR'da lezyon aktivitesi) ya da hastalik ilerlemesi/ Oziirliliigiin giderek
artmasi, hastaligm alt seyirlerini belirlemede 6nem kazanmistir. Giincel siniflamada
Progresif relapsing terimi artik kullanilmayip, bu hastalar progresif-aktif hastalar
grubuna dahil edilmistir. Klinik izole sendrom (KiS) terminolojisi kullanilmis ve MS
alt tipleri arasma almmustir. Radyolojik izole sendrom ise, hastalar klinik belirti ve

bulgulara sahip olmadigindan bir MS fenotipi olarak sayilmamistir (Efendi, 2018).
Klinik izole Sendrom (KiS)

Klinik izole sendrom (KIiS); izole optik ndropati, medulla spinalis tutulumu,
beyin sap1 sendromu ve daha nadir olarak hemisferik tutulum seklinde klinik

bulgularla ortaya ¢ikan, MR’da MS’i diisiindiiren semptomatik veya asemptomatik
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(sessiz) multifokal beyaz cevher lezyonlarin gozlendigi, merkezi sinir sisteminde

inflamasyon ve demiyelinizasyon ile karakterize ilk norolojik tablodur (Miller D,
vd., 2005).

Cinsiyet dagilimi MS’e benzer sekilde kadin erkek orami 2.5/1 olarak
hesaplanmistir (McAlpine and Compston, 2005). Siklikla geng eriskin yaslarda (20-
45 yas arasi), ataklar akut veya subakut donemde tipik olarak 2-3 hafta iginde
semptomlar1 pik yapar sekildedir. Bu taniy1 alan hastanin takiplerinde MS gelisirse
bu duruma “ilk klinik olay” ad1 verilir (Jacobi, vd., 2008).

MS’li hastalarin % 85°1 optik sinirleri, beyin sapin1 veya omuriligi ilgilendiren
KIS olarak baslamaktadir. KIS’li hastalarin ise % 30-70’inde MS ortaya ¢ikmaktadir
(Miller D, vd., 2005). MS’te erken tedavinin faydalar1 g6z 6niine alindiginda, MS’e
doniisiim riskini belirlemek oldukc¢a énemlidir (Kappos, Polman, vd., 2006). KiS’ten
MS’e doniisiim i¢in genetik, ¢evresel ve immunolojik etmenler, MR, BOS, klinik
tablo olmak tizere birgok risk faktorii ifade edilmis olmasina ragmen, pratikte MR ve
BOS incelemesi ile degerlendirilmektedir (Miller DH, vd., 2012). MR'da sessiz
beyin lezyonlar1 goriildiigiinde, MS gelisme riski daha yiiksektir. Infratentorial
bolgede; 6zellikle beyin sapinda lezyon goriilmesinin, MS doniisiimii agisindan daha
riskli oldugu belirtilmistir (Tintore, vd., 2010). Optik norit veya duyusal belirtilerle
ortaya ¢ikan bir KIS sonrasinda, MR’da lezyon gériilmemisse veya az sayida ise,
ikinci ataga kadar gegen siire uzunsa ve bes yil i¢inde herhangi bir 6ziirliiliikk ortaya

¢ikmamigsa, MS’e bagh 6ziirliiliik gelisme olasilig: diistiktiir (Miller D, vd., 2005).

Yapilan bazi ¢alismalarda, oligoklonal bant disinda intratekal B hiicre yanit1
gosteren kizamik, kizamik¢ik ve varisella zoster gibi norotropik viriislere karsi
olusan IgG antikorlar1 ve MS’te B hiicresi anahtar diizenleyicilerinden biri olan
CXCL13’iin artmig BOS konsantrasyonlarmin, MS doniisiimiinde anlamli olabilecegi
bildirilmistir (Brettschneider, vd., 2009; Brettschneider, vd., 2010). Son yillarda
yapilan ¢alismalarda; genetik ve immiinolojik faktorler, erken cocukluk veya
ergenlik ¢aginda gecirilmis enfeksiyonlar, sigara, glines maruziyeti ve D vitamini
diizeyi gibi diger cevresel faktodrlerin de, KIS hastalarmin MS’e doniisiim riski ile
baglantili oldugu gosterilmistir (Pierrot-Deseilligny and Souberbielle, 2010). Tim
bunlara ragmen KiS’te prognozu belirlemede kullanilabilecek, kesinlik kazanmus,

genetik veya cevresel belirte¢ bulunmamaktadir. KiS tablosu ile bagvuran hastalarin
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yakin izlenmesi ve diizenli olarak klinik ve laboratuvar yontemleri ile

degerlendirilmesi gerekmektedir (Miller, vd., 2005).
Relapsing-Remitting MS (RRMS)

RRMS, MS'in en yaygin sekli olup; vakalarin yaklagik yiizde 85'i bu sekilde
baglamaktadir. Cogunlukla erken yaslarda goriiliir. RRMS, akut ataklar (relapslar) ve
ardindan tam veya kismi remisyonlar ile karakterizedir. RRMS ataklarinin
tedavisinde, immiinomodiilator ilaclar (IMT) ve immiin modifiye edici tedaviler veya
steroidler gibi akut antiinflamatuvar ajanlar kullanilabilmektedir (Skleroz, 2016;
Kappos, Traboulsee, vd., 2006; Goodin, 2014). Hastalik ardisik ataklar arasinda
devam eder ve niiksii tahmin edilemez. Ayrica, bazi relapslardan sonra tam remisyon
saglanamayabilir. RRMS, genellikle hastalik siiresi uzadikga MS’in sekonder
progresif formuna déniismektedir (Lublin and Reingold, 1996).

Primer Progresif MS (PPMS)

Tim MS hastalarinin %10-15'1 bu gruptadir ve daha ge¢ baslangigli olma
egilimindedir. Hastaligin baslangicindan itibaren ilerleme olmasi ve giderek
kotiilesen norolojik fonksiyonlar ile karakterizedir (Nielsen, vd., 2017). Arada zaman
zaman platolar veya hafif gecici diizelmeler goriilebilmektedir. Tipik olarak ileri yas
miyelopatili erkek popiilasyonda gorilir (Garg and Smith, 2015). Hastaligin
ilerlemesi olduk¢a degiskendir; baz1 hastalarda kisa bir siire i¢in dnemli bir sakathiga
sebep olurken, bazilarinda bu siire¢ on yildan fazladir. PPMS hastalarinda en belirgin

ve yaygin ilerleme omurilik fonksiyon bozuklugudur (Birnbaum, 2009).
Sekonder Progresif MS (SPMS)

Sekonder progresif MS, baglangicta relapsing-remitting MS olan hastalarin
yaklasik % 65'inde goriiliir ve nihayetinde belirli bir remisyon donemi olmaksizin
akut ataklar arasinda progresif ndrolojik diisiis yasanir (Compston and Coles, 2008;
Lublin and Reingold, 1996). Arada ataklar, hafif iyilesme veya duraklamalar olabilir
(Lublin and Reingold, 1996). Hastaligin baslangici ile, relapsing-remitting'den
sekonder progresif MS'ye doniisiim arasindaki ortalama siire 19 yildir (Rovaris, vd.,
2006). Akson kayiplari, sekonder progresif multipl sklerozda goriilen en onemli
bozukluktur (AINA, 2002).
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2.1.6. MS Tedavisi

MS tedavisi c¢esitli ilaglar1 igerir ve ilaglarin ¢ogu immiinosupresyona
dayalidir, ancak immiinsupresyon yaklagiminmn kanser gelisimi ve enfeksiyon riski
vardir (Inglese and Petracca, 2015). MS tedavisinde bir bagka segenek de bagisiklik
sistemi fonksiyonunu diizenlemek i¢in interferonlar, glatiramer asetat, cesitli
hedeflere karsi monoklonal antikorlar ve sfingozin-1-fosfat reseptdr modiilatorleri
gibi “hastalik modifiye edici ajanlarin” kullanilmasidir (Dargahi, vd., 2017). Ayrica
MS'in evresine ve hastanin ilaca bireysel yanit1 ve adaptasyonuna bagli olarak
hastaya verilecek ilaca karar verilmesi 6nemli bir konudur (Gajofatto and Benedetti,
2015; Tillery, vd., 2017).

2.2. HLA Genleri

HLA genleri, kromozom 6p21 iizerinde lokalize olup, major doku uyumu
kompleksindeki (MHC) farkli antijenlerin yapisal ve fonksiyonel 6zeligini
kodlamaktadirlar. Bu antijenler; HLA-I, HLA-Il, HLA-III seklinde 3 gruba
ayrilmaktadirlar (Cierny, vd., 2018).

MHC molekiilleri, bagisiklik hiicreleri 16kositler ile, diger 16kositler veya viicut
hiicreleri arasindaki etkilesimlere arabuluculuk ederler (Khan, vd., 2008). MHC | ve
Il molekiillerinin fizyolojik rolleri; peptitlerin T hiicrelerine tanitilmasi, bagisiklik
sisteminin tiim proteinlere karsi tepkisinin kontrolii ve organ naklinin red

edilmesidir.

MHC smf II'ye karsilik gelen HLA'lar, HLA-DP, HLA-DM, HLA-DOA,
HLA-DOB, HLA-DQ ve HLA-DR'dir (Sekil 2.1).

DP DN DM DO DQ DR
— i
TAPBPB o @ o B LMP/TAP B Ba PP « B C

gi
-

class Il class Il class |

Sekil 2.1. MHC gen yapis1 (Karakiikcetii, 2016).

Bu molekiiller, profesyonel immiin antijen sunan hiicrelerde (APC) yapisal

olarak eksprese edilir, ancak diger hiicrelerde interferon y tarafindan da indiiklene
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bilmektedirler. Timustaki epitel hiicrelerinde ve periferdeki APC'lerde eksprese
edilirler. MHC smif II ekspresyonu, APC'lerde MHC smnif II transaktivator olan
CIITA tarafindan yakindan diizenlenir. CIITA yalnizca profesyonel APC'lerde ifade
edilir, ancak profesyonel olmayan APC'ler de CIITA aktivitesini ve MHC 11 ifadesini
diizenleyebilmektedirler. Bahsedildigi gibi interferon-y (IFN-y), CIITA'nin
ekspresyonunu tetikler ve ayrica MHC smif II negatif hiicreler olan monositleri,
yiizeylerinde MHC smif II eksprese eden fonksiyonel APC'lere doniistiirmekten

sorumludur.

HLA-DRBI1, DQB1 HLA smif II’nin alt siniflaridr. HLA-DRB1 ve HLA-
DQBI1 genlerindeki varyasyonlarin MS i¢in risk tasidigi bildirilmistir. HLA-DRB1
ve HLA-DQBI1 genlerinin sinirlere ve sinirleri ¢evreleyen miyelin kilifina karsi
olusan otoimmiin tepkiler ile iliskili olabilecegi ileri siiriilse de, HLA-DRB1 ve
HLA-DQBL1 alellerinin MS gelisimine etkisi tartismalidir (Cierny, vd., 2018).

MHC genlerinin ¢ok fazla polimorfizme sahip olmasi, patojenik organizmalar
tarafindan empoze edilen dengeleyici secilimden ve MHC varyantlari ile enfeksiyona
duyarhlik arasinda genis c¢apta Dbildirilen iliskilerden sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir ve patojenlerin MHC evrimini yonlendirmedeki rolii ile tutarhdir

(Bodmer, 1972; Spurgin and Richardson, 2010).

MHC arastirmalarinin ¢ogu, amino asit dizisi varyasyonlarina odaklanmuistir.
Bununla birlikte, MHC ¢esitliliginin daha az dikkat c¢eken bir yonii, bireyler
tarafindan tasinan MHC varyantlarinin sayisidir. Bireyler tarafindan tasman bu
varyant sayisi tipik olarak popiilasyonda bulunan sayidan ¢ok daha disiiktiir.
Ornegin insanlarda, tamamen heterozigot bir bireyde 12-14 farkli varyanta izin veren
67 klasik MHC lokusu vardir, ancak insan popiilasyonunda bu lokuslar arasinda
toplanan halihazirda tanimlanmis MHC allellerinin sayis1 17.000't agmaktadir (Gotiy
de Bellocqg, vd., 2008). Bir popiilasyonda ayrilan ¢ogu alelin patojenlerden segilerek
muhafaza edildigi diislintildiigiinde, bu tiir bir tutarsizlik, herhangi bir bireyin MHC
cesitliliginin, bir konak¢inin karsilasabilecegi tiim patojen spektrumuna etkili bir
sekilde yanit vermek igin yeterli olmayacagmi diisiindiirmektedir (Spurgin and
Richardson, 2010). Bu, ¢ok yiiksek MHC ¢esitliligini ifade etmenin bazi igsel
nedenleri oldugu anlamina gelir. Bireysel MHC g¢esitliligini gelistiren olasi bir

mekanizma, timustaki negatif seleksiyon sirasinda kendiliginden tepkimeye giren T
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hiicrelerinin uzaklastirilmasidir. Son zamanlarda, Migalska ve ark, tarafindan MHC
smif I varyantlarinin ekspresyonu ile bankadaki T hiicre reseptor repertuvari arasinda
negatif bir korelasyon oldugu bildirilmistir (Migalska, vd., 2019). Bununla birlikte,
artan otoimmiinite riski veya antijen sunan hiicreler diizeyinde kritik MHC-peptit
ligand konsantrasyonlarina ulagma ihtiyact gibi alternatif mekanizmalar da rol

oynayabilmektedir (Borghans, vd., 2003).

