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Multipl skleroz (MS), merkezi sinir sistemini (MSS) etkileyen, otoimmiin,
norodejeneratif ve néroenflamatuar bir hastalik olup genellikle 20-40 yas aras1 geng
yetiskinlerde travma harici engelliligin bir sebebi olarak goriiliir. Dimetil fumarat
(DMF), MS’nin en sik goriilen yineleyen-diizelen formunda (RRMS) birinci
basamak tedavi olarak kullanilan immiinmodiilator bir ilagtir. MS'nin kesin bir
tedavisi olmamakla birlikte hastalik seyrini degistiren tedaviler, bireyler arasi
farkliliklar ve semptomlarin heterojen dogasi nedeniyle her zaman etkili olmayabilir.
Bu durumda, hastalik progresyonunu erken donemde yansitabilecek biyobelirteclere

ithtiyag vardir.

Notrofiller, bagisiklik sisteminde fagositoz yapabilen, enflamatuar molekiilleri
diizenleyen ve antijen sunarak MS'nin otoimmiin dogasina katkida bulunabilen en

yaygin lokositlerdir. Norodejeneratif hastaliklarda goriilen endoplazmik retikulum



(ER) stresi, artan protein yiikiiniin tolere edilememesi sonucunda hiicrede homeostaz
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kaybina ve apoptoza neden olur. MS’de noétrofiller tarafindan diizenlenen
enflamatuar molekiilllerde ve ayrica MSS’de goriilen lezyonlarda ER stres

belirteclerinde artig bildirilmistir.

Bu tez calisgmasinda, RRMS hastalarinin nétrofillerinde ER stresi ve apoptoz
belirteci genlerin ve proteinlerin rolatif ifade seviyeleri (REL) tedavi yaniti
kapsaminda incelenmistir. Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Noroloji Poliklinigine
bagvuran RRMS hastalarinin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile
6.aymda (6A) olusturulan gruplarda bu genlerin REL degerleri, gercek zamanli PCR
sonuglarindan hesaplanmistir. Analizler, 6A grubunda OA grubuna kiyasla BCL2 ve
CASP3 genlerinin REL degerlerinde anlamli artis géstermistir. Ayrica, bu genlere ait
protein diizeylerindeki degisimler de incelenmistir. 0A, 3A ve 6A gruplar arasinda
yapilan analizlerde, genisletilmis engellilik durum 6lgegi (EDSS) puaninda anlaml
bir azalma, T2 lezyon sayilarinda ise 3A ve 6A gruplarinda 0A grubuna kiyasla
diistis saptanmistir. BCL2 geninin REL degerindeki degisim ile EDSS puani ve T2
lezyon sayis1 degisimi arasinda negatif bir iliski bulunurken; Bcl2 ve Kaspaz-3
proteinlerin REL degerlerindeki degisimlerle T2 lezyon sayisinda goriilen degisim
arasinda pozitif, EDSS puaninda goriilen degisim arasinda negatif bir iliski

belirlenmistir.

Bu calisma, BCL2 ve CASP3 genlerinin REL degerleri ile BCL2 geni, Kaspaz-3 ve
Bcl2 proteinlerinin klinik parametrelerle gosterdigi anlamli iligkinin 6nemine ve
apoptoz belirteglerinin tedavi yanitin1 yansitan potansiyel biyobelirtegler olarak
degerlendirilmesine isaret etmektedir. Ayrica, bu tez caligmast RRMS’li hastalarin
notrofillerinde ER stres ve apoptoz belirteci genlerin DMF tedavi yanit1 kapsaminda
incelendigi ilk c¢alisma olup, MS’de tedavi etkinli§inin erken donemde
belirlenmesinde biyobelirteg, tan1 kiti ve biyosensor gelistirme stratejileri agisindan

Biyomedikal Miihendisligi alanina katki saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Dimetil fumarat, ER stres, Gen ve protein ifadesi, Notrofil,

Tedavi yaniti, Yineleyen-diizelen MS (RRMS).
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Multiple  sclerosis (MS) is an autoimmune, neurodegenerative, and
neuroinflammatory disease affecting the central nervous system (CNS) and is usually
a cause of non- traumatic disability in young adults aged 20-40 years. Dimethyl
fumarate (DMF) is an immunomodulatory drug used as a first-line treatment for the
most common relapsing- remitting form of MS (RRMS). While there is no definitive
cure for MS, treatments that modify the disease course may not always be effective
due to inter-individual differences and the heterogeneous nature of symptoms. In this

case, biomarkers that can reflect disease progression at an early stage are needed.

Neutrophils are the most common leukocytes in the immune system that can
phagocytose, regulate inflammatory molecules, and contribute to the autoimmune
nature of MS by presenting antigens. The endoplasmic reticulum (ER) stress seen in
neurodegenerative diseases leads to loss of cell homeostasis and apoptosis due to the

inability to tolerate the increased protein load. Increased levels of inflammatory
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molecules regulated by neutrophils and ER stress markers in CNS lesions have been

reported in MS.

In this thesis, the relative expression levels (REL) of ER stress and apoptosis marker
genes and proteins in neutrophils of RRMS patients were analyzed in the context of
treatment response. REL values of these genes were calculated from real-time PCR
results of RRMS patients admitted to the Neurology Outpatient Clinic of Ankara
Bilkent City Hospital before DMF treatment (0A) and in groups formed at the 3rd
month (3A) and 6th month (6A) of treatment. Analyses showed a significant increase
in BCL2 and CASP3 genes’ REL values in the 6A group compared to the 0A group.
Changes in protein levels of these genes were also analyzed. Analyses among the 0A,
3A, and 6A groups revealed a significant decrease in expanded disability severity
scores (EDSS) and a reduction in the number of T2 lesions in the 3A and 6A groups
compared to the 0A group. While a negative correlation was found between the
change in BCL2 gene’s REL values and the change in EDSS score and T2 lesion
number, a positive correlation was found between the changes in REL values of Bcl2
and Caspase-3 proteins and the change in T2 lesion number, and a negative

correlation was found between the change in EDSS score.

This study highlights the importance of the REL values of BCL2 and CASP3 genes,
as well as the significant association of BCL2 gene, Caspase-3 and Bcl2 proteins with
clinical parameters. It also suggests the evaluation of apoptosis markers as potential
biomarkers reflecting treatment response. Furthermore, this thesis is the first study to
examine ER stress and apoptosis marker genes in neutrophils of patients with RRMS
in the context of DMF treatment response. It contributes to the field of Biomedical
Engineering by providing insights into the for the early determination of treatment
efficacy in MS, as well as strategies for the development of biomarkers, diagnostic

kits and biosensors.

Keywords: Dimethyl fumarate, ER stress, Gene and protein expression, Neutrophil,

Relapsing remitting MS (RRMS), Treatment response.
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1,25VD
25VD
ABA
AH
Akt
AMPK
APC
APRIL
APS
ARE
ASK1
ATF
ATP
BAFF
BAX
BBB
BCA
BCL2
BGOF
BiP
BOS
BSA
C/EBP
Ca
cAMP
CASP
CCL
CCR
cDNA
CHOP

KISALTMALAR

: 1,25-Dihydroxyvitamin D

: 25-Hydroxyvitamin D

: ATP Baglayic1 Alan

: Alzheimer Hastalig1

: Protein Kinase B

: AMP-Aktiflestirilen Protein Kinaz

: Antijen Sunan Hiicre

: A Proliferation-Inducing Ligand

: Ammonium Persulfate

: Antioksidan Yanit Elemani

: Apoptosis Signal-Regulating Kinase 1
: Activating Transcription Factor

: Adenozin Trifosfat

: B-cell Activating Factor of the TNF Family
: Bel-2 Associated X Protein

: Kan-Beyin Bariyeri

: Bicinchoninic Acid Assay

: B-Cell Lymphoma 2

: Buffered Glycerol Oxidation Factor
: Binding Immunoglobulin Protein

: Beyin Omurilik Sivisi

: Bovine Serum Albumin

: CCAAT/Enhancer Binding Protein
: Kalsiyum

: Cyclic Adenosine Monophosphate

: Kaspaz

: C—C Motif Chemokine Ligand

: C—C Motif Chemokine Receptor

: Complementary DNA

: C/EBP Homologous Protein
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CNS
CO,
cTC
CTLA
CXC
CXCL12
DDDT
DEPC
DH
DMF
DMT
EAE
EBNA
EBP
EBV
ECH
ECL
EDSS

elF2a
ER
ERAD
gDNA
G-KUF
GPCR
GRP78
GSH
GST
GST-1
GSTP
GTF
HBSS

: Merkezi Sinir Sistemi

: Karbondioksit

: Cytotoxic T Cell

: Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4
: CXC Motif Chemokine

: CXC Motif Chemokine Ligand 12

: Dichlorodiphenyltrichloroethane

: Diethyl Pyrocarbonate

: Dentritik Hiicre

: Dimetil Fumarat

: Disease Modifying Therapy

: Experimental Autoimmune Encephalomyelitis
: EBV Nuclear Antigen

: Epstein-Barr Virus Binding Protein

: Epstein-Barr Virus

: Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation
: Enhanced Chemiluminescence

: Expanded Disability Status Scale (Genisletilmis Engellilik

Durum Olgegi)

: Eukaryotic Initiation Factor 2 Alpha
: Endoplazmik Retikulum

: ER-Associated Degradation

: Genomic DNA

: Granulocyte Colony-Stimulating Factor
: G Protein-Coupled Receptor

: Glucose-Regulated Protein 78

: Glutathione

: Glutathione S-Transferase

: Glutathione S-Transferase 1

: Glutathione-S-transferase P

: Glucosyltransferase

: Hanks’ Balanced Salt Solution
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HCAR2 : Hydroxycarboxylic Acid Receptor 2

HKH : Hematopoetik Kok Hiicreler
HLA : Insan Lokosit Antijen

HLA-DR : Human Leukocyte Antigen DR
HO : Heme Oxygenase

HO-1 : Heme Oxygenase-1

HRP : Horseradish Peroxidase

HSPA : Heat Shock Protein A

HYG : Hiicre yiizeyinde bulunan GRP78
ICAM : Intercellular Adhesion Molecule
ICAM-1 : Intercellular Adhesion Molecule-1
IFN-B : Interferon Beta

IgG : Immiinoglobulin G

IKU : Iyi Klinik Uygulamalari

IL : Interleukin

IRE1 : Inositol-Requiring Enzyme 1
JAK : Janus Kinase

KBB : Kan-Beyin Bariyeri

KiS : Klinik Izole Sendrom

KPY : Katlanmamis Protein Yaniti
LSM-A : Laser Scanning Microscope-A
MADb : Monoclonal Antibody

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase
MHC : Ana Doku Uyumluluk Kompleksi
MMF : Monometil Fumarat

MMP : Matriks Metalloproteinaz

MPO : Miyeloperoksidaz

MRG : Manyetik Rezonans Goriintiileme
MS : Multipl Skleroz

MSIF : Multiple Sclerosis International Federation
MSS : Merkezi Sinir Sistemi
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mtDNA
MTM
Nab
NAD(P)H
Na-EDTA
NDH
NEDA
NEF
NFW
NF-xB
NHDT
NQO
NQO-1
Nrf2
OB
PBMC
PBS
PCR
PERK
PH
PI3K
PKR
PML
PPMS
pro-GM
PVDF
qRT-PCR
RBC
RIDD
RIPA
RNA
RNaz

: Mitokondriyal DNA

: Monosit Tiirevi Makrofaj

: Neutralizing Antibody

: Nicotinamide Adenine Dinucleotide (Phosphate) Reduced
: Sodium Ethylenediaminetetraacetic Acid

: Neutrophil-Dendritic Hybrid

: No Evident Disease Activity
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1. GIRIS

1.1  Multipl Skleroz ve Tam

Multipl  Skleroz (MS) otoimmiin, miyelin kayb1 (demiyelinizasyon) ve
norodejenerasyon ile karakterize edilen ve merkezi sinir sistemini (MSS) etkileyen
cok faktorlii bir hastalik olup travmatik olmayan ancak engellilige sebebiyet veren
bir hastaliktir (Hurwitz, 2009). Immiin yanitlar ile iliskili bir sekilde gelisen miyelin
kayb1 ve akson hasar1 sonucunda olusan lezyonlar MSS’de beyin ve omurilikte

ortaya c¢ikabilmektedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1: MSS iizerinde MS’ye bagli goriilen temel olgular (Hurwitz, 2009; Efendi
& Yandim Kusgu, 2018). MSS: merkezi sinir sistemi.

Yapilan son calismalara gore diinya ¢apinda 2023 yilinda 2,9 milyon kisinin MS ile
yasadig1 bilinmektedir ve 2020 yilinda yapilan bir ¢alisma sonucunda hastalik
prevalansinin %50 iizerinde artis gosterdigi bildirilmistir (MSIF 2020; Walton vd.,
2020). Lezyon olusumu ve demiyelinizasyon sonucunda sinir sisteminde goriilen
sinyal iletim kayiplar;; beyin, omurilik ve optik sinirleri etkileyecek sekilde
fonksiyon kayiplarina neden olarak hastalik semptomlarin1 olusturur. Bu duruma ek

olarak MS’nin MSS iizerinde birden fazla bolgede etki alanm1 olusturmasi,



lezyonlarin



bulundugu boélgelerin farkliligi hastalik tanisi almis bireylerin heterojen semptomlar

olusturmasini da etkilemektedir.

MS ile iligkili bir sekilde goriilen semptomlar yiiriime gii¢liigli, gérme sorunlari,
bagirsak disfonksiyonu ve kuvvet kaybi olarak cesitlendirilebilmektedir (Cosh &
Carslaw, 2014). Bu semptomlarin 24 saatten uzun siire belirgin bir bulgu halinde
herhangi bir iyilesme olmaksizin devam etmesi ise atak donemi olarak adlandirilir
(Polman vd., 2011). Atak doneminde goriilen semptomlar, atak doneminin siiresi,
siklig1 ve siddeti hastalifin tanis1 ve progresyonu ile de iligkilendirilmektedir. Bu
iliski atak siirecinde hastalifa baghh gelisen enflamatuar tepkinin ve
norodejenerasyonun artmasina bagli bir sekilde kurulmustur. Hastaligin temel
karakterizasyonu enflamasyon ve norodejenerasyon arasinda goriilen korelasyon ile
baglantilidir. Norodejenerasyon, en genel anlami ile noronlarda fonksiyon kaybi ve
yapisal hasar meydana gelmesi olarak belirtilebilir. Fakat MS’de norodejenerasyon
ve enflamasyon parametreleri arasindaki dongiisel iliskide oncelikli olarak hangi
parametrenin birincil olarak hastalig1 tetikledigi heniiz net olarak anlasilamamistir
(Louapre & Lubetzki, 2015).MS’nin dogas1 geregi olduk¢a heterojen bir hastalik

olmasi hastaligin tanisinda da birden ¢ok parametrenin degerlendirilmesini gerektirir.

1.1.1 MS’de Tam

Hastaligin heterojen dogas1 ve ¢ok faktdrlii olmasi sebebiyle bir kisinin MS tanisi
almas1 icin belirlenmis olan, literatiirde de kabul goren ¢esitli degerlendirme

Olgekleri bulunmaktadir.

Klinikte goriilen MS atagi olarak belirlenen ilk atak sonrasinda bir bireyin MS tanisi
almasi i¢in ¢esitli klinik tetkiklerin uygulanmasi gerekmektedir. Bu tetkikler arasinda
en temelde kan tetkikleri, manyetik rezonans goriintilleme (MRG) ve beyin omurilik
stvist (BOS) analizleri yer almaktadir. MS ile iligkili bir sekilde ortaya ¢ikan ilk atak
sonrasinda kesin MS tanisinin belirlenmesi i¢cin MSS icerisinde yer alan lezyonlarin
zaman ve mekanda yayiliminin MRG ile gosterilmesi (Demir vd., 2015) ve bu
lezyonlarin olusumuna sebep olabilecek diger hastaliklarin da dislanmasi

gerekmektedir (Gelfand, 2014).



Hastalik igerisinde atak olarak tanimlanan siire¢, enflamasyonun ve hastalik
bulgulariin zirvede oldugu ve tedavi edilmedigi siirece engellilikte artisa yol agan
ya da kalic1 engellige sebebiyet verebilen de bir olgudur (Polman vd., 2011). MS
tanist almis kisilerde goriilen engellilik derecesi bir puanlama oOlgiitii ile
degerlendirilmektedir. Bu puanlama 0Ol¢iitii genisletilmis engellilik durum o6lcegi
(expanded disability severity score-EDSS) ismi ile anilmaktadir ve 0-10 puan
arasinda degerlendirilmektedir. EDSS=0 degeri saglikli/normal bir durumu

belirtirken EDSS=10 durumu MS’den temel alan 6limii ifade etmektedir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2: EDSS olgeklendirmesi (Kurtzke, 2015). EDSS: genisletilmis engellilik
durum o6lgeklendirmesi (expanded disability severity score)

EDSS degerinde goriilen artiglar MS ile iligkili semptomlarin goriildiigli tim MSS
fonksiyonlariin yani sira biligsel ve zihinsel birtakim fonksiyonlar, bagirsak ve
mesane fonksiyonlarin1 da icermektedir (Kurtzke, 2015). Gelisen bir atak
olusturdugu ilk semptomlarla beraber bir kiginin MS tanist almasini saglayabilecegi
gibi, hali hazirda MS tanis1 almig bir kisinin hastalik progresyonunu da

semptomlarda meydana getirdigi kotiilesme ile tetikleyebilir.

BOS analizlerinde ise saglikli kosullarda BOS’ta goriilmesi beklenmeyen
immiinoglobulin G (IgG) proteininin yani oligoklonal bantlarin (OB) tespit edilmesi
enflamatuar tepkinin bir sonucu olarak goriiliir ve MS tanisi i¢in bir belirte¢ olarak
kabul edilir. Bu durum literatiirde BOS’larinda OB gdriilen hastalarin %95’inin kesin
MS tanisi almasi ile gosterilmektedir (Mclean vd., 1990). MRG ve BOS analizlerine
ek olarak uyarilmis potansiyeller ve revize McDonald kriterlerinin kullanilmasi
MS’nin daha dogru bir sekilde teshis edilebilmesini da saglar (Efendi & Yandim
Kuscu, 2018). Ilk kez 2001 yilinda belirlenen, ayirict MS tanisi icin kilavuz olarak

kabul edilen, McDonald kriterleri glinlimiizde yenilenmis bir sekilde gegerliligini
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korumaktadir. 2017 yilinda son halini aldig1 kabul edilen McDonald kriterleri
(Cizelge 1.1) cesitli klinik parametreleri ve hastalik semptomlarindan atak gegirme
olgusunu kullanarak hastaligin tanis1 hakkinda bir yonerge gorevi goriirken ayni

zamanda hastaligin progresyonu hakkinda da ¢esitli yorumlar yapilmasini saglar.

Cizelge 1.1: MS Tams1 i¢in Kullanilan McDonald Kriterleri (Efendi & Yandim
Kusgu, 2018)

Atak Lezyon Tani icin Kullanilan Ek Parametreler
Sayisi Sayis1
>2 >2 Gerek duyulmaz®
>2 Lezyonlara ait
tak obriilmesi®
atak gortimest Gerek duyulmaz®
>2 1 MSS’de goriilen ek bir lezyondan kaynaklanan atak veya lezyonlarin mekansal®
yaytlimi
1 >2 Klinik olarak ek bir atak varlig1 veya lezyonlarin zamansal® yayilimi ya da BOS’ta
goriilen OB° varligi
1 >2 MSS’de igerisinde farkli bir mekanda® bulunan lezyonla iliskili yeni bir atak veya

lezyonlarin mekanda yayilim gostermesi sonucu ek bir atak olusmast ya da
lezyonlarin zamanda® yayilim gostermesi veya BOS’ta OB°® goriilmesi

Gizli Atak MS’ye spesifik bolgelerde (periventrikiiler, kortikal/jukstakortikal — veya
Tlerleme olgusundan infratentoryal) >1 lezyon,
bag 1yl
agllr(r;is;izk i Omurilikte >2 lezyon,
progresyon BOS’ta OB saptanmasi parametrelerinden herhangi birinin varligi

a: MRG lezyonlarin zamansal ve mekansal yayilimi i¢in tiim hastalara uygulanmaktadir. Taniy1 destekleyecek
oranda yeterli klinik bulgu olmayan hastalarda MRG yapilan alanlara omurilik de dahil edilmesi ve BOS analizi
yapilmalidir.

b: Atak varlig1 gozetilerek koyulan tan1 en giivenilir ve en objektif olan tanidir. Hastanin atak dykiisiinde nérolojik
bulgularin degerlendirilmesinin yan1 sira atak siirecinde goriilen enflamatuar ve demiyelinizasyon iliskili olaylara ait
klinik semptomlar degerlendirilir.

c: Lezyonlarin mekansal yayilimi MRG ile tetkik edilir. MS’ye 6zgili periventrikiiler, kortikal/jukstakortikal,
infratentoryal veya omurilik bdlgelerinin ikiden fazlasinda birden fazla lezyon goriilmesi mekansal yayilimi ifade
etmektedir.

d: Lezyonlarda goriilen zamansal yayilim da MRG ile belirlenir. Herhangi bir zamanda elde edilen MR
goriintiisiinde kontrast tutan ya da tutmayan lezyonlarin bir arada goriintiilenmesi ve takip MRG’lerinde ilk MRG’ye
gbre en az bir yeni lezyon varliginin saptanmasi zamansal yayilimi ifade eder.

e: BOS’ta OB saptanmasi tanida zamansal bir yayilimin gostergesi olarak kabul edilir.

Giliniimiizde Cizelge 1.1°de verilen 2017 McDonald Kriterleri kullanilmaktadir.
Kriterlerin takip edilmesi sayesinde MS tanis1 hizli ve giivenilir bir hal almistir.

Kriterler igerisinde de yer alan MRG incelemesi ve OB’lerin varliginin



degerlendirilmesi sonucunda hastalarin klinik durumlarina dair daha net belirlemeler
yapilabilmektir. Hastalik patogenezine dair arastirmalar gelismeye devam ettikge ve
tantya dayali yeni belirtecler olustukca tipki gegmiste oldugu gibi giiniimiizde de

kullanilan McDonald kriterlerinin giincelligi siirdiiriilecek ve kesinligi arttirilacaktir.

1.1.2 MS’de Klinik Alt Tipler

MS’nin goriildiigli popiilasyonlarda birden ¢ok ve homojen olmayan semptomlar
gostermesi hastaligin seyrini etkileyen faktorleri de olusturmaktadir. Bu nedenle MS,
hastalik siiresince goriilen ataklar ve bu ataklarla iligkili bir sekilde gelisen

progresyona gore klinik olarak alt tiplere ayrilmaktadir.

Klinik izole sendrom (KIS) ataklarin, klinik bulgularin ve nérolojik fonksiyon
kayiplarinin ilk kez goriildiigii, MS’nin baslangic formu olarak kabul edilen bir alt
gruptur (Sekil 1.3). Immiin tepkiyle beraber ilerleyen ataklar ve klinik bulgularin
artmas ile KiS teshisi almis bireylerin MS gelistirme riskinin de artmakta oldugu
bilinmektedir (Brownlee & Miller, 2014; Efendi & Yandim Kuscu, 2018). MS ile
iliskili ilk atak olarak belirlenen KIS sonras: bir bireyin MS tanisi alip almayacagi
yapillan  klinik  testler, degerlendirmeler ve MRG  sonuglarina  gore
degerlendirilmektedir. Yapilan bazi incelemelerde ise KIS tanili bireylerin %30-
70’inin ilerleyen yillar igerisinde kesin MS tanist aldigi da bilinmektedir (Hurwitz,

2009; Miller vd., 2005).

Yineleyen diizelen MS (relapsing-remitting MS-RRMS); MS’nin en yaygin formu
olup, kesin MS tanis1 almis hastalarin %80’inde goriilen bir MS alt tipidir
(Weinshenker, 1998). MS’nin gorece iyi huylu olan bu formu; hastalikla iligkili
semptomlarin goriildiigi atak donemleri ve bu ataklarin sonlandigr remisyon
donemlerini igcermektedir (Sekil 1.3). Remisyon siirecinde atak doneminde goriilen
semptomlarin sebep oldugu fonksiyon kayiplarinin uygun tedavi ile kalict bir etki

meydana getirmemesi saglanabilir.

RRMS formunda ataklar ve sonrasinda goriilen kismi iyilesmelerin bulunmasina
karsin hastalik progresyonu yillar igerisinde, gorece uzun bir siire olsa dahi,

kiimtilatif bir sekilde artig gosterebilmektedir.
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Sekil 1.3: KIS ve RRMS alt tiplerinin ilerleme sureglerinde gorillen engellilik
durumunun zamana gore yayilimi (Lublin vd., 2014) KIS: klinik izole sendrom,
RRMS: relapsing-remitting MS

MS tanis1 almis kisilerin yiizdece ¢ok azinda goriilen primer progresif MS (PPMS);
hastaligin baglangicindan itibaren siirekli ilerleyen semptomlarin goriildiigii ve ¢ok
az ya da gegcici bir sekilde iyilesmelerin goriildiigii klinik bir alt tiptir (Loma &
Heyman, 2011). PPMS’de diger MS tiplerinden farkli olarak lezyonlarin omurilikte
daha fazla goriildiigli bilinmektedir ve yine PPMS diger MS tiirlerine kiyasla daha
ilerlemis yaslardaki bireylerde goriilmektedir (Thompson vd., 1997). RRMS sonrasi
kiimiilatif bir sekilde artan hastalik progresyonuna bagli olarak gelisebilen sekonder
progresif MS (SPMS); atak sikliginin az oldugu ancak hastalik semptomlarinin
arttigl ve iyilesme doneminin neredeyse hi¢ goriilmedigi bir klinik tiptir. RRMS
hastalarinin tanm1 sonrasindaki yaklasik 15 yil igerisinde SPMS gelistirdigi
bilinmektedir (Sekil 1.4). RRMS grubunda degerlendirilmekte olan hastalarin
yaklagik %801 ilerleyen yillarda, gelisen progresyona da bagli olacak sekilde, SPMS
tanis1 almaktadir. MS’1i hastalarin yaklasik %12’sinin tanidan 5 sene sonra, %40’ 1nin
10 sene sonra ve %66’sinin 25 sene sonra sekonder alt tipe gecis yaptig1 goriilmiistiir
(Weinshenker, 1998). Siirelerin birbirinden farkli olmasina karsin RRMS hastalarinin
SPMS gelistirme riskinin yiiksek oldugu géze carpmaktadir.
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Sekil 1.4: SPMS ve PPMS alt tiplerinin ilerleme siireglerinde goriilen engellilik
durumunun zamana kars1 yayilimi (Lublin vd., 2014) PPMS: primer progresif MS,
SPMS: sekonder progresif MS

MS’de tedavi stratejileri en genel anlamda hastaligin dogasi ile iliskili olacak sekilde
immiin sistemi modiile etmeyi (immiinmodiilatér) ve immiin sistemi baskilamay1
hedefler. RRMS’nin immiinmodiilator tedaviye en iyi yanit veren klinik alt tip olma
ozelligine sahip oldugu bilinirken, SPMS’nin immiinmodiilator tedavilere kars1 daha

direncli oldugu da goriilmiistiir (Rieckmann & Toyka, 1999).

1.1.3 MS’de Epidemiyoloji-Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Ayirici tan1 haricinde hem hastaligin heterojen dogasini aciklayan hem de genetik ve
cevresel faktorler ile MS’nin arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmay1 hedefleyen etiyoloji
ve epidemiyolojinin degerlendirilmesi MS’nin dogasinin, nedenselliginin ve

yayiliminin anlasilmasi i¢in oldukc¢a gereklidir.

Epidemiyoloji toplumlari ilgilendiren saglik temelli olay ve durumlarin dagilimini ve
sikligini inceleyen bilim dalidir. Etiyoloji veya neden bilimi ise gelisen bir olgu veya

bir durumun ortaya ¢ikma nedenini aragtirmakla ytikiimlii olan bilim dalidir.

MS’de risk faktorleri hem genetik hem de c¢evresel etmenler acgisindan

degerlendirilebilmektedir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5: MS gelisimini tetikleyen cevresel ve genetik risk faktorleri (Loma &
Heyman 2011).

1.1.3.1 MS’de Genetik Risk Faktorleri

Insan I6kosit antijen geni (human leukocyte antigen-HLA) 6.kromozom iizerinde
bulunan ve ana doku uyumluluk kompleksi (major histocompatibility complex-
MHC) ig¢inde yer alan, insan ve bagisiklik tepkisinin diizenlenmesinde rol oynayan
proteinleri kodlamaktadir. HLA tarafindan kodlanan proteinler bagisiklik sistemi
hiicrelerinden T hiicrelerine antijen sunan hiicre yilizey proteinleridir. HLA kompleksi
icerisinde yer alan HLA sinif I ve sif II genleri genetik olarak MS igin risk

faktorleridir (Olerup & Hillert, 1991).

HLA smif I geni CD8+ lenfositlere antijen sunarken, simif II genleri ise CD4+
lenfositlere antijen sunumu yapmaktadir. Bu genlerde goriilen varyantlar antijen
sunumunu etkilemektedir. Ornegin HLA sinif II varyanti (HLA-DRBI*15:01) MS
gelistirme riskinde goriilen artis ile iliskilendirilmis olup sinif I varyanti ise (HLA-

A*02) MS riskine kars1 koruma ile iliskilendirilmistir (Brynedal vd., 2007).

Immiin sistem ile iliskili genlere dair yapilan calismalarda, olasi mekanizmalarin
degerlendirilmesine karsin bu genlerin MS ile iliskilerinin heniiz net olarak

anlasilamadig1 durumlar da s6z konusudur.



Bu nedenle immiin sistemle iligkili genlerin, MS yatkinli§i iizerinden
degerlendirilmesi i¢in yapilacak olan kalitimsal c¢alismalarin, kisisellestirilmis
tedaviler i¢in bireysel farkliliklar gozetilerek irdelenmesi ve arastirilmasi gelecek

calismalarin da odak noktasini olusturacaktir.

1.1.3.2 MS’de Cevresel Risk Faktorleri

MS’nin karmasik ve ¢ok faktorlii bir hastalik olmasinda genetik faktorlerin yaninda
cevresel faktorler de yer almaktadir. Bu faktorler yasam tarzi, beslenme bigimi ve
cevresel etmenler iizerinden agiklanmaktadir. Ozellikle sigara kullanimi, obezite,
diisik D vitamini seviyesi, Epstein-Barr viriis (EBV) enfeksiyonu ve diisiik giines
15181 maruziyetinin MS riski ile iliskilendirildigi ¢calismalar bulunmaktadir (Van Der

Mei vd., 2016)

Sigara kullanim1 (pasif ve/veya aktif) MS gelistirme riskinde goriilen artis ile
iliskilendirilmis (Simon vd., 2010) ve bu iliskinin kullanim sikligina bagli oldugu
belirlenmistir (Handel vd., 2011). Sigara kullanimi yalnizca MS’nin gelismesi ile
ilgili olmay1p ayni zamanda hastalik siirecinde artan progresyon ile (Healy vd., 2009)
ve bazi antikor temelli MS tedavilerinde yanitsizlik meydana getirmesi ile
iliskilendirilmistir. Iskandinav popiilasyonu iizerinde HLA gen varyantlar1 ve sigara
igme lizerinde yapilan bir ¢alismada; her iki parametrenin birlesiminin parametrelerin
tek tek degerlendirilmesine kiyasla MS goriilme sikligindaki artisa daha biiyiik bir
katkisinin oldugu gosterilmistir (Hedstrom vd., 2011).