"Multipl skleroz" ve "HLA" {izerine literatiir taramasi yapildiginda, iki binden
fazla galisma ortaya ¢ikmaktadir. MS ile HLA iliskisi ilk olarak 1970'li yillarda
tanimlanmistir ve MS'in 6ziinde antijene 6zgii bir otoimmiin hastalik oldugu fikriyle
tutarhdir (Bertrams, vd., 1972; Maito, vd., 1972). HLA lokusunun MS riski ile
iliskisi, incelenen tiim popiilasyonlarda ve ayrica pimer progresifve relapsing-

remitting hastalarda gozlenmistir.
HLA-DRB1

HLA-DRBI1, HLA smif II beta zinciri paraloglarma aittir. Smif I molekiili,
her ikisi de zara sabitlenmis bir alfa (DRA) ve bir beta zincirinden (DRB) olusan bir
heterodimerdir. Hiicre dis1 proteinlerden tiiretilen peptidleri sunarak bagisiklik
sisteminde merkezi bir rol oynar. Sinif IT molekiiller, antijen sunan hiicrelerde ifade
edilir. Beta zinciri yaklasik 26-28 kDa'dir ve alt1 ekson igerir. Ekson 1 lider peptidi
kodlar, ekson 2 ve 3 iki hiicre dis1 alanm1 kodlar, ekson 4 transmembran alanini1 ve
ekson 5 ise sitoplazmik kuyrugu kodlamaktadir. DR molekiilii i¢inde beta zinciri,
peptit baglanma spesifikliklerini belirten tiim polimorfizmleri igerir. Yiizlerce DRBI
aleli tanimlanmistir ve bazi alellerin belirli hastaliklar veya durumlarla iligkili
sikliklar1 artmustir. Ornegin, DRB1#13:02 aleli, demans iizerindeki koruyucu etkisi

ile iliskilendirilmistir (James and Georgopoulos, 2019).

MHC smuf II molekiiliiniin antijen sunan bir beta zinciri ve alfa zinciri HLA-
DRA ile kompleks halinde, HLA-DRB1-sinirli CD4-pozitif T hiicrelerinde alfa-beta
T hiicre reseptorii (TCR) tarafindan tanmmak iizere, profesyonel antijen sunan
hiicreler (APC'ler) iizerinde antijenik peptitler agia ¢ikarr. Bu, enfeksiydz ajanlari
ve transforme hiicreleri ortadan kaldirmak icin, hem antikor aracilt immiin yanit hem
de makrofaj aktivasyonu olmak tiizere antijene 0zgii T-helper efektor islevlerine

rehberlik etmektedir (Muehling, vd., 2016; Galperin, vd., 2018). Tipik olarak,
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lizozomlarda endositozlu antijenlerin proteolizinden kaynaklanan 10 ila 30 amino
asitlik hiicre dis1 peptit antijenleri sunar (Stern, vd., 1994). Tiimér mikrogevresinde,
biiyiik olasilikla apoptotik tiimor hiicrelerinin fagositozu veya salgilanan timor
proteinlerinin makropinositozu yoluyla tiimorde yerlesik APC'lerde iiretilen,
antijenik peptitleri tanitir (Abelin, vd., 2019). Ozellikle timusta T hiicresi secimi ve
merkezi bagisiklik toleransi ile ilgili bir mekanizma olan makrootofajiden sonra,
otolizozomlarda tutulan hiicre i¢i proteinlerden tiiretilen peptitleri sunar
(Adamopoulou, vd., 2013). immiinodominant epitoplarin se¢imi iki isleme modunu
takip eder; bunlardan biri patojen tiirevli antijenik peptitler icin '6nce bagla, sonra
kes/diizelt' seklinde iken, otoantijenler/self-peptitler icin ise 'once kes, sonra bagla'
seklindedir (Kim A, vd., 2014). Peptit N-terminalinin 1. pozisyonundaki ankor
kalintisi, genellikle biiyiik bir hidrofobik kalinti, MHCII molekiilleri ile yiiksek
afiniteli etkilesim i¢in esastir (Stern, vd., 1994).

Allel DRB1*15:01: Thl hiicrelerine  kapsid proteini  VP2'den
(SNNSATLIVPYVNAVPMDSM) tiiretilen ve viral temizlige katkida bulunan bir
HRV-16 epitopu sunabilir. MBP'den (ENPVVHFFKNIVTPR) tiiretilen bir 6z
peptidi  goriintiiler.  Thl  hiicrelerine  tiimorle  iliskili  antijen  WT1'den
(KRYFKLSHLQMHSRKH) tiiretilen immiinojenik bir epitop sunabilir, bu
muhtemelen ¢ok ¢esitli kat1 ve hematolojik malignitelerde etkili antitiimor bagisikligt

saglar (Smith, vd., 1998; Fujiki, vd., 2008; Muehling, vd., 2016).
HLA-DQB1

HLA-DQBI1, HLA smif II beta zinciri paraloglarina aittir. Bu simif II molekiil,
her ikisi de zara sabitlenmis bir alfa (DQA) ve bir beta zincirinden (DQB) olusan bir
heterodimerdir. Hiicre dis1 proteinlerden tiiretilen peptidleri sunarak bagisiklik
sisteminde merkezi bir rol oynar. Smif IT molekiiller, antijen sunan hiicrelerde (APC:
B lenfositleri, dendritik hiicreler, makrofajlar) ifade edilir. DQ molekiilii i¢inde hem
alfa zinciri hem de beta zinciri, dort farkli molekiille sonuglanan peptit baglanma
ozelliklerini belirleyen polimorfizmleri igerir. Bu polimorfizmlerin tiplendirilmesi
rutin olarak kemik iligi nakli i¢in yapilir. Alternatif splicing, birden ¢ok transkript
varyant1 ile sonuglanir. HLA-DQB1 ekspresyonu en c¢ok akcigerde ve lenf
diigimiinde olsada, 19 dokuda daha ifade edilmektedir (NCBI, Gene ID: 3119,
2021).
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Antijen sunan hiicrelerin (APC) endositik yoluna ulasan antijenlerden tiiretilen
peptitleri baglar ve bunlar1t CD4 T hiicreleri tarafindan taninmalar1 i¢in hiicre
yiizeyinde sunar. Peptit baglama yarig1, 10 ila 30 kalmt1 peptitleri barindirmaktadir.
MHC smif II molekiilleri tarafindan sunulan peptitler, ¢ogunlukla lizozomal
proteazlar ve diger hidrolazlar tarafindan islendikleri endositik yola erigen
proteinlerin bozunmasiyla tretilmektedir. APC tarafindan endositozlanmis olan
ekzojen antijenler bu sayede MHC II molekiilleri yoluyla sunum i¢in hazirdir ve bu
nedenle, bu antijen sunum yolu genellikle eksojen olarak adlandirilir. Normal
doniisiimlerinin bir parcasi olarak lizozomlarda bozunma yolunda olan zar proteinleri
de endozomal/lizozomal boliimlerde yer aldigindan, eksojen antijenler, endojen
bilesenlerden tiiretilenlerle rekabet etmelidir. Otofaji ayrica endojen peptitlerin bir
kaynagidir ve otofagozomlar yapisal olarak MHC smf II yiikleme bdlmeleriyle
kaynasmaktadir. APC'lere ek olarak, epitel hiicreleri gibi gastrointestinal sistemin
diger hiicreleri, MHC smif II molekiillerini ve CD74'i eksprese eder ve
gastrointestinal sistemin olagandis1 bir 6zelligi olan APC'ler gibi davranir. Bir antijen
sunan bir MHC smif II molekiilii iiretmek i¢in, ic MHC smif II molekiilii (bir alfa ve
bir beta zincirinin heterodimerleri) bir heterononamer olusturmak iizere ER'de bir
CD74 trimer ile birlesmektedir. Bu kompleksin antijen islemenin gerceklestigi
endozomal/ lizozomal sisteme girmesinden kisa bir siire sonra, CD74, CTSS ve
CTSL dahil olmak iizere cesitli proteazlar tarafindan sirali bir bozunmaya ugrar ve
CLIP (smif II ile iliskili degismez zincir peptidi) olarak adlandirilan kii¢iik bir parca
birakir. CLIP'in c¢ikarilmasi, CLIP'in serbest birakilmas: i¢in alfa-beta-CLIP
kompleksine dogrudan baglanma yoluyla HLA-DM tarafindan kolaylastiriimaktadir.
HLA-DM, birincil yiiksek afiniteli antijenik peptitler baglanana kadar MHC smif 11
molekiillerini stabilize eder. Bir peptite baglanan MHC II molekiilii daha sonra hiicre
zar1 yiizeyine tasmnir. B hiicrelerinde, HLA-DM ve MHC smif II molekiilleri
arasindaki etkilesim, HLA-DO tarafindan diizenlenir. Birincil dendritik hiicreler
(DC'ler) ayrica HLA-DO'yu ifade etmektedir. MHC II molekiillerine antijen
yiiklemesinin diizenlenmesinde, asitlestirmeyi ve proteolizi arttiran ve verimli peptid
yiklenmesi saglayan lizozomal mikro-ortam yer almustir (UniProtKB-P01920,
2021).
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2.3. MS ve MikroRNA'lar

Gen ifadesinin transkripsyon sonrasi diizenleyicilerinden biri olan miRNA’lar;
tipik olarak 18-23 niikleotitli, endojen madde ya da protein kodlamayan RNA'lardir.
Hiicre ¢ogalmasi, gelisimi ve farklilasmasi, apoptoz, hiicre metabolizmasi siiregleri

ve bir¢ok hastaligin patogenezinde miRNA'larin 6nemli rol oynadig1 anlasiimistir.

Gen ekspresyonundaki degisimde miRNA'larin fonksiyonu iki sekilde
gerceklesir. Birincisi; miRNA dizisi, hedef mRNA'min 3’UTR'si ile tamamen
eslestiginde, hedef mRNA'nin bozulmasini indiikler. Diger taraftan, miRNA ipligi
hedef mRNA’nin 3’UTR’si ile tam olarak eslesmediginde translasyon oOnlenir.
Mikro-RNA’larin gen ekspresyonunu etkilemesinin ikinci yolu ise, promoter
bolgelerin DNA metilasyonunu ve ayni zamanda histon modifikasyonlarmi modiile

etmesidir (Bartel, 2004).

Eksozom ile iliskili miRNA'lar, yakin zamanda hem otoimmiin hem de
norolojik bozukluklarda yer alan yeni bir diagnostik biyobelirte¢ olmustur (Farh, vd.,
2015). Dolasimdaki miRNA'larin; MS hastalarinin serum, plazma ve beyin omurilik
stvist dahil viicut sivilarinda diizensiz oldugunu gosteren yeni kanitlar da ortaya
cikmistir. Eksozomla iligkili miRNA'larin, MS hastalig1 i¢in kolayca erisilebilir bir
kan bazli analiz sunabilecegi varsayilmistir. MS hastalar1 ile yapilan bir kohort
caligmasinda, kantitatif PCR ile miRNA'larin ekspresyonu saptanmistir (Manna, vd.,
2018).

Insanda ve deneysel hayvan modellerinde MS iizerine bircok miRNA
arastirilmasi yapilmustir. Fenoglio C ve ark.tarafindan yapilan bir ¢alismada; miR-21,
miR-142-3p, miR-146a, miR-146b, miR-155 ve miR-326, miR-15a, miR-19a, miR-
22, miR-210 ve miR-223’lin upregiilasyonu; miR-15b, miR-181c ve miR-328 gibi
bazi miRNA’larin ise anlamli downregiilasyonu saptanmistir (Fenoglio, vd., 2011).
Yapilan bir baska arastrmada ise, mirl55 ve mir-326’nin tanisal belirtegler
olabilecek diizeyde anlamli oldugu belirtilmistir (Ma, vd., 2014).

Immun sistem hiicrelerinin fonksiyonlarin1 ve gorevlerini diizenleyen
miRNA’lar ile ilgili, MS hastalarinda yapilan bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Bu yapilan
calismalarda birgok miRNA arastirilmis; 6zellikle miR-155 ve miR-146a’nin bir
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi belirtilmistir. Ayrica miRNA’larm, MS tanisi
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alan olgularda prognostik degerlerinin olabilecegi ve ileri donemde tedavi hedefi

olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Saridas, 2018).

hsa-miR-335: miR335 miRNA dizisi 22 niikleotid uzunlugundadir ve insanda
bulunur. hsa-mir-335 geni, genomik konumu 7g32.2'dir (LncBase, MalaCards,
TarBase, MirGeneDB, GeneCards, ENA, RefSeq, miRBase). hsa-mir-335 ile iligkili
hastaliklar arasinda Meme Kanseri ve Uterine leiomyoma yer alir. Kanser
metastazmin genel diizenleyicilerini arastiran Tavazoie ve ark. (2008), miR335',
insan meme kanseri hiicreleri metastatik potansiyel artik¢a ekspresyonun ozellikle
kayboldugu bir dizi mikroRNA'dan biri olarak tanimladi. Malign hiicrelerde miR335
ekspresyonunu in vivo olarak insan kanser hiicrelerinde akciger ve kemik metastazini
baskiladig1 gosterilmistir. mir-335 tarafindan diizenlenen 6 metastaz geni
tanmimlanmis olup bunlar hiicre iskeleti kontroliinde (COL1A1l), sinyal iletiminde
(PTPRN2, MERTK ve PLCB1) ve hiicre go¢iinde (TNC ve SOX4) fonksiyon gdsteren
genlerdir. miR335'in progenitor hiicre transkripsiyon faktorii SOX4'i ve hiicre disi
matris bileseni Tenascin C'yi (TNC) hedefleyerek metastazi ve gocii baskiladig:
bilinmektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Kanser yolagindaki miRNA’lar (KEGG PATHWAY Database, 2021)

hsa-miR-204: MIR204'in 9q21.12 kromozomu fiizerindeki TRPM3 geninin
(608961) intron 8'inde yer aldigini belirtmistir (OMIM 610942, 2021).

Mikroarray ve Northern blot analizleri ile Sun ve ark. (2004), miR204'{in insan
bobreginde yiiksek oranda eksprese edildigini, kalp, dalak, akciger, kas ve prostatta
¢ok az veya hig ekspresyonu olmadigini bildirmistirler. Sun ve ark, (2004), bobrek
gelisiminde rol oynayan bir gen olan ETS1 i¢in bir baglanma bolgesi igeren miR204
geninin yukarisinda yiiksek oranda korunmus ve transkripsiyonu olmayan bir bolge

tanimlamiglardir.
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3. GEREC VE YONTEM

Arastirma kapsamina 18 yas istii kadin ve erkek MS hastalar1 alinmistir.
Orneklem biiyiikliigii power analizi kullanilarak hesaplanmistir. Power analizi
sonucuna gore; %85 test giicii ve %95 giiven araliginda hasta gruplar1 ve hasta

sayilar1 belirlenmistir.

OMU KAEK 2018/258 karar no’lu arastirma projemizin, amaci, yaklagimi ve
yontemi, izole edilen DNA’larin kullanilabilirligi OMU Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu yonergesine gore 26.05.2018 tarihli etik kurulda incelenmis ve etik agidan

uygunlugu oy birligi ile kabul edilmistir.

Hasta ve Kontrol grubu:

e Yineleyen-Diizelen MS (Relapsing-Remitting MS): MS hastalarinin
yaklasik %20'si bu gruptadir. Ataklar ve iyilesmelerle seyreder. Tekrarlayan ataklar

sonrasinda bazi sekeller kalabilir (n=28).

e Ikincil Ilerleyen MS (Sekonder Progresif MS): Baslangici Relapsing-
Remitting MS olup, bu hastalarin bir kismi bu tipe doniisiir. Tekrarlayan ataklar

sonrasi diizelme zorlasir hatta durabilir (n=8).

e Birincil ilerleyen MS (Primer Progresif MS): Ataklarla birlikte ya da atak

olmaksizin seyreder. Giderek artan bir ilerleme s6z konusudur (n=4).
e Kontrol grubu (n=10)
¢ 18 yasini doldurmus olmasi

¢ Tan1 almis herhangi bir nérolojik/otoimmun hastaliginin olmamasi

Hasta ve kontrol grubu olmak iizere toplam 50 birey ¢alisilmistir. Caligmaya
katilacak hastalar, OMU Tip Fakiiltesi Noroloji Poliklinigi'ne, Orta Karadeniz
bolgesinin farkl illerinden bagvuran MS tanili hastalar arasindan goniilliiliik esasina
gore secilmistir. Arastirmanin laboratuvar asamasinda ise; DNA ve RNA izolasyonu
OMU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ABD'da; gen ekspresyon analizleri (Real time
PCR) ise Karadeniz Ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (KITAM)

laboratuvarinda yapilmstir.
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3.1. Demografik Veriler ve Kan Orneklerinin Toplanmasi

Bu arastirmaya, Ondokuz Mayis Universitesi Noroloji Anabilim Dali'na
bagvurmus ve Mc-Donald kriterlerine gére (Thompson vd. 2017) MS tanis1 almig
goniillii hastalar dahil edilmistir. Hasta grubu 40, kontrol grubu ise 10 bireyden
olusmaktadir. Hasta ve kontrol gruplarindaki tiim bireyler, 6zellikle Orta Karadeniz
Bolgesi’nde yasamakta olan kisiler arasindan segilmistir. Kontrol grubu ile hasta

grubu birbirine benzer demografik 6zellikleri olan bireylerden olusturulmustur.

MS tanisi; hasta hikayesi ve hastaligin klinik seyri ile birlikte néroloji uzmani
tarafindan Mc-Donald kriterlerine gore hastaligin dogrulanmasi sonucunda

konulmustur.
Calismaya alinma kriterleri:
e 18 yasini doldurmus olmasi
¢ Revize McDonald 2017 kriterlerine gére MS tanis1 konulmasi

e Tan1 almig bagka norolojik/otoimmun hastaliginin olmamasi

Arastirmaya alinan hasta ve kontrol gruplarindaki tiim bireyler, arastirmanin
kapsami, igerigi ve yontemi hakkinda hem sozlii hem de yazili olarak tarafimizca
bilgilendirilmislerdir ve kendilerinden ya da yasal vasilerinden EK-A’da yer alan
“Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu” imzalar1 alimmistir. Her bir bireyden
EDTA’l tiiplere 2’ser ml vendz kan alinip, izolasyon islemi yapilana kadar kan

ornekleri -80C’de saklanmustir.
3.2. Cahsmada Kullanilan Olcekler ve Yoéntemler
Kullanilan Cihazlar

¢ Otoklav (Niive OT 4060, Tiirkiye)

e [s1 blogu (VWR, ABD)

e VVorteks (Clifton Cyclone, Ingiltere)

o Santrifiij (Niive NF048, Tiirkiye)

e DNA sayac1: Nano-drop (Jenway Genova Nano, Ingiltere)

e [s1 dongii cihazi: Thermal Cyler GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems, ABD)
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e Hassas terazi (Shimadzu, Japonya)
e Kantitatif es zamanli PCR cihazi: Stratagene Mx3000P gPCR System
(Agilent, ABD)

Kullamlan Kimyasallar

* %100’lik etanol (Sigma-Aldrich, Almanya)
e Kloroform (MERCK, Almanya)

e [sopropanol
Kullanilan Kitler

e DNA izolasyon kiti: Pure Link® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, ABD)

e MiRNA izolasyon kiti: TagMan® miRNA ABC Purification Kit (Applied
Biosystems, ABD)

e cDNA sentez kiti: TagMan™Small RNA Assays Kit (Applied Biosystems,
ABD)

e Revers transkripsiyon primerleri: TagMan™MicroRNA Assays (Applied
Biosystems, ABD)

¢ qRT-PCR Master Mix: TagMan® Universal Master Mix II, with UNG
(Applied Biosystems, ABD)

e qRT-PCR primer-problar: TagMan® MicroRNA Assay hsa-miR-204-5p ve
TagMan® MicroRNA Assay hsa-miR-335-5p (Applied Biosystems, ABD)

¢ qRT-PCR i¢in endojen kontrol primer-prob: TagMan® MicroRNA Assay
RNUG6B (Applied Biosystems, ABD)

3.2.1. Kandan DNA izolasyonu

Alinan kan &rneklerinden, Thermo Fisher (DNA Izolasyon Kiti 50 rxn Thermo
Fisher K182001) kit kullanim yontemine gore DNA’lar saflastirild.

1. Steril ependorf tiip igerisine 200l tam kan 6rnegi konuldu.
2.Ependorf tiip icerisindeki kan 6rnegi tizerine 20 puL Proteinaz K eklendi.

3. Ornege 20 pL RNase A eklendi ve kisa vorteks yapilarak homojenize edildi.
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Daha sonra olusan homojen karisim oda sicakliginda 2 dakika inkiibasyona
birakildi.

4. 200 puL PureLink®Genomik Lizis / Baglama Tamponu eklendi ve homojen

bir ¢ozelti elde etmek iyice vortex yapildi.

5. Protein sindirimini desteklemek i¢in karigimi 55 °C olan 1s1 blogunda 10
dakika inkiibasyona birakildi.

6. Lizata 200 puL % 96—100 etanol eklendi ve ardindan homojen bir ¢6zelti elde

etmek icin 5 saniye vortex yapildi.

7. Tiip igerisindeki tiim karistm (~640 pL) steril 2ml’lik “PureLink®Spin

column” kolonu igine aktarilda.
8. Oda sicakliginda 10.000xg’de 1 dakika santrifiij yapildi.

9. Santrifiij sonrasinda toplama tiipii atild1 ve spin kolon, temiz bir ‘Pure Link®

Collection Tube’ toplama tiipiine yerlestirildi.

10. 500ul ““Pure Link®Genomic Wash Buffer I’ kolonun iizerine eklendi ve
oda sicakliginda 10.000xg’de 1 dakika santrifiij yapildi.

11. Toplama tiipti atild1 ve spin kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve
ardindan 500ul ‘Wash Buffer II’ eklendi ve oda sicakliginda maksimum
hizda 3 dakikas antrifiij yapildi.

12. Spin kolonunu 1,5 mL'lik steril bir mikrosantrifiij tlipiine yerlestirildi ve

spin kolonuna 40 pl ‘Pure Link® Genomic Elution Buffer’ eklendi.

13. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyon yapildi ve sonra spin kolon,
odasicakliginda maksimum hizda 1 dakika santrifiij yapilarak elde edilen

genomik
DNA, 1.5mI’lik bir mikro santrifiij tiiplinde topland1 ve spin kolon atild1.

Elde edilen DNA orneklerinin optik dansiteleri ve konsantrasyonlar1 260/280
nm dalga boyunda UV-Vis Spektrofotometre/Nano Drop (Beckman Coulter, ABD)

ile dl¢iiliip bir sonraki ¢aligmaya kadar 6rnekler -20°C de saklanda.
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3.2.2. Real TimePCR ile HLA Alellerinin Analizi

HLA-DRB1*15:01 ve HLA-DQB1*06:02 alelleri Real-Time PCR’da SYBR
Green yontemi ile ¢aligildi. Bu yontemde SYBR green floresan boyasini igeren bir
PCR mixi olan “SsoAdvanced™ Universal Inhibitor-Tolerant SYBR®Green
Supermix” (iirlin no: 172-5016, BioRad, USA) kullamild:. Ilgili bodlgeler igin
primerler, IMGT / HLA veri tabani kullanilarak tasarlanmig olup,NCBI/BLAST veri

bankasinda kontrol edilmistir (http://www.ebi.ac.uk/; www.ncbi.nlm.nih.gov) ayrica

yapilan benzer ¢aligmalarla da kiyaslanmistir (Hu, vd., 2014; Momany, vd., 2017).