Epstein-Barr Viriisii (EBV) bir DNA virtistidiir ve B hiicrelerini etkilemektedir. B
hiicrelerini etkilemesi ile iligkili olarak MS’ye ek olarak romatoid artrit, Sjogren
sendromu gibi otoimmiin hastaliklar ile iligkilendirilmektedir (Pender, 2012; Tracy
vd., 2012). EBV ile MS arasindaki korelasyon MS hastalarinda goriilen EBV niikleer
antijen 1 (EBNA) ve EBNA’ya kars1 gelistirilen antikor seviyesinin yiiksekligi ile
kurulmustur (Sundstrom vd., 2009). Nitekim, EBV ve otoimmiinite iizerinde yapilan
bir calismada enfeksiyonun ergenlik doneminde meydana gelmesinin MS riski ile
iliskilendirildigi gortiilmistiir. Ayrica, yapilan birgok farkli calismada hem MSS hem
de enflamasyon ile ilgili olacak sekilde EBV ve MS iligkisinde gorev aldigi
diistiniilen potansiyel molekiiler mekanizmalar ortaya konmustur (Sargsyan vd.,

2010; Serafini vd., 2007). Bu potansiyel mekanizmalar icerisinde EBV’nin
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enflamasyon tizerindeki
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etkisinin biliniyor olmasina ragmen MS ve EBV arasindaki iliski heniiz net bir

sekilde belirlenememistir.

Obezite, kisinin ideal kilosunun %20 fazlasina sahip olmasi olarak tanimlanmaktadir.
Obezite ve MS arasindaki iliskinin incelendigi calismalarda ergenlik dénemi
obezitesine sahip kadinlarda gelecek donemde MS gelistirme riskinde artis oldugu
goriiliirken, yetiskinlik doneminde goriilen obezitenin kadin veya erkek olmasi fark
etmeksizin MS teshisini olumlu veya olumsuz etkilemedigi raporlanmistir (Hedstrom

vd., 2014; Munger vd., 2013).

Ancak, obeziteden bagimsiz bir sekilde degerlendirildigi taktirde kadinlarda
erkeklere gore MS goriilme sikliginin 3:1 oranini saglayacak sekilde yiiksek oldugu
bilinmektedir (Dobson & Giovannoni, 2019). Obeziteyle beraber degerlendirilen bir
diger terim ise viicut kitle indeksi (VKI) olup; bu deger bireyin agirliginin boyunun
karesine boliinmesi ile hesaplanmaktadir (Nuttall, 2015). Ergenlik doneminde yiiksek
VKI degerine sahip olmanin yetiskinlik siirecinde MS riski agisindan énemli oldugu
ve hem obezite hem de VKI’nin MS riski agisindan etkinliginin yasam déneminin

belirli bir kisminda basladig1 bilinmektedir (Olsson vd., 2016).

MS ile iliskili kabul edilebilecek bir diger ¢evresel etmen ise kisinin beslenme
bi¢cimidir. Diyet ve MS iliskisinde kesin bir kanit bulunmamakla beraber diyet
rejimleri ve beslenme bicimleri MS ile iliskili birgok mekanizmayi
etkileyebilmektedir (Sanchez vd., 2022). Ornegin MS’li hastalarmn beslenme
bicimlerinin karsilastirildigi bir calismada, diisiik antioksidan tiiketiminin yiiksek
antioksidan tiikketimine karsi hastalarda yiiksek EDSS puani ile korele oldugu ve
antioksidanlar agisindan zengin bir beslenme bi¢iminin hastalik prognozu ile iliskili
olabildigi gosterilmistir (Mungan vd., 2023). Beslenme bi¢imi ve MS arasindaki
iliskinin degerlendirilmesinde ©nemli parametrelerden biri de mikrobiyotadir.
Bagirsak mikrobiyotasi tanim1 bagirsak mukozasinda bulunan mikroorganizmalari ve
bu mikroorganizmalarin seviyelerini icermektedir (Schepici vd., 2019). Yapilan
arastirmalarda bagirsak mikrobiyotasinin 6nemi; MSS’de yer alan bagisiklik
hiicrelerinin farklilagmasini, olgunlagsmasini, ¢ogalmasini ve aktivasyonunu modiile
etmesi nedeniyle norolojik hastaliklar ile iliskilendirilmistir (Macpherson vd., 2017).
Transgenik fareler kullanilarak yapilan bir caligmada T hiicreleri aktiflestirilerek MS

benzeri bir noroenflamasyon meydana getirilmis ve ayni transgenik fareler
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mikrobiyotalarinda yer alan bakteriler agisindan
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yoksun birakildiklarinda MS benzeri néroenflamasyonun gelismedigi goriilmiistiir
(Berer vd., 2011). Yapilan bu ¢alisma sonucunda mikrobiyota igerisinde yer alan bazi

bakterilerin immiin hiicreleri etkileyebilecegi de gdsterilmistir.

D vitamini eksikligi ve giines 1sinlarina az seviyede ulasim MS riski agisindan bir
arada degerlendirilen cevresel faktorlerdir. Bu durumun sebebi ise D vitamini
biyosentezinde gorev alan ultraviyole (UV) i1smlarmin ana kaynagiin giines
olmasidir. D vitamini kalsiyum ve kemik yapim metabolizmasinda gorev almasinin
yaninda enflamatuar sistemde de gorev almaktadir. D vitamini, makrofajlar ve Toll
benzeri reseptorler (toll like receptors-TLR) sayesinde dogal bagisiklik sisteminde
gorev alan sinyal mekanizmalarini diizenleyebilmektedir (Chen vd., 2013). Ek olarak
D vitamini Onciillerinin, proenflamatuar bir sitokin olan interlokin 6 (IL-6) ifade
seviyesini azaltirken; aktif T hiicrelerinde gesitli gen transkripsiyonlarini etkiledigi
ve enflamatuar sitokin ifadesini de baskiladig: literatiire sunulmustur (White, 2012).
Tim bunlara ek olarak, yiiksek D vitamini diizeyinin aksonal hasar1 azaltti§i bir
calisma (Sandberg vd., 2016) ve interferon beta (IFN-B) tedavi grubunda hastalik
aktivitesinde diislis meydana getirdigini gosteren bir calisma da (Fitzgerald vd.,
2015) literatiirde bulunmaktadir. Bu baglamda D vitamini degerlendirildiginde,
diisiik D vitamini seviyesinin MS gelistirme riskinde goriilen artis ve enflamasyon ile

iliskili oldugu sdylenebilmektedir.

D vitamini, antienflamatuar genlerin ifade seviyesini diizenlemek iizere hedef
hiicrelerde vitamin D reseptorlerine (VDR) baglanir. Antijen sunumu yapabilen
hiicreler 6ncii  25-hidroksivitamin D (25VD) molekiiliini  aktif 1,25-
dihidroksivitamin D’ye (1,25VD) metabolize eder. 1,25VD ise antijen sunumu yapan
hiicrelerde gelisen fazla aktif yanitin azaltilmasini saglar (Bishop vd., 2021; White,
2012).

Ayrica hem norodejenerasyon hem de oto-immiinite ile iliskisi oldugu bilinen
endoplazmik retikulum (ER) stresinin D vitamini tarafindan baskilanabildigi de
bilinmektedir (Riek vd., 2012; Yuan vd., 2018). D vitamini, kalsiyum (Ca) emilimi
ve plazma Ca seviyesini arttirmaktadir (Sozen vd., 2015). ER kendi fonksiyonlari
geregince, hiicre ici ikincil sinyal molekiilii olmak iizere gérev yapan Ca i¢in adeta
bir depo gorevi gérmektedir. ER ve D vitamini arasindaki iliskinin irdelendigi,

diyabet hastalarinda yapilan bir ¢alismada D vitaminin monosit ve makrofajlarda ER
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stresi baskilayabildigi gosterilmistir ve serumda bulunan 25VD seviyesinin

yiikselmesinin
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hastaligin gerilemesinde etkisi oldugu gosterilmistir (Riek vd., 2012). Yine aym
calismada D vitamini takviyesinin monosit ve makrofajlarda ER stresini modiile

ettigi ve enflamasyonu azalttig1 da gosterilmistir.

Gilines 1s1nlarina maruz kalma siiresi ile MS goriilme siklig1 arasinda ise negatif bir
korelasyon bulunmaktadir. Literatiirde yer alan birgok ¢alismanin taranmasi ve meta
analizinin yapilmasi sonucunda yiiksek miktarda UV 1sinlarina maruziyet MS’nin
goriilme sikliginda azalma ile iliskilendirilmistir (Simpson vd., 2011). Enflamatuar
ve demiyelinizasyon goriilen hastaliklardan  6zellikle MS’nin  deneysel
modellemesinde kullanilan bir hayvan modeli olan deneysel otoimmiin
ensefalomiyelit (experimental autoimmune encephalomyelitis-EAE) ile yapilan UV
maruziyeti iligkili bir ¢calismada D vitamininden bagimsiz olarak UV 1sinin EAE
modelinde noroenflamasyon gelisimini baskiladigi goriilmiistiir (Béérnhielm vd.,
2012; Becklund vd., 2010). Ayrica UV 1sinlarina maruziyetin antijen sunan dentritik
hiicreler (DH) ve T diizenleyici hiicre (T regulatory cells -Treg) aktivasyonunun

artmasi ile periferik enflamasyonu azalttig1 da bilinmektedir (Rana vd., 2011).

MS’nin yayilimi cografi 6zellikler bakimindan degerlendirildiginde; UV 1sinlarina
maruziyet, D vitamini seviyesindeki degerler ve yil igerisinde giines 1sinlarina
maruziyet siiresinin degerlendirilmesi sonucunda 6zellikle enlem dereceleri agisindan

bakildiginda ekvatora yaklastikca MS goriilme sikliginin distiigii bilinmektedir

(Sekil 1.6).
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Sekil 1.6: MS’nin epidemiyolojisi (MSIF 2020).



MS’de goriilen semptomlarin heterojen yayilimim etkileyen risk faktorlerinin,
hastaligin epidemiyolojik ve etiyolojik degerlendirmelerinin bir arada incelenmesi
hastaligin ¢ok faktorlii karmagik yapisinin bir kez daha altin1 ¢izmektedir. Ancak her
bir parametrenin ¢esitli yonlerle hastalik iizerindeki etkisi belirlenmis olsa dahi
MSS’de MS fenotipinin gelisiminde, 6zellikle hastaligin erken evresinde, kesin ve

net etkisi heniiz aciklanamamustir.

1.2 MS’nin Patogenezi

[Ik kez Charcot tarafindan 1868’de klinik ve patolojik tanimi ortaya konulan MS
MSS’de beyaz ve gri maddede olusan ¢oklu lezyonlar, demiyelinizasyon, akson
hasar1 ve oto-immiinite iliskili ndrodejeneratif bir hastaliktir. Semptomlar1 agisindan
bakildiginda ise MS; gérme bozuklugu, giig¢siizlikk, koordinasyon bozuklugu,
bagirsak ve mesane fonksiyonlarinda degisim, bilissel degisiklikler ve duygu durum
bozukluklar1 gibi bireyin hayatin1 oldukg¢a etkileyici ve birbirinden farkli
semptomatik bulgular gelismesine sebep olan bir hastaliktir (Loma & Heyman,

2011).

Beyaz ve gri madde en genel anlami ile sinir sisteminin islevini yerine getirmek
amactyla birlikte calisan ve icerdikleri sinir hiicresi boliimlerini bir arada tutan
bolgelerdir (Sekil 1.7). Beyaz madde miyelin kilif ile kaplanmis akson demetlerinden
olusan beyin ve omurilik bolgelerini icerirken gri madde ise sinir hiicrelerinin
govdelerini, dendritleri ve miyelin icermeyen aksonlar1 barindiran bir bolgedir (Pirko
vd, 2007). Yapilan ¢aligmalar, beyaz ve gri maddede goriilen lezyon olusumu ve
norodejenerasyonun MS’de farkli hastalik semptomlarmma sebep oldugunu
gostermistir (Mercadante & Tadi, 2020). Norodejenerasyon, noronlarin geri
dondiiriilemez bigimde yap1 ve fonksiyon kaybi olarak tanimlanmaktadir. Beyaz ve
gri madde arasinda goriilen etkilesimde, beyaz maddede olusan lezyonlarin gri
maddede olusan ndrodejenerasyonu tetikledigi literatiire sunulmustur (Charil &
Filippi, 2007). Ayrica, yapilan ¢alismalarda KiS ve RRMS hastalarinda gri maddede
olusan lezyonlarin hastaligin erken evresinde olustugu ve beyaz maddede olusan
lezyonlara oranla daha hizli bir sekilde olustuklari gosterilmistir. Bu duruma ek
olarak, gri maddede olusan lezyonlar biligsel bozukluklar ve psikolojik stirecleri

etkilerken beyaz madde lezyonlari ise gligsiizliik, koordinasyon bozuklugu gibi daha



fiziksel fonksiyon kayiplarini tetiklemektedir (Chard vd., 2002; Dalton vd., 2004).
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Sekil 1.7: Beyaz ve gri maddenin beynin i¢indeki konumlar1 (Mercadante ve Tadi
2020).

MSS’de goriilen lezyonlara ek olarak enflamatuar tepki sonucunda hastalarin BOS
yapisinda da bozulmalar meydana gelir. BOS MSS’de serebral ventrikiillerden
salgilanan, beyin ve omurilik arasinda bulunan, cevreledigi organlara mekanik
koruma saglayan bir sividir. BOS saglikli bireylerde yapi ve hacimce muhafaza
edilirken norodejeneratif hastaliklarda bu muhafaza durumu bozulur ve BOS

fonksiyonlarinda kayip meydana gelir.

BOS, beynin kimyasal dengesinin ve pH dengesinin saglanmasi, ndrotropik
faktorlerin dagitiminin dengelenmesi olmak iizere bir¢ok diizenleyici fonksiyona
sahiptir (Simon & Iliff, 2016). Bu fonksiyonlarin en 6énemlisi kan-beyin bariyerini
(KBB) gegcemeyen maddeler i¢in bir bosaltim yolu saglamaktir (Lehtinen et al.,
2011).

KBB genel olarak H,O, CO,, O, ve lipid yap1 igerisinde eriyen alkollere ve anestetik
maddelere karsi gecirgenlik saglarken ksenobiyotiklerin, toksik metabolitlerin ve
bagisiklik  hiicrelerinin  MSS’ye gegisini  engelleyen bir bariyer olarak
tanimlanmaktadir (Ortiz vd., 2014). KBB bu madde gecisini kilcal damarlarin
duvarlarinda bulunan epitel hiicreler ile olusturdugu siki baglantilar1 kullanarak
denetler. KBB sayesinde dolagimdaki kan ve beyin arasinda bir arayiiz olusturulur
(Benz & Liebner, 2020). Bu ozellikleri sayesinde KBB beyni ¢esitli enfeksiyon ve
hastaliklardan koruyan bir yap1 halini alir. Oyle ki, KBB’de goriilen bozulma ve
degisimler norodejeneratif hastaliklarla iliskilendirilir. Ozellikle MS’de lenfositlerin
MSS’ye gegisine KBB’de bulunan sik1 baglantilarin kaybi ve bu hiicrelerde bulunan

aktin iskeletinin yeniden diizenlenmesi neden olmaktadir (Ortiz vd., 2014).
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KBB’de goriilen bozulmayla beraber immiinite aracili demiyelinizasyon ve akson
hasarmin tetiklenmesi, KBB yikimmin da néroenflamasyon iligkili olarak MS

patogenezine dahil oldugunu gostermektedir (Cassan & Liblau, 2007).

MS patogenezini MSS’de olusan lezyonlar, BOS ve KBB yapisinda goriilen
degisimler ile acgiklamak hastaligin gelisim mekanizmasini anlamak i¢in yeterli
olmayacaktir. Hastalik patogenezinin anlasilmasi i¢in noroenflamasyonu olusturan
sistemlerin de irdelenmesi gerekmektedir. Noroenflamasyon en genel hali ile immiin
sistem elemanlarinin bir veya birkagmin MSS igerisinde beyin ve omurilikte

enflamatuar tepki olusturmasi olarak tanimlanabilir.

Enflamatuar tepki dogal bagisiklik ve adaptif bagisiklik tepkileri tarafindan
diizenlenmektedir. Dogal bagisiklik sistemi, fagositoz yapabilen hiicrelerini (nétrofil,
monosit ve makrofajlar) kullanarak ya da adaptif immiin sistemi etkinlestirebilecek
molekiilleri salgilayabilen hiicrelerini (bazofil, mast hiicreleri ve eozinofiller)
kullanarak enflamatuar tepki olusturabilir (Sekil 1.8). Bu 06zellikteki hiicrelerin
disinda dogrudan dogal 6ldiiriici hiicre adi verilen hiicre grubu da kullanilabilir
(McComb vd., 2019; Vivier vd., 2011). Adaptif bagisiklik sisteminde ise T hiicresi,

B hiicresi (lenfositler) ve antikorlar gorev almaktadir.
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Sekil 1.8: Dogal ve adaptif bagisiklik sistemlerine ait hiicreler ve iki sistem
arasindaki iletisimin temsili gésterimi (Abbas vd., 2015).
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Dogal bagisiklik sisteminin spesifik 6zelligi immiin sistem igerisinde ilk tepkiyi
olusturmasidir. Olusturulan bu ilk tepki saatler igerisinde baslatilir ve enfeksiyoz ajan
sistemden atilana kadar ayni tepki devam ettirilir. Cesitli avantajlarinin olmasinin
yani sira dogal bagisiklik sisteminin en biiyiik dezavantaji hafiza fonksiyonunun
olmamasidir. Hafiza 6zelligine sahip olan adaptif bagisiklik sistemi ise antijen
araciligiyla spesifik bir tanima gerceklestirir. Antijenler, immiin sistem tarafindan
antikor {retimini tetikleyen ve organizmanin kendisine yabanci olan molekiiller
olarak tanimlanir (Leng & Bentwich, 2002; Netea vd., 2019). Bu tanima esnasinda
adaptif bagisiklik sisteminde lenfositler gorev alir (Abbas vd., 2015). Lenfositlerin
immiin sistem igerisinde birden fazla kez karsilastigi aymi antijene karsi, ilk
karsilagmaya oranla tekrar olusturdugu yanitin, daha kisa siirede daha yiiksek
seviyede olusturmasi ise hafiza 6zelligini tanimlamaktadir. Bu eksende olusturulan

bagisiklik tepkisi lizerindeki degisim Sekil 1.9°da gosterilmektedir.
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Sekil 1.9: Immiin sistem icerisinde hafiza fonksiyonunun immiin tepkiye yansimasi
(Netea vd., 2019).

Arttinnlmis bagisiklik tepkisi; ilk bagisiklik tepkisinden daha hizli, daha biiyiik ve
olusturulan ilk tepkiden daha farklidir. Bu farklilik hafiza fonksiyonu geregince ayni
antijene kars1 her maruziyette bu antijene 6zgli uzun siireli hafiza hiicreleri
olusturulmasi ile ag¢iklanir. Bu baglamda, hafiza B hiicreleri ilk bagisiklik tepkisinde
tirettikleri antikorlara gore daha hizli baglanma 6zelligine sahip antikorlar tiretirken
hafiza T hiicreleri ise antijenlere daha hizli tepki verebilir hale gelir (Netea vd.,

2019). Adaptif sistem igerisinde yer alan tiim bu diizen oldukg¢a kontrollii bir sekilde
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calisir.
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Immiin sistem kendi bilesenlerine kars1 tanima ve tolerans gosterme yeteneklerine
sahiptir ve oto-antijenlere karsi savunma sistemini aktiflestirmekten iki farklh
mekanizma araciligi ile kacinir. Bunlardan biri timiis ve kemik iligindeki
olgunlasmamis T ve B hiicrelerinin ylizey reseptorleri aracili bir sekilde oto-
antijenler ile etkileserek apoptotik yollarla klonal silinme olusturulmasiyken bir
digeri ise T ve B lenfositlerin biiylime ve ¢ogalma siireglerinde oto-reaktif lenfosit
gelisiminin engellenmesidir (Hogquist vd., 2005; Melchers & Rolink, 2006). Bu
engellemenin gergeklesmedigi durumlarda oto-reaktif hiicreler, serbestce bagisiklik

tepkisi baglatarak oto-immiinite goriilmesine sebebiyet verirler.

Bu baglamda oto-immiinite, immiin sistemin kendi icerisinde gelistirdigi toleransi
kaybetmesi ile ilintili bir sekilde meydana gelen ve dogal siireclerin bozulmasindan
kaynaklanan bir durum olarak tanimlanir (Nikbin vd., 2007). Oto-immiin hastaliklar
genel anlamda baglama, ilerleme ve ¢oziilme olarak isimlendirilen ii¢ baglik altinda
degerlendirilebilmektedir (Sekil 1.10). Bu basliklar icinden ilki olan baslangi¢
asamasinda yok denilecek kadar az klinik semptom goriiliirken ilerleme asamasinda
ise klinik semptomlar ortaya cikar. Cozlilme asamasina gelindiinde ise immiin
sistem kendi dengesini, diizenleyici ve inhibe edici yolaklarini aktive ederek yeniden
saglamaya, kurmaya ¢alisir (Rosenblum vd., 2015). Coziilme asamas1 enflamatuar
tepkinin sonlanmasi ve klinik aktivite dncesi donemine geri doniisii agiklar. Fakat
belirli kosullarda ¢6ziilme asamasinda iyilesme goriilmeksizin enflamatuar tepkide

artis meydana gelebilir.
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Sekil 1.10: Oto-immiin hastaliklarin evreleri (Rosenblum vd., 2015)



Bir bireyin oto-immiin hastalik gelistirmeye olan yatkinlig1 antijen sunan hiicreler, T
ve B lenfositlerde goriilen fonksiyon bozukluklari, genetik duyarlilik ve enfeksiy6z

ajanlar dahil olmak {izere bir dizi parametreye dayanmaktadir.

1.3 MS’de T ve B Lenfositlerin Rolii

Oto-immiiniteye yatkinlik ve immiin sistemin kontrol mekanizmalarinda goriilen

bozulmalarin en dikkat ¢ekici ikilisi T ve B lenfositlerdir.

Lenfositler; karaciger ve kemik iliginde bulunan hematopoetik kok hiicrelerden
(HKH) koken alarak olusurlar. T lenfositler timiiste olgunlasirken; dolasimdaki B
hiicreleri ise kemik iliginde (Sekil 1.11) olgunlagsmaktadir (Abbas vd., 2015).
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Sekil 1.11: T ve B hiicrelerinin iiretimine dair temsili goriintii (Abbas vd., 2015)
1.3.1 B Lenfositler

Olgunlasan B hiicreleri temelde oto-antikor iiretme, sitokin salgilama, hafiza B
hiicrelerini olugturma ve uzun siireli plazma hiicresi halini alma 6zelliklerine sahiptir.
B hiicrelerinin bir alt tiirii olan ve aslen kisa dmiirlii olan plazmablast hiicreleri; CXC

motifli kemokin ligand 12 (CXC motif chemokine ligand 12-CXCL12), TNF ailesi



iligkili B hiicresi aktive eden faktor (B cell activating factor of the TNF family-
BAFF) ve proliferasyon indiikleyen bir ligand (a proliferation inducing ligand-
APRIL) onciil molekiilleriyle uzun siire hayatta kalabilme 6zelligi kazanirlar. Bu
Ozellikteki hiicreler artik plazma hiicreleri olarak kabul edilir ve yasam siirelerini
tamamlamak {iizere kendilerine uygun bir ortam bulmalar1 gerekir (Krumbholz vd.,
2012; Radbruch vd., 2006). Plazma hiicreleri acisindan dikkat ¢eken en 6énemli nokta
plazma hiicrelerinin, plazmada tespit edilebilen kalici IgG (immiinoglobulin G)

kaynag1 olmasidir (Obermeier vd., 2008).

Bir B hiicresinin BOS’ta OB olusturmasi i¢in ¢esitli mekanizmalarin aktive olmasi
gerekir. Enflamasyon siirecinde B hiicreleri oncelikle dolasimdan ¢ikarak KBB’yi

gecer ve MSS’ye go¢ eder (Bankoti vd., 2014).

MSS’yi gegen B hiicreleri, adezyon molekiilleri ile diizenlenen sinyal mekanizmalari
tarafindan tekrar bir yonlendirilmeye tabi tutulur. KBB’de bulunan endotelyal
hiicrelerin yiizeyinde ifade edilen vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (vascular cell
adhesion molecul-1-VCAM-1) bu siirece dahil olur ve bu sayede B hiicreleri
endotelyal hiicrelere tutunma yetenegi kazanmis olur (Alter vd., 2003). Endotelyal
hiicrelere baglanan B hiicreleri, hiicre i¢i adezyon molekiil-1 (intercellular adhesion
molecul-1-ICAM-1) etkisi ile endotelyal hiicrelerin bazal membrani kurdugu iletisim
ile hiicre-hiicre etkilesimlerini daha da giiclii hale getirir. Kazandig1 bu giiclii
etkilesimler sayesinde MSS’ye gbd¢ eden B hiicreleri kemokinler araciligiyla MSS
icerisinde spesifik bolgelere gidebilir (Comi vd., 2021). Bulundugu bolgede lokal
olarak aktiflesebilen B hiicreleri antikor {iiretir ve bu antikorlar yalnizca MSS’de

degil BOS’da da goriilebilir.

Genel olarak bakildiginda B hiicreleri KBB gecisi ve OB olusumuna sebep olmalari
nedeniyle MS’de oldukca onemlidir ancak B hiicrelerinin enflamasyona olan katkis:
yalnizca bu iki parametre ile sinirli degildir. B hiicreleri T hiicrelerine antijen sunarak

da enflamasyona katk1 saglamaktadir (Nikbin vd., 2007).

1.3.2 T Lenfositler

T hiicreleri antikor iiretmeyen, antijenleri taniyan ve tanidigi antijenler sayesinde
zararli mikroorganizmalar1 ya kendisi Oldiiren ya da fagositoz isleminin

gerceklesmesi i¢in sinyal yolaklarinin ve/veya fagositlerin aktiflesmesini saglayan



immin sistem
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hiicreleri olarak tanimlanmaktadir. T hiicreleri fonksiyonel olarak bircok farkli alt
kiimeye sahiptir. Bu alt kiimeler igerisinde yardimci T hiicreleri (T helper cells-Th),
sitotoksik T hiicreleri (cytotoxic T cells-cTC) ve Treg hiicreleri goriilmektedir. Bu alt
kiimelerde yer alan her bir T hiicresi, dahil oldugu sinyal yolaklarinda gelisen
enflamatuar yanit siiresince homeostazi saglamaya yonelik bir sekilde calisir (Kumar
vd., 2018). Bu homeostaz hem Th’ler tarafindan salgilanan proenflamatuar ve
antienflamatuar sitokinler hem de Treg’lerin bagisiklik sisteminin etkinligini

baskilamasi araciligi ile korunur.

Antijjen sunumu ile aktiflesen T hiicreleri farklilasarak immiin sistemi modiile
edebilecek olan sitokinleri salgilamaya baglar. Sitokinler, immiin sistem igerisinde
hiicre-hiicre etkilesimlerinde 6nemli rol oynayan protein yapida kiigiik sinyal
molekiilleridir (Briukhovetska vd., 2021). Hiicre ylizeyinde bulunan reseptdrlere
baglanan sitokinler hiicre-hiicre etkilesimi gerceklestirir ve sonrasinda birbiri
aracihigiyla devam eden sinyal basamaklarini aktiflestirir. Ornegin IL-6; sitokinler ve
biiyiime faktorleri tarafindan etkilenen hiicre aktivasyonu, c¢ogalmasi ve
farklilagsmasin1 tetikleyen janus kinazi/sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon
aktivatorii (Janus kinases/signal transducers and Activators of
Transcription-JAK/STAT) sinyal yolagini aktiflestirerek lenfoidlerin farklilagsmasini
tetikler (Morris vd., 2018).

Sitokinler, T hiicrelerinin alt kiimelerinde yer alan hiicreler tarafindan diizenlenebilir
ve sahip olduklar1 proenflamatuar-antienflamatuar o6zelliklerle beraber immiin
sistemin homeostazinin olusturulmasinda gérev alirlar. Ornegin Thl hiicreleri IFN-
Gamma, Th17 hiicreleri ise proenflamatuar sitokinleri (IL-17, IL-21, IL-22 ve IL-26)
salgilarken, Th2 hiicreleri antienflamatuar sitokinleri (IL-4 ve IL-13) salgilar
(Raphael vd., 2015; Zhang & An, 2007). Sitokinler aracilig1 ile korunan homeostazin
bozulmasi ise oto-immiiniteyi destekler. Ornegin, MS hastalarinda Thl ve Thl7
ekspresyon seviyeleri yiiksekken, Th2 ekspresyon seviyesi diisliktiir ve dolayisiyla
bu hiicrelerin salgiladiklar1 sitokin seviyelerinde de degisim goriiliir. Boylece Th’ler
ve sitokinler araciligiyla oto-immiinite desteklenmis olur. Ayrica degisen Th
ekspresyon seviyelerine ek olarak, MS’de sistemdeki homeostazi koruyan Treg’lerin

fonksiyonlarinda da bir azalma goriiliir (Loma & Heyman, 2011).

Her ne kadar immiin sistemin denetlenmesi ve diizenlenmesi a¢isindan sitokinler ile
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T hiicreleri arasindaki iliskinin olduk¢ca Onemli oldugu goriilmiis olsa dahi

gelisen
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enflamasyon yalnizca bu iliski kapsaminda degerlendirilemeyecektir. Zira T
hiicrelerinin bu denli enflamatuar bir tepki olusturmasini saglayan yegane olgu T
hiicrelerinin aktiflesmesidir ve bu aktiflesme T hiicrelerine antijen sunulmasi ile

gerceklesir.