Kullanilan primer dizileri ve amplikon uzunluklar1 Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan primer dizileri ve amplikon uzunluklari

Gen ad1 Primer PCR Annealing Tm
product
HLA- F: 5>-TTCCTGTGGCAGCCTAAGAGG-3’ 261b 60 61.79
DRB1*1501 R: 5’-CCGCTGCACTGTGAAGCTCT-3’ 63.06
HLA- F: 5’-CGTGCGTCTTGTGACCAGAT-3’ 121 bp 58 60.67
DQB1*0602 R: 5’-GCTGTTCCAGTACTCGGCAT-3’ 60.11

Daha sonra primerler yardimiyla ve gerekli olan PCR kosullarini saglayarak
hedef bolge cogaltildi. Real-Time PCR reaksiyonu karisimi ve miktarlar1 Tablo

3.2’te verilmistir.

Tablo 3.2. SYBR Green yonteminde kullanilan PCR karisimi ve miktarlari

Bilesenler Ornek Basina Miktar 1x(pl)

SsoAdvancedTM Universal Inhibitor-Tolerant 5
SYBR® Green Supermix

Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5
Kahp DNA 2
Steril distile su 2
Toplam 10
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Hazirlanan reaksiyon karisimi, 96’lik well plate’e aktarilarak, plate spinner

cihazinda dondiiriildiikten sonra, Stratagene Mx 3000p Real time cihazina

yerlestirilmis ve Tablo 3.3’te belirtilen programa gore reaksiyon baslatilmistir.

Tablo 3.3. SYBR Green yonteminde uygulanan PCR kosullar

Islem Sicaklik (°C) Zaman Déngii sayisi
Polimeraz aktivasyonu ve
98 3dk 1
DNA denatiirasyonu

o 98 15sn
Amplifikasyon 40

60 30 sn

95 1dk
Melting curve 55 30sn 1

95 30 sn

3.2.3. Kandan RNA izolasyonu

TagMan®miRNA ABC Purification Kit Yoéntemi ile Kandan RNA

Izolasyonu

1.
2.

Steril ependorf tiip igerisine 10 ul tam kan 6rnegi konuldu.

Ependorf tiip igerisindeki kan 6rnegi tizerine 20 pL Lysis Buffer eklendi.
Sonra30 saniye vortex ile karistirildi ve ardindan kisaca santrifiij yapildi.

120 uL ABC Tamponu eklendi. 30 saniye vortex yapildi ve sonra kisaca
santrifiij yapildi.

Orneklerin oldugu ependorf tiipler buz iizerine yerlestirildi.
TagMan®miRNAABC Purification Kit iginde olan manyetik boncuklar
(Beads) ¢ozelti i¢inde siispansiyon haline gelene kadar vortekslendi.

Sonra bir dakika ultrasonik su banyosu kullanarak sonikasyon yapildi ve
ardinda tekrar bir kag¢ saniye vortex yapildi. Daha sonra siviy1 tiiplerin altina
toplamak i¢in ¢ok kisa bir santrifiij yapildi.

Her 6rnek i¢in, LoBind 1,5 mL mikrofij tiiplerine 80 puL Beads (toplam 80 x
106 boncuk) dagitildi.

(Cozeltiyi temizlemek i¢in tiipler miknatisli manyetik bir rafta en az 1 dakika
bekletildi. Pelleti (Beads) bozmadan siipernatant dikkatlice alind1 ve atild1.
Hazirladigimiz ve buz iistiinde beklettigimiz lizat1 Beadslerin oldugu tiipe
aktarildi. Stispansiyon haline gelene kadar vortekslendi, ardindan siviyi

tiiplerin altinda toplamak i¢in kisa siire santrifiijlendi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.
18.

19.
20.
21.

Beadsleri miRNA'ya hybridize etmek icin tiipler, 1200 rpm'de 40 dk, 30 °C
termomikser i¢inde ¢alkaland:.

(Cozeltiyi temizlemek i¢in tiipler miknatisli manyetik bir rafta en az 1 dakika
bekletildi. Pelleti (Beads) bozmadan siipernatant dikkatlice alindi ve atild1.
Peletlere 100 ulL Wash Buffer I eklendi ve beadleri ¢ozelti i¢inde yeniden
stispanse etmek i¢in kisa stire vorteks ve santrifiij yapildi.

Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakildi. Tipler en az 1 dakika
manyetik rafa yerlestirildi. Soliisyon temizlendiginde ve sefaf olunca,
toplanan beadsleri bozmadan silipernatant atildi.

Beadslere 100 uL Wash Buffer Il eklendi ve Beadsleri soliisyonda yeniden
stispanse etmek icin kisaca vorteks ve santrifiij yapildi.

Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakildi. Tiipler en az 1 dakika
manyetik rafa yerlestirildi. Soliisyon sefaf hale gelince toplanan beadsleri
bozmadan siipernatant atildi.

Uciincii bir ytkama igin 14-15’te yer alan asamalar tekrarlanda.

Pelete 100 pL Elution buffer eklendi, kisaca vorteks ve santrifiij yapildi.
miRNA'y1 Beadslerden ayirmak i¢in, termomikserde 1200 rpm'de 70 °C, 3 dk
calkalandu.

Tipler en az 1 dakika manyetik rafa yerlestirildi.

Stipernatant temiz bir 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiine dikkatlice aktarild.
[zolasyon sonras1 elde edilen miRNA &rnekleri, sonraki islemlere kadar

—80°C’de muhafaza edildi.

Obtain samples Transfer lysates to tubes Magnet and > Elute the miRNA
and prepare the lysates containing beads; hybridize wash the beads
miRNA to the beads
- N —d Ly . " ——
‘ ' i
‘ ‘ Bead + oligo l ‘ \ i
\ ‘oc'/ o/vV\V\ Wl \ |
\ e mRNA \ | 4
\9’ > v \_/

Sekil 3.1. TagMan® miRNA ABCpurification kitinin is akisi.

(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4473087#/4473087)
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Covid-19 pandemi nedeni ile daha uzun siire bekletilen kanlardan, daha yiiksek

RNA konsantrasyonu elde etmek i¢in TriZol yontemi kulanildi. 100 ul RNAase free
su ile diliie edilen RNA’larin miktar1 ve safligi 250100 ng/ul ve 260/280 od
degerleri 1,78+15 elde edildi.

TriZol Yontemi ile Kandan RNA izolasyonu

TriZol yontemi ile kan drneklerinden miRNA izolasyon islemi asagidaki sekilde

gergeklestirildi:

1. Steril ependorf tiip igerisine 200ul tam kan 6rnegi konuldu.

2. Ependorf tiip icerisindeki kan 6rnegi tizerine 700ul Trizol eklendi ve vorteks
yapilarak homojenize edildi.

3. Olusan homojen karisim oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakild1.

4. Homojen karigim iizerine 140ul kloroform eklendi ve 20 saniye kuvvetlice
vortekslendi.

5. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakild.

6. Inkiibasyon sonrasinda, +4°C’de 12.000xg’de 15 dakika santrifiij yapildu.

7. Santrifiij sonrasi tiipte olusan iist s1v1 faz1 yeni bir steril tiip i¢ine aktarildi.

8. Sivi faz tizerine 350 pl isopropanol eklendi ve maksimum hizda vortekslendi.

9. Oda sicaklhiginda 10 dakika inkiibasyona birakildi.

10. inkiibasyon sonrasinda, +4°C’de 12.000xg’de 10 dakika santrifiij yapildi.

11. Siipernatant atildi, dipte olusan beyaz veya sefaf pellet lizerine 700 ul, %75

ethanol eklendi. Sonrasi iyice pipetaj yapildi.

12. +4°C’de 7.500xg’de 5 dakika santrifiij yapildi.
13. Siipernatant atildi, ependorf tiipte dipte kalan RNA’lar oda sicakliginda 10-15

dk bekleterek hafifee kurutuldu. Uzerine 50 pl RNAase free su eklendi ve
lyice pipetaj yapildi.

14. Elde edilen RNA Orneklerinin miktar1 ve safligi Nano-drop ile 260nm’de

Olctldd.

15. RNA 6rnegi, sonraki islemlere kadar —80°C’de muhafaza edildi.

3.2.4. Revers Transkripsiyon ile cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA i¢indeki miRNA oOrneklerinden cDNA sentezi igin,

TagMan™Small RNA Assays kiti kullamldi. miRNA’dan ¢cDNA elde etmek igin
uygulanan cDNA sentezi, PCR reaksiyon karisiminin igerikleri Tablo 3.4’de
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verilmistir.

Tablo 3.4. cDNA sentezi igin kullanilan PCR reaksiyon karigimi

Bilesenler Ornek Basina Miktar 1x (ul)
10 mM dNTP 0,15
MultiScribe™Revers Transkriptaz (50U/pl) 1
10X Revers Transkripsiyon 1,5
Buffer RNase Inhibitor (20U/ ul) 0,19
Niikleaz icermeyen su 4,16
Toplam 7

miRNA orneklerinden cDNA sentez islemi asagidaki sekilde gerceklestirildi:

1. cDNA sentez kitinin bilesenleri buz tizerinde ¢6ziildii.

2. Test edilecek her bir RNA 6rnegi ve 5X RT primerler buz {izerinde ¢oziildii.
3.
4

. CDNA sentez reaksiyon karisimi buz iizerinde hazirland1 ve buz lizerinde

Igerigi dibe toplamak igin tiipler vortekslenmeden kisa bir santrifiij edildi.

tutuldu.

Her bir RNA 6rnegi ve su kontroliine (NTC) 7 ul cDNA sentez reaksiyon
karisimi eklendi ve Spul RNA 6rnegi ile karistirildi.

Elde edilen toplam 12ul’lik RT master mix + RNA karisimma 3ul 5X RT
primer eklendi. Tiipler inversiyon yapilarak iyice Karistirildi ve karisim kisaca
santrifiij yapilarak tiiplin dibinde toplandi.

Her bir 6rnege ait tiiplere, bu islemlerden sonra 5 dakika boyunca buz
iizerinde inkiibasyon yapild1.

Daha sonra tiipler 1s1 dongli cihazi i¢ine konuldu ve Tablo 3.5’teki PCR
programu ile reaksiyonlar gergeklestirildi.

Reaksiyon sonrasinda ¢cDNA ornekleri, Real-Time PCR (gQRT-PCR) analizi
gerceklestirilene kadar —20°C’de saklanda.
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Tablo 3.5.cDNA sentezi PCR programi

Adim Sicaklik (°C) Siire (dk)
Baslangic 16 30
Reverse transkripsiyon 42 30
RT inaktivasyon 85 5
Istege bagl asama 4 o

3.2.5. Kantitatif PCR (QRT-PCR) ile miRNA Ekspresyon Analizi

gRT-PCR yontemi, niikleik asitlerin amplifikasyonu ile es zamanl olarak artig
gosteren floresan sinyallerinin 6l¢iilmesiyle sonug almabilen bir PCR yontemidir.
Reaksiyon dongiileri ve floresan boya veya problarinverdigi sinyalin okunmasi, ayni
cihazda ve ayni tiip icerisinde gergeklesmektedir. PCR iiriinii ve floresan yogunlugu
arasinda korelasyon vardir. Ayni reaksiyon tiipii igcerisinde hem ¢ogaltma, hem de
cogaltilan bolgenin saptanabilmesi; teknigi hizli, kullanigh, giivenilir ve pratik bir
hale getirmektedir (Logan and Edwards, 2004).

Calismamizda, 6zgiin dizilere baglanan, en yiiksek sinyal veren prob sistemi
olan iki-isaretli TagMan® prob ydntemi kullanildi. Bu teknolojide problar, 5°-3’
uclarmdan kovalent bagli florofor (6-karboksifloresin= 6-FAM) molekiillerle
isaretlenmistir. 5° ucunda haberci (reporter), 3’ ucunda ise baskilayict “quencher” (6-
karboksitetrametil-rodamin=  TAMRA) molekiiller bulunmaktadir. 3’ ugctaki
baskilayict TAMRA boyas1 5' ugtaki FAM boyasmni sinyal olusturmasini
engellemektedir. Denatiirasyon sonrasinda prob, tek iplikli hale gelen hedef bolge
iizerinde, primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan yere baglanir. Prob hedef
DNA’ya baglanma durumunda bile floresan sinyal Ol¢iimi disiiktiir. Uzama
evresinde polimeraz enzimi, prob ile karsilastiginda sentezin devam edebilmesi igin
Taq DNA polimeraz enzimi 5’—3’ niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ugtan
yikmaya baglar ve serbest kalan haberci (reporter), sinyal olugturmaya baslar. Her
dongili sonunda hedef bolgenin ¢ogalmasma bagli olarak, sinyal siddetindeki artis

g6zlemlenir (Mullah and Andrus, 1997; Didenko, 2001).
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3.2.5.1. Primerlerin Se¢imi

hsa-miR-204-5p ve hsa-miR-335-5p’nin mikro-RNA genleri ile ilgili bilgiler
‘www.ncbi.nlm.nih.gov’ sitesinden elde edildi. Primer se¢imi i¢in olgun mikro-
RNA’lara ait dizilerin belirlenmesinde ise ‘http://www.mirbase.org’ veritabani
kullanildi. Mikro-RNA genlerine ve mikro-RNA’lara ait bilgiler ve primer dizileri

Tablo 3.6 ve 3.7°de verilmistir.

Tablo 3.6. hsa-miR-204-5p ve hsa-miR-335-5p’nin’ye ait diziler

Primer
hsa-miR-204-5p UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCU
hsa-miR-335-5p UCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGU

Tablo 3.7. hsa-miR-204-5p ve hsa-miR-335-5p’nin’ye ait tanimlar

hsa-miR-204-5p hsa-miR-335-5p
Gen Adx MIR204 MIR335
Gen ID has-miR-204 has-miR-335
Genomik Yerlesim 9g21.12 7032.2
miRBase ID M10000284 MI10000816
miRbase Erisim Numarasi MIMATO0000265 MIMATO0004703

3.2.5.2. hsa-miR-204-5p ve hsa-miR-335-5p ekspresyon diizeylerinin

Olctimii

hsa-miR-204-5p ve hsa-miR-335-5p’nin qRT-PCR’1 i¢in ‘TagMan®Universal
Master Mix Il with UNG’ master mix ile ‘TagMan®MicroRNA Assay hsa-miR-204-
5p ve TagMan®MicroRNA Assay hsa-miR-335-5p’ kullanildi. Veri normalizasyonu
icin endojen kontrol olarak ‘TagMan®MicroRNA Assay RNU6B’ kullanildi.

gRT-PCR analizi asagidaki gibi gergeklestirildi:

1. TagMan®MicroRNA Assay (20X) ve cDNA &rnekleri buz iizerinde
cozdiiriildii.

2. ‘TagMan®Universal Master Mix II, with UNG’ kullanmadan &nce sisesi
hafif¢e ¢alkalanarak karistirildi.
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Her bir assay i¢in yapilacak reaksiyon sayilar1 hesaplandi. Her reaksiyon iki
tekrarli olarak hesaplandi ve yapildi.

Her plate, cDNA Orneklerinin her biri i¢cin bir miRNA assay, bir endojen
kontrol assay ve bir kalip igermeyen kontrol (no template control: NTC)
icerecek sekilde hazirland1.

gRT-PCR reaksiyonu toplam 20ul hacimle gergeklestirildi.

gRT-PCR reaksiyon karigimi, her bir assay i¢in ayr1 ve steril 1,5mL’lik mikro
santriflij tliplerinde, Tablo 3.8’deki bilesenler ve miktarlar ile hazirlandi.
Tipler hafifce karistirildi ve kisaca santrifiij yapildi.

gRT-PCR reaksiyon karigimi ve cDNA Ornekleri, her bir 6rnek i¢in {i¢ tekrar
olacak sekilde 96-kuyucuklu plate i¢ine mikro pipetler ile aktarildi.
Hazirlanan plate, es zamanli PCR cihazna yiiklendi.

Is1 dongii cihazi ayarlar1 Tablo 3.9°de verilen qRT-PZR programina gore

ayarland1 ve reaksiyon gerceklestirildi.

miRNA’larin ekspresyon analizleri, qRT-PCR (Agilent Mx3000P gPCR

System) cihazi kullanilarak yapildu.

gRT-PCR yapildiktan sonra miRNA ekspresyon diizeyleri, hedef miRNA’larin

CT degerlerinin endojen kontroliin CT degerine normalize edildigi AACT metodu

kullanilarak  belirlendi. Gen ekspresyonundaki rolatif degisimler

ZfAACT I |e

hesaplandu.

Tablo 3.8. qRT-PCR reaksiyon karigimi

Bilesenler Ornek Basina Miktar 1x (ul)
TagMan®MicroRNA Assay (20X) 1
TagMan®Universal Master Mix 11, with UNG 10
CDNA 1,33
Niikleaz icermeyen su 7,67
TOPLAM 20
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Tablo 3.9. miR-204-5p ve miR-335-5p ekspresyon diizeylerinin 6l¢iildiigii qRT-PCR programi

Islem Sicaklik (°C) Zaman Déngii sayisi
UNG Aktivasyonu 50 2 dk 1
Enzim Aktivasyonu 95 10 dk 1
Denatiirasyon 95 15sn 10
Baglanma/Uzama 60 60 sn

3.3. istatistiksel Analiz

Arastirmaya dahil edilen MS hastas1 ve saglikli kontrol birey sayisi, power
analizi yapilarak (%87 testin giicii ve %95 giiven araliginda) belirlenen 3 calisma
grubu (relapsing remitting (n=28), sekonder progresif (n=8), primer progresif (n=4))

ve kontrol grubu (n=10) olmak iizere toplam 50 bireyden olusmustur.

Bu c¢alismada kandan izole edilen miR-204p, miR-335p ekpresyon
seviyelerindeki degisimler farkl istatistiksel testler kullanilarak hesaplandi. RRMS,
SPMS, PPMS ve kontrol grubu arasindaki karsilastirmalar ve miRNA ekspresyon
seviyelerindeki farkliliklarin RRMS tanili hastalarin klinik 6zellikleri ile iliskili olup
olmadigini ortaya koymak i¢in Oncelikle normallik testi i¢in Shapiro-Wilk Test,
korelasyon analizi, ikili karsilastirmalarda Mann-whitney-U Testi ve ikiden fazla
grup karsilastirmalarda ise Kruskal-Wallis ve Anova Testi uygulanmistir. Calismada
yapilan tiim istatistiksel analizlerde SPSS 22.0 (Armonk, ABD) siiriimii kullanild1 ve

sonuclar %95’lik giiven araliginda, anlamlilik p< 0.05 diizeyinde degerlendirildi.

33



4. BULGULAR

4.1.Cahsma Grubunun Demografik ve Klinik Ozellikleri

Bu ¢alismada, HLA-DRB1*15:01 ve HLA-DQB1*06:02 alelleri ile hsa-miR-
204-5p ve hsa-miR-335-5p ekspresyonlarinin, MS ile olan iliskisinin arastirilmasi
amaciyla; 40 MS hastasi ile, kendisinde ve ailesinde MS ve diger baska bir hastalik

Oykiisii olmayan 10 saglikli birey kontrol grubu olarak incelendi.

MS’1i 40 hastadan 26’s1 (%65) kadn, 14’1 (%35) erkekti. Hasta grubunun yas
aralig1 24 ile 74 yas araliginda degismekte idi. Hasta grubunun genel yas ortalamasi
44,84; erkek hastalarm yas ortalamasi 45,92 ve kadin hastalarin yas ortalamasi ise
44,25 olarak belilendi (Tablo 4.1). MS grubunun demografik o6zelliklerini
inceledigimizde, hastalarm %72.5'1 20-40 yas arasinda tani almislardir. Hastalarin
%70'inin takip stiresi 10 yildan fazladir ve %75’ inin yillik atak orani 0,5'in altindadir

(Tablo 4.2).

Tablo 4.1. Tim gruplarin demografik 6zellikleri

Kontrol RRMS SPMS PPMS
Hasta sayisi 10 28 8 4
Yas ortalamasi 40,8 42,17 44,75 60,5
Cinsiyet K/E 6/4 17/11 6/2 3/1
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Tablo 4.2. MS grubu demografik 6zellikleri

Hasta Sayisi (%)

Cinsiyet
n: 26 (65%)
Kadin n: 14 (35%)
Erkek

Tan1 alma yas1

<20 yas n: 2 (5%)
20-40 yas n:29 (72,5%)
>40 yas n: 9 (22,5%)
Takip siiresi
n: 6 (15%)
0-5 yil n: 6 (15%)
5-10 y1l n: 28 (70%)
>10
Toplam atak sayisi
n: 15 (37,5%)
1-2 n: 13 (32,5%)
3-5 n: 12 (30%)
>5

Yilik atak oram

n:30 (75%)

n:8 (20%)
n:2 (5%)
<0,5
0,5-1
>1
EDSS
n: 14 (35%)
0-2 n: 12 (30%)
2,5-45 n: 14 (35%)
>4.5

4.2. Hasta ve Saghkh Bireylerde HLA-DRB1*15:01 ve HLA-DQB1*06:02
Alelleri

HLA-DRB1*15:01 ve HLA-DQB1*06:02 alelleri , MS ve kontrol gruplarinda
SYBR Green- qPCR yontemi ile analiz edildi ve bunun icin MxPro3000 QPCR
Software kullanildi. Bu yontem ile HLA-DRB1*15:01 ve HLA-DQB1*06:02
alellerin varligi analiz edildi. Toplam 40 MS hastasindan olusan grupta, 13 hastada
HLA-DQB1*06:02 ve 4 hastada HLA-DRB1*15:01 ve 16 hastada her iki alel
saptand1. Kontrol grubunda ise toplamda 10 bireyden 5’inde HLA-DQB1*06:02 ve 2
bireyde HLA-DRB1*15:01 ve 3 bireyde her iki alel saptandi. Kontrol ve MS gruplar1

arasinda her iki alelin varligi agisindan anlamli bir iliski bulunamadi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. MS ve saglikli kontrol gruplarinda HLA-DRB1*15:01 ve HLA-DQB1*06:02 anlamlilik
degerleri

MS (n) Kontrol (n) P degeri
HLA-DQB1*06:02 13 5 0,5
HLA-DRB1*15:01 4 2 0,6
Her IKki Aleli Tagiyan 16 3 0,2

Bireyler

Melting curve analizinde; HLA-DQB1*06:02 aleline bakilan tim DNA’larda
ortalama 89.21+0,5 erime noktasi saptandi (sekil 4.1) ve HLA-DRB1*15:01 alelinde
ise ortalama 88,93+1,93 erime noktas1 saptandi. HLA-DRB1*15:01 aleli iki
sicaklikta (86,6 — 90,3) daha fazla goriindii (sekil 4.3). Kontrol ve MS gruplarinda;
HLA-DQB1*06:02 ve HLA-DRBI1*15:01 alellerinin amplifikasyon grafikleri sekil
4.2 ve 4.4°de verilmistir.

Fluorescence (-R' (T))

Fluorescence (dR)

Sekil 4.2. Kontrol ve MS gruplarinda; HLA-DQB1*06:02 alelin amplifikasyon grafigi
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Sekil 4.3. Kontrol ve MS gruplarinda; HLA-DRB1*15:01 alelin sicaklik egrisi

Fluorescence (dRn)
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Sekil 4.4. Kontrol ve MS gruplarinda; HLA-DRB1*15:01 alelin amplifikasyon grafigi.
4.3. hsa-miR-204-5p ve hsa-miR-335-5p Ekspresyon Diizeyleri

Saglikli bireylere (n:10) ve RRMS (n:28), SPMS (n:8), PPMS (n:4) MS grubu
hastalarina ait periferik kan 6rneklerinden izole edilen hsa-miR-204-5p ve hsa-miR-
335-5p mikroRNA’larinin ekspresyon diizeyleri, kantitatif real-time PCR (qRT-
PCR) yontemi ile toplamda 40 MS ve 10 kontrol grubunda analiz edildi. Veri
normalizasyonu icin endojen kontrol olarak snoRNA-U6 (TagMan®MicroRNA
Assay RNU6B) kullanildi. gqRT-PCR yapildiktan sonra miRNA ekspresyon
diizeyleri, hedef miRNA’larin CT (cycle threshold) degerlerinin endojen kontroliin
CT degerine normalize edildigi AACT (Delta-DeltaCT) metodu kullanilarak
belirlendi.
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ACT (MS) = CT (MS) — CT (referans gen)

ACT (kontrol) = CT (kontrol) — CT (referans gen)
AACT = ACT (MS) — ACT (kontrol)

mMiRNA ekspresyonundaki rolatif degisimler =2/ 24CT

Gen ekspresyonundaki rolatif degisimler 27 24CT jle hesaplandi. Bu
degerlendirme sonucunda, MS hastalarmin hsa-miR-335-5p’nin  ekspresyon
diizeyleri kontrol grubunun ekspresyon diizeyleri ile istatistiksel olarak
kiyaslandiginda anlamli fark bulunurken (P=0.001), hsa-miR-204-5p’nin ekspresyon
diizeyleri kontrol grubunun ekspresyon diizeyleri ile istatistiksel olarak
kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunamadi (P= 0. 335) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Kontrol ve MS gruplarinda hsa-miR-204-5p ve hsa-miR-335-5p ekspresyon diizeylerinin
Anlamlhilik degerleri

P degeri
hsa-miR-204-5p hsa-miR-335-5p
Kontrol- MS 0.335 0.001
2N-AACT
25
20
15
MS

10 : : Kontrol

5

0

hsa-miR-204-5p hsa-miR-335-5p

Sekil 4.5. Kontrol ve MS gruplarinda; hsa-miR-204-5p ve hsa-miR-335-5p ortalama 2-2¢Tdegerleri

Toplam 40 hastanin tamamimda miR-335-5p’nin ekspresyon diizeyinde artis
gozlendi; miR-204-5p’nin ekspresyon diizeyinde ise 28 hastada azalma, 3 hastada

artig saptand1 ve 9 hastada ise kontrol grubuna gore farklilik gézlenmedi (Tablo 4.5).