1.3.2.1 Antijen Sunumu

Adaptif bagisiklik yanitin baslatilmasi i¢in T hiicrelerine; B hiicreleri, DH’ler,
mikroglialar ve makrofajlardan biri veya birka¢1 tarafindan antijen sunulmasi
gerekmektedir. Birbirinden farkli bu hiicre tipleri, sahip olduklar1 ortak fonksiyon
geregince antijen sunan hiicreler (antigen presenting cells-APC) olarak tanimlanirlar.
Antijen sunumu; yabanci antijenin yakalanmasi/tutulmasi, islenmesi ve sunulmasi
olmak tiizere 3 asamadan olusur. Bu asamalarda T hiicreleri ile APC’lerin yiizeyinde
bulunan MHC molekiilleri bir arada hareket eder. Cogu T hiicresi yalnizca kii¢lik
peptit dizilerini taniyabildigi i¢in yardimct bir eleman olarak MHC molekiillerini
kullanir (Abbas vd., 2015; De Bondt vd., 2020). MHC molekiillerinin sinif I ve simif
IT alt gruplar1 T hiicrelerinin antijen tanimasinda 6énemli bir role sahip olan immiin
sistem elemanlaridir. Hangi alt smmifa sahip oldugu fark etmeksizin MHC
molekiilleri, T hiicreleri tarafindan antijenlerin taninmasini saglamak amaciyla, peptit
dizilerine baglanarak uygun T hiicrelerinin tanima yapmasini saglar. MHC sinif 1
proteinleri sitotoksik CD8+ T hiicreleri tarafindan taninirken MHC sinif II proteinleri
ise CD4+ T hiicreleri tarafindan taninir (Wieczorek vd., 2017). MHC molekiilleri, T
hiicrelerinin  aktiflesmesi ve antijen sunumunda hiicre-hiicre etkilesimin
kurulabilmesi i¢in gorevli olan yolaklarda, molekiiler mekanizmalarin diizenli ve
stabil bir sekilde calismasi icin gereklidir. (Abbas vd., 2015; Garcia vd., 1998; Van
Bleek & Nathenson, 1991). MHC’ler araciligi ile antijen sunumu yapilan naif T
hiicrelerinde farklilasma goriiliir. Antijenin kendisi ilk sinyal molekiilii olarak kabul
edilirse APC’lerin MHC molekiilleri ile olusturdugu kompleks ve ikincil sinyal
molekiilleri sayesinde T hiicrelerine ek bir uyar1 gonderir. Kostimiilatdrler antijen
sunum yolagi igerisinde ikincil bir sinyal olusturarak; T hiicrelerinin antijene yanit
vermesi, bu yanitin stabil kalmasini ve alt yolaklara aktarilmasmm saglar. Oyle ki,
kostimiilatorlerin yoklugunda T hiicreleri antijenlerle karsilastifinda yanit veremez
hale gelir ve bu yanitsizlik durumu da uzun siireli tepkisizlige yol acar. Tepkisizlik

durumunun devam etmesi bir slire sonra T hiicrelerinde apoptoz yolaklarini



tetiklenmeye baslar (Zheng vd., 2004).
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T hiicrelerinin aktivasyonunda goérev alan en 6nemli kostimiilatorler; CD28, CD80 ve
CD86 molekiilleridir. CD28, T hiicrelerin yilizeyinde bulunurken CD80 ve CD86
APC’lerde ifade edilir. CD28 ve CDS80/CD86 arasinda goriilen baglanmalar
sayesinde APC ve T hiicreleri arasinda bir iletisim kurulabilir ve ilerleyen sinyal
yolaklar1 (T hiicrelerinin proliferasyonu, farklilasmasi ve hiicresel dongiilerinin
tamamlanmas1) aktiflestirilebilir hale gelir. CD28 wve iligkili diger kostimiilator
proteinlerin yer aldig1 mekanizmalar yalnizca antijen sunumunu diizenlemekle sinirl
kalmaz. Ornegin CD28, fosfotidilinositol 3-kinaz-Akt (phosphoinositide 3-kinases-
protein kinases B- PI3K-Akt) ve niikleer faktor kappa B (nuclear factor kappa B-NF-
kB) sinyal yolaklar1 iizerinde etkilidir. Bu yolaklar T hiicrelerinin metabolik
aktivitesi, proliferasyonu ve T hiicrelerinde farklilagmay1 saglayan sitokinlerin
iretiminin arttirilmasi ile iligkilidir (Appleman vd., 2002; Boise vd., 1995; Halliday
vd., 2020). Kostimiilatorler, sitokinler ve APC’ler aracili bir sekilde aktiflesen T
hiicreleri; immiin sistem igerisinde fonksiyonlarmi yerine getirebilmek iizere
farklilagarak alt hiicre gruplarini olusturur. Antijen sunumu ve sonrasinda T

hiicrelerinde goriilen degisimler Sekil 1.12°de 6zetlenmistir.
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Sekil 1.12: T hiicresi ve antijen sunumu arasindaki iliski (Abbas vd., 2015; Garcia
vd., 1998; Van Bleek & Nathenson, 1991). MHC: Ana doku uyumluluk kompleksi
(major histocompatibility complex), cTC: sitotoksik T hiicresi (cytotoxic T cell),
yardimci1 T hiicresi (T helper), Treg: regiilator T hiicresi (regulatory T cells), TCR: T
hiicresi reseptorleri (T cell receptors)
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1.3.2.2 MS ve T Lenfositler

MS’nin oto-immiin karakterinin anlagilmas1 i¢in yapilan in vivo ve in vitro
deneylerde bu karakterin T hiicreleri ile iliskisi 6n plana c¢ikmaktadir. Ozellikle
proenflamatuar sitokin salgilayan Th’lerde goriilen sayica artiginin yani sira
Treg’lerin Th’leri baskilayamamasi da enflamatuar tepkinin siirekli olarak devam
etmesine sebep olur. Siirekli devam eden enflamatuar tepkiye ek olarak, Treg
fonksiyonlarinda goriilen azalma Thl ve Th17 hiicrelerinin MSS’ye gd¢ etmesine
sebep olur (Loma & Heyman, 2011).T lenfositlerinin MS igerisinde sinir hasarina
aracilik etmesi birbirinden farkli mekanizmalarin tetiklenmesi sonucunda gerceklesir.
Bu mekanizmalar icerisinde birgok farklilasmis T hiicresi gorev alir ve bu T hiicreleri

KBB’yi gecerek MSS’ye ge¢is yapar.

CD4+ T hiicrelerinin bir alt kiimesi olan Th’ler ise KBB gegisini saglamak iizere
dolasimda ilerler. Th1 ve Th17 hiicrelerinin gé¢li sonucunda KBB igerisinde goriilen
sik1 baglantilar matriks metalloproteinazlar (MMP) tarafindan destabilize edilir ve
KBB bazal membrant bozulmus olur. Bu sekilde, MSS’ye gecen Thl ve Thl7
hiicreleri, sitokinler yardimiyla tekrar aktifleserek DH’leri, mikroglialar1 ve
makrofajlar1 aktiflestirir. Th aracili bir sekilde aktiflesen makrofajlar ve mikroglialar
sitotoksik molekiilleri salgilayarak oligodendrositlerde hasar olusumuna veya 6liime
sebebiyet verirler (Bretscher, 1999; Chastain vd., 2011; Chitnis & Prat, 2020; De
Bondt vd., 2020).

Genel olarak bakildiginda T hiicrelerinin aktif hale gelmesinden ziyade bu aktifligin
uzun slire son bulmamasi ve bu durumu diizenleyecek Treg hiicre grubunun
fonksiyonlarinda goriilen azalmanin MS’de patogenezi dogrudan besleyen
parametrelerden biri oldugu goriilmektedir. Antijen sunumu yapan hiicrelerin
yalnizca B hiicreleri, DH’ler, mikroglialar ve makrofajlarla sinirli olmayip
notrofillerin de antijen sunumu yapabildigi veya bu sunuma destek olabildigi

goriilmiistiir (Radsak vd., 2000; Vono vd., 2017).

1.3.3 MS ve Notrofiller

Notrofiller; kanda en bol bulunan, graniil i¢ceren beyaz kan hiicreleridir ve viicut
savunmasinda immiin sistemin ilk bariyeri olarak gorev alip akut inflamasyon

stirecinde ilk tepkiyi verirler. Notrofiller de tipki lenfositler gibi kemik iliginde
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HKH’lerden kdken alarak iiretilir ve olgunlagsmadan 6nce dolasima salinmazlar (Bugl

vd., 2012).

HKH’ler, CXCL12 ve CXC motifli kemokin reseptdr tip 4 (CXC chemokine receptor
type 4-CXCR4) kemokinlerine ait bir sinyal mekanizmasina dahil olarak kemik iligi
nislerine yerlesir ve graniilosit-monosit dnciilii (pro-GM) olan hiicreleri olusturmak
tizere farklilagir. Pro-GM hiicreleri farklilagsmanin ilerleyen sathalarinda 6nce erken
ndtrofil Onciillerine, ardindan ise once proliferasyon 6zelligine sahip olan nétrofil
onclillerine (pre-notrofil) sonra ise ¢esitli faktorlerin etkisi ile olgunlagmis

notrofillere dontistir (Sekil 1.14).

CXCR?2 ise hiicrelerin kemik iliginden ¢ikip dolagima dahil olmasini saglayacak bir
sinyal yolagini aktiflestirir (Nauseef & Borregaard, 2014; Qu vd., 2023). Bu kemokin
sinyallesmesine ek olarak; DH’ler nétrofillerin kemik iligi, dolasim ve periferik
organlar arasindaki dagilimini, graniilosit koloni uyaric1 faktér (G-KUF), CXCL1 ve
CXCL10 gibi molekiillerin tiretimini kontrol ederek diizenler (Bugl vd., 2012;
Nauseef & Borregaard, 2014).
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Sekil 1.13: Notrofillerin olgunlagsmasi ve dolagima katilmasi (Nauseef & Borregaard,
2014). HKH: hematopoetik kok hiicreler (hematopoietic stem cells), CXCR4: CXC
kemokin reseptor tip 4 (CXC chemokine receptor type 4), ProGM: graniilosit-
monosit Onciilii (granulocyte-monocyte progenitor), CXCR2: CXC kemokin reseptor
tip 2 (CXC chemokine receptor type 2), CXCL1: CXC kemokin ligand 1 (CXC motif
chemokine ligand 1), CXCL10: CXC kemokin ligand 10 (CXC motif chemokine
ligand 10), G-KUF: graniilosit koloni uyarict faktor (granulocyte-colony stimulating
factor)
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Olgunlasan notrofiller, fagositoz, immiin-modiilasyon ve APC’lerin hazirlanmasini
saglamak iizere enflamasyon goriilen bolgelere dogru hareket ederek aktiflesirler.
Notrofil aktivasyonu; bakteriyel iiriinler, sitokinler veya kemokinler tarafindan ve
aktive edici sinyallerin G protein-bagli reseptorler (G protein coupled receptors-
GPCR) tarafindan taninmasi ile saglanir. Aktiflesen notrofiller yaralanma veya

enflamasyon goriilen bolgeye goc eder (Van Damme vd., 1988).

Notrofillerin normal sartlar altinda immiin sistem igerisinde aktiflesmesi ve gorev
almas1 nedeniyle bu hiicrelerin MS fenotipindeki degisimleri incelenmektedir.
Yapilan bir ¢alismada, MS hastalarinin kaninda nétrofilleri aktiflestiren kemokinlerin
ve aktiflesen nétrofillerin alt sinyal yolaklarini tetiklemede kullandigr molekiillerde
konsantrasyon artig1 tespit edilmis olup bu artigin hastalik aktivitesini arttiricit yonde
yeni lezyon olusumuyla iliskili oldugu belirlenmistir (Naegele vd., 2012). Yine MS
hastalar1 ile yapilan bir ¢aligmada saglikli kontrollere kiyasla MS’li bireylerin
notrofillerinin aktifliginin daha yiiksek oldugu, daha fazla enflamatuar belirte¢
eksprese ettigi ve apoptoza karsi daha direngli oldugu tespit edilmistir (Hertwig vd.,
2016). Ayrica nétrofillerin dolayli yoldan MS patogenezi siirecinde birtakim
degisimlere maruz kaldig: da bilinmektedir. Ornegin MS’de say1s1 ve aktifligi artan
Th17 hiicrelerinin, ndtrofillerin aktifliginin artmasimi saglayan bir geri bildirim
mekanizmasini tetikledigi bilinmektedir (Abdallah vd., 2011). Bu geri bildirim
mekanizmas1 sayesinde aktifligi artan notrofiller, enflamasyonu normalden daha
yiiksek oranda tetiklerken, sayica daha ¢cok DH’nin antijen sunumuna hazirlanmasini
saglayarak daha fazla T hiicresinin aktif bir form kazandigir bir dongli meydana

getirmektedir.

Notrofillerin birtakim uyaranlara maruz kalmadan da hastalik patogenezinde yer
almasini saglayan gesitli fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Bunlar baglica; miyelin yikimi
ve fagositozu, notrofil hiicre disi tuzaklar1 (NHDT), enflamatuar onciillerin salinimi
(IL-1B, miyeloperoksidaz (MPO) ve ¢esitli proteinazlar), KBB yikimi ve APC’lerin

olgunlastirilmasi olarak belirlenmistir (Sekil 1.14).
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Sekil 1.14: Notrofillerin MS patogenezine katkisinin bulundugu diisiiniilen olasi
mekanizmalar (De Bondt vd., 2020) KBB: kan-beyin bariyeri, NHDT: notrofil hiicre
dis1 tuzaklari, APC: antijen sunan hiicreler (antigen presenting cells)

MSS igerisinde goriilen enflamasyon sonucunda ortaya c¢ikan demiyelinizasyon;
oligodendrositler ve miyelinlerin, mikroglia ve miyeloid hiicreler tarafindan
fagositoza ugramasi ile tamamlanir (De Bondt vd., 2020). Normal sartlarda fagositoz
islemi makrofajlar ve mikroglialar ile iligkili olarak kabul edilirken MS ile iliskili bir
sekilde yapilan hayvan deneylerinde miyelinlerin fagositoza ugramasinda
notrofillerin makrofajlarin roliinii tamamlayict yonde etki gosterdigi olasilig

tizerinde durulmaktadir (Yamasaki vd., 2014).

NHDT, hiicre igerisindeki materyallerin dig ortama salinmasi agisindan nekroza
benzeyen ancak programli olan bir tiir hiicre 6liimiine sebep olmaktadir. Bu hiicre
dis1 tuzaklar1 olusturmak i¢in nétrofiller icerdikleri mitokondriyal DNA’y1 (mtDNA)
disar1 birakirlar. Bu sayede dis ortama salinan mtDNA’lar patojenlere kars1 ek bir
fiziksel bariyer seklinde davranir. Ayrica mtDNA’lar, niikleer DNA’ya benzer bir
sekilde proteinlere, enzimlere ve histon proteinlerine baglanabilirken, DNA baglama
ozelligi olan reseptorler icin ligand gorevi de gorlir. Olusan bu reseptor-ligand
etkilesimi sayesinde mtDNA, MMP ve MPOQO’ya baglanarak immiin tepkinin

giiclendirilmesini saglar.
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NHDT aracili bir sekilde giiglendirilen immiin tepki ise DH’lerin aktivasyonuna ve T

hiicrelerin hazirlanmasina da ek bir katkida bulunur (Yousefi vd., 2009).

Notrofillerin bu NHDT o6zelliginin MS iizerinde spesifik etkisinin incelenmesi
amaciyla bir dizi klinik aragtirma yapilmistir. Bu amagla MS hastalar1 ve saglikli
kontrollerin serumlarinda bulunan NHDT belirte¢lerinin seviyesi karsilastirilmis ve
belirteglerin MS hastalarinin serumunda daha yiiksek seviyede oldugu goriilmiistiir
(Naegele vd., 2012). Ayrica, NHDT’ler ile ilgili yapilan farkli bir calismada,
dolasimdaki NHDT lerin kadin hastalar ile karsilastirildiginda erkek hastalarda daha
yuksek seviyede oldugu goriilmiistiir. NHDT seviyesinin yiiksekligine ek olarak bu
erkek hastalarda hastaligin daha agir seyrettigi de goriilmistiir (Tillack vd., 2013).
Bu baglamda cinsiyet bazli farkliliklarin hastalik patogenezinde farklit molekiiler
mekanizmalarn etkiledigi veya farkli molekiiler mekanizmalardan etkilendigi yorumu

yapilabilmektedir.

Genel olarak nétrofiller KBB yikimina dogrudan bir etki gostermez. Notrofil aracili
KBB yikimi ya da KBB biitiinliigiiniin bozulmasi daha cok MMP ve MPO enzimleri
araciligiyla agiklanmaktadir. KBB yikiminda nétrofiller tarafindan aktiflestirilen
MMP-9 ve MMP-2 proteazlarinm etkisi goriilmektedir. Ozellikle MS’de MMP-9
aktivitesinin daha yiiksek oldugu ve hastalikta ataklar arasindaki iyilesme siiresini
azaltict yonde etki ettigi de bilinmektedir (Gerwien vd., 2016). MPO’lar ise
noétrofillerin graniillerinde bulunan ve patojenleri 6ldiirmek iizere toksik radikaller
tretebilen peroksidaz enzimleri olarak tanimlanir. MPO’lar; ndtrofillerin
aktiflestirilmesi, MSS’deki mevcudiyetlerine destek olunmasi ve apoptotik faza
gecislerini onlemek tizere etki gosterir (Aratani, 2018). MS patogenezi ve MPO’larin
direkt baglantis1 heniiz belirlenememistir ancak nétrofiller {izerindeki etkisi

MPO’larin dolayli yoldan patogeneze katki sagladig: diistincesini olusturmaktadir.

MMP ve MPQO’lara ek olarak EAE modeli ile yapilan bir ¢calismada KBB gocii
esnasinda nétrofillerin, IL-1p iirettikleri tespit edilmistir (Paré vd., 2017). Uretilen bu
IL-1B ise KBB’de yer alan endotelyal hiicreler ile reseptor-ligand etkilesimi kurarak
notrofiller araciligiyla proenflamatuar sitokin ve kemokinlerin salgilanmasina yol
acarak zaten gelismis enflamasyonun artmasina sebep olur. IL-1 temelde notrofiller

ve monosit tiirevli makrofajlar (MTM) tarafindan iiretilir.
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IL-1B ve notrofiller arasinda belirlenen bu iligkiye ek olarak yapilan in vivo bir
calismada, KBB endoteli boyunca gd¢ eden notrofillerin norotoksik bir fenotip
olusturdugu goriilmiistiir (Allen vd., 2012). Ayrica, artan IL-1P seviyeleri sayesinde
MTM’ler APC olmak iizere farklilasarak T hiicrelerini aktiflestirir ve enflamasyonun
devamliligina katki saglar (Croxford wvd., 2015). IL-1B’nin enflamasyonun
stirdiiriilmesindeki bir diger etkisi ise Th17 hiicreleri araciligiyla proenflamatuar bir
sitokin olan IL-17A’nin salgilanmasini uyarmasidir (Miossec, 2009). IL-17A; immiin
sistem hiicrelerini tetikleyen farkli sitokin, kemokin ve MMP’lerin salinmasini
indiikleyerek birgok proenflamatuar sitokin ile bir etkilesim agi olusturur. Bu
etkilesim ag1 sayesinde yalnizca immiin tepkinin siirekli devam etmesi degil, MSS’de

bulunan hiicrelerin fonksiyonlarinda da bozulmalarin gériilmesi s6z konusu olur.

1.3.3.1 Notrofiller ve Antijen Sunumu

Notrofiller antijen sunumu islemine APC’ler ile bir iletisim kurarak katilmaktadir.
Bu iletisim siirecinde nétrofiller, lenfoid organlara ulasir ve antijenleri DH’lere veya
diger APC’lere tasiyabilir, T hiicrelerinin lenf nodlarinda ¢ogalmasini engelleyebilir
ve ayni zamanda B hiicrelerinin olgunlasmasini uyarabilir. Fakat, ilk olarak
notrofillerin bu fonksiyonlart yerine getirmek i¢in kemik iliginden lenf diiglimlerine
gbc etmesi gerekmektedir. Bu go¢ icin lenf diiglimlerinde C-C motifli kemokin
ligand (CCL) 19 ve CCL21 ifadesinde artig goriiliir. CCL19 ve CCL21 ligandlar
noétrofillerde bulunan C-C motif kemokin reseptorii (CCR)-7’ye baglanir. Artan
reseptor-ligand etkilesimi sayesinde noétrofillerin lenf diiglimlerine go¢ ettigi
goriiliirken ayn1 zamanda artan CCR7 ifadesi sayesinde DH’ler de lenf diigiimlerine
gbc eder (Beauvillain vd., 2011). Gelisen sinyallesme ve reseptor-ligand etkilesimi
sonucunda noétrofiller ve DH’ler lenf diiglimlerinde bir arada bulunarak bir etkilesim
meydana getirirler. Bu etkilesimin anlasilmasi amaciyla yapilan in vitro bir
calismada beraber kiiltiirlenen noétrofil ve DH hiicreleri arasinda hiicre-hiicre temelli
bir etkilesimin goriildiigli belirlenmistir. Gergeklesen etkilesim sonrasinda hiicrelerde
CD40, CD86 ve HLA-DR izotipinin artan ifadesi ile karsilasilmistir (Megiovanni
vd., 2006). Notrofiller ve DH’ler arasinda gelisen bu durumun sonrasinda her iki
hiicre tipinin 6zelliklerini tagiyan yeni bir notrofil-DH hibridi seklinde hiicre olustugu
tespit edilmistir. Olusan yeni nétrofil-DH hibrit (NDH) hiicreleri hem nétrofillerin

hem de DH’lerin 6zelliklerini tasir.
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Notrofillerden fagositoz, ROS iiretimi ve NHDT o6zelliklerini alan NDH; DH’lerden
de antijen sunum o6zelligini almistir (Sekil 1.15). Bu duruma ek olarak NDH’ler,
morfolojik anlamda DH’lere benzerken c¢ekirdek yapilar1 agisindan nétrofilleri

andirmaktadir (Fites vd., 2018).

¢ \{ j
X o
. &
Naotrofil Dendritik hiicre

* Fagositoz
+  ROS iiretimi
* NHDT

* Antijen Sunumu

Hibrit Hiicre

* Fagositoz

* ROS iiretimi

+ NHDT

* Antijen Sunumu

Sekil 1.15: NDH’lerin temsili gosterimi (De Bondt vd., 2020) NDH: nétrofil-DH
hibrit hiicre, DH: dentritik hiicre, NHDT: notrofil hiicre disi tuzaklari, ROS: reaktif
oksijen tiirleri (reactive oxygen species)

NDH’lerin koken aldig1 hiicreler ile ortak 6zelliklerine karsin bu hiicreler ile zitlagsan
birtakim 6zellikleri de bulunmaktadir. Ornegin NDH’lerin nétrofillere zit bir sekilde
yasam siirelerinin uzun oldugu goriilmiistiir (Takashima & Yao, 2015). Yapilan
baska bir calismada ise NDH’lerin MHC simnif II proteinlerini ve ko-stimiilatorleri
noétrofillere kiyasla daha ¢ok bulundurdugu ve ifadelendirdigi goriilmiistiir. Ayrica
notrofiller tek basma CD4+ T hiicrelerini uyarmada yetersiz kalirken NDH
hiicrelerinin CD4+ hiicrelerini uyarmada yeterli olabildigi fark edilmistir (Vono vd.,

2017).

Sonug itibariyle noétrofillerin ve NDH’lerin MS patogenezine dahil olduklar1 yapilan
bircok calisma ile literatiire sunulmustur (Guarnieri vd., 1985; Parker Harp vd.,
2019). Bu noktada her iki hiicre tipi i¢in de dnemli olan bu hiicrelerin aktiflesirken
veya enflamatuar tepkiye dahil olurken maruz kaldiklar1 sinyal yolaklaridir. Oyle ki,
interlokinler, sitokinler ve kemokinler tarafindan diizenlenen ya da etkilenen sinyal

yolaklarinda, bu immiin sistem elemanlarindan herhangi birinin yoklugunda, saglikli
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veya patolojik bir durum igerisinde olmak fark etmeksizin diizen ve denge
kontroliinde ¢ok biiylik bir kayip yasanacaktir. Dolayisiyla immiin sistemin ozellikle
homeostazin1 korumada gorev alan protein yapidaki bu elemanlarinin islevsel bir

sekilde varliklarinin siirdiiriilmesi en kritik noktalardan biridir.

1.3.4 MSve ER

Bir hiicrede sentezlenen proteinlerin fonksiyonel bir yap1 kazanmalari i¢in boyutsal
ya da islevsel bir katlanmaya tabi tutulmalar1 gerekmektedir. Hiicre icerisinde bu
stirecler ana fonksiyonu proteinlerin katlanmasi olan ER’de gerceklesmektedir. Bu
noktada bir diger 6nemli parametre ise ER’nin homeostazinin korunmasidir ¢iinkii
hali hazirda bozulan ER homeostazinin MS gibi bir¢ok nérodejeneratif hastalik ile
iliskili oldugu bilinmektedir (Cunnea vd., 2011; Sprenkle vd., 2017). Ornegin
Alzheimer hastalifinda (AH) goriilen bilissel bozukluklar ER fonksiyonlarinda
goriilen bozulma ile iligkilendirilmis ve farkli bir ¢alismada AH iliskili bir sekilde
ER’de protein kinaz-R benzeri ER kinazi1 (PERK) ifadesinin se¢ici olarak azaltildig:
ve Okaryotik translasyon baglatma faktorii 2 alfa’nin (elF2a) fosforilasyonunu
onledigi belirtilmistir (Lourenco vd., 2013; Ma vd., 2013). MS ve AH gibi
ndrodejeneratif bir hastalik olan Parkinson hastalig1 (PH) ise dopaminerjik ndronlarin
kayb1 ve Lewy cisimcigi adi verilen inkliizyon cisimlerinin varlig1 ile karakterize
olan ilerleyici bir hareket bozuklugu olarak tanimlanir. PH ve ER stres arasindaki
iligkinin belirlendigi bir ¢alismada Parkinson hastalarinin otopsi sonuglarina gore
kontrollere kiyasla dopaminerjik noronlarda daha fazla fosforile PERK (p-PERK) ve
elF2a ifadesi goriilmiistiir (Hoozemans vd., 2007).

MS’nin oto-immiinite iligkili norodejeneratif bir hastalik oldugu diisiiniildiigiinde,
tipki AH ve PH’de oldugu gibi MS’nin de ER stres ile iligkisinin arastirilmasi
kagiilmaz olmustur. Bu amagla MS hastalarinin MSS dokular1 incelenmis ve bu
dokularda ER stres belirteglerinden aktive edici transkripsiyon faktorii 4 (ATF4),
glukoz-diizenleyici protein/baglayict immiinoglobulin proteini (GRP78/BiP) ve
C/EBP homolog proteininin (CHOP), MS hastalarinin beyaz maddesinde kontrollere
oranla ifadelerinin arttirildigr goriilmiistiir (Cunnea vd., 2011). Ek olarak yine MS
hastalarinda GRP78 ve CHOP’un astrositler, mikroglia ve oligodendrositlerde
yiiksek oranda ifadelerinin arttirildigi bulunmustur (Mhaille vd., 2008).
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Genel olarak norodejeneratif hastaliklar ve ER stres arasinda bir iliski oldugu
bilinmektedir ve bu duruma ait ¢esitli 6rnekler literatiirde gosterilmistir (Hoozemans
vd., 2007; Ma vd., 2013; Sprenkle vd., 2017) . Norodejeneratif hastaliklarda ER stres
iligkili yapilan ¢aligmalar daha ¢ok artan veya azalan ER stres belirte¢ miktarlarinin
belirlenmesini icermektedir. Ancak bu hastaliklarin ER stres tarafindan tetiklendigi
mi ya da hastalik patogenezinin mi ER stresi tetikledigi heniiz net bir sekilde

belirlenememistir.

1.3.5 ER ve ER’de Gelisen Protein isleme Siirecleri

Bir proteinin, gerekli fonksiyonlarini yerine getirmesi yalnizca amino asitlerin bir
araya getirilerek proteini olusturmasi ile degil; katlanmasi, paketlenmesi ve gerekirse
hiicre disina ¢ikarilmasi ile gergeklesir. Bir hiicrede sentezlenen proteinlerden hiicre
disina salgilanacak ve transmembran 6zellik gosterecek olanlarin katlanmasinda veya

olgunlasmasinda ER gorev alir (Schwarz & Blower, 2016).

Proteinlerin sentezi yalmizca sitozolde serbest halde bulunan ribozomlarda
gerceklesmez. Bir hiicrede graniillii ve graniilsiiz olmak tizere iki tip ER bulunur.
Graniilsiiz ER’lerin ribozomu bulunmazken, graniilli ER yapisinda ise ribozom
bulunur ve bu sayede protein sentezi gerceklestirilebilir (Alberts vd., 2006). ER
aslinda iist liste katlanmig zar yapilarinin olusturdugu bir organeldir ve her iki zar
yapisi arasinda olusan bosluga liimen adi verilir. ER’de proteinler hem liimende hem

de organelin sitozole bakan tarafinda sentezlenir.

Sentez esnasinda proteinler liimen igerisine itilir, paketlenir ve fonksiyon
kazanacaklar1 bolgeye ulagmak {izere tasinirlar (Alberts vd., 2006; Schwarz &
Blower, 2016).

1.3.5.1 ER’de Protein Katlanmasi
Katlanmak tizere ER’de bulunan bir polipeptit {izerine Onciil bir oligosakkarit yap1
eklenir. Onciil oligosakkarit yapiy1 tantyan kalneksin isimli bir saperon proteinlerin

katlanma islemlerinin baslatilmasini saglar.

Saperonlar; proteinlerin ribozomlarda sentezlenmesi, ER’ye yoOnlendirilmesi ve
yanlis katlanmis ya da katlanmamis bir proteinin yikilmasi i¢in hiicre igerisinde ilgili

boliimlere gitmesi i¢in proteinleri yonlendiren veya onlara Onciilik eden
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molekiillerdir. Protein bu noktada dogru katlanirsa ER’den ¢ikabilir. Ancak eger
protein dogru katlanmadiysa bir kontrol mekanizmasi devreye girer. Kontrol
mekanizmasina giren protein, glukoziltransferaz (GTF) isimli bir enzim tarafindan
kontrol edilir. Katlanmamis ya da yanlis katlanmis bir protein ortamda duruyorsa
GTF enzimi sayesinde taninir ve protein katlanma dongiisiinde kalneksin aracili
gergeklesen adima yeniden yonlendirilir. Nitekim, proteinlerin katlanmasi1 dogru bir
hal alana kadar bu dongili devam eder (Alberts vd., 2006). Bu dongii ER’de bulunan
proteinler ve bu proteinlerin islenmesi siirecinde goriilen bir dengenin olusmasini
saglar. ER’de olusan bu denge durumuna ER homeostazi ad1 verilir ve homeostaz
ER igerisinde bulunan protein yiikiiniin artmasi ile kaybolur. Kaybolan homeostaz
ER’de bir tiir stres gelisimini tetiklerken homeostazin yeniden kurulmasi i¢in bir tiir
yanit mekanizmasi devreye sokulur. Gelisen yanit mekanizmasi araciligi ile ER’de
protein sentezi yavaslatilmaya ya da durdurulmaya c¢alisilir (Caramelo vd., 2004;
Danilczyk vd., 2000). Katlanmamis protein yaniti (KPY) ismi verilen bu mekanizma
homeostaz1 saglayamadigi taktirde hiicrenin kontrollii bir sekilde apoptoza

gotiiriilmesini de saglar.

1.3.5.2 ERve KPY

ER igerisinde katlanmamig veya yanlis katlanmis proteinler sitozolde siddetli bir
tepkiye sebep olur. ER iizerinde KPY mekanizmasini c¢aligtirmak {izere inositol-
gerektiren enzim tip 1 (IRE1), PERK ve aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6)
isimli ii¢ sensOr protein bulunur. Homeostaz siiresince GRP78, bu {i¢ sensor proteine
bagl bir sekilde bulunurken KPY ’nin ¢aligmasi ile bulundugu bolgeden uzaklasarak
IRE1, PERK ve ATF6 proteinlerinin aym1 anda KPY tepkisi olusturmasini1 saglar
(Sekil 1.16).

GRP78 aslen bir saperon olarak gorev alan bir proteindir ve HSPA-5 geni tarafindan
kodlanir. GRP78, yeni sentezlenen proteinlerin ER zar1 boyunca translokasyonunu,
proteinlerin katlanmasini, KPY mekanizmasi ve ER aracili degredasyonu (ERAD)
baslatmak, diizenlemek {iizere gorev alir (Wang vd., 2009). ER stres icin sinyal
doniistiiriicii 6zellik gdstermesi sebebiyle, GRP78 hem KPY mekanizmasinin hem de
ER stresin ana diizenleyicisi konumundadir. GRP78 proteini, ATP baglayici alan
(ABA) ve substrat baglayict alan (SBA) olmak {lizere iki adet 6zellesmis alana

sahiptir ve aslen bir saperon gibi davranmaktadir.
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Sekil 1.16: KPY mekanizmasinda gorev alan sensor proteinler ve ilgili
fonksiyonlarmin temsili gosterimi (Alberts vd., 2006). KPY: katlanmamis protein
yaniti, ER: endoplazmik retikulum, IRE1: inositol gerektiren enzim tip 1 (inositol
requiring enzyme type 1), PERK: protein kinaz-R benzeri ER kinazi (protein kinase
R-like endoplasmic reticulum kinase), ATF6: aktive edici transkripsiyon faktorii 6
(activating transcription factor 6), elF2a: Okaryotik translasyon baglatma faktorii 2
alfa (eukaryotic initiation factor 2 alpha)

ER’de katlanmamis protein varlig1 goriildiigiinde ilk olarak GRP78 bu proteini SBA
bolgesine baglar ve ardindan ABA bolgesi sayesinde ATP harcayarak proteinin
hiicre igerisinde ¢Okmesini engellemeye calisir (Ibrahim vd., 2019). Fakat ER
icerisinde bulunan katlanmamis protein miktar1 arttiginda bu siire¢ islevini
kaybetmeye baslar. Katlanmamis proteinlerin artmasi ile GRP78, IRE1, PERK ve

ATF6’dan ayrilarak bu KPY sensorii proteinleri serbest birakmis olur.

Bu o6zelliklerine ek olarak, GRP78 hiicre yiizeyinde de bulunabilir. ER stres iligkili
bir sekilde GRP78 ifadesi ¢ok fazla oldugunda GRP78’e ait olan bir motif adeta
tutularak hiicre ylizeyine transloke edilir. Hiicre yiizeyinde bulunan GRP78 (HYG);
hiicre sinyallesmesi, proliferasyon, hiicre gocii, enflamasyonu iceren bircok alt sinyal
yolagini tetikleyecek bir reseptor gibi calismaya baslar. Ornegin HGY olustugunda
PI3K, MAPK, Akt iligkili alt sinyal yolaklari tetiklenir ve hiicrede proliferasyon, gog
ya da apoptoz siirecleri baslatilabilir (Gonzalez-Gronow vd., 2009).

IRE1, kinaz ve endoriboniikleaz olmak {izere ikili enzim aktivitesine sahip, ER
membraninda bulunan bir proteindir (Bashir vd., 2021). ER liimeninde bulunan

yanlis
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katlanmis veya katlanmamis proteinlerin IRE1’in N-terminaline baglanarak
konformasyonel bir degisim olusturmasiyla aktivasyona sebep oldugu
diistiniilmektedir (Karagéz vd., 2017). Bu mekanizmada katlanmamis veya yanlis
katlanmis proteinlerin IRE1’de bulunan bir baglanma olugu/boslugu igin substrat
gorevi gordiigli ve IRE1’de dimerizasyona sebep oldugu da bilinmektedir. IRE1°de
ger¢eklesen dimerizasyon ile kinaz alanlar1 aktifleserek trans-oto fosforilasyon

goriiliir ve RNaz alani aktiflesir.

Transkripsiyon sonrasinda olusturulan pre-mRNA’lar kesilerek translasyon
geciktirilebilir ya da mRNA’larin bir TF olarak ¢ekirdege tekrar gidisi saglanir. Bu
sayede yanlis katlanmis proteine karsi olusturulan cevabin g¢ekirdege iletilmesi
saglanir. Cekirdege iletilen cevap ile KPY mekanizmasi iliskili hedef genlerin ifadesi
arttirthir (Bashir vd., 2021). Diizenlenen bu transkripsiyon siireci sonucunda da
ER’nin katlanmamais proteinler ile basa ¢ikma kapasitesi arttirilarak KPY i¢in gerekli

genlerin ifadesi arttirilmis olur (Sekil 1.17).

ER stresin fazla oldugu ve KPY ile homeostazin yeniden saglanamadigi durumlarda
hiicrelerde IRE1 aracili apoptoz mekanizmasi aktiflesebilir (Sekil 1.18). ER stres
stirecinde IRE1 hiicrenin yagsamini destekleyici bir giic olusturmaktan ziyade hiicre
Olimii icin yiiritiicii bir giic olmaya baglar. Diizenlenmis IRE1’e bagli bozulma
(Regulated IREIl-Dependent Decay-RIDD) KPY siirecinde hiicre kaderini
belirlemede gorev alir. IREI, ER homeostazi dengelenmedigi taktirde yanit
mekanizmasini baskilar ve RIDD ile apoptozu aktiflestirebilir (Chen & Brandizzi,
2013). Apoptotik siirecte RIDD, KPY mekanizmasini tetikleyen veya KPY’ye bagh
bir sekilde ifadesi artan genlerin de ifadesini baskilayarak ER stres yogunlugunu
arttirir ve yogunlugun belirli bir esige ulasmasiyla apoptozu baglatir (Han vd., 2009).
Gelisen apoptoz sirasinda, proapoptotik proteazlarin ifadesi arttirilmak iizere yeniden
diizenlenir. Bu diizenleme siirecinde tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptorii iligkili
faktor 2 (TNF receptor associated factor 2-TRAF2) ve apoptoz sinyal kinazi 1
(ASK1) aktivasyonu goriiliir. TRAF2 ve ASKI aktivasyonu ile c¢esitli sinyal
yolaklarinin aktivasyonu sayesinde B-hiicreli lenfoma 2 (B-cell leukemia 2-BCL2)

protein ailesi lizerinde cesitli diizenlemeler yapilir.
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YKP icin saperonlarn daha fazla miktarda olmasi beklenir ve bu nedenle YKP yapisi transmembran kinazi aktiflestirir.
Aktif kinazin endoriboniikleaz aktivitesi baslatilir
Riboniikleaz, pre-mRNA’dan intronlar: cikarir.
Ekzonlarm birlestirilmesi ile olgun mRNA elde edilir.
mRNA tranlasyona ugratilir ve transkripsiyon diizenleyici (TD) bir protein elde edilir.
Olusturulan TD cekirdege gider ve saperon kodlayan genlerde aktivasyon olusturulur.
Saperonlarin ifade seviyesi. mikari arttirli ve ER’nin protein katlamasina ek bir destek saglanir.

SIS b R

Sekil 1.17: IRE1 aracili protein yiikiiniin azaltilmasina dair saperon ifadesi artiginin
temsili gosterimi (Alberts vd., 2006).

Bu ailenin proapoptotik proteini olan BCL2 iligkili X proteininin (BCL2 associated
X protein-Bax) ifadesi arttirilirken antiapoptotik proteinlerinin ifadesi azaltilir. BCL2
ailesi 1iligkili olan proapoptotik proteinler mitokondriden sitokrom c salinmasini
tetikler. Bu duruma ek olarak RIDD aracili bir sekilde ifadesi arttirilan proapoptotik
bir proteaz olan Kaspaz 2 de mitokondri aracili hiicre 6liimiinii tetikler (Chen &
Brandizzi, 2013; Schonthal, 2012). Sitokrom ¢ salinmasindan sonra Kaspaz-3 aktive
olur ve hiicreyi geri dondiiriilemez bir sekilde 6liime gotiirecek olan kaspaz iliskili

yogun sinyallesme baslatilmis olur (Sekil 1.18).

PERK ve IREI yapisal homoloji gosteren iki proteindir. PERK proteini de tip I ER
transmembran Ozellikte olup kinaz alanlari bulundurur. KPY tepkisi sonucunda
GRP78’in PERK proteininden ayrilmasi sonucunda PERK’de de oligomerizasyon
goriiliir. Oligomerizasyonu takiben PERK’de trans-otofosforilasyon goriiliir ve
sitozolik alana bakan kinazlar aktiflesir. Aktiflesen bu kinazlar, translasyon
kontroliinii saglamak tiizere elF2a’da fosforilasyon gergeklestirir (Sekil 1.18)
(Harding vd., 1999). Fosforlanan elF2a (P-elF2a) inhibe olur ve translasyon segici
bir sekilde inhibe edilmis ya da yavaslatilmis olur.
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P-elF2a bagimli bir sekilde translasyonun inhibe edilmesi sonucunda, aslinda ER
stres iliskili bir sekilde hiicresel dongii durdurulur. Saglikli kosullar altinda bir hiicre,
hiicre dongiisii igerisinde G1, S, G2 (interfaz evresi) ve mitoz evrelerini tamamlamak
ile yiikiimliidiir ancak P-elF2a hiicrenin G1 fazinda durmasina sebep olur (Brewer &
Diehl, 2000). Acikca goriildiigii tizere ER stres hiicrelere zarar vermektedir. Bu
zararin engellenmesi amaciyla, hiicresel koruyucu genlerin ifadesini arttiran ATF4
mRNA’sinin translasyonu arttirilir. Artan ATF4 ifadesi es zamanli olarak CHOP
ifadesini de arttirir (Sekil 1.18). CHOP aslen proapoptotik ozellikte olan bir TF
olarak gorev yapar ve BCL2 protein ailesine ait antiapoptotik 6zellikteki
proteinlerini inhibe ederek yine BCL2 protein ailesine ait olan proapoptotik

Ozellikteki Bax proteininin ifadesini arttirir (Schonthal, 2012).

ER stresin hiicrede reaktif oksijen tiirleri (reactive oxygen species-ROS) iliskili bir
sekilde apoptozu tetikledigi de bilinmektedir. ROS olusumu hiicresel apoptozu
tetiklerken kanser gelisiminde, norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesinde ve
yaslanma siirecinde rol oynamaktadir (Hayes & McLellan, 1999). ROS olusumuna
bagl olarak aktiflesen niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2°de de (Nrf2) hem
bazal kosullarda hem de stres kosullarinda antioksidan yanit elemanlarmi (ARE)
iceren genlerin ifadesini diizenler (Venugopal & Jaiswal, 1996). Normal sartlarda
Nrf2 hiicre igerisinde Kelch benzeri ECH ile iliskili protein 1 (Kelch-like ECH
associated protein 1-Keapl) tarafindan tutulurken aktiflesen PERK ayni zamanda
Nrf2’de fosforilasyona sebep olur. PERK’in Nrf2’de yaptig1 fosforilasyon sonucunda
Keapl ve Nrf2 birbirinden ayrilir. Bu ayrilma sonucunda Nrf2 ROS olusumu
gerekmeksizin niikleer translokasyona maruz kalir. Bununla birlikte Nrf2’nin
ifadesinde goriilen artisin KPY sirasinda hayatta kalmay: arttirdigi gosterilmistir

(Cullinan vd., 2003).

ATF6 ER’de tip II transmembran Ozellikte bulunan ve TF 0Ozelligi gosteren bir
proteindir (Sekil 1.18). ATF6, ER stres tepkisinde proteoliz ile aktive olarak KPY
tepkisinde gorev alir (Shen & Prywes, 2005). IRE1 ve PERK’den farkli olarak,
ATF6 aktiflestigi durumda ER zarindan ayrilir ve bir vezikiil araciligiyla Golgi’ye
taginir. Golgi’de bulunan S1 ve S2 proteazlar1 tarafindan ATF6 iizerinde
gerceklestirilen kesim islemi sonucunda ATF6a proteini olusur. ATF6a proteini,

proteinlerin katlanmasi, islenmesi veya parcalanmasini saglayacak olan ¢esitli
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saperonlarin aktiflesmesini veya ifadelerinin degisimini saglamak iizere g¢ekirdege

gider. Bu esnada
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ATF6a’nin IRE1 aracili diizenlenen X kutusu baglayici proteini (X box binding
protein-1-XBP1) ve proapoptotik 6zellikli CHOP’un transkripsiyonunu diizenlendigi
de bilinmektedir (Walter vd., 2018). Genel hatlar1 ile homeostazin saglanmasi ya da
hiicrenin apoptoza gotiiriilmesinde tim ER stres belirtecleri bir arada gorev alir veya

bir¢ok sinyal yolagini tetikler (Sekil 1.18).

N
e R stre
LREla f\% ER liimeni

Pro '---g-]r\ A f\ i ﬂ b n
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Sekil 1.18: ER stres belirtecleri ve tetikledikleri bazi 6nemli sinyal mekanizmalari
(Alberts vd., 2006) p-JNK: fosforlanmis c-Jun N-terminal kinaz (phosphorylated c-
Jun N terminal kinase), XBP1: X kutusu baglayic1 protein 1(x box binding protein 1),
Bcl2: B hiicreli lenfoma 2 (B cell leukemia 2), CHOP: C/EBP homolog proteini
(C/EBP homologus protein), ATF4: aktive edici transkripsiyon faktorii 4 (activating
transcription factor 4), Bax: Bcl2 iligkili X proteini (Bcl2 associated X protein)

KPY iligkili bir sekilde ifadesi diizenlenen XBP1’in B hiicreleri iligkili bir sekilde
farklilasmig immiinoglobulin salgilayan plazma hiicrelerinin gelisimi i¢in 6nemli
oldugu gosterilmistir. Plazma hiicrelerinin  kanserlesme siirecinde miyelom
hiicrelerine doniismesinde KPY iligkili bir sekilde XBP1’in yiiksek diizeyde ifade
edildigi gosterilmistir (Reimold vd., 1996). XBP1 iliskili KPY tepkisinin B hiicreleri
tizerindeki etkisinin daha derin bir sekilde arastirilmasi igin yapilan ¢alismalarda ise
XBP1 eksikliginin plazma hiicrelerinin olusumunu azalttigit ve B hiicrelerinin
fonksiyonlarinda da bir azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir (Iwakoshi vd., 2003).
DH’ler iizerinde yine XBP1 ve IRE1 ekseninde yapilan bir in vivo ¢alismada ¢esitli
genetik miihendisligi yontemlerinin kullanilmasi ile azaltilan XBP1 miktarinin

DH’lerin sayisinda da azalmaya sebep oldugu gosterilmistir. Yine ayni ¢aligmanin
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devaminda XBP1’in ifadesinin yeniden arttirilmasi ile DH’lerin sayisinda artis ve
fonksiyonlarinda diizelme goriilmiistiir. Sonu¢ olarak ER’nin, ER stresin ve KPY
mekanizmasinin ndrodejenerasyon, oto-immiinite ile iliskisi, literatiire sunulan
calismalarda MS’li hastalarda ER stres belirteclerinde artis goriildiigii de

bilinmektedir.

MS’nin karmasik dogasi, hastaligin aydinlatilamayan yonleri, hastaliga sahip bireyler
arasinda goriilen farkliliklar sebebiyle her ne kadar patogeneze dair bilgiler 15181nda
tedavi secenekleri ve planlar1 belirlense dahi MS’de tam ve kesin bir iyilesme
saglayan bir tedavi heniiz belirlenememistir. Nitekim, giiniimiizde hastalarin yasam
bicimlerini MS’ye gore diizenlemeleri ve uygulanan tedavi planma sadik kalmalari
sayesinde hastaligin ilerlemesinin Oniine ge¢cmek miimkiindiir. MS tedavisi i¢in
kullanilan ajanlarin bir¢ogu hasta popiilasyonunun biiyiik bir yiizdesini olusturan
RRMS formunu hedefler. Ilag tedavilerine ek olarak fizik tedavi, vitamin-mineral
destegi gibi uygulamalarla hastaliin ilerleyici yapisinin 6niine gegcmek ve hastalarin
RRMS’ye gore daha progresif seyreden MS alt tiplerine gecis yapmasi
engellenebilmektedir. Ancak, yine de basarili goriilen bir tedavi plani, cesitli
olumsuzluklarin engellenmesi amaciyla belirli periyotlarda klinik takip icermektedir.
Her ne kadar tedavi siiresince klinik, hematolojik, hepatik ve MRG takipleri sik
yapiliyor olsa dahi ilag etkinligini etkileyebilecek bireysel farkliliklar, hastalarin
tedavi planin1 aksatmasi ve cesitli etmenler nedeniyle tedaviye karsi yanitsizlik
gelisebilmektedir. MS patogenezinin immiin sistem ve ER stres ile iliskisi MS’nin
tedavisi ve bu tedavilerin etkinliginin degerlendirilmesi hususunda oldukg¢a 6nemli
olacaktir. Ancak bu degerlendirmelerin yapilabilmesi i¢in giiniimiizde kullanilan MS
tedavilerine ve bu tedavi ajanlarina karsi gelisen yanitsizlik durumlarma hakim

olunmasi ve yanitsizligin ne anlama geldiginin bilinmesi gerekmektedir.

1.4 MS’de Tedavi

MS’nin ataklar ile karakterize olmas1 ve MSS’de goriilen demiyelinizasyon kaynakli
hasarlara sebebiyet veren otoimmiinite MS’ye kars1 gelistirilen tedavi stratejilerinin
temelini olusturmaktadir. MS’ye kars1 gelistirilen tedavi stratejilerinin ana hedefi
ataklarin siklig1 ve siddetini hastaligin erken asamasinda Onlemektir. Bu baglamda

MS icin yapilan farmakolojik ¢aligmalar direkt olarak atak doneminde



uygulanacak
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tedavileri belirlemenin disinda bu ataklarin olusmasimi Onleyerek hastalik seyrini
degistirecek terapileri (disease-modulatory therapies-DMT) gelistirmeyi hedefler. Bu
sayede hastaliga bagli uzun vadede gelisecek olan ve kalici olacak fonksiyon

kayiplarinin iyilestirilmesi beklenir (Smith vd., 2017).

1.2 numarali baglikta daha da irdelenerek anlatildig: tizere MS, T ve B lenfositlerin
fonksiyonlarinda goriilen gesitli bozulmalar sonucunda gelisen bir hastaliktir. Bu
sebeple de MS’ye kars1 gelistirilen tedavi stratejileri, immiin sistem hiicrelerini
hedefleyerek baskilama ya da modiile etmeyi amaglar. Hastalik siiresinde goriilen
ataklar ve bu ataklarin siklig1 ilerleyen progresyonda hastalarin EDSS puaninda da
artis meydana getirebilmektedir. Tedavi siirecinde atak sikligit ve siddetinin

azaltilmas1 ayn1 zamanda EDSS puaninin ivmeli artiginin da 6niine ge¢meyi hedefler.

MSS’de goriilen akson hasarinin geri dondiiriilemez olusu engellilik ve EDSS
puaninda artisa sebep olmaktadir. Dolayisiyla EDSS puaninda artigin 6niline gegmek
hastaligin sebep oldugu geri dondiriilemez akson hasarlarinin gelisimini de
engellemeyi hedefler. MS’de tedavi ve EDSS puani arasinda goriilen korelasyona
dair yapilan bir ¢calismada, MS’de EDSS puaninin 3’{in iizerine ¢ikmadan once etkin
bir tedaviye baslamanin puanin 6’ya ulagsmasina kadar gececek siireyi uzatacagi

goriilmistiir (Leray vd., 2010).

EDSS puaninda goriilen artis ile ilgili yapilan ¢aligmalarda EDSS puanmin 3 ya da
4’e ulagsma siiresinin bireyler aras1 degiskenlik gosterdigi goriiliirken 6 ya da daha
yiiksek puanlara ulagmasinin EDSS’de 3 puana ulasma siiresinden ya da relaps
stirelerinden bagimsiz bir sekilde ilerledigi belirtilmistir (Confavreux vd., 2003;
Leray vd., 2010). Puanlarda goriilen bu ilerlemenin hastaligin erken evresinden
itibaren baslayan enflamatuar yanit tepkisi ile iligkili oldugu diisiiniilebilir. DMT
grubunda yer alan ilaglar; ataklar1 6nlemek i¢in, immiin sistem hiicrelerini modiile
etmeyi ya da baskilamayi hedefleyerek anormal immiin tepkiyi elimine etmeyi
amaglar. Enflamasyonun baskilanmasi sayesinde atak sikligi ve siddetinin azaltilmasi

hedeflenmis olur.

MS’de tedavi i¢in gelistirilen ve cesitli otoriteler tarafindan klinik kullanimi

onaylanmis olan DMT grubu ilaglar 1.basamak, 2.basamak ve 3.basamak olarak risk
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ve yarar profillerine gore smiflandirilmistir. Risk ve yarar profillerine gore bu

ilaclarmn klinik kullanimi monoterapi kavrami ile degerlendirilmektedir.

Giliniimiizde MS tedavisi i¢in kullanilan immiinmodiilatér ve immiin baskilayici
ozellikteki DMT grubu ilaglar, bu ilaglarin kullanim yolu ve genel etki mekanizmasi
Cizelge 1.2°de 6zetlenmistir (Efendi & Yandim Kuscu, 2018; Hauser & Cree, 2020;
Wingerchuk & Carter, 2014).

Bu tez calismast RRMS hasta gruplarinda kullanilan DMF ilacina baglh gelisen
tedavi yanmitinin molekiiler mekanizmalar {izerinden boylamsam bir bi¢imde
incelenmesi lizerine kurgulanmig bir ¢alismadir. Bu nedenle Cizelge 1.2°de 6zetlenen
DMF’ye ait genel etki mekanizmalar ilerleyen basliklarda daha detayli bir sekilde

aciklanmustir.

Bu tez ¢alismasinda tedavi yaniti nétrofillerdeki ER stres belirtegleri ve apoptoz
belirtegleri ifade seviyesi degisimleri iizerinden incelenmekte oldugundan o6zellikle

DMF nin bu parametrelerdeki etkisi daha derin bir sekilde arastirilmistir.

Cizelge 1.2°de 6zetlenen DMF’ye ait genel etki mekanizmasi, 1.5.1 numarali DMF
ve etki mekanizmasi isimli baglikta ilacin tetikledigi antienflamatuar, antiproliferatif
ve antiapoptotik yolaklar dahil olmak iizere daha genis bir ¢cergevede anlatilmistir. Ek
olarak, DMF’nin farmakokinetik ve farmakodinamigi iizerinde durulmus; ilaca bagh

goriilen etkilerin viicutta meydana getirdigi degisimler ve yan etkiler de aktarilmistir.

Nitekim, bu tez calismasi kapsaminda notrofillerde goriilen ER stres yanitinin
incelenmesine bagli olarak 1.5.2 numarali Nétrofiller ve DMF isimli baslikta, DMF
araciligiyla nétrofillerin MSS’ye gecisinin ve NHDT olusumunun engellenmesi ve
bu siiregte DMF tarafindan yapilan modiilasyonun tetikledigi yolaklar aktarilmistir.
Ek olarak 1.5.3 numarali DMF ve ER stres isimli baslikta ise DMF’nin ER stres
iizerinde gostermis oldugu sinirlama ve bu smrlama aracilifiyla ER  stres

elemanlarinin ifade seviyelerinde goriilen degisimlere ait bilgiler sunulmustur.

1.4.1 DMF ve Etki Mekanizmasi

DMF; RRMS tedavisinde kullanilan immiinmodiilatér ve noroprotektif ozellik
gosteren, oral yol ile alinan 1. basamak bir DMT grubu ajanidir. DMF, oral yol ile
alimindan sonra ince bagirsakta esteraz enzimleri aracili bir sekilde, asil terapotik

etkiyi gosterdigi diisliniilen monometil fumarata (MMF) hidrolize edilir ve buradan
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hareketle DMF’nin aslen bir 6n ilag olarak gorev aldig1 sdylenebilir (Mrowietz vd.,

2018; Werdenberg vd., 2003; Yadav vd., 2019).

Cizelge 1.2: DMT grubunda yer alan bazi ilaglar, bu ilaglarin kullanim yolu ve genel
etki mekanizmalari

fla¢ Kullammm/Uygula Genel Etki Mekanizmasi
Ismi/Etken ma Yolu
Madde (Basamak Sayisi)

T hiicre proliferasyonu ve aktivasyonunda azalma

Interferon o k Proenflamatuar sitokin iiretiminde azalma

Beta SC /M Mikroglialarin antijen sunumunda diisiise sebe

(1.Basamak) g J Sug p

(IFN-B) olma
KBB’de MMP’lerin iiretiminde inhibisyon saglama
APC’leri, CD4 +T hiicrelerini, CD8 +T hiicrelerini,

Glatiramer SC Thl ve Th17 hiicrelerini antienflamasyon yoniinde

Asetat (1.Basamak) modiile etme

(GA) Antienflamatuvar  sitokinlerin  salgilanmasini
indiikleme
de novo pirimidin sentezini engelleme

Teriflunomid | Oral CD4 +T hiicrelerinin klonlarinin azalmasini saglama

(TRF) (1.Basamak) APC’ler ve lenfositler arasindaki iligskiyi bozma
Proenflamatuar sitokinlerin sayisinda diisiis
Nrf2 ifadesini arttirarak noroprotektif o6zellik

Dimetil Oral gosterme

Fumarat (1.Basamak) Hiicre igindeki serbest GSH  molekiillerine

(DMF) baglanarak hiicresel redoks sistemini etkileme
NFkB translokasyonunda diisiis saglama
Proenflamasyon durumunu antienflamasyon
yoniinde kaydirma
S1P1 reseptorlerini modiile ederek lenfositlerin

Fingolimod Oral MSS’ye geg¢isini engelleme

(FNG) (2.Basamak) Lenfoid dokulardaki lenfosit trafigini ve gogiinii
kontrol etme
Lipofilik yapis1 sayesinde KBB’yi gecerek MSS’ye
ulagsma

Monoklonal Hkkk Okrelizumab (2.basamak, hiicresel sitotoksisite

Antikorlar Iy aracili apoptoz aktiflestirme)

(2.basamak ve pop §

(MAb)™ 3.basamak) Natalizumab  (2.basamak, l6kositlerin MSS’ye
gegisini engelleme)
Alemtuzumab  (3.basamak, lenfositleri yiizey
belirtegleri sayesinde secici bir sekilde hiicre aracili
sitotoksisite ile apoptoza siiriilkleme)

*[FN-B 1-a ve IFN-B 1-b olmak iizere iki farkli tipi bulunmaktadir ve tercih edilen form kullanim yolunu da

etkilemektedir

** SC: subkutan (subcutaneous)

***IM: intramiskdler

**#% MAD genel bir sinifi belirtmektedir

*HREEX TV intravendz
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DMF’nin molekiiler mekanizmasi baglikli 1.5.1.1 numarali boliimde de daha detaylh
bir sekilde anlatildigi tizere, DMF’nin etki mekanizmast MSS’deki Nrf2 bagimli ya
da bagimsiz antioksidan yolaklarin aktivasyonu ve apoptoz iligkili bir sekilde lenfosit
sayisinda bir azalma saglamay1 ana ekseninde barindirir (Montes Diaz vd., 2018).
DMF’nin ruhsatlandirilmasini saglayan faz c¢aligmalarinda ilacin, plaseboya karsi,
MS hastalarinda EDSS’de diisiis ve aktif lezyon sayilarinda azalmaya sebep oldugu
goriilmiistiir. Bu olumlu etkilerine ilaveten karaciger fonksiyon testlerinde bozulma,
anaflaksi, progresif multifokal 16koensefalopati (PML) ve lenfopeni gibi yan
etkilerinin de oldugu bilinmektedir (Efendi & Yandim Kuscu, 2018; Yadav vd.,
2019).

Farmakokinetik kavrami, ilacin hedef dokuya ulasmasi ve buradan uzaklastirilmasi
stireglerinde goriilen etkilerin tiimii ile ilgilenir. Bu durumda farmakokinetik; emilim,
dagilim, metabolizma ve eliminasyon siire¢lerinin tamamini incelemis olur.
Farmakodinamik 1ise kullamilan ilacin viicut {iizerinde yaptig1 etkiyi, hedef
bolgesindeki konsantrasyonu ve ilacin terapotik etkilerini incelemektedir. Bu
baglamda farmakokinetik ve farmakodinamik birlikteliginde doz ve yanit arasinda

kurulan iligki ac¢iklanabilir hale gelir.

AN \/ . /O\O/VO\OH

O

DMF MMF

Sekil 1.19: Dimetil fumarat (DMF) ve monometil fumaratin (MMF) kimyasal yapisi
(Yadav vd., 2019).

DMF’nin viicuda alinmasinin ardindan biiyiik bir kismi1 ince bagirsakta hidrolize
edilirken, kiiciik bir kism1 kan dolagimina girer ve plazmada bulunan esterazlar

tarafindan MMF’ye hidrolize edilebilir (Sekil 1.19).

DMF; kolayca hidrolize olma yetenegi sayesinde hiicre membranindan gegebilme
ozelligine sahip olan ve bu sayede biyoyararlanim seviyesi oldukca yiiksek olan bir
molekiildiir. MMF ise tipki DMF gibi boliinebilir ester gruplarina sahip olmasina
karsin mono ester yapisindan kaynakli bir sekilde negatif bir yiik kazanarak sahip

oldugu c¢ift baglar ile niikleofillerle etkilesim kurabilir.
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Her ne kadar MMF nin hiicre membranindan gecemedigi bilinse de, tipkt DMF gibi
MMF de terapdtik etki gdstermek {izere membran reseptorlerinde yer alan sistein

aminoasitlerinin SH gruplari ile bag kurabilmektedir (Mrowietz vd., 2018).