38



Tablo 4.5. Tiim gruplarin miRNA ekspresyon ortalama 24T degerleri

27(-Ort. (Delta(CT))

Kontrol RRMS SPMS PPMS
hsa-miR-204-5p 1.1 0.7 0.6 0.55
hsa-miR-335-5p  5.29 14.17(32.80 SD) 5.62(3.58 SD)  107.49 (206.16)

Tablo 4.6. RRMS alt grup miRNA ekspresyon ortalamalari

Ortalama 2°4€T

hsa-miR-204-5p hsa-miR-335-5p
Tan1 yast <20 yas 0,705 3,54
20-40 yas 0,753 17,29
>4() yas 0,553 4,63
Takip Siiresi 0-5 y1l 0,6 15,04
5-10 y1l 0,99 9,44
>10 0,59 15,45
Toplam atak sayisi 1-2 0,73 12,27
3-5 0,91 20,09
>5 0,59 6,68
Yilik atak orani <0,5 0,65 14,62
0,5-1 0,84 14,60
>1 0,35 6,74
EDSS 0-2 0,96 11,33
2,5-4,5 0,57 21,15
>4,5 0,32 4,92

Tablo 4.7. miRNA’larin; RRMS, KIS, RIS ve kontrol grubu median degerleri

Median (Min.- Max.)

Kontrol RRMS SPMS PPMS
hsa-miR-204-5p 0,285 0,5150 0,46 0,34

(0,01-4,36) (0,11-2,20) (0,12-1,31) (0,09-1,43)
hsa-miR-335-5p 2,9 5,96 5,48 5,34

(0,0- 17,01) (1,59-174,61) (2,15-12,76) (2,57-416,74)

Yapilan istatiksel sonuglarda RRMS, SPMS, PPMS ve kontrol grubu
arasindaki hsa-miR-204-5p ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi. Gruplar arasi1 miR-335-5p ekspresyonunda kontrol ve RRMS arasinda

39



(p=0,041), RRMS ve PPMS arasinda (p=0,029) ve SPMS ile PPMS arasinda
(p=0,038) anlamli farklar saptandu.

Tablo 4.8. MS gruplar arasinda hsa-miR-204-5p ve hsa-miR-335-5p ekspresyon diizeyleri

P degeri
hsa-miR-204-5p hsa-miR-335-5p
Kontrol- RRMS 0.335* 0.041*
Kontrol- SPMS 0.997* 0.174*
Kontrol- PPMS 0.075* 0.465*
RRMS- SPMS 0.890** 0.943**
RRMS- PPMS 0.864** 0.029**
SPMS- PPMS 0.988** 0.038**

* Corralation **one way anova

RRMS alt gruplar1 degerlendirildiginde ise cinsiyet, yillik atak orani, EDSS,
takip siireleri, tan1 yas1 ve atak sayilar1 ile hsa-miR-204-5p ve hsa-miR-335-5p
ekspresyonlarinda pozitif bir iligski saptanmadi (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Demografik ve klinik 6zelliklerine gére RRMS grubun da hsa-miR-204-5p ve hsa-miR-
335-5p ekspresyon diizeyleri

P degeri
RRMS hsa-miR-204-5p hsa-miR-335-5p
Cinsiyet 0,657 0,371
Tani yasi 0,935 0,847
Takip Siiresi 0,263 0,937
Toplam atak sayisi 0,428 0,518
Yilik atak orani 0,243 0,548
EDSS 0,419 0,555
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5. TARTISMA VE SONUC

Multipl skleroz (MS), beyin ve omuriligin kronik inflamatuvar, dejeneratif ve
demiyelinizan bir bozuklugudur. Otoreaktif T lenfositlerin aktivasyonundan
kaynaklanan miyelin ve aksonlardaki hasar ile karakterizedir (Oksenberg and
digerleri, 2008; Agrawal and Yong, 2007) ve Multipl sklerozun etiyolojisi
multifaktoriyeldir (Ramagopalan, vd., 2008). Bir¢ok popiilasyonda yapilan baglanti
calismalari, kromozom 6p21.3 iizerindeki insan 16kosit antijeninin (HLA), MS ile
tutarli bir sekilde baglantili olan tek bdlge oldugunu gostermektedir (Lincoln vd.,
2005; Hafler vd., 2007).

Genetik caligmalar, bagisiklik sisteminin MS duyarliligina en biiyiik genetik
katkiyr sagladigint  gostermektedir. Yine de; bagisiklikla ilgili bu genler,
inflamasyonun MS'de neden MSS (Merkezi Sinir Sistemi) ile sinirli oldugunu
aciklayamaz. MS hastalarinin MSS'inde, onlar1 inflamasyona kars1 daha savunmasiz
hale getiren, altta yatan bir diizensizlik oldugu varsayilmaktadir. MS ve MSS ile
iliskili gen sayisinin az olmasi, MSS'deki epigenetik degisikliklerin bir rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle, miRNA aracili transkripsiyon
sonrasi diizensizlik nedeniyle degisebilen spesifik MSS yolaklar1 arastiriimaktadir.
MS ile ilgili yolaklar arasinda, hiicre adezyon molekiilleri ve kanserdeki

mikroRNA'lar bulunur (MalaCard Human Disease database).

MS patofizyolojisinin anlasilmasinda son yillarda, miRNA'larin ekspresyonu
incelenmigtir. MS hastalarinda miRNA ekspresyon profilleri ilk olarak 2009 yilinda
calisilmistir (Moore, 2009). Yapilan galismalar yillar i¢inde artmasina ragmen, MS
gelisimi ile ilgili miRNA calismalar1 Tiirkiye'de ve diinyada halen oldukca az
sayidadir ve miRNA'larin ekspresyonu ile MS duyarliligi etkileme yollar1 hakkinda
¢ok az sey bilinmektedir. Bu ¢alismalarda materyal olarak; serum, plazma, periferik
kan mononiikleer hiicreleri, CD4*, CD8", T lenfositleri, B lenfositleri, serebral beyaz
cevher lezyonlari, tanili hastalar ve laboratuvar ortaminda MS modeli olusturulan

hayvanlarda incelenmis ve ekspresyonlarinda anlamli farkliliklar saptanmustir.

Caliymamizda MS gelisimi ile miRNA’lar arasindaki baglantiyr ortaya
koyabilmek ve hastalik progresyonu ile iliskisini saptayabilmek icin, Kklinik pratikte
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kullanim1 daha kolay olan tam kandan qRT-PCR analiz teknigi ile miRNA

ekspresyon diizeylerini degerlendirdik.

Bu calismada McDonald 2017 revize kriterlerine gore 28 RRMS, 8 SPMS, 4
PPMS tanili birey yani toplamda 40 MS hastast ve 10 saglikli kontrol grubu
degerlendirilmistir. Tiim otoimmun hastaliklarda oldugu gibi MS de kadinlarda
erkeklere oranla daha sik goriilmektedir (Hernan, vd., 2000). MS’in cinsiyete gore
dagilimina bakildiginda, erkek/kadin orani 1/2 olarak saptanmistir (Bradley, vd.,
2008). Diger calismalara baktigimizda erkek/kadm oranmmin Bati Yunanistan’da
1/1,3; Iran’da 1/3,11; Japonya’da 1/2,9 ve Danimarka’da 1/2 oldugu gériilmektedir
(Papathanasopoulos, vd., 2008; Houzen, vd., 2008; Koutsouraki, vd., 2010; Elhami,
vd., 2011). Calismamizda olgularimizin erkek/kadin orani 1/1,8 olup ve hastaligin
baslangic yasi literatiir ile uyumlu olarak ¢ogunlukla 20-40 yaslar1 arasinda (%72.5)
saptanmistir (Bradley, vd., 2008).

MS genetigi ile ilgili mevcut verilerden yola ¢ikarak yaptigimiz calismada, MS
genetiginde 6nemli rolii olan HLA-DRB1*15:01 ve HLA- DQB1*06:02 alelleri ile
birlikte, HLA-DRB1 ve HLA-DQBI1 genlerini hedefleyen miRNA’lar1 bulmaya
calistik. HLA-DRBI ile zayif iliskisi bildirilmis olan 18 miRNA “miR Target Link
Human” veritabaninda saptanirken, HLA-DQB1 genini hedefleyen bir miRNA
saptanamadi. Bulunan miRNA'lar ile yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, hsa-
miR-204-5p ve hsa-miR-335-5p ekspresyonlarmm MS ile iliskisi incelenmistir (Sekil
5.1).
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hsa-miR-204-5p
hsa-miR-6124 hsa-miR-3148
— R12
hsa-miR-627-3p
HLA-DRB1
hsa-miR-211-5p
hsa-miR-3978
hsa-miR-664b-3p
hsa-miR-6832-3p
hsa-miR-4755-5p hsa-miR-5696

®

Sekil 5.1. HLA-DRBL'i hedefleyen 18 mikroRNA (miRTargetLink, 2021).

MicroRNA Data Integration Portal (mirDIP) {izerinde yaptigimiz
incelemelerde, hsa-miR-335 ekspresyonunun HLA-DRBL1 ile yiiksek iliskili oldugu
ve hsa-miR-204 ekspresyonunun ise orta derecede iliskisi oldugu saptandi. Ayrica
calistigimiz her iki miRNA'nin HLA-DQB1 geni ile de orta derece iliskileri oldugu

saptandi.

Calismamizda Orta Karadeniz bolgesinde yasayan MS hasta grubu ve kontrol
grubunda HLA-DQB1*06:02 ve HLA-DRB1*15:01 alelleri SYBR green kullanrak
Real-Time PCR yontemi ile inceledi ve istatistiksel olarak MS ve kontrol grup

arasinda anlamli bir fark saptanamadi.

Bizim bulgularimizdan farkli olarak; smif II HLA-DRB1*15:01 alelini, MS
riskini anlamli diizeyde arttirdig1 (olasilik oran1 (OR) ~ 3) gézlemlenirken, siif I
HLA- A*02 aleli ise MS riskini anlamli diizeyde azalttig1 rapor edilmistir (OR ~
0,6). HLA-A*02'nin yoklugu ve DRB1*15:01'in varligi kombine OR ~ 5 degerine
sahiptir (Olsson, vd., 2017).
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Yine Kuzey Avrupa popiilasyonlarinda HLA-DRB1*15:01 ve HLA-
DQB1*06:02 haplotiplerinin sik goézlenmesi, MS ile iliskili oldugunu gostermistir.
Afrika popiilasyonlar1 MS ile iliskili haplotipik ¢esitlilik gostermektedir. Bu ¢esitlilik
Kuzey Avrupa populasyonlar1 ile karsilastirildiginda, farkli dengesiz baglanti
paternlerinin varligi anlagilmistir (OMIM 126200). MS’ten sorumlu HLA genlerinin
lokalizasyonu i¢in, Oksenberg ve ark. tarafindan, iyi tanimlanmis Afro-Amerikan
vaka verileri tizerinden 2 lokusla ilgili vaka ¢alismasi gerceklestirilmistir
(Oksenberg, vd., 2004). Ilgili ¢alismada HLA-DRB1*15 ile MS arasinda bir iliski
oldugu gosterilmis ve bu da HLA-DQB1*06:02'den bagimsiz olarak MS'te DRB1
lokusunun birinci derecede rol aldigina isaret etmistir. Afrika kokenli Amerikan
hastalarinin aday kromozomlarinin 6nemli bir kisminin, Afrika kokenli bir aile ile

tutarli haplotipler sergiledigi tespit edilmistir (Manna, vd., 2018).