DMF ve MMF doniisiimii ile ilgili yapilan farmakokinetik aragtirmalarda her iki
bilesenin de hiicrede bol bulunan ve serbest radikaller agisindan koruma saglayan
glutatyon (GSH) ile etkilesim kurdugu goriilmiistiir. Gelisen etkilesim sayesinde
DMF-GSH ve MMF-GSH molekiillerinin olustugu ve ilerleyen metabolizma
stireglerinde bu bilesiklerin N-asetil-S(1,2-dimetoksikarboniletil)-sisteine son {iriin
olarak dontstiirildigi gorilmiistiir. Olusturulan bu metabolitin de idrar ya da
diskilama yolu ile elimine edildigi ortaya ¢ikarilmistir (Schmidt vd., 2007).
Metabolizma ve eliminasyon siiregleri i¢in yapilan birtakim c¢aligmalarda gerek
hayvan deneyleri gerekse in vitro ¢alismalarda oral yol ile alinan DMF’nin bagirsak
disinda yeterli MMF seviyesi olusturmak {izere bir 6n ila¢ olarak hareket ettigi
goriilmiis ve bu diisiince de sedef hastalar1 ve saghkli goniillillerde yapilan bir
calismada kanda DMF’nin bulunmamasi ile kanitlanmistir (Litjens vd., 2004; Yao
vd., 2016). Ancak bu durum DMF’nin terapotik bir etkiye sahip olmadigi anlamina

gelmemektedir.

1.4.1.1 DMF’nin Molekiiler Etki Mekanizmasi

DMF’nin iliskili oldugu sinyal yolaklar1 ve molekiiler mekanizma heniiz net bir
sekilde anlasilamamis olsa dahi, olas1 mekanizmanin, DMF’nin lenfosit sayisinda
ortaya cikardigr diisiis sayesinde immiin sistemde modiilasyon ve Nrf2 bagiml bir

sekilde MSS {izerinde noronal hayatta kalim1 saglamasi iizerine gelistigi bilinmektedir.

Nrf2 sitoplazmada Keap-1 proteinine bagl bir sekilde inaktif formda bulunur ve
hiicrede redoks homeostazisinin korunmasini saglar. DMF, hiicrede oksidatif strese
kars1 sensor gorevi goren Keap-1 proteininde bulunan SH gruplarma baglanir ve

bdylece Nrf2 aktiflesir (Sekil 1.20).

Aktif formda bulunan Nrf2 c¢ekirdege giderek hemoksijenaz 1 (HO-1), NAD(P)H
kinon dehidrojenaz 1 (NQO-1) ve glutatyon-S- transferaz (GST-1) gibi detoksifiye
edici enzimler ve antioksidan molekiilleri kodlayan genlerin ifade seviyesini arttirict
yonde bir indiiksiyona sebep olur (Yadav vd., 2019). ifade seviyesi arttirilan bu

molekiiller ise hem hiicresel oksidatif stresi baskilarken hem de dolayli yoldan
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antienflamatuar, antiproliferatif ve antiapoptotik etki gosteren molekiillerin

55



iiretilmesini saglayan sinyal yolaklarina dahil olmaktadirlar. Buradan hareketle

DMF’nin Nrf2 aracili bir sekilde néroprotektif 6zelligi de ortaya ¢cikmaktadir.

DMF — MMF
sssssslasssssassssssssssssadsssssssnssssssssslssssssssssssshssssssns
A a HCAR2
Sitoplazma
GSH Keapl
NEER2ZN L .ssesesseseadia...
D eemniiiiens Cekirdek
B L apaiicee
et N2
Antioksidan . Nrf2’nin aktiflesmesi ile it s
3 H : Proenflamatuar sitokinler:
sinyal 101, NQOI ve GST1 it‘g:zieelslilﬁ.n :;a:ta:cf ;fgndee“n
mekanizmalarinin = genlermin ifadesinin g 2 = z
L 5 L i transkripsiyon diizenlemesi
diizenlenmesi artmasi

A. DMF molekiilleri hiicre igerisinde serbest halde bulunan GSH molekiillerine baglanir.
B. DMF-GSH molekiiliinin olusmas ile; hiicre icindeki serbest GSH miktarinda azalma goriiliir.
Bu azalma sayesinde oksidasyon seviyelerinde diistis meydana gelir.
Sonug olarak GSH aracili bir gekilde antioksidan sinyal yolaklar1 ve redoks sistemleri DMF tarafindan diizenlenir.
C. DMF nin Keapl'e baglanmasi ile Keap1-Nrf2 arasinda bulunan baglantilar bozuhur ve Nrf2 serbest kalir.
D. Serbest kalan Nrf2 TF gorevini yerine getirmek iizere cekirdege gider. Cekirdekte HOI, NQOI ve GST! genlerinin ifadesini arttirmakla beraber,
dolayl: yeldan antipreliferatif, antiapoptotik firetilmesini saglayan sinyal yolaklarina da dahil olur.
MMF molekiilii. DMF "den farkli olarak. hiicre memolekiillerinmbraninda bulunan HCA2 reseptériine baglanur.
F. HCA2 proenflamatuar sitokin firetimini azaltirken Ca™ seviyesinde yiikselmeye sebep olarak cesitli molekiillerin aktivasyonu sayesinde NFKB'yi
inhibe eder.

m

Sekil 1.20: DMF ve MMF etki mekanizmasinin temsili goriiniimii (Mrowietz vd.,
2018; Yadav vd., 2019). HCAR2: hidroksi karboksilik asit reseptor 2, GSH:
glutatyon, Keap-1: Kelch benzeri ECH iliskili protein 1 (Kelch like ECH associated
protein 1), Nrf2: Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2, HO1: Hemooksijenaz 1,
NQOI: NAD(P)H kinon dehidrojenaz 1, GSTI1: glutatyon S transferaz 1, NF-kf:
Niikleer faktor kappa 3

MMF ise terapotik etki gostermek iizere, membran iizerinde bulunan hidroksi
karboksilik asit reseptor 2 (HCAR?2) ile etkilesim kurar. HCAR2 temel olarak.; yag
dokularinda lipolizi inhibe etmek, olgun nétrofillerde niasin kaynakli apoptoza
aracilik etmek ve arterlerde aterogenezi baskilama fonksiyonlarina sahiptir. Tiim
bunlara ek olarak HCAR2’nin cesitli patolojik durumlarda proenflamatuar sitokin
iiretiminde azalma ve Ca™ seviyesinde yiikselmeye sebep oldugu da bilinmektedir
(Taing vd., 2023). Yiikselen Ca™ seviyesi ile adenozin monofosfat ile aktiflestirilen
protein kinaz (AMPK) aktivitesi de artar ve bu sayede Sirtliin-1 (SIRT1) aktivasyonu
da saglanmis olur (Parodi vd., 2015). Aktif SIRT1’de goriilen asetilasyon sayesinde
ise NFkB inhibisyonu goriiliir (Sekil 1.20) ve bu sayede APC fonksiyonlarinda

degisim saglanirken proenflamatuar molekiillerin ifadesi de baskilanir. Tiim bunlara
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DMF’nin immiin sistem hiicrelerinde siklik adenozin monofosfat (cyclic adenosine
monophosphate- cAMP) sinyal yolagim aktiflestirdigi ve cAMP miktarinmi arttirarak
T hiicre proliferasyonunu inhibe ederken antienflamatuar sitokinlerin ifadesini

arttirabildigi de literatiirde yer almaktadir (Mrowietz vd., 2018).

Bu tez c¢alismasi kapsaminda DMF tedavisi altindaki MS hastalarinin nétrofillerinde
ifadelenen ER stres belirtegleri arastirllmakta oldugundan ve bu ¢alismanin
sonuclarinin dogru bir sekilde degerlendirilmesi i¢cin, DMF’nin hem nétrofiller hem

de ER stres tizerindeki etkilerinin de tizerinde durulmustur.

1.4.2 DMF ve Notrofiller

Yaygin enflamasyonu baskilamak i¢cin immiinmodiilasyon etkisi gosteren DMF bu

etkisini antioksidan sinyal yolagini kullanarak da géstermektedir.

Notrofillerin fonksiyonlarindan biri olan NHDT olusumu ROS iliskili bir sekilde de
gerceklesmektedir. DMF ise hiicre igerisinde yer alan GSH ile olusturdugu etkilesim

sayesinde hiicre i¢erisindeki redoks sistemini modiile edebilme 6zelligi kazanmistir.

DMF’nin farmakokinetigiyle ilgili de anlatildig1 tizere DMF ve GSH arasinda DMF-
GSH molekiilii olusmaktadir. Bu da DMF’nin hiicresel redoks sistemini modiile
edebilme 6zelligi kazanmasini saglar. DMF ve GSH arasinda kurulan bu birlesim
sayesinde hiicre i¢indeki GSH seviyesinde diisiis meydana gelir. Notrofillerde
goriilen GSH miktarindaki azalma, oksidasyon seviyesinde goriilen diisiisle beraber
NHDT olusumunu inhibe etmektedir (Hoffmann vd., 2018). Ancak DMF nétrofiller
tizerinde yalnizca NHDT olusumunu inhibe etmekle kalmaz bu olusumu azaltirken

hiicrelerde apoptozu da tesvik eder.

DMF, PI3K/Akt ve p38 mitojen ile aktive olan protein kinaz (p38 MAPK)
molekiilleriyle hiicrede proliferasyon, sag kalim ve enflamasyon siire¢lerini kapsayan
sinyal yolaklarinda inhibisyon etkisi gostererek notrofil aktivasyonunu baskilayabilir
(Miiller vd., 2016). DMF; Akt iizerinde fosforilasyon etkisini azaltarak IL-17’nin
ifade seviyesini digiiriir. Azalan IL-17 seviyesinin ise notrofillerin MSS’ye gecisinin

azalmasini sagladigi da bilinmektedir (Lin vd., 2016).

Notrofil aktivasyonunda DMF kaynakli gelisen baskilamaya bagl bir sekilde, DMF

kullanan MS hastalarinin degerlendirildigi ve yaklasik 5 yillik bir silireci igeren
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retrospektif bir calismada, DMF’nin notropeniye de sebep oldugu gorilmiistiir
(Goldman vd., 2020).

1.4.3 DMF ve ER Stres

DMF’nin ER stres iizerindeki etkisinin belirlenmek istendigi ve MS gibi
norodejenerasyon ile karakterize olan Huntington hastaligi kapsaminda yapilan bir
calismada, DMF’nin CHOP ve p-PERK ifade seviyesini azaltarak ER stres
aktivasyonunda bir sinirlama olusturdugu ve hiicre ici apoptotik yolaklar1 inhibe
ettigi goriilmistiir (Hassab vd., 2023). Glioblastoma hiicreleri kullanilarak yapilan in
vitro deneylerde ise ER stres lizerinden ATF4 iligkili sinyal yolaklarinin inhibe
edilmesi sonucunda MMF’nin hiicreler iizerindeki apoptotik etkisinin arttig
goriilmiistiir (Booth vd., 2014). Ayrica stres yanit1 siirecinde goriilen proteazomlar ve
proteazom iligkili komplekslerin DMF aracili tetiklenen Nrf2 ile ortaklasa bir sekilde
ER stresin neden oldugu apoptozu etkiledigi de bilinmektedir (Sun vd., 2018).
Literatiirde yer alan bu bilgiler degerlendirildiginde DMF’nin ER stresi dolayh
yoldan etkileyerek KPY tepkisi ile bir iliski kurdugu goriilmektedir.

DMF, oral yol ile alinabilen, bu sebeple hastalar tarafindan da oldukga fazla tercih
edilen bir ilactir. Ancak her ila¢ molekiiliinde oldugu gibi DMF’nin de yarar-zarar
degerlendirmesi yapilmaktadir. Bu yarar-zarar degerlendirmesi, hastalarin tedaviye
tam bir uyumuna ragmen gelisen tedavi yanitsizligi karsisinda etkin bir tedaviye

ulasmak amaciyla ila¢ degisikligini de kapsamaktadir.

Tedavi yanit1 degerlendirmesi MS i¢in olduk¢a 6nemli bir olgudur. Daha 6nce de
belirtildigi tizere EDSS puanlarinda ani ve geri dondiiriilemez ilerleme olusmadan
once bireylerin dogru tedavi ile tanistirilmasi gerekmektedir. Klinikte MRG, tam kan
ve biyokimya testleri gibi teknik degerlendirmeler veya biyobelirtecler gliniimiizde

MS’de tedavi yanitin1 degerlendirmek tizere kullanilmaktadir.

1.5 MS’de Tedaviye Karsi Gelisen Yanitsizlik Degerlendirmesi

MS’de hem uygulanacak tedavinin belirlenmesi hem de gelisebilecek yanitsizliga

kars1 bir strateji gelistirmek monoterapi kavramina bagli sekillenmektedir.

Monoterapi Oncelikle bir hastanin kullanacagt DMT grubu ilacin 1. basamak bir

tedavisi olmasini1 tanimlar. 1. basamakta yer alan ilag ile tedavisine baglanmis bir
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bireyde atak sikligi, siddeti, gelisen engellilik durumu, EDSS degerlendirmesi, MRG
sonucu lezyon sayisinin taranmasi ve var olan ya da yeni olusan lezyonlarin aktiflik

durumunun degerlendirilmesi yapilir (Wingerchuk & Carter, 2014).

Nitekim, bu degerlendirmeler sonucunda hastada olusan yanitin degerlendirilmesi
amaglanir. Ideal olarak bu degerlendirme sonucunda hastanin atak sikliginda-
siddetinde azalma, EDSS puaninda diisiis ve MRG tetkik sonucunda yeni lezyon

goriilmemesi beklenir. Ancak her zaman ideal olan durum gergeklesmez.

Monoterapi kavrami uyarinca 1. basamak bir ilag ile baslanan tedavide progresyonda
ilerleme durdurulamadigi taktirde hekimler bir ikilem ile karsilasir. Bu ikilem
hastanin farkli bir 1. basamak ilag ile mi tedaviye devam edecegine ya da 2. basamak
bir ilag ile mi tedaviye devam edilecegine karar vermeyi kapsar. Oyle ki ortaya ¢ikan

bu ikilem monoterapi stratejisinin en zorlayici ve en kilit noktasini olusturur.

MS’nin tedavisinde ana amac erken taniya bagl baglatilan erken tedavi ve DMT
grubu ilaglarda basamak degisimine gereksinimin takip edilmesidir (Smith vd.,
2017). Bu noktada, amag hedefli bir terapétik strateji gelistirmek ve olas1 yanitsizliga
kars1 hastaligin ilerleyisini siirekli olarak kayit altina almaktir. Ozellikle son yillarda
tedavide gelistirilen stratejilerin ve takip siireclerinin ana hedefi, hastalikta aktivite
artist goriilmemesidir ve “hastalik aktivitesine dair kanit yok™ (no evidence of

disease activity-NEDA) terimi ile ifade edilmektedir.

Buradan hareketle, gerceklestirilen ¢alismalarda, dogru planlama yapmanin 6nemi
NEDA’ya uygun ilerleyen tedavi silirecinin NEDA’dan bagimsiz bir sekilde
yiiriitiilen tedaviye gore daha olumlu sonuglar vermesi ile belirtilmistir. Fakat NEDA
planina uygun ilerleme bile tedavide yanitsizlig1 ortadan kaldirmaya yetmemektedir
(Giovannoni vd., 2015). Sonug¢ olarak, her ne kadar erken evrede dogru tedaviyi
belirlemek onemliyse de erken evrede dogru tedavi degisiminin yapilmasi da bir o

kadar onemli olacaktir.

Biyobelirtegler; biyolojik ve patolojik siiregleri veya bir molekiile maruziyet ya da
herhangi bir miidahale karsisinda verilen yanitlar1 yansitan olgiilebilir ve objektif
sonu¢ veren parametrelerdir (Bielekova & Martin, 2004). Molekiiler, histolojik,
radyolojik ve fizyolojik Ozelliklerden biyobelirte¢ elde edilebilecegi gibi bu

Ozelliklere dayanan test sonuglarimin uygun analizlerle diizenlenmesi sonucunda
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parametreler de biyobelirteg olarak kullanilabilir. Genis bir ¢cerceveden o6rnek vermek
gerektiginde, molekiiler biyobelirtecler; ideal siireclerde, saglikli bireyler ve hasta
bireyler arasinda ifade seviyesi veya konsantrasyon seviyesi agisindan farklilik
gosteren ve tespit edilmesi, Ol¢iilmesi, en Onemlisi ise elde edilmesi kolay olan
protein, enzim vb. molekiillerdir. MS i¢in, giiniimiizde halihazirda tan1 ve hastalik
aktivitesine yonelik incelenen parametrelere ek olarak tedavi yanitiyla iligkili olmak

tizere de degerlendirilen bir¢ok biyobelirte¢ kullanilmaktadir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3: MS’de kullanilan biyobelirtegler, belirteclerin tipleri ve elde edildikleri
kaynaklar

MS’de Kullanilan Biyobelirtecler
Molekiil Tipi Elde Edildigi Yer
OB/IgG Tam BOS

Norofilament Hastalik Aktivitesi Kan (Plazma)

Notralize Edici Antikorlar Tedavi Yanitt Kan (Plazma)
. Lenfositler
L-selektin Ifade Seviyesi Tedavi Yaniti
(Hiicre adezyon molekiilii)

Cizelge 1.3’te goriildiigli lizere biyobelirteglerin elde edilebilecegi bircok kaynak
bulunmaktadir. Ornegin BOS’ta OB/IgG varhigi MS tamisi1  yansitan bir
biyobelirtegtir. Ancak OB varliginin arastirilmast oldukga acili ve yiiksek riskli olan
lomber ponksiyon isimli bir prosediir ile miimkiin olmaktadir. Bu yontemin invaziv
dogas1 geregince yeterli miktarda 6rnek toplandigi taktirde ve hastalik tanisinin

kesinlestirilmesi sonucunda prosediir ikinci bir kez uygulanmaz.

Notralize edici antikorlar (Nab), monoklonal antikor tedavilerine karsi viicudun
olusturdugu bir tiir yanit sistemi icerisinde yer almaktadir. Gelisen Nab’lar hastaliga
kars1 kullanilan antikor temelli ilaglarin biyolojik etkisini noétralize etmektedir.
Yapilan ¢alismalara gore antikor temelli tedavi alan hastalarin %90’ indan fazlasinda
tedavi sonrasi Nab gelistigi gorilmiis ve Ozellikle natalizumab tedavisi alan
hastalarda bu Nab iiretiminin tedavi sonrasindaki ilk 3 ayda gelistigi belirtilmistir

(Hegen vd., 2012; Vennegoor vd., 2013).
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OB/IgG ve Nab molekiilleri elde edilmeleri agisindan degerlendirilmek istenirse her
iki biyobelirtecin MS dogasinda biiyiik bir oneme sahip oldugu goriilmektedir.
Ozellikle Nab’larin plazma gibi kolay elde edilebilen bir materyal iizerinden

saptanabiliyor olusu biiylik bir avantaj sunmaktadir.

Ancak OB’lerin elde edilmesi i¢in izlenecek prosediirin zorlugu ve sik

tekrarlanamayacak olmasi bir dezavantaj olusturmaktadir.

Ideal bir biyobelirteg yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliik degerlerini tasimalidir. Bu iki
onemli parametreye ek olacak sekilde biyobelirtecin elde edilme siireci uygun fiyatl,

tekrarlanabilir ve invaziv olmayan bir yontem icermelidir.

MS i¢in gelistirilen tani ve/veya tedavi yaniti acgisindan kullanilan MRG ile takip
edilen yeni lezyon olusumu, engellilik skorundaki ilerleme gibi parametreler
klinisyenler tarafindan takip edilmektedir. Ancak hastalikta goriilen ilerlemenin bu
parametreler lizerinden degerlendirilmesi takip agisindan uzun siireler beklemeyi
gerektirir. Bu durumun 6niine ge¢mek icin ise 6zellikle kolay bir sekilde ulasilacak
ve erken donemde tedavi yanitt ile iliskilendirilebilecek olan potansiyel
biyobelirteglerin ortaya koyulmasi erken evrede tedavi degisiminde dogru planlama

yapmanin yeni bir yolunu olusturacaktir.

1.6 Calismanin Amaci

Oto-immiinite, demiyelinizasyon ve ndrodejenerasyon ile karakterize olan MS,
ndrolojik fonksiyon bozukluklarina sebep olan bir MSS hastaligidir. Hastaligin
patogenezi ve immiin sistem iliskisine dair bazi mekanizmalar belirlenmis olsa dahi
MS fenotipinin gelismesine sebep olan c¢evresel ve genetik risk faktorleri heniiz net
bir sekilde tanimlanamamistir (Hauser & Cree, 2020). MS'nin klinik sunumu
genellikle hastalar arasinda degiskenlik gosterse de, yorgunluk, gérme sorunlari,
ylriime gilicliigli, ayaklarda veya ellerde uyusma, kas sertligi ve spazmlari, denge ve
koordinasyon sorunlar1 ve idrar ve bagirsak semptomlarini igerir (Cosh & Carslaw,
2014). MS, genellikle geng yetiskinlerde goriilen bir hastalik olup ilk belirtilerini 20-
40 yas araliginda gostermektedir ve diinya ¢apinda 2020 yilinda 3 milyon kiginin MS

ile yasadig1 bilinmektedir. Bu duruma ek olarak yapilan arastirmalar sonucunda MS
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prevalansinin her sene %350 tizerinde artis gosterdigi bildirilmektedir (Walton vd.,

2020).

MS’nin klinik alt tipleri igerisinde yer alan ve hastaligin en yaygin formu olan
RRMS, MS’de tedavi stratejilerin gelistirildigi ana formdur. Bu durum RRMS klinik
tipinde degerlendirilen hastalarin ilerleyen yillarda hastaligin daha progresif
formlarima ge¢is yapmasi ve RRMS hastalarinin diger gruptaki hastalara oranla
tedaviye daha iyi yanit vermesinden kaynaklanmaktadir (Rieckmann & Toyka, 1999;
Weinshenker, 1998). MS’de gelistirilen tedavi stratejilerinin odak noktasi hastalarda
atak siklig1 ve siddetini baskilarken hastalik semptomlarinin artisint yani EDSS
puaninda kisa siirede yiikselmeleri de Onlenmesidir. Gelistirilen bu strateji MS
hastalarmma hastaligin erken evresinde etkili bir tedavi planinin uygulanmasiyla

hedefine ulasabilir.

MS’de goriilen ve klinik birtakim testler ile de dogrulanabilen, tedaviye kars1 gelisen
yanitsizlik hastaligin en zorlayici noktalarindan biridir. Bir hastanin hem erken
evrede etkili bir tedaviye sahip olmas1 hem de gelisen tedavi yanitsizliginin da kisa
stirede belirlenmesi gerekmektedir. Klinikte tedavi yanitinin incelenmesi amaciyla
tercih edilen testler, ilgili yanitsizli1 ortaya c¢ikaracak olan biyolojik parametrelerin
Olciilebilecek duruma geldigi siire¢ sebebiyle (6rnegin yeni lezyon olusumu) erken
evrede yanitsizligin fark edilmesini zorlasgtirmaktadir. Bu noktada erken evrede
yanitsizligin  belirlenebilecegi potansiyel biyobelirteglerin  ortaya ¢ikarilmasi
gerekmektedir. Bir biyobelirte¢ hastaligin tedavisi hakkinda yorum yapilmasim
saglarken ayn1 zamanda hastaligin patogenezinde yer alan molekiiler mekanizmalar
ile de iligkili bir sekilde degerlendirilmesi bu biyobelirtecin daha da kiymetli bir hale

gelmesini saglamaktadir.

MS’nin oto-immiin dogasi1 6zellikle adaptif immiin sistem hiicrelerinin olusan immiin
tepkiyi stirekli bir sekilde devam ettirmesi ile ilintilidir. T ve B lenfositler aracili
olusan enflamatuar tepkiye ek olarak sistemin kontroliinde gorev alan Treg gibi
hiicrelerin fonksiyonlarinda goriilen bozulmalar da enflamasyonun devam etmesine
sebep olmaktadir. B hiicreleri, DH’ler, mikroglialar ve makrofajlar kiimesinin
tamami olan APC’ler, o6zellikle T hiicrelerinin aktiflesmesi ve farklilasmasi
stireglerinde gorev almaktadirlar. Yapilan arastirmalarda (Radsak vd., 2000; Vono

vd., 2017) immiin sistemin bir diger bileseni olan nétrofillerin de antijen sunum
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stirecine dahil oldugu bilinmektedir.
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Notrofillerin MS patogenezine dahil oldugu fagositoz, KBB yikimi, enflamatuar
molekiillerin salinimi, NHDT olusturulmas1 gibi tiim siirecler tipki antijen
sunumunda oldugu gibi yogun sinyallesme aglar1 sonucunda gelismektedir. Biyolojik
bir sistem olan enflamatuar tepki olusturulmasinda aktiflesen veya inaktiflesen tiim
sinyal yolaklari, bu yolaklara dahil olan sitokinler, kemokinler protein yapidadir. Bir
proteinin fonksiyonel bir 6zellik kazanmasi ve bu fonksiyonu bir gorev olarak yerine
getirebilmesi i¢in {i¢ boyutlu bir konformasyonel yapi kazanmasi, katlanmasi

gerekmektedir.

Hiicre icerisinde bir proteinin katlanmasi ER’de gerceklesir. ER’de bulunan protein
ve katlanmig protein miktar1 arasinda bir denge kurulmasi gerekmektedir. Kurulan bu
denge ER homeostazi olarak adlandirilir. ER homeostazi, katlanmamis ya da yanlis
katlanmig proteinlerin miktarinin artmasi yani bir diger deyisle ER’nin protein
yukiine dair arz-talep dengesini karsilayamamasi sebepleri ile bozulur. Bozulan
homeostazin yeniden saglanmasi amaciyla gelisen ER stres sonucunda; KPY
mekanizmast GRP78, IRE1, PERK ve ATF6 sensor proteinleri kullanilarak
calistirilir. KPY mekanizmasi sonucunda homeostaz yeniden saglanamaz ise hiicre

artan protein yiikii sebebiyle apoptoza gotiiriiliir.

DMF, MS tedavisinde 1.basamak DMT grubunda yer alan ve oral yol ile
kullanilmas1 sebebiyle klinikte oldukca fazla tercih edilen bir ilagtir. DMF nin etki
mekanizmasinda goriilen ROS ile iliskili bir sekilde NHDT olusumuna katki
saglamas1 ve Nrf2 ile ER stres aracili bir sekilde hiicrelerde apoptozu da tetikledigi

bilinmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda; enflamatuar tepki 6zelinde MS patogenezi ile iliskisi
oldugu bilinen nétrofillerde gelisen ER stresine ait belirteglerin, MS hastalar1 ve
saglikli kontroller arasinda goriilen rolatif gen ekspresyon ve protein ifade seviyesi
farklar1 agisindan karsilastirilmasi yapilmistir. Elde edilen sonuglar tedavi yaniti

kapsaminda potansiyel biyobelirte¢ aday1 olarak degerlendirilmistir.
Bu kapsamda c¢alisma semas1 asagidaki gibi belirlenmistir:

. RRMS tanis1 almig ve heniiz ilag tedavisi baslanmayan (naif) ancak DMF
tedavisi baslanmasi belirlenen MS hastalarindan ve saglikli kontrollerden tam kan

orneklerinin alinmasi

66



. Naif iken kani alinan RRMS hastalarinin DMF kullanimi sonrasi 3. ve 6. ay

takip kanlarinin alinmasi

. Hastalardan ve saglikli kontrollerden alinan tam kan 6rneklerinden mantiel

yontem ile notrofillerin izole edilmesi

. Izole edilen nétrofillerden ER stres belirtecleri ve apoptoz belirtegleri olan
ATF4, ATF6, BAX, BCL2, CASP-3, CHOP, PERK, elF2a ve GRP78 genlerinin ifade
seviyesinin belirlenmesi amaci ile fenol-kloroform c¢oktiirme yontemi ile RNA

izolasyonu yapilmasi

. Izole edilen RNA’lardan komplementer DNA (complementary DNA-cDNA)
cDNA sentezlenmesi ve sentezlenen cDNA’larin kalip olarak kullanildig: kantitatif
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Quantitave Real Time Polymerase
Chain Reaction-qRT-PCR) ile saglikli kontroller ve MS hastalarinda hedef genlerin
rolatif ekspresyon seviyesi analizlerinin (relative gene expression level-REL)

yapilmast

. MS hastalar1 ve saglikli kontrollerden izole edilen nétrofillerden total protein
izolasyonu yapilmasi, proteinlerin konsantrasyonlarmin bikinkoninik asit analizi

(bicinchoninic acid assay-BCA) ile belirlenmesi

. REL analizleri sonucunda MS hastalar1 ve saglikli kontroller arasinda anlaml
farklilik goriilen genlerin iirlinleri olan proteinlerin ifade seviyesinin sodyum dodesil
silfat poliakrilamid jel elektroforez — Western Blot (Sodium dodecyl-sulfate
polyacrylamide gel -electrophoresis-SDS-PAGE — Western Blot) yontemi ile

belirlenmesi

. Gen ifade seviyeleri ve REL analizleri sonucunda arastirilan protein

ifadelerinin hastalik riski ve tedavi yanitiyla iligkilendirilmesi

. Calisma grubunu olusturan MS hastalar1 ve saglikli kontrollerin cinsiyet, yas
gibi demografik parametreleri ve klinik test sonuglarinin elde edilen deneysel
sonuglar ile bir iliskisinin olup olmadiginin uygun istatistiksel analiz yontemler ile

degerlendirilmesi.
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2. MATERYALLER VE METOTLAR

2.1 Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Bu ¢alisma 2188578 kodlu TUBITAK 1001 projesinin bir kismini icermekte olup
Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu’'nun 26.06.2018 tarihli 2018/9 No.lu toplantisinda incelenmis ve
gerceklestirilmesinin uygun olduguna karar verilmistir (Karar No: 18/206, Ek-1).
Helsinki deklarasyonu ve iyi klinik uygulamalara (IKU) uyulan ve etik ilkeler
gozetilerek ylriitiilen bu calisma; Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Noroloji
Poliklinige bagvuran RRMS’1i hastalarin ve saglikli kontrollerin dahil edilmesiyle tek
kor bir sekilde yiiriitiilmiistiir. Calisma kapsaminda elde edilen deneysel verilerin
klinikten elde edilen EDSS puanlart ve MRG sonuglartyla yapilan istatistiksel
analizler sonucunda ER stres ve apoptoz belirteci genlerin tan1 ve tedavi yaniti

stireglerinde biyobelirte¢ olma potansiyelleri degerlendirilmistir.