Bu risk alelleri ve haplotipler arasindaki karmasik etkilesimlerin varligini
desteklemek i¢in yapilan SNP tabanli caligmalar, heniiz ikna edici kanitlar
saglayamamis olsa da, bu tiirden etkilesimlerin 6nerilmesi dikkat c¢ekici olmustur.
Arastirmacilar, bu etkilesimlerin dogalarin1 giivenilir sekilde tanimlamak ve ilgili
alelleri saptamak i¢in, ¢ok biiyiik 6rnek sayilarma ihtiya¢ oldugunu belirtilmektedir
(Sawcer, vd., 2014).

Tirkiye’de bizim bulgularimizdan farkli olarak yapilan bir ¢alismada,
HLA’nin DRB, DQA ve DQB alt smiflar1 103 multipl skleroz (MS) ve 101 saglikli
kontrol ile arastirilmis, HLA-DRB1*15:01 ve HLA-DQB1*06:02 ile MS arasinda bir
iliski oldugu gosterilmistir (Saruhan, vd., 1997). Ayrica 2004°de Tiirkiye’de yapilan
baska bir arastirmada, HLA sinif I ve II haplotipleri ile Miyastenia gravis (MG) ve
Multipl Sklerozun (MS) klinik alt gruplar1 arasinda -B8, -DR3 ve -Al ile giicli bir
iliski oldugu tespit edilmistir (Donmez, vd., 2004). MS ile HLA antijenleri
arasindaki iligkiyi saptamak icin ¢esitli lilkelerde yapilan arastirmalar goézden
gecirildiginde, topluluklar arasinda farkli sonucglarin elde edildigi goriilmiistiir.
Alvarenga ve ark. (2021) yaptiklar1 bir meta analizde, DRB1*15:01 alelinin Cin ve
Ispanya’da MS ile iliskili olmadigin1 gostermislerdir. Bizim bulgularimiz
degerlendirildiginde, HLA-DRB1*15:01 ve HLA-DQB1*06:02 alelleri ile MS
arasinda iliski olmayiginin, cografi farkliliktan ve 6rnek sayisinin smnirli olmasindan

kaynaklandigini diistinmekteyiz.
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Calismamizda, MS hastalarindan alinan kanlardan miRNA'larin ekspresyonu
MS hastalarinin 3 alt grubunda ve kontrol grubunda analiz edildi. Tam kandan elde
edilen ekspresyon verilerimizi degerlendirdigimizde; RRMS, SPMS ve PPMS tanil
hastalardan elde edilen hsa-miR-335 ve hsa-miR-204 ekspresyon diizeyleri ile
sagliklt kontrol grubu karsilastirildiginda, hsa-miR-335 ekspresyonunun saglikli
gruplara gore cinsiyetten bagimsiz olarak oldukc¢a anlamli diizeyde artis gdsterdigi
gozlemlendi, buna karsin hsa-miR-204 ekspresyonunda ise anlamli bir fark

saptanamad.

Bu calismada ilk kez hsa-miR-204 ekspresyonu MS hastasi ve kontrol
grubunda analiz edildi ve istatiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir iligki
gozlenmemistir. Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda miRNA’nm farkl dokularda
ifade diizeyinin farklilik gosterdigi saptanmistir ve bu nedenle MS ile miR-204
arasindaki iligkiyi daha 1iyi ortaya koymak i¢in T hiicreleri ve CDA4+’lere
bakilmasmin daha uygun olacagi diisiiniilmektedir. Ayrica yapilan arastirmalarda
MiR-204 ekpresyonunun bazi norolojik hastaliklarda da iliskili oldugu gozlenmistir;
Mezial temporal lob epilepsisi (MTLE), epilepsilerin en yaygin goriilen tiplerinden
biridir ve siklikla belirgin hipokampal piramidal noron kaybi ile karakterize olan
hipokampal skleroz (HS) ile iligkilidir. MiR-204 ve miR-218'in MTLE ve HS'de
onemli 6l¢iide downregiile edildigi ve her ikisinin de normal hipokampiisiin tiim alt
alanlarindaki néronlarda eksprese edildigi gosterilmistir. Ayrica, miR-204 ve miR-
218, domuzlarda hipokampiisiin fetal gelisimi swrasmnda ekspresyonda giiclii
degisiklikler gostermis ve aksonal rehberlik ve sinaptik plastisite ile ilgili dort hedef
gen, ROBO1, GRM1, SLC1A2 tanimlanmis. GRM1'in ayrica miR-204'lin dogrudan
hedefi oldugu gosterilmistir (Kaalund, vd., 2014). Wang ve ark, ndronal hiicrelerde
hipoksi ile indiiklenen apopitozda HIFla, miR-204, BCL-2 yolunun roliini
incelemisler ve hipoksinin BCL-2 ekspresyonunu 6nemli 6lgiide downregiile ettigini,
noronal hiicrelerde miR-204'in mRNA seviyesini kontroldekinden daha fazla
arttirdigini - gozlemlemislerdir (Wang, vd., 2016). Daha sonra biyoinformatik
analizler ve lusiferaz raportér yontemi ile; miR-204'in BCL-2 ekspresyonunu
dogrudan hedefledigini ve diizenledigini gostermislerdir. Sensorindral isitme kaybi
(SNHL)’da yapilan g¢aligmalarda ise miR204-5p'nin, spiral ganglion noéronlarin
(SGN) gelisimi ile yakindan iligkili olan transmembran proteaz serin 3'iin

(TMPRSS3) ekspresyonunu inhibe ederek SGN'lerin canliligmmi azalttig1
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gosterilmistir. Bununla birlikte, miR-204-5p'nin yiliksek ekspresyonu diizenleyici
mekanizmasi tam olarak agiklanamanmustir (Li Y, vd., 2014). Jiang ve ark. (2020)
yaptiklar1 bir calismada miR-204-5p'nin yiiksek ekspresyonu diizenleyici faktoriiniin,
uzun kodlanmayan RNA (IncRNA) EBLN3P'nin oldugunu ve normal SGN’lerde
yiiksek seviyelerde ifade edilirken, bozulmus SGN'lerde diisiik seviyelerde ifade
edildigini bulmuslardir. Mekanistik analizler; IncRNA EBLN3P'nin normal
SGN'lerde miR-204-5p'yi diizenlerken rakip bir sitoplazmik endojen RNA (ceRNA)
olarak islev gordiigiinii gostermistir (Jiang, vd., 2020). miR-204'in o6zofagus
kanseri, akciger kanseri ve mide kanserinde tiimér olusumunu baskiladigi
bildirilmistir (Zhang, vd., 2015; Sun, vd., 2015). MiR-204'in bilinen birka¢ hedef
geni USP47, SOX4, RAB22A, SIRT1 ve Snail'dir (Zhang, vd., 2013;2015; Liu, vd.,
2016).

Oligodendrositler, merkezi sinir sisteminin aksonlarmni miyelin kiliflarla sarar
ve fiziksel olarak korur, bu da hizli sinyal iletimi ve dogru néronal fonksiyon ile
sonuglanir.  Olgunlasmamis  oligodendrosit  oncli  hiicrelerinden  (OPC'ler)
miyelinlestirici oligodendrositlere (OL'ler) kadar karmasik oligodendroglial gelisim,
Sox protein ailesinin transkripsiyon faktorlerinin aktivitesine derinden baghdir
(Galloway and Moore, 2016). Yin ve ark (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, T-
hiicresi akut lenfoblastik I6semide miR-2041Un downregiilasyonunu SOX4
ekspresyonu inhibe ettigini tanimladi ve 3'-UTR'sine baglanarak SOX4 ifadesini
negatif olarak modiile ettigini agikladilar. Yuan ve ark. (2017) miR-204'tin mide
kanserinde hiicre proliferasyonunu ve metastazini baskiladigini ve hedefi SOX4 ile
negatif korelasyon gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica, mide kanseri hastalarmnin
klinikopatolojik parametreleriyle yapilan kapsamli bir analizde, miR-204 ve SOX4'iin
lenf nodu metastazi ve tiimoriin I-1V evresi ile iliskili oldugu bildirilmistir. Wittstatt
ve ark. (2020) miR-204’tin miyelinizasyonda SOX10 ve SOX4 ile olan iliskisini
acikladilar (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2. miR-204’iin oligodendroglianin ¢ogalmasi ve farklilasmasindaki roli.

Sunulan arastirmada MS alt tipleri ve kontrol grubu ile hsa-miR-335 ve hsa-
miR-204 miRNA’larin  ekspresyonunu karsilastirdigimizda, sadece RRMS
hastalarinda hsa-miR-335’te anlamli diizeyde ekspresyon artisi gozlendi. MS alt
gruplar arasinda miR-335 ekspresyonunda anlamli fark saptandi. MS kliniginde veya
alt gruplarinda hsa-miR-335 iliskisi ile ilgili herhangi bir yayina rastlanmamistir. Bu

baglamda calismamizin 6zgiin degeri yiiksektir.

PPMS (n:4) ve SPMS (n:8) tanili olgu sayimizin az olmasina karsin, RRMS
(n:28) tanili hastalarimizdan elde edilen hsa-miR-335 ekspresyon diizeylerinin
RRMS tanili olgularin demografik ve klinik 6zellikleri ile karsilastirilidiginda hsa-
miR-335 ekspresyon diizeylerinde herhangi bir degisim saptanmamasi, bu
ekspresyon artis1 hastaligin gelisimi ile ilgili basamaklarda gorev aldigini1 ancak
hastaligin progresyonu ile iligkisi bulunmadigmi diisiindiirmektedir. Ayrica her ii¢
hasta grubu arasinda yapilan karsilagtirmalarda hsa-miR-335'in ekspresyon diizeyi
biyobelirte¢ potansiyeli oldugunu diisiindliirmektedir. MS hastaliginda olmasa da
diger norolojik hastaliklarda 6rnegin SMA'da (Spinal Muscular Atrophy) fareler
iizerinde yapilan bir calismada; fare embriyonik kok hiicrelerinin kendi kendini
yenilemesini veya farklilagmasini kontrol etmek i¢in tanimlanmislar ve wild tip
hiicrelere kiyasla SMA hiPSC (SMA insan kaynakli Pluripotent Kok Hiicreler)'lerin
farklilagmasmin erken asamalar1 swrasinda miR-335-5p ekspresyonunun azaldig:
gbzlemistir. miR-335-5p ekspresyonu SMA ve wild tip (WT) hiPSC'ler arasinda
farklilik gostermemesine ragmen, hem 14 hem de 22 giinliik farklilagmada énemli bir

fark oldugunu ortaya konulmustur. Ozellikle, miR-335-5p sonuglarinda, 14 giinliik
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farklilagma sonrasinda WT'lere kiyasla SMA oOrneklerinde iki kattan fazla
disregiilasyon goriinmiis ve 22 gilinden sonra ekspresyonunun daha da gii¢li bir
sekilde azaldigi saptanmustir. Bu da miR-335-5p ekspresyonu ile, hiPSC'lerin motor
ndronlara dogru farklilasmanin erken asamalarina girme yetenegi arasinda olasi bir
korelasyon oldugunu gostermektedir (Murdocca, vd., 2016). ALS (Amyotrophic
lateral  sclerosis)  hastalarinda  yapilan  bir  ¢alismada,  hsa-miR-335
downregiilasyonunun SH-SY5Y noron hiicrelerinde mitofaji, otofaji ve apoptoz
iizerine etkisi oldugunu ve ALS'de go6zlenen motor noéron kaybinda rol

oynayabilecegi diisiiniilmektedir (De Luna , vd., 2020).

MiR-335'in, hiicre go¢ islemlerini etkin bir sekilde kontrol ettigi ve ¢ok sayida
geni dogrudan hedefleyerek, tiimor hiicre gocli ve istilasinin ana diizenleyicisi
oldugu bir ¢ok calismada kanitlanmistir. Yapilan ¢alismalar MiR-335'in, kismen
ROCK1, MAPK1, LRG1, SP1 ve SOX4 dahil olmak tizere bu hiicresel siireclerde yer
alan birka¢ geni hedefleyerek, tiimor hiicresi gogii, istilas1t ve metastazinin giiclii bir
baskilayicis1 oldugunu gostermistir. Lynch ve ark, yaptiklar1 ¢alismada, formin aktin
niikleator ailesinin birden fazla tiyesinin dogrudan hedeflenmesinin, miR-335'in
noroblastom  hiicrelerinde inhibe edici etkilerine katkida bulundugunu
gostermislerdir ve miR-335'in, hiicre gb¢ islemlerini etkin bir sekilde kontrol eden
cok sayida geni dogrudan hedefleyerek, tiimor hiicre gogii ve istilasinin ana

diizenleyicisi oldugunu belirtmislerdir (lynch, vd., 2013).