Goniilliiliik esasina gore calismaya katilmay1 kabul eden saglikli kontroller (K grubu)
ve naif MS hastalar1 (M grubu) bu calismanin iki ana grubunu olusturmaktadir. Her
iki grup icin de calismaya katilim i¢in uygunluk kriterleri belirlenmis (Cizelge 2.1)
ve kriterleri saglayan, goniilliiliik esasina gore calismaya katilmayir kabul edip
bilgilendirilmis goniillii olur formunu (BGOF) imzalayan katilimecilarin nérologlar
tarafindan muayeneleri yapilmistir. Helsinki deklarasyonu ve IKU geregince
hastalarin kullanacagi ila¢ hekimler tarafindan belirlenmis ve yalnizca DMF
kullanimi uygun goriilen RRMS hastalar1 ¢alismaya dahil edilmistir. Cizelge 2.1°de
verilen kriterleri saglayan naif hastalar, hekimlerin tavsiyeleri uyarinca DMF ilacina
baslamalarini takiben, ilag kullanim siirelerinin 3. ve 6. aylarinda ¢alismamiz i¢in kan

ornegi vermis olup, M grubunun alt kiimelerini olusturmuslardir (Sekil 2.1)
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Cizelge 2.1: Calismaya dahil edilen M (RRMS) grubu ve K (Kontrol) grubu i¢in
belirlenen uygunluk kriterleri

Uygunluk Kriterleri

M Grubu

K Grubu

Calismaya katilmaya goniillii olmak ve
BGOF imzalamak

18 yasindan biiylik 65 yasindan kiiciik
olmak

McDonald Kriterlerine gore kesin MS
tanist almis ve RRMS alt grubunda
degerlendiriliyor olmak

Heniliz yeni MS tanisi almis olmak ya
da naif kabul edilebilecek bir siire
boyunca (en az 3 ay) ila¢ tedavisi
almamis olmak

Herhangi bir atak olgusu gdstermiyor
olmak

Akut enfeksiyon, travma, atesli bir
hastalik ge¢irmiyor olmak

Malignite  Oykiisii  bulundurmuyor
olmak
Hekimler tarafindan DMF ilaci

kullanacag: belirlenen hastalar

Calismaya katilmaya goniillii olmak ve
BGOF imzalamak

18 yasindan biiylik 65 yasindan kiiciik
olmak

Klinik gegmisinde MS ve MS benzeri
Oykii bulundurmamak

Yas ve cinsiyet gibi demografik veriler
acisindan M grubu ile benzerlik
gostermek

MS tanis1 veya bagka bir oto-immiin
hastalik tanis1 veya ge¢misine sahip
olmamak

o MS benzeri oto-immiin
romatolojik  hastalik  gegmisi
bulundurmamak

Son 3 ay igerisinde immiinmodiilator
ve immiin baskilayici ilag kullanmamis
olmak

Akut enfeksiyon, travma, atesli bir
hastalik gecirmiyor olmak

Malignite  Oykiisit  bulundurmuyor
olmak

M grubuna baslangicta naif iken dahil edilmis 20 RRMS hastasinin heniiz DMF
kullanmaya baslamadan 6nce (0A), DMF kullanmaya baslamalarindan sonra 3. ayda
(3A) ve 6. ayda (6A) olmak iizere toplamda ii¢ kez olacak sekilde tam kan 6rnekleri
alinmistir. K grubunda yer alan 60 goniilliiniin ise yalnizca bir kez tam kan ornekleri

alinmistir.

M grubu ve K grubunu olusturan her bir katilimcidan 2 adet 10 mL’lik sodyum-
etilendiamintetraasetik asitli (Na-EDTA) tiiplere tam kan 6rnekleri alinmistir. Alinan
kan 6rnekleri, i¢ine buz akiisli yerlestirilmis olan ve 1s1 kaybin1 6nleyen kutularda,
direkt buz akiisiine temasi engellenmis bir bigimde, Tiirkiye Odalar ve Borsalar
Birligi Ekonomi ve Teknoloji Universitesi (TOBB ETU) Teknoloji Merkezi’nde

bulunan Biyomedikal Miihendisligi’ne ait 202 numarali laboratuvara getirilmistir.
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M (RRMS)
Grubu K (Kontrol)

Naif: 0A G
. rubu
3 Ay llag Kullanim1: 3A

6 Ay ilag Kullanimi: 6A

Sekil 2.1: Calismaya dahil edilen goniillillerin olusturduklart gruplarmm sematik
gosterimi. M: RRMS Grubu, K: Kontrol Grubu

2.1.1 Laboratuvar Cahsmalar icin Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

M grubu ve K grubunu olusturan goniilliillerden alinan tam kan 6rnekleri, notrofil
izolasyonu i¢in kullanilmis, elde edilen notrofillerden hem RNA hem de protein
izolasyonu yapilmistir. izole edilen RNA’lar qRT-PCR deneylerinde, proteinler ise
WB deneylerinde kullanilmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda tiim deneysel siirecler
icin kullanilan cihazlar ve ¢esitli kimyasallar ile ilgili bilgiler sirasiyla Ek-2 ve Ek-
3’te sunulmustur. qRT-PCR deneylerinde kullanilan primer dizileri, primerlerin
hedef genlerine ait amplifikasyon ve erime egrileri Ek-4’te sunulurken SDS-PAGE —

WB deneylerinde hazirlanan soliisyonlar Ek-5’te sunulmustur.

2.2  Cahsma Gruplarindan Biyolojik Materyal Elde Etmek I¢in Kullanilan
Metotlar

Bu tez calismasi kapsaminda yapilan ve ilerleyen alt basliklardaki tiim deneysel
siirecler i¢in literatiir taranmustir. Yapilan arastirmalar sonucunda, deneysel
prosediirlerin her biri bu tez ¢aligmasina en uygun olacak sekilde ve optimizasyon

deneyleri yapilarak belirlenmistir.

2.2.1 Tam Kandan Nétrofil izolasyonu

M grubu ve K grubu i¢in ¢alismaya katilmay1 kabul etmis goniilliilerden alinan tam
kan orneklerinden nétrofil izolasyonu yapilmistir. Bu tez calismasmin amacina
uygun olarak orneklerin hassasiyeti korunmus ve ozellikle fizyolojik bir durumu
yansitacagi diisiiniilen notrofil izolasyonu asamasi i¢in literatlire uygun bir bigimde
kan Orneginin alinma saatinden itibaren en fazla 2 saat icinde deney prosediirlerine

baslanmistir (Beyum, 1976; Hirz & Dumontet, 2016).
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Tam kan orneklerinden yogunluk farkina gore ayirma yontemi kullanilarak nétrofil
izolasyonu yapilmistir (Hirz & Dumontet, 2016). Na-EDTA’l1 tiiplerde bulunan 15
mL tam kan 6rnegi, 50 mL boyutundaki falkon tiiplere aktarilmis ve 6rnegin iizerine
1:1 orani saglanacak sekilde fosfat tamponlu salin (phosphate buffered saline-PBS)
eklenmistir. Olusturulan bu kan-PBS karisimi lenfosit ayirma besiyeri (lymphocyte
separation media-LSM-A) lizerine, 3:2 oran olusturulacak sekilde (15 mL kan-PBS:
10 mL LSM-A) ve sivilarin birbirine karigmasiin oniine gecilerek (Sekil 2.2-A)
eklenmistir. Bu durumda c¢alismaya katilan her bir goniilliiden alinan kan 6rnekleri 2
adet 50 mL falkonda calisilmistir. Hazirlanan bu LSM-A-kan karisimi 400 g’de 30
dk 24°C’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sirasinda, yogunluk farkina gore kan
bilesenlerini igeren faz farkinin kaybolmamasi i¢in cihazin frenleme ayar1 0 olarak
belirlenmistir. Santrifiij sonrasinda en iistte plazma, ortada bulutumsu bir tabakada
periferik kan mononiikleer hiicreler (peripheral blood mononuclear cells-PBMC) ve
en alt tabakada ise eritrositlerle beraber nétrofiller bulunacak sekilde faz ayrimi
olustugu goriilmiistiir (Sekil 2.2-B). Noétrofillerin elde edilmesi amaciyla, plazma ve
PBMC igeren fazlar sistemden uzaklastirilmis ancak nétrofil ve eritrosit iceren faza
(NEF) zarar verilmemeye dikkat edilmistir. Geride yalnizca NEF kaldigina emin
olunduktan sonra LSM-A’nin toksik etkisinden kaginmak i¢in toplam hacim 10 mL
olacak sekilde, falkonlara PBS eklenmistir.

Bu asamada NEF bilesenlerinin birbirinden ayristirilmasi amaciyla sedimentasyon
islemi gergeklestirilmistir. Sedimentasyon islemi herhangi bir santrifiij islemi
gerekmeksizin alyuvarlarin dibe ¢Okerek adeta bir pelet olusturmasi sayesinde
notrofillerden ayrilmasi olarak tanimlanmaktadir. NEF’den noétrofillerin elde
edilmesi amaciyla dekstran sedimentasyonu yapilmis ve bu islem i¢in %6’lik 10 mL
dekstran her bir falkona eklenerek drnekler oda sicakliginda 40 dk inkiibe edilmistir
(Magbool vd., 2011).

Inkiibasyon sonucunda her bir falkonda iistte notrofiller ve az miktarda eritrositleri
iceren silipernatant olustugu goriilirken dip kisma ise eritrositlerin ¢oktigl

goriilmistiir (Sekil 2.2-C).
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Plazma tabakast

PBMC igeren bulutsu ‘
tabaka

Notrofil ve
eritrositler1 igeren alt
faz.

-~

s Notrofiller

Eritrositler

Kan:PBS karisiminin
LSM-A tuizerindeki
gdriniimi

Dekstran sedimentasyonu

Santrifij sonrasi >
sonucu olugan alt ve iist faz

goriilen faz ayrimi

Sekil 2.2: Notrofil izolasyonu asamalarinda deneyler esnasinda elde edilen goriintiiler
PBMC: Periferal kan mononiikleer hiicreleri (peripheral blood mononuclear cells),
PBS: Fosfat tamponlu salin (phosphate buffered saline), LSM-A: Lenfosit ayirma
besiyeri (lymphocyte separation media)

Elde edilen siipernatant ayr1 bir falkona alinmis ve c¢ekilen hacmin 2 kati1 olacak
sekilde PBS eklenmistir. Notrofilleri igeren 6rnekler 300 g’de 10 dk 4°C’de
santrifiijlenmistir. Bu sayede sedimentasyon sonucu elde edilen hiicrelerin bir pelet
olusturmasi1 saglanmis ve sedimentasyondan geriye kalan az miktarda alyuvarin
uzaklastirilacag liziz asamasina gegis saglanmistir.

Alyuvarlarin sistemden uzaklastirilmasi igin gesitli tuzlar iceren kirmizi kan hiicresi
(red blood cell-RBC) liziz tamponu kullanilmistir. Her bir falkona 5 mL RBC
tamponu eklenmis, tim peletin ¢dziilmesi ve hiicrelerin miimkiin oldugunca liziz
tamponuna tabi tutulmasi amaciyla pipetaj yapilmistir. Ardindan Ornekler RBC
tamponu ile oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda
hiicrelerin liziz tamponundan daha fazla zarar gérmemesi, bir diger deyisle tamponun
caligmasii durdurmak amaciyla her bir falkona 10 mL soguk PBS eklenmistir.
Notrofillerin alyuvarlardan ayristirilmasi amaciyla, 6rnekler 400 g’de 10 dk 4°C’de
santrifijjlenmis  ve  santrifiij = sonrasi  alyuvarlar1 igeren  siipernatantlar
uzaklastirilmistir. Bu asamada alyuvarlar yeterince uzaklastirilamamais ise yalnizca
bir kez olmak flizere liziz asamasi tekrar edilmistir. Liziz asamasi sonrasinda,
nétrofiller RBC tamponunun kalintilarinin uzaklagtirilmas: amaciyla bir kez daha 10
mL PBS ile yikanarak tekrar 400 g’de 10 dk 4°C’de santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonrasi slipernatant uzaklastirilarak notrofil peleti 1 mL Ca ve magnezyum

(Mg) icermeyen dengeli bir tuz ¢bzeltisi (Hank’s Balanced Salt Solution-HBSS) ile
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¢Ozililmiistiir. Calismaya katilan her bir goniilliiye ait iki adet falkon igerisinde
bulunan ve 1 mL HBSS’de ¢6ziilen notrofiller tek bir falkonda birlestirilerek sayim

asamasi i¢in alikotlanmistir.

2.2.1.1 Hiicre Sayimi

Her bir 6rnek i¢in 2 mL HBSS igerisinde bulunan nétrofillerden 50 pL alinmis ve
hiicre saymmi asamasina gegilmistir. Bu asama icin TOBB ETU Teknoloji Merkezi
202 numarali laboratuvarimiz i¢inde bulunan hiicre kiiltiiriine ayrilmis 6zel bir alanda
bulunan ters mikroskop (inverted mikroskop-Leica, Almanya), thoma lam1 (thoma
chamber-TC) ve tripan mavisi (tryphan blue-TB) kullanilmistir.

TB, canli ve 6li hiicreleri birbirinden ayirmak i¢in kullanilan bir boyadir. Normal
sartlarda maddeler; hiicre igerisine aktif tasima, pasif tasima veya endositoz aracili
bir sekilde, ¢esitli diizenlemelere ve kontrol mekanizmalarina tabii tutularak girebilir.
Canli hiicrelerde, hiicre membraninin segici-gecirgen 06zelligi sayesinde ¢esitli
maddeler hiicre i¢ine alinirken; cansiz hiicrelerde membranin biitiinciil yapisinin
kaybedilmesi ile hangi madde hiicre i¢ine girecek olursa olsun herhangi bir kontrol
mekanizmasi devreye sokulmaz (Kamiloglu vd., 2020). Nitekim TB herhangi bir
hiicre-besiyeri soliisyonu ile karistirilip 151k mikroskobu altinda incelendiginde; canli
hiicrelerin boyay1 saglam membran yapisi sayesinde disar1 geri birakabildigi cansiz
hiicrelerin ise bunu yapamadigi goriilmiistiir. Bu durumda TB ile yapilan boyama
sonucunda canli hiicreler beyaz-berrak bir goriintii verirken, cansiz hiicreler ise mavi
bir goriintii vermektedir (Sekil 2.3).

Hiicre sayimi yapilirken kullanilan boyaya ek olarak sayim islemini kolaylastiracak
ek bir ekipmana daha ihtiya¢c duyulmaktadir. Boyama sonrasinda birim hacimde
bulunan hiicre sayisinin hesaplanmasi amaciyla TC isimli 6zel bir lam kullanilir. TC
icerisinde bulunan biri altta biri tiistte olmak {lizere iki adet 16x16’lik kareler
bulunmaktadir ve bu karelerin smirlar1  dikkate alinarak hiicre sayim
yapilabilmektedir (Sekil 2.3). Hiicre sayimi1 protokollerine gore olusturulan hiicre-TB
karisimi, lamel ile Ustli kapatilmig TC lizerine yayilarak mikroskopta 10X biiyiitme
altinda incelenmesinin ardindan hiicre sayimi yapilir. TC’de bulunan her iki 16x16
kare igerisinde bulunan hiicreler sayildiktan sonra bu iki sayimdan elde edilen
degerlerin ortalamasi alinir. Karelerde bulunan ortalama hiicre sayisinin, 10000 sabit

sayist ve seyreltme faktorii ile c¢arpilmasi ile 1 mL’de bulunan hiicre sayisi
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hesaplanmis olur.
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TB ile boyanan hiicreler

Mavi  renkte  gbrillenler TB ile boyandiktan sonra TC igerisine yilklenen ve
cansiz hiicre, beyaz-berrak 16x16°lik karelerin igerisinde bulunan hiicrelere ait 10X
goriilenler ise canli hiicre biiyiitme altinda elde edilen goriintii

olarak simflandirilmaktadir

Sekil 2.3: TB ile boyanan hiicrelerin temsili goriiniimii. TB: tripan mavisi (tryphan
blue)

Literatiirden elde edilen bu bilgiler 1s181nda HBSS icerisinde bulunan nétrofillerden
50 uL alinmis ve 50 uLL TB ile yavasca pipetaj yapilarak karistirilmistir. Elde edilen
TB-nétrofil karisimi TC’nin alt ve iist karelerine 20 pL olacak sekilde yayilmis ve
hiicre sayimi yapilmistir. TB ile yapilan hiicre sayimlarinda boya ve hiicre
karisiminin en fazla 3-5 dk siiresince bir arada tutulmasina izin verilmektedir. Sayim
asamasinda her bir 0rnek i¢in bu siirenin asilmamasina 6zen gosterilmistir. Sayim
asamasi sonrasinda izole edilen nétrofillerin en az 5 milyonu RNA izolasyonu i¢in
ayrilirken kalani ise protein izolasyonu i¢in kullanilmistir.

RNA izolasyonunda kullanilmak iizere ayrilmis olan ve 5 milyon nétrofil igeren
hiicre alikotlar1, HBSS’nin uzaklagtirilmasi i¢in 2500 g’de 5 dk 4°C’de
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirilmis ve her bir hiicre
peleti 1 mL Qiazol ile ¢oziilerek, RNA izolasyonuna hazir bir sekilde -86°C’de

saklanmistir.

2.2.2 Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in hazir bir sekilde -86°C’de bekleyen orneklerden fenol-
kloroform ¢oktiirme metodu ile total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir (Toni vd.,
2018). Bu yontem fenol ve guanidium tiyosiyonat i¢eren bir kimyasal (6rnegin ticari
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ismiyle Qiazol) ve kloroform kullanimim1 icermektedir. Bu iki bilesen,

hiicrelerin
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parcalanmasini ve parcalanma sonucu ortama salinacak materyallerin birbirinden

ayrilmasini saglayan bir faz farki olusumunu saglamaktadir.

Gelisen faz fark:i sonrasinda en {istte RNA, ortada bulutumsu bir yapida DNA ve en
altta ise organik bilesikler bulunur. Bu sayede diger hiicresel bilesenlerden ayrilan

RNA, izopropanol ve etanol yardimiyla ¢oktiiriilerek izole edilmis olur.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda yapilan RNA izolasyonu i¢in fenol-kloroform ¢oktiirme
yontemi kullanilmis ve prosediir olusturulurken Toni vd., 2018 makalesinden
yararlanilmistir. Belirlenen protokole goére M grubu ve K grubuna ait 6rneklerden
izole edilen noétrofiller kullanilarak RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. RNA
izolasyonu siiresince takip edilen deneysel prosedir TOBB ETU Teknoloji
Merkezi’nde bulunan RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve qRT-PCR ¢alismalari i¢in
kullanilan biyogiivenlik kabini icerisinde gergeklestirilmistir. 1 mL Qiazol igerisinde
-86°C’de bekleyen ornekler oda sicakligina ulagmalari i¢in bir siire bekletilmistir.
Oda sicakligina geldigine emin olunan ornekler mikropipet yardimiyla homojenize
edilmis ve ardindan her bir 6rnegin {izerine icerdigi qiazol miktarinin beste biri kadar
(200 pL) kloroform eklenmistir. Fenollii bilesik ve kloroformun homojen bir yap1
almasi icin Ornekleri iceren eppendorf tiipler 3 dk boyunca elle sallanmistir. Homojen
bir gorlinlim olustuguna emin olunduktan sonra, faz farki olusumu saglanacak
sekilde, 6rnekler 12000 g’de 15 dk 4°C’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonucunda faz
farki olustugu goriilmiis ve RNA igerdigi bilinen iist faz ayr1 bir eppendorf tiipe
aktarilmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda tercih edilen RNA izolasyon metodu, klasik
RNA izolasyon metotlarindan farkli olarak bu agamadan sonra ikinci bir kloroform
ekleme asamas1 6nermektedir. Ikinci kez kloroform kullanilmasimimn amaci, Qiazol
icerisinde bulunan ve izole edilmis RNA’nin safligini, kalitesini etkileyebilecek olan

fenol ve guanidin tuzlarinin olabildigince uzaklastirilmasidir.

Bu amagla, her bir 6rnek i¢in, yeni bir tiipe aktarilan ve RNA igeren iist faza bir kez
daha 200 pL kloroform eklemesi yapilmistir. Ayrica, RNA igeren faz ve kloroformun
homojen bir goriiniim kazanmasi icin tiipler tekrar 3 dk elle sallanmistir. Homojen
gbriinlim olustugundan emin olunduktan sonra ornekler tekrar 12000 g’de 15 dk
4°C’de santrifiijlenmistir. Bu islem sonrasinda, tipki ilk santrifiijde oldugu gibi, yeni
bir faz farki olustugu goriilmiistiir ve yine RNA igeren iist faz ayr1 bir eppendorf tiipe
aktarilmistir. Ayrilan bu RNA’larin ¢oktiiriilmesi icin, her bir 6rnege 500 pL
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izopropanol eklenmis ve drnekler 10 dk boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
tamamlanmasiin ardindan, 6rnekler 13000 g’de 10 dk 4°C’de santrifiijlenmis ve

santrifiij sonucunda RNA peletinin olustugu goriilmiistiir.

RNA igeren pelete zarar vermeden siipernatantin bir kismi1 sistemden uzaklagtirilmig
ve her bir 6rmmege 1 mL %75’lik etanol eklenmistir. Bu sayede hem RNA’larin
baslangictan itibaren sistem igerisinde kalan tuzlardan uzaklastirilmasi hem de
tiiplerin i¢inde bulunan ancak tam olarak ¢okmemis RNA’larin tekrar ¢oktiirtilmesi
saglanmistir. Etanol eklenen tiipler 10-20 saniye boyunca vorteks islemine ve
ardindan 10000 g’de 10 dk 4°C’de santrifiije tabi tutulmustur. Santrifiij sonrasinda
pelete zarar vermeden siipernatant sistemden uzaklastirilmis ve tliplere tekrar 1 mL
%75 etanol eklenerek 7500 g’de 5 dk 4°C’de RNA’larin etanol ile yikanmasi
gerceklestirilmistir. Literatiirde karsilasilan fenol-kloroform coktiirme
yontemlerinden farkli olarak, RNA safliginin arttirilmasi amaciyla yapilan bu
fazladan etanol yikama islemi, amacina uygun bir sekilde takip edilmis ve ayni1 adim

toplamda iki kez olmak iizere gerceklestirilmistir (Toni vd., 2018)

Etanol yikamasi yapilan Orneklerden pelete zarar vermeden siipernatant
uzaklagtirllmistir. Tiip icerisinde bulunan tiim RNA’nin tekrar toplanmasi icin tiipler
vortekslenmis ve ardindan 10000 g’de 30 saniye boyunca mini santrifiijde

santrifiijlenmistir.

Yapilan son santrifiij isleminden sonra tiim siipernatant ¢ekilmis ve peletler
kurumaya birakilmistir. Kuruyan peletler 20 pL niikleaz icermeyen su (nuclease free

water- NFW) ile ¢oziilerek saflik ve konsantrasyon 6l¢iimiine tabi tutulmustur.

Izole edilen total RNA’larin saflik ve konsantrasyon 6l¢iimii i¢in laboratuvarimizda
bulunan NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis (Thermo Scientific, ABD)
spektrofotometresi kullanilmistir. Olgiim icin dncelikle cihazin her iki pedali NFW

ile silinmis, ardindan RNAnin ¢6ziildiigii NFW ile kor (blank) 6l¢tim alinmustir.

RNA’nin saflik analizi i¢in, literatiire uygun olacak sekilde A260/280 ve A260/230
degerleri dikkate alinmistir. A260/280 orami niikleik asitlerin safliini belirtirken
A280/230 orami ise fenol, guanidin tuzlar1 ve g¢esitli kimyasallar acisindan saflig
belirten bir deger olarak kabul edilmektedir. Nanodrop cihazi ile yapilan dlglimler

sonrasinda A260/280 orani 2,0 ve lizerinde olan; A260/230 orani ise 2,0 ve tlizerinde

78



olan RNA &rnekleri saf olarak kabul edilmistir (Eldh vd., 2012). Ol¢iim esnasinda,
gen ifade seviyesinin belirlenmesi amaciyla yapilacak deneyler gozetilerek miktari
200 ng iizerindeki RNA Ornekleri kullanilmistir. Saflik ve miktar tayini igin

belirlenen parametrelere uymayan orneklerde ek degerlendirmeler yapilmistir.

Fenol kontaminasyonu gorilen RNA’larda, ayn1 6rnege ait bir diger alikot
kullanilarak deney tekrar1 yapilirken; guanidin kontaminasyonu i¢in Nanodrop cihazi
tarafindan belirlenen 6l¢iim degerleri baz alinmustir. 100 mM degerinin altinda
guanidin kontaminasyonu goriilen 6rnekler devam eden deneylerde kullanilmustir.
Yapilan RNA izolasyonlarinda 100 mM degerinin {izerinde guanidin

kontaminasyonu ile karsilagiimamustir.

RNA’larin  Nanodrop kullanilarak yapilan saflik kontroline ek olarak,
laboratuvarimizda total RNA kalite kontrolii acisindan izole edilen RNA’lar agaroz
jel elektroforezinde incelenmektedir. Izole edilen total RNA’lar, ribozomlarin
bilesenleri olarak protein sentezinden sorumlu olacak sekilde gorev yapan spesifik
ribozomal RNA (rRNA) tiirleri olan 28S ve 18S RNA yapilarini igerirler. Agaroz jel
elektroforezine tabii tutulan RNA’larda, rRNA yapilarmin 28S:18S oram1 2:1
oraninda olacak sekilde goriilmesi, izole edilen RNA’nin kalitesini belirtirken bu
yontemle RNA’larin  genomik DNA  (gDNA) acisindan  safligi  da
degerlendirilebilmektedir. Laboratuvarimizda fenol-kloroform ¢oktiirme yontemiyle
izole edilen RNA’larin kalite kontroliiniin yapilmas1 amaciyla agaroz jel elektroforez

deneyi gergeklestirilmektedir.

Gergeklestirilen bu agaroz jel elektroforez deneyinde RNA’larin RNazlar tarafindan
yikilmasint 6nlemek amaciyla elektroforez tamponu dietil pyrocarbonate (diethyl
pyrocarbonate-DEPC) iceren dH,O kullanilarak hazirlanmistir. RNA’larin
elektroforez esnasinda potansiyel RNaz yikimindan korunmasi i¢in DEPC

kullanimina ek olarak camasir suyu da kullanilmistir.

DEPC’li su kullanilarak hazirlanan %1’lik agaroz jel karisimi igerisine hacmin %1’
kadar camasir suyu ve RNA’larin UV altinda 1simasini saglamak {izere etidyum
bromiir (EtBr) eklenmistir. Elektroforez isleminde fenol-kloroform ¢dktiirme
yontemi ile izole edilen RNA’lar 1 pg olacak sekilde yiiklenmis ve bu RNA’lara

ek olarak,
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gDNA ve 1 kilobaz (kb) degerinde DNA ladder1 yiiklenmistir. Tiim 6rnekler 90V°de

1 saat ytiriitilmustiir.

Izole edilen RNAlar, cDNA sentezinde kullanilmak iizere -86°C’de saklanmustir.

2.2.3 Total Protein izolasyonu

Tamamlanan notrofil izolasyonu sonrasi izole edilen nétrofillerin sayillmasinin
ardindan en az 5 milyon noétrofil RNA izolasyonu i¢in ayrilmigtir. RNA
1zolasyonunda kullanilacak olan nétrofiller ayrildiktan sonra geride kalan hiicreler 2
mL’lik eppendorf tiiplere aktarilmis ve HBSS’nin uzaklastirilmasi i¢in 2500 g’de 5
dk 4°C’de santrifiijlenmistir.  Santrifiij sonrasinda siipernatant sistemden
uzaklagtirllmig ve HBSS kalintilarinin tamamen temizlenmesi i¢in hiicre peleti 1 mL
soguk PBS ile pipetaj yardimiyla homojenize edilmistir. PBS ile tamamen
¢oziildiiglinden emin olunan 6rnekler tekrar 2500 g’de 5 dk 4°C’de santrifiijlenmistir.
Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant atilmis ve peletler radyoimmiinoprespitasyon
tahlil tamponu (radioimmunoprecipitation assay buffer-RIPA) ile muamele
edilmistir. Protein izolasyonu siiresince ¢esitli proteazlarin sebep olacagi
degredasyonun Onlenmesi i¢in proteaz inhibitdrii ve bu tez calismasi kapsaminda
elF2a ve PERK proteinlerinin fosforile hallerinin de ifade seviyesinin incelenme
durumu s6z konusu oldugundan fosfataz inhibitorii kullanilmistir. Tez calismasi
kapsaminda yapilan optimizasyon deneylerini takiben “10 milyon hiicreye 250 puL
RIPA tamponu” seklinde belirlenen oran tiim 6rnekler i¢in kullanilmistir. Proteaz ve
fosfotaz inhibitdrleri protein izolasyonu i¢in kullanilacak olan RIPA tamponu i¢ine
%1 oraninda olmak iizere eklenmistir. Ilgili proteazlarin eklenmesi ile hazirlanan
RIPA tamponu ile homojenize edilen 6rnekler, 15 dk boyunca buzda bekletilmis ve
ardindan 14000 g’de 15 dk 4°C’de santrifiijlenmistir. RIPA tamponu kullanimi
sayesinde hiicrenin total proteini ¢Oziiniir hale gelmektedir. Bu nedenle santrifiij
sonrast total protein lizatin1 igeren siipernatant almmis ve BCA islemi ile

konsantrasyon tayini yapilmistir.

Kolorimetrik bir yontem olan bikinkoninik asit analizi (bicinchoninic acid assay-

BCA), protein konsantrasyonu belirlemede yiiksek duyarliliga sahip bir yontem

oldugu i¢in tercih edilmektedir. BCA yontemi temelde peptit baglarinin bakir (Cu)

iyonlar: ile redoks tepkimesi olusturmasima dayanir. Oncelikle, peptit baglar1 Cu™
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iyonlarin1 Cu’ olacak sekilde indirger ve olusan Cu’, BCA molekiilleri ile
selatlanarak mor renkte bir kompleks olusturur (Huang vd., 2010). Bu yontem
sayesinde, incelenen ve konsantrasyonu bilinmeyen bir proteinin konsantrasyonu,
konsantrasyonu bilinen standart bir Ornekten elde edilen absorbans degerleri
kullanilarak ¢izdirilen standart egri yardimi ile belirlenebilmis olur. Protein
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in Takara marka BCA tahlili kiti kullanilmis olup,
tim okumalar ¢oklu plaka okuyucu Skanlt Microplate Reader cihazinda
(ThermoScientific, Multiskan Go) yapilmistir. BCA deneyi icin, siir serum
albimini (bovine serum albiimin-BSA) kullanilarak sirasiyla 100 pg/mL, 500
pg/mL, 1000 pg/mL ve 2000 pg/mL olacak sekilde standartlar hazirlanmistir.
Ardindan, ilgili standartlar kullanilarak standart egri ¢izdirilmis ve bu egriden
hesaplanan deneysel hatanin yorumlanmasini saglayan R* degeri incelenmistir (Sekil
2.4). Elde edilen R? degerinin 1’¢ esit veya 1’e yakin oldugu deneyler dogru kabul

edilmistir.

Signal

Conc.[ug/ml]

y = 2.59343E+06 + ( (0,0809939 - 2.59343E+06) / ( 1 + (w3.03883E+10)"0,833519) )
R:1

Sekil 2.4: BCA deneyi i¢in ¢izdirilen standart egri

Standartlarin hazirlanmasimin ardindan, BCA Kkitinde {retici tarafindan oOnerilen

prosediir takip edilmistir.

BCA Kkiti igerisinde A ve B isimli reaktiflerin 100:1 oraninda karistirilmasi ile bir
calisma sollisyonu (working solution-WS) hazirlanmaktadir ve yine kit prosediiriiniin
Onerisine gore bu soliisyonun kor (blank), standart veya hasta/kontrol 6rnegi olmasi

fark etmeksizin konsantrasyon oOl¢iimii yapilacak her bir 6rnege 200 pL olacak
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sekilde eklenmesi gerekmektedir. Tipki RNA miktar ve kalite analizinde oldugu
gibi BCA
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deneyi icin de bir kor (blank) okumasi yapilmis ve kor olarak distile su (dH,0)
kullanilmigtir. Kit prosediiriinde verilen bu onerileri takiben her bir standart ve
hasta/kontrol o6rnegi i¢in ilgili kuyucuklara 200 pL WS eklenmistir. Deneysel
hazirlik silirecinin tamamlanmasini takiben 96 kuyucuklu plaka, 1s1k goérmeyecek
sekilde, 37°C’de 50 rpm’de 30 dk c¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda plaka okuma yapilmasi igin Skanlt Microplate Reader
(ThermoScientific, Multiskan Go) cihaz1 igerisine yerlestirilmis ve 562 nm’de
absorbans &l¢iimii alinmistir. Olgiim yapilan cihaz tarafindan cizdirilen standart egri
ve bu egriden elde edilen denklem sayesinde cihaz yazilimi tarafindan 6rneklerin
pg/mL cinsinden konsantrasyonlari belirlenmektedir. Konsantrasyonu belirlenen

ornekler SDS-PAGE — WB deneylerinde kullanilmak iizere -86°C’de saklanmustir.

2.3 ER Stres ve Apoptoz Belirteci Genlerin ifade Seviyesinin Belirlenmesi

M grubu ve K grubu 6rneklerinin tamaminda ER stres ve apoptoz belirteci olan
genlerin ifade seviyesi qRT-PCR yontemi ile belirlenmistir. Bu ydntem igin
oncelikle, kalip olarak kullanilmak iizere RNA’dan c¢DNA sentezlenmesi

gerekmektedir.

2.3.1 Total RNA’lardan cDNA Sentezi

Saflik ve konsantrasyon agisindan uygun bir sekilde izole edilen total RNA
orneklerinden ters transkriptaz PCR yontemi (reverse transcriptase PCR; RT-PCR)
ile ¢ift zincirli DNA elde edilmistir. RT-PCR yontemiyle gerceklestirilen ¢cDNA
sentezi i¢in iScript cDNA Synthesis Kit (Biorad, ABD) kullanilmistir. Okaryotik
hiicrelerde gerceklesen transkripsiyon silirecinde mRNA’nin sonunda ¢oklu adenin
niikleotit tekrar1 (poli-A) igeren ve poli-A kuyrugu adi verilen bir yap1
bulunmaktadir. cDNA sentezi i¢in kullanilmis olan bu kit igerisinde total RNA’larin
arasindan mRNA’larin se¢ilmesini saglayan ve deoksi-timin (dT) tekrar1 i¢eren oligo
dT primerleri bulunmaktadir. Boylelikle, kullanilan kit sayesinde total RNA
icerisinden mRNA’lar se¢ilmis ve RNA bagimli DNA polimeraz 6zellikteki ters
transkriptaz (reverse transcriptase) enzimi sayesinde cDNA sentezi yapilmig olur.
Sentezlenen ¢cDNA ise qRT-PCR deneylerinde kalip olarak kullanilir ve c¢esitli
analizlerin yapilmasi ile hedef genlerin rolatif ifade seviyesi (relative gene expression

level-REL) belirlenir.
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Deney hazirliklar1 ve RT-PCR kosullar iiretici firmanin 6nermis oldugu prosediire
gore gerceklestirilmistir. M grubu ve K grubu 6rneklerinin tamama igin sabit 200 ng
RNA kullanilarak gerceklestirilen ¢cDNA sentezinde Oncelikle, kite ait {iretici
prosediirii takip edilerek, 1 Ornek i¢in kit icerisinde bulunan her bir materyalden
kullanilmas1 gereken hacim degerleri gozetilmistir (Cizelge 2.2). Ardindan,
prosediire gore Onerilen toplam reaksiyon hacmi, bu hacmin igerisinde 5X iScript
Reaction Mix materyalinin 1X konsantrasyonda olacak sekilde seyreltilmesi ve
iScript Reverse Transcriptase enziminin 6rnek basma 1 pL kullanilmasi nerileri
dikkate alinmis ve bu iki kit materyalini igeren bir ana karisim hazirlanmasi gerektigi
goriilmiistiir. Ana karisimin hazirlanmasi amaciyla, Cizelge 2.2°de goriilen ve 1
ornek i¢in kullanilmasi gereken hacim degerleri, cDNA sentezi yapilacak Ornek

sayist (n) gozetilmis ve deneysel hatanin da 6niine gegmek i¢in n+1 ile carpilmistir.

Cizelge 2.2: cDNA sentezinde bilesenlerin 1 6rnek i¢in kullanildigi hacimsel degerler

Materyaller 1 Ornek I¢in
5X iScript Reaction Mix 4 uL
iScript Reverse Transcriptase 1 uL
Kalip RNA Her 6rnekten 200 ng olacak
sekilde
NFW Ornek basina degiskenlik
gostermektedir
Toplam Hacim 20 nL

Bu hesaplamalar1 takiben, ¢arpim sonucu dikkate alinarak 4 x (n+1) pL 5X iScript
Reaction Mix ve 1 x (n+1) pL iScript Reverse Transciptase iceren ve toplam hacmi 5
x (n+1) olarak hazirlanan ana karisim vortex ve spin islemlerine maruz birakilmig ve
bu sayede karisimi olusturan her bir materyalin birbiri ile iyice karigmasi

saglanmistir.

cDNA sentezi i¢in, sogutucu tiip tutacaginda bulunan 0,2 mL’lik eppendorf tiiplere
oncelikle NFW eklenmistir. NFW hacminin belirlenmesi amaciyla; her bir 6rnek i¢in
200 ng RNA’ya karsilik gelen hacim ve bir 6rnek i¢in kullanilan ana karisim hacmi
(5 uL) toplanmig ve bu deger toplam reaksiyon hacimden (20 pL) ¢ikarilmistir. Elde

edilen sonuca karsilik gelen NFW’nun tiiplere eklenmesinin ardindan, hazirlanan ana
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karigim her bir tiipe 5 pL olacak sekilde dagitilmistir. En son asama olarak ise her bir

ornek i¢in hesaplanan ve 200 ng RNA igeren hacim ilgili tiiplere eklenmistir.

Hazirlanan tiipler kibarca vortex ve spin islemlerine tabi tutulup, herhangi bir hava
kabarcig1 icermediklerine emin olunduktan sonra Eppendorf Mastercycler® Nexus

PCR (Miinih, Almanya) cihazinda uygun kuyucuklara yerlestirilmistir.

Isil dengesinin kaybolmamasi i¢in dengeli bir sekilde kapagi kapatilan cihazda RT-
PCR i¢in Cizelge 2.3’te verilen PCR dongiisii secilerek sentez gerceklestirilmistir.
Sentez sonrasinda elde edilen cDNA’lar, qRT-PCR deneylerinde kalip olarak

kullanilmak tizere -20°C’de saklanmustir.

Cizelge 2.3: RT-PCR igin kullanilan program

Asamalar Siire (dk) | Sicakhik (°C)
Hazirlanma Asamasi 5 25
Ters Transkripsiyon 20 46
Ters Transkriptaz Inaktivasyonu 1 95
Opsiyonel Bekletme 0 4

2.3.2 Hedef Genlerin qRT-PCR Yontemi ile Rolatif ifade Seviyesinin

Belirlenmesi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ER stres belirteci olan ATF-4, ATF-6, CHOP, PERK,
elF2a, IREI, GRP78 ve apoptoz belirteci olan BAX, BCL-2, CASP-3 genlerinin ifade
seviyesi, referans gen olarak B-aktin kullanilarak qRT-PCR yontemi ile
belirlenmistir. Bu yontemde orneklerin amplifikasyonuna bagli artan floresan sinyal
cihaz tarafindan okunmakta ve nicel bir veriye doniistiiriilmektedir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda, qRT- PCR deneylerinde amplifikasyona bagli olusan floresan sinyal,
SYBR Green boyasi kullanilarak tespit edilmistir. qRT-PCR deneyi, kalip olarak
kullanilan c¢DNA’larin 1s1 araciligiyla 95°C’de denatiire edilmesiyle baslar.
Denatiirasyon sonrasinda cDNA’larin cift iplikli yapist acilir (Sekil 2.5-A).
Ardindan, genellikle 55°C-65°C sicaklik araliginda gerceklesen, tek iplikli yapilara
forward ve reverse primerlerin tutunmasi ile baglanma (annealing) asamasina gegilir.
Bu asamay1 takiben, tekrar ¢ift iplikli DNA miktarinin arttigi ve SYBR Green
boyasinin olusan bu ¢ift iplikli
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DNA’larin kii¢iik oluklarina baglandigi uzama (extension) asamasi baslamis olur.
Uzama agsamasinda artan amplifikasyona bagli olarak bir esik degeri gecilir ve bu
degerin geg¢ilmesi sayesinde boyanin olusturdugu floresan sinyal ger¢ek zamanli bir

sekilde cihaz tarafindan saptanmis olur (Sekil 2.5-B).

A AZNYZNYZ N/ N/ B
Kalip cDNA

|

Denatiirasyon . \' : Afﬁo )
95°C M . = fg Ampliﬁkasyon
EE : f

[ Esik Egrisi

Baglanma ‘ /
55°C-65°C — —
—o &

Déngili Numarasi

Floresan Isima

v NONONONONOR -
¢ —

5 Kalip cDNA
SYBR DNA Primer Cifti ek
Green Polimeraz igermeyen drnel

Sekil 2.5: qRT-PCR siirecinin temsili gosterimi, A) qRT-PCR deneyinin sematik
gosterimi, B) cihaz tarafindan tespit edilen floresan sinyale ait grafigin temsili
gorunimu

gRT-PCR deneylerinde goriilen amplifikasyona bagli olarak artan floresan sinyal

adlandirilir (Sekil 2.5-B, Sekil 2.6-A). Gergek zamanli bir sekilde tespit edilebilen C;
degeri, amplifikasyonu gerceklestirilen iiriin miktar1 hakkinda yorum yapilabilmesini
de saglar. Nitekim, qRT-PCR deneyinde incelenen bir 6rnekte hedef genin daha fazla
ifadeleniyor olusu bu 6rnekte daha diisiik dongii sayisinda dahi amplifikasyon oldugu

ve floresan sinyal miktarinin da arttigin1 gostermektedir.

Hedef gen ifade seviyesinin gercek zamanli amplifikasyonunun belirlenmesine ek
olarak, qRT-PCR ¢alismalarinda gerceklesen polimerizasyonun tek bir {iriine ait olup
olmadiginin da degerlendirilmesi miimkiindiir. Gergeklesen amplifikasyonun
sonunda sicakligin kademeli bir sekilde arttirilmasiyla tek bir 6zgiil PCR {iriiniiniin
amplifiye edilip edilmedigi kontrol edilir. Bu sicaklik artisina bagli olarak erime
egrisi (melt curve) olusturulur (Sekil 2.6-B). Olusturulan erime egrisinin tek bir

sicaklik degerinde
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zirve yapiyor olusu ise reaksiyon boyunca incelenmek istenilen her bir genin ve

primerin 6zgiil oldugunu belirtir.

A Amplifikasyon
0 2 M "
Dongti

B Erime Egrisi

000

[ R~ B Raa e b e e / \ B T T DS~ 4
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)
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.'," \
T 11 I SN [P S (- SR, SR ]

------

Sicaklik

Sekil 2.6: B-aktin geni i¢in elde edilen A) amplifikasyon ve B) erime egrileri

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda hedef genlerin her birinin rdlatif ifade seviyesi M grubu
ve K grubu &rneklerinin tamaminda hesaplanmistir. {lgili hesaplamalarin
yapilabilmesi i¢in Oncelikle her bir 6rnek i¢cin QRT-PCR caligsmasi her bir hedef gen
ve referans gen i¢in iTaq Universal SYBR Green Supermix (Biorad, ABD) kiti
kullanilarak gerceklestirilmistir. Deneysel siirecin kendisi ve PCR dongiisii iiretici
prosediiriine uygun bir sekilde gerceklestirilmistir. Deneysel siire¢ baglamadan 6nce
96 kuyulu c¢oklu plakada hedef genlerin ve referans genin ayni anda calisiimasini

saglayacak deney tasarimi yapilmistir.

Deneysel asamaya gecildiginde, ilk olarak, qRT-PCR deneyinde kullanilan NFW,
iTaq Universal SYBR Green Supermix kiti ve valide primer ciftleri sogutuculu tiip
tutacaklaria yerlestirilmistir. Her bir gen i¢in 1 kuyu igerisinde gereken uygun
reaksiyon hacmi hesaplanmis ve sonrasinda plaka tasarimina uygun bir sekilde ilgili

genlerin ¢alisilacagi toplam kuyu sayis1 hesaplanmis (n), ancak hata pay1 birakmak

87



amaci ile n+1 degeri ile bu hacim carpilmistir (Cizelge 2.4). Elde edilen bu ¢arpim
sonucu hacminde bir ana karisim hazirlanarak plaka igerisinde ilgili kuyulara esit bir

sekilde dagitilmistir.

Cizelge 2.4: qRT-PCR reaksiyonunu gerceklestirmek iizere olusturulan karisimin 1
kuyu icin icerdigi malzeme miktar1 ve 9 kuyuya uygun bir sekilde hazirlanan ana
karigim hacmi

1 Kuyu I¢in 9 Kuyu ¢in
Materyaller

(nL) (nL)
NFW 38 342
iTaq SYBR Green Supermix 5 45
Ileri Primer
(Stok: 10 uM)

0,2 1,8

Geri Primer
(Stok: 10 uM)
cDNA 1 -

Cizelge 2.4’te verilen ve cDNA igermeyen 9 kuyu i¢in hazirlanan ana karigim
hazirlanmistir. Hazirlanan ana karisim, ifade seviyesi arastirilan tiim genler igin ¢
teknik replika olusturulacak sekilde her bir kuyuya 9 pL hacimde dagitilmistir.
Ardindan, 2.3.1 numarali baglikta anlatildig1 gibi her bir 6rnek i¢in 200 ng RNA’dan
sentezlenen cDNA’lar 40 ng olacak sekilde seyreltilerek ana karisim bulunan
kuyulara 1 pL olacak sekilde ve yine li¢ teknik replika olusturacak sekilde
dagitilmistir.

Yiikleme islemlerinin tamamlanmasinin ardindan, 96 kuyucuklu plakanin yiizeyi,
reaksiyon esnasinda olusabilecek buharlagmanin bertaraf edilmesi amaciyla, seffaf
bir koruyucu ile kapatilmis ve ardindan 2500 g’de 2 dk 4°C’de santrifiijlenmistir.
Herhangi bir kabarcik i¢ermediginden emin olunan plaka StepOne Plus RT-PCR
cthazina (Woodlands, Singapur) yerlestirilmistir. Ardindan primerlerin baglanma
sicaklig1 da dikkate alinarak Cizelge 2.5’te yer alan reaksiyon dongiisiine ait sicaklik
ve siireler cihaz yazilimia girilerek olusturulan program kullanilmis ve reaksiyon

baslatilmistir (Sekil 2.7).
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Cizelge 2.5: qRT-PCR deney dongiisii

Dongii Asamalar Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 3 dk 1X
Denatiirasyon 95°C 10 saniye

44X
Baglanma ve Uzama 58°C 30 saniye
95°C 10 saniye
Erime Egrisi 65°C 30 saniye Her 0,5°C’de bir
95°C 50 saniye

gRT-PCR ¢aligsmalarinda 3 teknik replika olarak kullanilan tiim 6rneklerin tek tek C;
degerleri cihazda bulunan program tarafindan saptanmigtir. Her bir 6rnek i¢in ise bu

3 replikadan elde edilen C; degerlerinin ortalamasi alinarak tek bir C; degeri elde

edilmistir.
i 1 2 i 3 4 5 i §
P oesp e B0 C %0 c | 950 C
/ 3:00 0:10 1 i | 010 ) [ 05 ¢
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Sekil 2.7: qRT-PCR deneyi i¢in cihazda kurulan programin ekran goriintiisii

M grubu ve K grubunda bulunan her bir 6rnegin ortalama C; degeri belirlendikten
sonra REL analizleri 2**“ yontemi kullanilarak yapilmistir (Livak & Schmitgenn,
2001). Bu yontemde her bir hedef genin ifade seviyesi referans gen olarak kullanilan
p-aktin’in ifade seviyesine gore normalize edilmektedir. Bu amagcla referans genin C;
degeri hedef genlerin C; degerinden ¢ikarilmis ve normalizasyon sonucunda her bir

ornek icin AC; degeri elde edilmistir. RRMS hastalar1 ve kontrol grubunda yapilan
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REL analizleri i¢in, K grubundaki her bir 6rnege ait AC; degerleri dikkate alinarak

kontrol grubunun ortalama AC; degeri hesaplanmstir.

K grubunda bulunan her bir 6rnege ait olan AC; degerinden kontrol grubunun
ortalama AC; degerinin ¢ikarilmasi ile her bir 6rnegin AAC; degeri hesaplanmistir.

AAC: degerinin 2 tabaninda negatif kuvveti alinarak 6rneklerin fold change degerleri
hesaplanmistir (Sekil 2.8-A). M grubunda bulunan her bir 6rnegin AC; degerinden
kontrol grubunun ortalama AC; degeri ¢ikarilarak M grubuna ait her bir 6rnegin AAC;
degeri hesaplanmistir (Sekil 2.8-B). Hesaplanan AAC; degerlerinin 2 tabaninda

negatif kuvveti alinarak M grubu omekleri icin de fold change degerleri
hesaplanmistir. Yapilan bu hesaplamalar sayesinde M grubu ve K grubu 6rneklerinin
hepsi i¢in ayr1 ayri belirlenmis olan fold change degerleri ile her bir hedef gen igin

REL analizleri gergeklestirilmistir.

A B
ACt: Ct (Hedef Gen) ~ CK (Referans Gen) Act - Ct (Hedef Gen) ~ CI (Referans Gen)

AACt: ACt (K grubu) ~ AC AACt: ACt (M grubu) ~ AC

t (K grubu ortalama) t (K grubu ortalama)

REL Analizi igin: Fold change = 2-4ACt REL Analizi i¢in: Fold change=>» 2-2ACt
Sekil 2.8: REL analizlerinde kullanilan AACt hesaplamalarinin gosterimi

2.4  ER Stresi ve Apoptoz Belirteci Proteinlerin Rélatif ifade Seviyesinin

Belirlenmesi

qRT-PCR deneyine tabi tutulan ve REL analizi yapilan genlere ait proteinlerin rolatif

ifade seviyesinin belirlenmesi amaciyla SDS-PAGE — WB yontemi kullanilmastir.

SDS-PAGE; akrilamid ve bisakrilamid molekiillerinin amonyum perstilfat (APS) ve
tetrametiletildiamin (TEMED) kullanim1 ile polimer yapisi kazanmasi sonucunda
olusturulmus dikey bir elektroforez jel sistemidir. WB ise jelde bulunan proteinlerin

kat1 bir destek sistemi olan bir membran yapisina aktarilma islemidir.

SDS-PAGE sistemi hem kendi igerisinde bulunan hem de 6rnek yiikleme tamponu
icerisinde bulunan SDS sayesinde 1s1 ile denatiire edilerek primer yapisina
dondiiriilen proteinlerin negatif yiik ile kaplanmasin1 saglar. Bu sayede proteinler
uygulanan elektrik alandan da faydalanarak yalnizca molekiiler agirliklarina gore jel

icerisinde birbirlerinden ayrilirlar. Nitekim bu ayrilma islemi, c¢ogu jel
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elektroforezinde oldugu
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gibi, jel yapismin yogunluguna bagli olarak, molekiiler agirligi kiigiik olan
proteinlerin daha hizli hareket ederek jelin terminal ucunda, molekiiler agirlig1 biiyiik
olan proteinlerin ise jelin baslangi¢c kismina daha yakin olan ucunda olacag: sekilde
gerceklesir. SDS-PAGE sisteminde yliriitiilecek olan 6rnekler bir drnek yiikleme
tamponu (laemmli tamponu + B-merkaptoetanol) ile karistirilir. Bu tampon hem
proteinlerin olabildigince dogru bir sekilde ayrismasi i¢in gerekli fizikokimyasal
sartlar1 olustururken hem de proteinler i¢in optimum bant ¢oziiniirliigiiniin elde
edilmesini saglar (Mahmood & Yang, 2012). Ek olarak, jele yiiklenen proteinler,
ornek ylikleme tamponu icerisinde bulunan B-merkaptoetanol sayesinde denatiire bir
halde stabil bir sekilde kalmaktadir. Ayrica, 6rnek yilikleme tamponu igerisinde
bromofenol mavisi bulunmaktadir. Bu boya aslen bir tiir takip boyasi olarak gorev
alir. Nitekim, bromofenol mavisi, jel lizerinde, proteinlerin hemen 6niinde ilerler ve

yiiriitme islemi siiresince proteinlerin konumu hakkinda yorum yapilmasini saglar.

SDS-PAGE sistemi aslen yogunlugu birbirinden farkli olan iki jel sistemini
icermektedir. Jel sistemlerinden ilki; poliakrilamid konsantrasyonu %4 olan, farkli
boyutlardaki tiim proteinleri boyutlarina gdre bir ayrima tabi tutmadan, kompakt bir
sekilde ayni anda hareket etmeye zorlayan ve sistemin iist kisminda bulunan
istifleme (stacking) jelidir. Bu jel sisteminden esit bir sekilde ¢ikan proteinler
molekiiler agirliklarina gore dagilim gosterecekleri ve SDS-PAGE sistemini
olusturan ikinci jel sistemi olan ayirma (separating) jelinin igerisine girerler.
Proteinlerin SDS-PAGE sistemi igerisinde yliriitiilme islemi hedef proteinlerin
molekiiler agirliklarina uygun volt ve siire parametreleri gozetilerek olusturulan
elektrik alan sayesinde gergeklestirilir. Bir gili¢ kaynag: kullanilarak olusturulan bu
elektrik alan; tiim sistem igerisinde tris, glisin ve SDS igeren yiirlitme tamponu
sayesinde homojen bir sekilde dagitilir. SDS-PAGE sistemlerinde proteinlerin jel
igerisindeki konumunu belirlemek i¢in bromofenol mavisinin konumunun takibine ek
olarak ladder bantlarmin agilma durumlar takip edilmektedir. Farkli molekiiler
agirlikta proteinleri igeren ladder, aywma jeli igerisine girdigi andan itibaren
icerisinde bulunan proteinlerin agirliklarina uygun bantlar olusturacak sekilde ve jel
tizerinde goriinlir olacak sekilde ilerlemeye baslar (Sekil 2.9). Ladderda bulunan
protein bantlarinin tamaminin birbirinden ayrilmasiyla proteinlerin jel igerisindeki

yiirlime igleminin tamamlandigina karar verilir.
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Ayirma jelinde acilan
ladder bantlari

Sekil 2.9: Ayirma jelinde yiiriiyen 6rnekler ve ladder’a ait deneysel goriintii

SDS-PAGE sisteminde yiiriitiilen proteinler kati bir destek sistem olan c¢esitli
membran yapilarina aktarilarak WB siirecine gec¢is saglanir. WB i¢in genellikle
nitrosellilloz ya da polivinilidin difloriir (PVDF) yapida olan membranlar tercih
edilmektedir. WB deneyi transfer agamasi agisindan 1slak, yar1 kuru veya kuru olarak
cesitlendirilmektedir. Transfer islemi, ¢esidinden bagimsiz olarak, genel anlamda,
poliakrilamid jel yapida bulunan proteinlerin membrana aktarim siirecini anlatan ve
WB deneyinin ilk basamagi olma 6zelligini tasiyan bir siiregtir. Transfer islemi
stirecinde elektrik alan sayesinde bir transfer tamponu varliginda jele gomiilii halde

bulunan proteinler PVDF membrana gegirilir.

Bu gecisin saglanmasi icin ise dncelikle membranin aktiflestirilmesi ve bir transfer
sandvi¢i hazirlanmasi gerekir. Etanol ya da metanol kullanilarak porlar1 agik hale
getirilen membran aktiflestirilir ve transfer islemine hazir hale getirilir (Mahmood &

Yang, 2012).

flgili sandvig ise filtre kAgid1, jel, membran ve tekrar filtre kagidinin ist iiste konmasi
ile olusturulur (Sekil 2.10-A). Ozellikle 1slak transfer islemlerinde hazirlanan bu

sandvi¢ yap1 bir sandvig aparat1 arasina sikistirilir (Sekil 2.10-B).
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Sekil 2.10: A) WB deneyi i¢in hazirlanan transfer sandvi¢inin temsili gériiniimii, B)
sandvi¢ aparati igerisinde yer alan yapmin karsidan deneysel goriinimii ve C)
sandvi¢ aparatinin yandan goriiniimii

Hazirlanan sandvig¢ aparati transfer islemi siiresince elektrik alan uygulanacak olan
ek bir aparat igerisine yerlestirilir. Tiim bu aparatlar transfer isleminin
gerceklestirilmesi i¢in tank igerisine yerlestirilir (Sekil 2.11). Tipki SDS-PAGE
sisteminde oldugu gibi transfer isleminde de elektrik alanin sistemin tamaminda esit

bir sekilde dagitilmasi i¢in bir tampon kullanilir.

Transfer tamponu olarak bilinen bu soliisyon tris ve glisine ek olarak transferin
gerceklesecegi membranin aktiflestirildigi alkol ¢esidini de (metanol ya da etanol)
icerir. Transfer tamponu da eklendikten sonra hazir hale getirilen sistemde hedef
proteinlerin molekiiler agirliklart gozetilerek belirlenen uygun volt ve siire
parametreleri segilir ve transfer islemi gerceklestirilir. Transfer isleminin ardindan
membranin agik olan porlarinin kapanmasi ve proteinlerin non-spesifik bant
vermesinin Oniine gecilmesi amaciyla siit tozu ya da BSA igeren bir tampon ile
membran bloklanir. Bloklama isleminin tamamlanmasini takiben membranlar hedef
proteini isaretleyecek olan birincil antikor ile inkiibe edilir. Inkiibasyonu tamamlanan
membranlar; non-spesifik bant olusumunun 6niine gecilmesi ve baglanmayan birincil
antikorlarin atilmasi i¢in %1 oraninda tween-20 igeren tris tamponlu tuzlu su ile (tris

buffered saline with tween 20-TBST) yikanur.
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Sekil 2.11: A) Sandvig aparatlarinin elektrik alana maruz birakildigi tank igerisindeki
deneysel goriiniimii ve B) elektrik alanin iletilmesini saglayan transfer tamponunu
iceren transfer sistemine ait deneysel goriiniim

Yikamalarin ardindan membranlar; bu sefer birincil antikorlar: tantyan, proteinlerin
cesitli goriintiileme teknikleri ile gorsellestirilmesini saglayacak enzimatik 6zellikli
ya da floresan isaretli etiketleri olan ikincil antikor ile inkiibe edilir. inkiibasyonu
tamamlanan membranlar tekrar ayni amagla TBST ile yikanarak goriintiilemeye hazir

hale getirilir.

Bu tez calismasi kapsaminda hedef proteinlerin ifade seviyesinin belirlenmesi i¢in
ayirma jeli yogunlugu %12 olan SDS-PAGE jel sistemi kullanilmistir (Cizelge 2.6).
SDS-PAGE jelinin dokiilmesi i¢in uygun bir ortamin hazirlanmasi gereklidir. Bu
uygun ortam icin 6ncelikle 1 mm kalinliginda iki cam “casting” sistem ad1 verilen bir

yapida c¢esitli aparatlarin kullanilmasiyla sabitlenmistir (Biorad, ABD).
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Cizelge 2.6: SDS-PAGE jel soliisyonu igerigi

Malzemeler/Soliisyonlar Ayirma Jeli (%12) Istifleme Jeli (%o4)
dH,O 4 mL 3,1 mL
Jel Soliisyonu

3,3 mL 1,3 mL
(%30 T, %2,67 C)
Ayirma Tamponu
Y P 2,5mL -

(1,5 M Tris-HCl)
Istifleme Tamponu

) - 1,25 mL
(0,5 M Tris-HCI)
%10 SDS 100 uL 50 uL
%10 APS 100 uL 50 uL
TEMED 10 uL SuL
*T:akrilamid+bisakrilamid (total), C: ¢capraz baglayici (cross-linker)

Camlarin sabit oldugu ve diiz bir zeminde bulunduguna emin olunduktan sonra
Cizelge 2.6’da verilen hacimler kullanilarak Oncelikle ayirma jeli hazirlanmis ve
dikey elektroforez sistemini olusturan iki ince cam arasma dokiilmiistiir. Ardindan,
polimerizasyonun saglanmasi i¢in jelin {stii izopropanol ile kapatilmistir.
Polimerizasyonun ger¢eklesmesini takiben izopropanol sistemden uzaklastirilmis ve
istifleme jeli ayirma jelinin iistiine dokiilmiistiir. Protein lizatlarinin yiiklenmesi i¢in
istifleme jeli lizerine tarak takilarak kuyu olusumu gergeklestirilmistir. Yapilan her
bir SDS-PAGE — WB deneyi i¢in ilgili ¢alisma grubu 6rneklerinden 20 pg olacak
sekilde protein lizat1 alinmustir. Ornekler su ve laemmli tamponu ile karistirildiktan
sonra 95°C’de 5 dk kuru 1s1 blogu iizerinde denatiire edilmistir. Yiiklenecek protein
ornekleri hazirlanirken, toplam 6rnek hacmi igerisinde stok hali 4X konsantrasyonda
olan laemmli tamponunun 1X konsantrasyonda olmasina dikkat edilmistir. Yiikleme
islemi Oncesinde istifleme jelinde bulunan kuyular yiikleme tamponu kullanilarak
yikanmis ve Orneklerin jel igerisinde yiirlimesine engel olacak herhangi bir tortu
kalmadigindan emin olunmustur. Denatiirasyonun tamamlanmasinin ardindan
ornekler jele yiiklenmistir. Her bir SDS-PAGE deneyi i¢in Biorad marka 10-250
kilodalton (kD)
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araliginda bant igeren protein ladder da jel sistemine yiiklenmistir. Ornekler

baslangi¢ olarak istifleme jelinde 60 V’de yiiriitiilmiistiir.

Ardindan ladder bantlarinin agilmasi ile 6rneklerin ayirma jeline gectigi goriilmiis ve
proteinler 90 V’de yiiriitilmeye devam edilmistir. Ladder bantlarinda goriilen
acilmalar kontrol edilerek proteinlerin jelde tamamen yiirtidiikleri kontrol edilmis ve

uygulanan elektrik alan durdurularak transfer islemine gecilmistir.