MiRNA'lar, ¢esitli sinyal aglarina ait birden fazla geni hedefleyerek pleiotropik
etkilere sahip olabilmektedir. Alternatif olarak miRNA'lar, ayn1 genetik yolak iginde
birden fazla geni hedefleyerek hiicresel etkilerinin giiclinii artirabilir (Lynch, vd.,
2013) ve yapilan aragtirmalarda SOX4 geninin miR-335 hedef geni oldugu
kanitlanmistir (Tavazoie, vd., 2008; Wen, vd., 2015; Ali Ahmed, vd., 2020). SOX4
geni MHC gen bolgesinin (6p21.3) distalindeki 6p22.3 {izerine yer almaktadir (Farr
CJ, vd., 1993; Critcher R, vd., 1998). Elde ettigimiz sonuglara gore; miR-335'in,
SOX4 genine komsu olan HLA genlerine de etkisi olabilme ihtimali yliksektir.
Ayrica insan beynindeki gelisimsel ekspresyon veri tabanii kullanan Zawerton ve
ark, embriyonik gebeligin ilk 2 trimesterinde tiim beyin bdlgelerinde SOX4
ekspresyonunun yiiksek oldugunu ve daha sonra yasamin iciincii ve dordiincii
dekatlarinda ¢ok diislik bir seviyeye diistiigiinii bulmuslardir (Zawerton, vd., 2019).

SOX4 ekspresyonu, ventrikiiler ve subventrikiiler bolgeler dahil olmak iizere ¢ok
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aktif norojenez alanlarinda daha yiiksektir (Zawerton, vd., 2019). Ektopik SOX4
ekspresyonunun  farelerde  oligodendrosit  farklilasmasim1i  da  engelledigi
gosterilmistir, ancak altta yatan molekiiler mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir
(Braccioli, vd., 2018) Yapilan bir diger ¢aligmada; transgenik farelerde miyelin bazik
protein geninin 3.1 kb 5" yan dizilerinin kontrolii altinda Sox4'i asir1 eksprese
ettikleri ve dogum sonrasi ilk haftalarda miyelin gen ekspresyonunun ciddi sekilde
azaldig1 ve merkezi sinir sistemnin birka¢ bolgesinde miyelinin carpict bigimde
inceldigi gozlemlenmistir. MSS miyelinasyonundaki bu bozukluklara ragmen,
oligodendrositik hiicrelerin sayis1 degismeden kalmistir. Apoptoz oranlarinin normal
oldugu ve proliferasyonun sadece hafifce arttigi goz Oniine alindiginda,
oligodendrositlerin premiyelinizan ve erken miyelinli duruma kadar devam etmesi
muhtemeldir (Potzner, vd., 2007). Bu bilgiler dogrultusunda; ¢calismamiz, hsa-mir-
335-5p artis1 ile MS hastalarindaki miyelin kaybi arasinda bir iligki oldugunu
diisiindlirmektedir, ancak bu konuda daha detayli c¢aligmalar yapilmasi

gerekmektedir.

Yukardaki bilgiler dogrultusunda, ¢alismamizda hsa-mir-335-5p ve hsa-mir-
204-5p gen ekspresyon diizeylerini saptamak i¢in kan 6rnegi kullanilmstir. MS’in
patofizyolojisi goz Oniine alindiginda ¢alisilan miRNA’larin dokuya ozgiil (T
hiicreleri ve beyindeki beyaz cevher) ekspresyonlar1 farklilik gosterebilir ve daha
sonraki arastirmalarda karsilastirilabilir. MS ile hsa-miR-335 ve hsa-mir-204-5p
iligkileri, ilk kez bizim arastrmamizda calisilmistir ve bu baglamda ¢alismamizin

0zgiin degeri yliksektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda MS’den sorumlu olabilecek DRB1*15:01 ve HLA-
DQB1*06:02 genlerini ve hsa-miR-335-5p ve hsa-miR-204-5p’nin MS ile iliskisini
aragtirmayr hedefledik. MS ve saglikli kontrollerde DRB1*15:01 ve HLA-
DQB1*06:02 alellerin varligi ve bu genleri hedefleyen hsa-miR-335-5p ve hsa-miR-
204-5p’nin ekspresyon diizeyleri incelendi. Sadece HLA-DRB1*15:01 alellini
tastyan MS ve saglikli kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p> 0.05).
Yine sadece HLA-DQB1*06:02 geninin alelini tasityan MS ve kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (p> 0.05). MS ve kontrollerde her iki (HLA-
DRB1*15:01, HLA-DQB1*06:02) aleli tasiyan bireyler arasinda anlamli bir fark
bulunmamaistir (p> 0.05).

Alel analizleri yapilan HLA-DRB1*15:01 ve HLA-DQB1*06:02 genlerinin
MS hastalarinda 6zellikle Avrupa ve Afro-amerika toplumlarinda tanimlayici aleller
olarak bilinmektedir. Periferik kan lokosit DNA’larindan yapilan g¢alismada bu
aleller ile MS arasinda bir iliski bulunmamistir. MS’de bu genlerle yapilacak

calismalarda 6rnek sayisimin genisletilmesi istatistiksel sonucu kuvvetlendirecektir.

Calismamizda MS’de ilk kez hsa-miR-335-5p ve hsa-miR-204-5p ekspresyon
diizeyleri ¢alisilmistir ve bu durum literatiire Onemli katki saglayacagi
diistincesindeyiz. MS’de hsa-miR-204-5p ekspresyonu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, aralarinda anlamli bir fark bulunamadi (p> 0.05). hsa-miR-335-
5p ekspresyon diizeyleri kontrol grubunun ekpresyon diizeyleri ile
karsilastirildiginda yiiksek diizeyde anlamli bir iliski bulundu (p<0.001). Ayrica MS
alt gruplar1 arasinda hsa-miR-335-5p ekspresyon diizeyinde anlamli bir farklilik
bulundu (p<0.05). hsa-miR-335-5p MS 6n tanisinda periferik kandan kolaylikla
tespit edilebilecek biyobelirteg olabilir.

MiRNA'lar, kodlanamayan RNA’lar smifindan olup, gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde 6nemli rol Oynarlar ve son yillarda dnemi gittik¢e artan, bir¢ok
hastalikta ve dogal fizyolojik siireglerde rolleri kamtlanmistir. Ozellikle
otoimmiinitedeki miRNA'larin islevleri son birka¢ yildir ilgi konusu olmakta ve
ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler cesitli otoimmiin kosullar1 dogurmakta ve

muhtemelen hastalik gelisimine katkida bulundugu disiiniilmektedir. MS’le
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miRNA’lar arasindaki iligkinin tanimlanmasi, hem erken taniy1 saglayabilecek hem

de olas1 yeni immunolojik yolaklar1 aydinlatabilecektir.

Calismamiz MS gelisimi agisindan 6nemli rolleri olabilecek hsa-mir-204-5p ve
hsa-mir-335-5p’nin arastirilmasi, ayrica hastaligin tani ve seyrinde miR-335’in roli

ve biyobelirteg degeri agis indan gelecekte yapilacak c¢aligmalara 1s1k tutacaktir.
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Ek-2. Hasta Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (BGOF)

HASTA BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU (BGOF)

ARASTIRMANIN ADI ( CALISMANIN ACIK ADI ):

Multipl Skleroz (MS) Patogenezin Farkli Basamaklarinda HLA-DQB1 Ve HLA-DPB1
Gen Transkriptlerini Hedefleyen Mikrorna'larinin Incelenmesi

Goniilliiniin Bas Harfleri <<>>

Bir arastirma ¢aligmasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize karar
vermeden Once arastrmanin neden yapildigini bilgilerinizin nasil kullanilacaginin
calismanin neleri icerdigini ve olasi yararlarmi risklerini ve rahatsizlik verebilecek
konular1 anlamaniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman

ayirmiz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Calismaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir. Eger ¢alismaya katilmaya karar
verirseniz imzalamaniz i¢in size bu Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu verilecektir.
Katilmaya karar verirseniz, calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirsiiniiz. Bu
durum sizin aldiginiz tedavinin standardini etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu klinik
calismaya katilimimizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz bilgilendirilecektir.
Ayrica destekleyici firma calismay1r sonlandirmaya karar verirse bu durumda da

calismadan c¢ikartilacaksiniz.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR? (4ciklayiniz)

Merkezi sinir sisteminin otoimmiin ve enflamasyonlu ndrodejeneratif bir hastalig1 olan
Multipl skleroz’un patofizyolojik mekanizmalar1 tam anlamiyla aydinlatilmis degildir.
Yapilan bazi ¢alismalar MikroRNA'larin diizeyindeki epigenetik modifikasyonlar MS

icin risk olusturabilecegi ile ilgili bazi kanitlar ortaya koymaktadir. Bu ¢aligmada
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MikroRNA'larin MS tanisinda biyobelirtegler olarak kullanilabilecegini ve tedavi icin
yeni terapdtik hedeflerin ortaya koymak amaciyla

Hastaligin seyirinin farkli basamaklarinda HLA-DQB1 Ve HLA-DPB1 gen

transkriptlerini hedefleyen Mikrorna'larinin incelenmesi hedeflenmistir.

CALISMA iSLEMLERI:

Arastirma i¢in bir kez damardan 10 ml kan 6rnegi alimacaktir. Molekiiler genetik tani testi

uygulanacaktir.

BENIM NE YAPMAM GEREKiYOR?

Anketi okuyup uygun sekilde doldurmaniz yeterlidir.

CALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKIiLERI, RISKLERIi VE
RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Yapilacak olan caligmanin size ve saglhiginiza herhangi bir zarar1 bulunmamaktadir

GEBELIK VE DOGUM KONTROLU

Eger denek / hasta dogurganlik doneminde / emziren bir kadin ise........

Eger gebelik veya emzirme gibi bir durumunuz s6z konusu ise dahi yapilacak olan

islemin herhangi bir olumsuz etkisi yoktur.
CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR? (Varsa
aciklaymniz)

Bu ¢aligmaya katilmaniz MikroRNA'larin MS tanisinda biyobelirtegler olarak kullanilip
kullanilmadig1 ve tedavi i¢in yeni terapdtik hedeflerin ortaya koymak igin yardimci

olucaktir.
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GONULLU KATILIM

Bu arastirmaya katilma kararimi tamamen goniillii olarak veriyorum. Bu calismaya
katilmay1 reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi
kurumunda gorecegim bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve higbir sorumluluk almadan

ayrilabilecegimin bilincindeyim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETIi NEDIiR?

Arastirmaya katilmaniz  nedeniyle size para 6denmeyecek yada sizden para talep

edilmeyecektir.

KIiSISEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Calismanin yiiriitiilmesi ve yaymlanmasi asamasi dahil, hi¢bir asamada sizin isminiz ve
kisisel bilgileriniz kullanilmayacaktir.

Calisma destekleyicisi firma caligma verilerinizi, sadece yukarida belirtilen amaglarda
kullanacak olan kendi grubundaki diger sirketler, hizmet aliman kurumlar, anlagsmali
firmalar ve diger arastrma kuruluslar1 ile paylasabilir. Calismanin sonuglar1 tibbi
yayinlarda  yayinlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu yaynlarda
aciklanmayacaktir.

Eger onayinizda vazgegerseniz, ¢alisma verilerinizi artik kullanilmayacak ya da diger
kisilerle paylasilmayacaktir. Bu formu imzalayarak, ¢alisma verilerinizin bu formda

tanimlandig1 sekilde kullanimina onay vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KIiSILER:

Ad, soyad ve telefon numaralar1
Nafissh NESBAT MOHAMMADI

Tel: XXX XXX XX XX
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CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR:(Varsa aciklayiniz)

Calismaya katilmay1 kabul etmemeniz durumunda veya herhangi bir nedenle ¢alismadan
¢ikmak istemeniz halinde ayrilabilirsiniz. Bu tedavi kurumunda goéreceginiz bakim ve

tedaviler etkilenmeyecek, herhangi bir aksama olmayacaktir.

YENI BILGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKILEYEBILIR

Calisma siirerken ortaya ¢ikmis olan biitiin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Cahsmaya Katilma Onayl

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniilli olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekeeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1
kabul ediyorum. saklamam i¢in bu belgenin bir kopyasmi caligma sirasinda dikkat

edecegim noktalar1 da i¢erecek sekilde bana teslim etmistir.

Géniilliiniin Ad1/ Soyad1 / imzas1 / Tarih

Aciklamalar1 Yapan Kisinin Ad1/ Soyad1/ imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Ad1/ Soyad1 / Imzas1/ Tarih
Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Adi/ Soyad: / Imzasi/ Tarih
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