Bu tez c¢aligmasi kapsaminda WB deneyi icin 1slak transfer islemi yapilmis olup
PVDF yapida bulunan membranlar kullanmistir. Transfer islemi igin Oncelikle,
PVDF membran 1 dk boyunca metanol ile inkiibe edilerek aktiflestirilmis ve bu
esnada poliakrilamid jelde bulunan istifleme jeli ve ayirma jeli birbirinden
ayrilmistir. Transfer tamponu ile i1slatilmis olan filtre kagidi iizerine Oncelikle
proteinleri i¢eren ayirma jeli ve ardindan PVDF membran yerlestirilmistir. Sandvig
yapisinin tamamlanmasit i¢in PVDF membran {izerine bir adet daha filtre kagidi
koyulmus ve bu sandvi¢ transfer aparatinin igine yerlestirilerek transfer islemi
baslatilmistir. Bu tez calismasi kapsaminda belirlenen hedef proteinler icin transfer

stireci 100 V 60 dk siiresince 4°C’de gerceklestirilmistir.

Transfer islemini takiben ilgili membranin bloklama siirecine hazir hale getirilmesi
icin calkalayici iizerinde 5’er dk siiren i¢ TBST yikamast yapilmigtir. Bloklama
islemi non-spesifik bant olusumunu azalttig1 gibi membranda bulunan proteinlerin
birincil antikorlar ile kuracagi baglantinin giiclenmesini de saglamaktadir. Nitekim,
membranlarin birincil ve ikincil antikorlarin ¢oziildiigii tampon ile bloklanmasi
gerekmektedir (Zhao vd., 2019). Bu tez calismast kapsaminda hedef olarak
belirlenen proteinlere ait antikorlarin %5 siit tozu iceren TBST igerisinde ¢oziilmesi
uygun gorildiigiinden her bir membran %35 siit tozu iceren TBST ile bir saat
calkalayici lizerinde oda sicakliginda bloklanmistir. Tiim hedef proteinlerin birincil
antikor igaretlemesi gece boyunca 4°C’de calkalayici tizerinde gerceklestirilmistir.
Birincil antikor inkiibasyonunun tamamlanmasindan sonra membranlar ¢alkalayici
tizerinde 10’ar dk siiren bes TBST yikamasina tabii tutulmustur. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda poliklonal o6zellikte ve kaynagi tavsan olan birincil antikorlar
kullanilmigtir. Birincil antikorla isaretlenen her bir membran, proteinlerin bulundugu
bolgelerin isaretlemesini saglamak tiizere Horseradish peroksidaz (HRP) enzim

etiketi bulunan
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poliklonal ve anti-tavsan 6zellikli ikincil antikor ile oda sicakliginda bir saat inkiibe

edilmigtir. Tiim bu antikor isaretleme siirecleri ¢alkalayici tizerinde yapilmistir.

Inkiibasyonunu tamamlayan her bir membran non-spesifik baglanmay1 engellemek
lizere tekrar bes kez her biri 10 dk olacak sekilde calkalayict lizerinde TBST ile

yikanmig ve goriintiilemeye hazir hale getirilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda, HRP enzim etiketli ikincil antikorun da kullanilmasi ile
kimyasal reaksiyon sonucunda yayilan 1s18in tespit edildigi kemiliiminesans
goriintiileme yontemi kullanilmistir. Bu yontemde ikincil antikorda bulunan HRP
enziminin substratlar1 olarak luminol bazli bir substrat ¢ozeltisi ve peroksit ¢ozeltisi
yardimiyla genisletilmis kemiliiminesans (enhanced chemiluminescence-ECL)
kullanilmig ve hedef proteinlerin membran {izerinde olusturdugu bant yapilari
saptanmistir. Olusan bantlarin hedef proteine ait olup olmadigmin belirlenmesi icin
ise molekiiler agirliga gore acgilan ladder bantlar1 ile hizalama yapilmistir.
Membranlarin gériintiilenmesi icin TOBB ETU Tip Fakiiltesi Hastanesi Arastirma

Laboratuvari’nda bulunan ChemiDoc MP (Biorad, ABD) cihazi kullanilmistir.

Gorilintileme sonucunda elde edilen bant kalinliklar1 Image J (versiyon 1.541)
goriintii analiz programinda densitometrik analizler ile hesaplanmistir. Proteinlerin
rolatif ifade seviyesinin belirlenmesi i¢in hedef proteinlerin ve normalizasyon
asamasinda kullanilmak {izere B-aktin bant kalinliklari Image J programi ile
hesaplanmistir. B- aktin bant kalinliklarinin 6rnekler arasinda farklilik gosterdigi
saptanmis olup, M grubu Orneklerinin tamami i¢in total protein lizatlarinin

biitiinlesmis bant yogunlugunun normalizasyon i¢in kullanilmasina karar verilmistir.

Yapilan hesaplamanin ardindan hedef protein bant kalinli§1 total proteinlerin
biitiinlesmis bant yogunluklarina béliinmiis ve elde edilen deger 100 ile ¢arpilmistir.

Bu sayede hedef proteinlerin yiizde rolatif ifade seviyesi belirlenmistir.

2.5 istatistiksel ve in silico Analizler

Istatistiksel analizlerin dogru bir sekilde yapilabilmesi, tip I hata %5 ve tip II hata
%20 on kabuliiyle literatiir {izerinden yapilan degerlendirmeler sonucunda,
arastirmanin biitiinii i¢in M ve K gruplarinin 6rneklem hacminin n=20 olmasinin

yeterli olacag1 goriilmiistiir (Faul vd., 2007). M grubu ve K grubu o6rnekleri igin
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stirekli degisken
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olarak siniflandirilan parametrelerin (klinikten gelen laboratuvar parametreleri, ER
stres-apoptoz belirteci olan genlerin ve proteinlerin ifadelenme seviyeleri, yas)
normallik analizi gruplar arasinda Orneklem hacminin esit olmamasi sebebiyle
Shapiro-Wilk testi ile tayin edilmistir. M grubunun alt kiimelerini olusturan 0A, 3A
ve 6A gruplarinda ise 6rneklem hacimlerinin esit olmasi gozetilerek normallik analizi
icin Kolmogorov-Smirnov testine ait sonuglar degerlendirilmistir. Hem M grubu ve
K grubu arasinda hem de M grubu alt kiimeleri arasinda yapilan normal dagilim
degerlendirmeleri gruplar arasinda uygulanan ilgili testlerin sonucunda elde edilen P
degerine gore belirlenmistir. P degerinin 0,5’ten biiyiik olmas1 normal dagilim olarak
kabul edilirken 0,5’ten kiiciik olan P degerleri i¢in verilerin normal dagilmadigi

kabul edilmistir.

M grubunda, naif RRMS hastalarindan olusan OA grubuyla K grubu arasinda yapilan
ikili karsilagtirmalarda veriler normal dagilim gostermedigi icin Mann-Whitney U
testi uygulanmistir. M grubu ve K grubu arasinda kategorik degisken olarak kabul

edilen veriler Pearson y testi kullanilarak karsilastirilmustir.

M grubunu olusturan i¢ alt kiime (0A-3A-6A) igerisinde parametrelerin {icli
karsilastirilmasinda verilerin normal dagilmadigr goriilmiis ve Friedman testi
uygulanmistir. Friedman testine tabi tutulan veriler i¢in istatistiksel olarak anlamli
sonu¢ (P<.05) elde edilen verilerin hangi iki grup arasinda gorildiigiiniin
belirlenmesi i¢in de post-hoc analizleri yapilmis ve Bonferroni diizeltmesi

uygulanmastir.

M grubunun alt kiimelerini olusturan 0A, 3A ve 6A gruplarinda tedavi yanitini
degerlendirmek i¢cin EDSS puani, MRG total lezyon sayisi, yeni ortaya ¢ikan T2
lezyon sayis1 ve kontrast tutan aktif lezyon sayilarina ait veriler ile noétrofillerde
goriilen hem ER stres ve apoptoz belirteci genlerin hem de proteinlerin ifade seviyesi
arasinda cesitli korelasyon analizleri gergeklestirilmistir. Gruplar arasinda normal
dagilim gosteren veriler icin Pearson korelasyon katsayisi hesaplanirken normal
dagilim gostermeyen veriler icin Spearman korelasyon katsayisi hesaplanmistir.
Grup i¢1 yapilan korelasyon analizlerine ek olarak tekrarli 6lgtimii bulunan veriler
icin, bagiml gruplar olan (0A, 3A ve 6A gruplar1) arasinda tekrarli Olglimler

korelasyonu (repeated measures correlation-rmcorr) analizi yapilmistir.
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Bu tez calismasi kapsaminda yapilan analizler IBM SPSS Statistics programi
(versiyon 28) ve R paket programi (versiyon 4.4.2) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Yapilmis olan Mann-Whitney U testi ve Friedman testleri i¢in P degerinin <.05
olarak hesaplandigi karsilagtirmalarda elde edilen sonucun istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlenmistir. Coklu gruplarin karsilastirildig: testlerde anlamlilik degeri i¢in
SPSS paket programi tarafindan yapilan Bonferroni diizeltmesine bagli olarak

hesaplanan P degeri dikkate alinmistir.

Notrofillerde goriilen ER stres, KPY tepkisi ve bu iki parametreye bagli goriilen
apoptozun; RRMS hastalarinda DMF’ye tedavi yaniti {izerinden arastirildigi bu
caligmada sinyal yolaklarmin birbirleriyle olan iliskisi, ortak ifadelenme durumlar1 ve
biyolojik siire¢ zenginlestirme analizleri Etkilesen Genlerin/Proteinlerin Getirilmesi
icin Arama Aract (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins -

STRING) veri taban1 kullanilarak degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Calisma Gruplan

Bu tez calismasi kapsaminda, Materyal-Metot boliimiiniin 2.1 ¢alisma gruplarinin
olusturulmas1 basliginda da anlatildig1 iizere, K grubu (n=60) ve M grubu (n=20)
olacak sekilde iki ana grup bulunmaktadir. M grubunu olusturan RRMS’li hastalar
DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ay1 (6A) olacak sekilde takip
edilerek M grubu alt kiimeleri olusturulmustur. M grubu ve K grubunu olusturan
gontllilerden tam kan oOrnekleri alinmis ve bu Orneklerden nétrofiller izole
edilmistir. Izole edilen nétrofillerden ise total RNA ve total protein elde etmek iizere
ilgili izolasyon prosediirleri takip edilmistir. Tez ¢alismas1 kapsaminda olusturulan K
grubu ve M (RRMS) grubu orneklerinden izole edilen total RNA o&rneklerinden
mRNA’larin secilmesiyle sentezlenen cDNA’lar qRT-PCR deneylerinde kalip olarak
kullanilmis ve bu sayede ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin rolatif ekspresyon
seviyeleri (relative expression level-REL) belirlenmistir. Total RNA izolasyonunun
fenol- kloroform ¢oktiirme yontemiyle manuel bir sekilde yapilmasmi takiben
NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis (Thermo Scientific, ABD) ile yapilan
Olciime ek olarak orneklerin saflik ve kalite kontroliiniin gerceklestirilmesi amaciyla
agaroz jel elektroforez yontemi de kullanilmistir. Agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilen RNA 6rneklerine ait deneysel sonug Sekil 3.1°de sunulmaktadir. ilgili jel
goriintiisii incelendiginde, izole edilen RNA’larda 28S:18S oranmin 2:1 oranini
saglayacak sekilde oldugu goriilmiistiir. Ayrica, RNA’larin safliginin belirlenmesi
amaciyla agaroz jele gDNA 0Ornegi de yiiklenmistir. gDNA’nin agaroz jel
elektroforezinde olusturmus oldugu bant goriintiisii de baz alinarak, izole edilen total
RNA’larin gDNA agisindan saf oldugu goriilmektedir. K grubu ve M grubunu
olusturan tiim ornekler i¢in qRT-PCR deneyleri gerceklestirilmis ve her bir 6rnek
icin ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL degerleri hesaplanmistir. M grubunu
olusturan drneklerde ER stresi ve apoptoz belirteci olan genlerin REL degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilenlerinde WB deneyleriyle protein ifade

seviyesindeki degisim de incelenmistir.
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285 RNA

18S RNA

Sekil 3.1: izole edilen RNA’larin ve genomik DNA (gDNA) &rneginin agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilmesi sonucunda elde edilen goriintii

3.2 M Grubu ve K Grubuna ait Demografik Veriler

M grubu ve K grubu arasinda yas ve cinsiyet parametreleri karsilastirilmistir. Yas
analizi i¢in Mann-Whitney U test kullanilirken, gruplardaki cinsiyetlerin
karsilastirilmas: igin x> testi kullamilmistir (Cizelge 3.1). Cizelge 3.1°de sunulan
veriler degerlendirildiginde M grubunu olusturan bireylerin yas ortalamasinin K
grubunu olusturan bireylere gore anlamli derecede diisiik oldugu (P=.048)
goriiliirken bireyler arasinda cinsiyet parametresinde istatistiksel olarak anlamli bir

fark olmadig1 (P=.515) goriilmektedir.

Cizelge 3.1: M (RRMS) grubu ve K (kontrol) grubu arasinda yas ve cinsiyet
karsilastirmalari

M (RRMS Grubu) K (Kontrol Grubu) p
(n=20) (n=60)

Yas (yil)
Ortalama + SS 29.0+12.0 33.8+12.8 048
Medyan (Q1-Q3) 24.0 (20.0-34.0) 29.5 (23.0-41.5) ’
Aralik (min.-maks.) 45.0 (18.0-63.0) 45.0 (19.0-64.0)
Kadin, n (%) 10 (50.0) 35 (58.0) 515
Erkek, n (%) 10 (50.0) 25 (42.0) '

P degerleri M (RRMS) ve K (Kontrol) gruplarinin karsilagtirilmasiyla elde edilmistir. Yas analizleri Mann
Whitney U test ile, cinsiyet analizleri ise x* ile yapilmigtir. Yas parametresi igin verilen degerler ilk satirda
ortalama

+ S8, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) ve tliciincii satirda deger araligi (min.-maks.) olacak sekilde sunulmustur.
Cinsiyet parametrelerinde ise iki satirda baslangi¢ olarak frekans degeri ardindan yiizde degeri sunulmustur. n:
grup icindeki birey sayisi, SS: standart sapma, min.: minimum, maks.: maksimum

84



3.3 M Grubunda Klinik Verilerin Degerlendirilmesi

M grubunda 0A, 3A ve 6A donemlerinde hekimler tarafindan belirlenen EDSS
puanlari, total lezyon sayist T2 lezyon sayilart ve hastalarin gegirdigi atak
donemlerinin sayisi olmak tizere klinik verilerinin, toplamda 6 ay siiren DMF
tedavisi boyunca gosterdigi degisim incelenmistir. Bu duruma ek olarak her bir
parametrenin cinsiyet bazli degisimi de incelenmistir (Cizelge 3.2). 0A, 3A ve 6A
gruplarinda yapilan incelemelerde verilerin dagiliminin normal olmadigi goriilmiis ve
karsilastirma i¢in Friedman testi uygulanmistir. Yapilan post-hoc analizlerinde

Bonferroni diizeltmesi uygulanmistir.

Cizelge 3.2: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi dncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen EDSS puani, T2 lezyon ve total
lezyon sayilarinin karsilastirilmasi

0A 3A 6A P

n=2( n=20 n=20
EDSS
Ortalama = SS 1.25+1.02 0.97 £0.68 0.85+0.73 036°
Medyan (Q1-Q3) 1.00 (0.50-2.00) 1.00 (0.50-1.50) 1.00 (0.00-1.25) ’
T2 Lezyon <001?
Ortalama £+ SS 6.10 = 6.01 0.15+0.49 0.70 = 2.00 <‘001h
Medyan (Q1-Q3) 3.50 (2.00-9.00) 0.00 (0.00-0.00) 0.00 (0.00-0.00) bOl“
Total Lezyon
Ortalama + SS 24.80 £18.84 21.25+17.69 21.00 £16.93 144°
Medyan (Q1-Q3) | 21.50(10.00-38.00) | 16.00 (7.00-36.00) | 14.50 (8.50-35.50) ’
KI"n"k parametrelerde verilen degerler ilk satirda ortalama + SS ve ikinci satirda medyan (Q1-Q3) olacak
sekilde sunulmustur n= grup "¢er"s"ndek” b”rey sayisi, SS: standart sapma 0A-3A-6A karsilastirmalart ~¢”n
Fredman test” kullanilmigtir. a: 0A-3A-6A karsilastirmalari. b:3A vs. 0A. c: 6A vs. 0A.

Cizelge 3.2 incelendiginde EDSS puan ortalamalarinda 0A, 3A ve 6A gruplarinda
istatistiksel olarak anlaml 6l¢iide diisiis meydana geldigi goriilmektedir (P=.036).
Ancak bu anlamli farkliligin hangi gruplar arasinda olustugunun tespit edilmesi

amaciyla yapilan post-hoc analizlerinde gruplar aras1 anlamlilik kaybolmustur.

T2 lezyon sayilarinin ortalamalarinda 3A ve 6A gruplarinda OA grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diisiis goriilmektedir (3A: P<.001, 6A: P=.001).
Total lezyon sayisinda ise 0A, 3A ve 6A gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik goriilmemistir (P=.144).
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EDSS puanlarinda ikili gruplar arasi anlamliligin kaybolmasi durumunun
incelenmesi amaciyla Kendall’s W ve Cohen’s d isimli iki parametre hesaplanmustir.
Kendall’s W degeri bir uyumluluk katsayis1 olup bir grup, bir 6ge ya da tekrarlanan
Ol¢timler iizerindeki tutarlilig1 degerlendirmek icin kullanilan istatistiksel bir 6lgiittiir.
Kendall’s W degeri 0-1 araliginda degismekte olup W degerinin 1’e olan yakinligi,
incelenen uyum derecesinin yiiksek oldugunu belirtir. Cohen’s d degeri ise
standartlastirilmis ortalama fark olarak belirtilir ve gruplar arasindaki farkin
derecesini anlamak i¢in kullanilir (Kim, 2015; Moslem vd., 2019). Tipki Kendall’s
W degeri gibi Cohen’s d degeri de 0-1 araliginda degisir. Ancak Kendall’s W
degerinden farkli olarak degerin 1’e olan yakinlig1 gruplar arasi farkin oldukga biiyiik

oldugunu soyler.

Yapilan ek degerlendirmeler sonucunda, 0A-3A ve 3A-6A gruplari arasinda (0A-3A:
Cohen’s d=.320, 3A-6A: Cohen’s d=.170) kiigiik bir fark oldugu goriiliirken 0A ve
6A (Cohen’s d=.450) gruplari arasinda orta derecede bir fark oldugu goriilmiis ve ii¢
grubun bir arada degerlendirildigi Kendall’s W test sonucunda gruplar arasindaki

uyum derecesinin diisiik oldugu (W=.166) goriilmiistiir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen EDSS puanlarinin uyumluluk ve
fark degerlendirmeleri

M (RRMS) Grubu Cohen’s d Kendall’s W
0A-3A 320
0A-6A 450 .166
3A-6A .170

M grubunu olusturan hastalarin (n=20), RRMS tanis1 aldiktan ve bu tez ¢alismasi
kapsaminda yiiriitiilen ¢alismaya katilmay1 kabul etmelerinden itibaren (0A donemi)

DMF tedavisi aldiklar1 6 aylik siirecte, yalnizca bir kisi atak gecirmistir.

3.3.1 M Grubunda Klinik Verilerin Cinsiyete Gore Degerlendirilmesi

M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve tedavinin
3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen klinik verilerin 0A, 3A ve 6A gruplar
arasinda degerlendirilmesini takiben klinik verilerin cinsiyete gore degisimi de

arastirilmastir.
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EDSS, T2 lezyon, total lezyon ve kontrast tutan lezyon olmak {izere belirlenen klinik
parametrelerin MS hastalarinda cinsiyete baghi bir sekilde yapilan istatistiksel

analizlerinde grup i¢i karsilastirmalar yapilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4: M Grubunu olusturan RRMS’1i hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.aymda (6A) belirlenen EDSS puani, T2 lezyon ve total
lezyon sayilarinin cinsiyete gore karsilastiriimasi

Kadin Erkek

n=10 n=10 P
EDSS 0A
Ortalama + SS 090+ 1.17 1.60 +0.74 .089?
Medyan (Q1-Q3) 0.50 (0.00-1.50) 1.25 (1.00-2.00)
EDSS 3A
Ortalama + SS 0.85+0.78 1.10 £ 0.57 .684°
Medyan (Q1-Q3) 1.00 (0.00-1.50) 1.00 (1.00-1.00)
EDSS 6A
Ortalama + SS 0.80 £0.75 0.90+0.74 .768°
Medyan (Q1-Q3) 1.00 (0.00-1.50) 1.00 (0.00-1.00)
T2 Lezyon 0A
Ortalama + SS 8.10 £6.57 4.10+4.91 .105°
Medyan (Q1-Q3) 6.50 (3.00-15.00) 2.00 (1.00-5.00)
T2 Lezyon 3A
Ortalama + SS 0.00 = 0.00 0.30+0.67 481°
Medyan (Q1-Q3) 0.00 (0.00-0.00) 0.00 (0.00-0.00)
T2 Lezyon 6A
Ortalama + SS 0.70 £2.21 0.70 = 1.89 .796°
Medyan (Q1-Q3) 0.00 (0.00-0.00) 0.00 (0.00-0.00)
Total Lezyon 0A
Ortalama + SS 31.10 £20.97 18.50 £ 14.88 .139°
Medyan (Q1-Q3) 28.50 (13.00-44.00) 14.50 (7.00-30.00)
Total Lezyon 3A
Ortalama + SS 28.70 £18.63 13.80 + 13.80 .029°
Medyan (Q1-Q3) 26.00 (13.00-44.00) 8.00 (5.00-21.00)
Total Lezyon 6A
Ortalama + SS 28.80 £18.43 1320+ 11.42 .052?
Medyan (Q1-Q3) 29.50 (12.00-44.00) 9.50 (7.00-17.00)
Kontrast Tutan Lezyon
Var/Yok 3/7 1/9 .264¢
(%) (%75 / %A44) (%25 / %75)
Klinik parametrelerde verilen degerler ilk satirda ortalama + SS ve ikinci satirda medyan (Q1-Q3) olacak
sekilde sunulmustur. KT lezyonda ise ilk satirda cinsiyet grubunda KT lezyon bulunduran/bulundurmayan kisi
sayis1 ve alt satirda bu kisilerin % degerleri verilmistir. n= grup igerisindeki birey sayisi, SS: standart sapma.
KT Lezyon: Kontrast tutan lezyon. a: P degerleri Mann-Whitney U test, b: P degerleri Independent sample t-
test, c: P degeri y” testi ile elde edilmistir.
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M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin
3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) olusturulan gruplarda ayr1 ayri olmak iizere, kadin
hastalar ile erkek hastalar araasinda yapilan ikili karsilastirmalarda; EDSS, T2 lezyon
ve total lezyon parametrelerinde normal dagilan veriler i¢in Independent sample t-
test uygulanirken normal dagilim gostermeyen verilerde Mann-Whitney U test

uygulanmus, kontrast tutan lezyon parametresi i¢in ise * testi uygulanmustir.

Sonug olarak, 0A, 3A ve 6A gruplarinda, EDSS puanlar1 yoniinden cinsiyetler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadig goriilmiistiir (0A: P=.089,
3A: P=.684, 6A: P=.768). Bu duruma benzer sekilde, T2 lezyon sayilar1 yoniinden
cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olusmadigir goriilmiistiir (0A:
P=.105, 3A: P=481, 6A: P=796). Ek olarak, 0A ve 6A gruplarinda, total lezyon
sayilar1 yoniinden de cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak herhangi bir anlaml fark
bulunmadig1 goriilmiistiir (0A: P=.139, 6A: P=.052). Yapilan analizler 3A grubu
bazinda degerlendirildiginde ise total lezyon sayilar1 yoniinden kadin RRMS
hastalarmin erkek RRMS hastalarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha

fazla total lezyona sahip oldugu goriilmektedir (P=.029).

Kontrast tutan lezyonu olan kadin RRMS hastalarinin (n=3) erkek RRMS
hastalarindan (n=1) sayica daha fazla oldugu goriilmiistiir. Fakat, kontrast tutan
lezyonlar1 olan RRMS’li hastalarin olmayan RRMS’li hastalar yoniinden cinsiyetler
arasinda yapilan istatistiksel analizlerde, kontrast tutan lezyonu olan ve olmayan

RRMS’li hastalar arasinda anlamli bir fark bulunmadig1 goriilmistiir (P=.264).

3.4 ER Stresi ve Apoptoz Belirteci Genlerin Rolatif Ekspresyon Seviyelerinin

Belirlenmesi

M Grubu ve K Grubunu olusturan orneklerin tamaminda ATF4, ATF6, BAX, BCL2,
CASP3, CHOP, PERK, elF2a, IRE] ve GRP78 REL degerleri her bir 6rnek i¢in elde
edilen fold change degerleri kullanilarak belirlenmistir. ER stresi ve apoptoz belirteci
genlerin REL degerleri karsilastirilmistir. Oncelikle M grubunda yer alan RRMS’li
hastalarin DMF tedavisi 6ncesinde yer aldiklar1 OA grubu ile kontrol grubu arasinda
ikili karsilagtirmalar yapilmis ve karsilagtirmalarin yapilmasinda Mann-Whitney U

test uygulanmaigtir.
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0A grubunda bulunan hastalarin, toplamda 6 aylik DMF kullanimlarina bagl olarak
3 ayda bir olacak sekilde kanlar1 alinmig ve bu sekilde tedavinin 3.ay1 ile 6.ayim
yansitan 3A ve 6A gruplari olusturulmustur. Bu sebeple birbiriyle bagimli olan 0A,
3A ve 6A gruplar1 arasinda yapilan REL karsilastirmalarinda Friedman testi
kullanilmistir. Yapilan istatistiksel analizlerde P<.05 olan degerler anlamli kabul
edilmigtir. Coklu grup karsilagtirmalar1i i¢in post-hoc testlerinde Bonfferoni

diizeltmesi uygulanmigtir.

Ardindan DMF tedavisine bagli olarak ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin
hastalarin naif olduklar1 donem (0A), DMF tedavisinin 3.ayinda (3A) ve tedavinin
6.aymda (6A) olusturduklart gruplar arasinda REL degerlerindeki degisim
arastirilmistir. Sonrasinda ise 0A, 3A ve 6A gruplar arasinda ER stresi ve apoptoz
belirteci genlerin REL degerlerindeki degisim EDSS puanlarina gore olusturulan
gruplar arasinda karsilastirilmistir. M grubunu olusturan RRMS hastalari; 0A, 3A ve
6A donemlerinde belirlenen EDSS puanlarina gore EDSS <I.5 olanlar ve >1.5
olanlar olacak sekilde kategorize edilmis ve REL degerlerindeki degisim bu iki grup
arasinda Mann-Whitney U test kullanilarak karsilastirilmistir. Mann Whitney U
testlerinden elde edilen P degerlerinin <.05 oldugu durumlarda test sonucu

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.4.1 Kontrol Grubu ve 0A Grubu Arasinda Rolatif Gen Ekspresyon

Seviyelerinin Karsilagstirilmasi

K grubu ve 0A grubu (naif RRMS hastalar1) arasinda ATF4, ATF6, BAX, BCL2,
CASP3, CHOP, PERK, elF20, IREI ve GRP78 genlerinin REL analizlerinden elde
edilen sonuglar Cizelge 3.5’te ve Sekil 3.2°de sunulmustur. Sekil 3.2 ve Cizelge 3.5
incelendiginde OA grubu ve kontrol grubu arasinda ER stres (47F4: P=.785, ATF6:
P=.453, CHOP: P=237, PERK: P=312, elF20: P=.649, IREl: P=.590, GRP7S:
P=.609) ve apoptoz belirteci (BAX: P=215, BCL2: P=.629, CASP3: P=.701) genlerin

REL degerleri yoniinden istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmamaktadir.

3.4.2 ER Stresi ve Apoptoz Belirteci Genlerin 0A, 3A ve 6A Gruplarinda
Rolatif Ekspresyon Seviyeleri

M grubunu olusturan OA (naif RRMS), 3A ve 6A gruplarindaki hastalarin
notrofillerindeki ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL degerleri belirlenmis ve

DMF kullanimina bagl olarak meydana gelen degisimleri belirlemek amaciyla gruplar
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arasi karsilastirma analizi yapilmistir. 20 RRMS hastasindan olusan M grubunun,
hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.aymnda (6A)
olusturulan  gruplarmin  birbirleriyle bagimli olma durumu g6z Onilinde
bulundurularak gruplar arasinda gergeklestirilen karsilastirma analizleri Friedman
testi kullanilarak gerceklestirilmistir. Friedman testi sonucunda elde edilen P
degerleri, P<.05 kosulu saglandiginda istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
P<.05 olarak sonuclanan Friedman testlerinde istatistiksel anlamligin hangi gruplar

arasinda olustugunu gérmek icin post-hoc analizleri yapilmistir.

Cizelge 3.5: ER stres genleri ve apoptotik genlerin REL degerlerinin DMF tedavisi
oncesi RRMS’li hastalar (OA grubu) ile kontrol grubu arasinda karsilagtirilmasi

Kontrol 0A p
n=60 n=20

ATF4
Ortalama = SS 228 +3.76 4.00+11.43 785
Medyan (Q1-Q3) 1.24 (0.56-2.43) 1.06 (0.50-2.22)
ATF6
Ortalama = SS 2.16 £3.27 7.46 £ 19.11 453
Medyan (Q1-Q3) 1.12 (0.50-2.18) 1.44 (0.33-4.68)
BAX
Ortalama = SS 2.29 +4.04 22.17 +79.07 215
Medyan (Q1-Q3) 1.08 (0.51-2.51) 2.03 (0.38-4.15)
BCL2
Ortalama + SS 2.82+5.63 520+11.76 .629
Medyan (Q1-Q3) 1.15 (0.52-2.57) 1.36 (0.25-4.14)
CASP3
Ortalama + SS Medyan 2.50+3.79 5.71+£17.49 701
(Q1-Q3) 1.04 (0.40-2.76) 1.09 (0.16-2.68)
CHoP
Ortalama = SS 1.66 + 1.40 5.70 £ 12.05 237
Medyan (Q1-Q3) 1.36 (0.50-2.52) 1.92 (0.49-5.27)
PERK
Ortalama = SS 3.16 +5.37 4.00+11.13 312
Medyan (Q1-Q3) 0.99 (0.31-3.15) 0.90 (0.10-2.74)
elF2a
Ortalama = SS 2.26+3.12 6.57 +18.63 .649
Medyan (Q1-Q3) 1.41 (0.31-2.78) 0.69 (0.37-4.80)
IREI
Ortalama = SS 2.03+£2.62 3.60 +7.69 .590
Medyan (Q1-Q3) 1.46 (0.38-2.54) 1.14 (0.29-2.35)
GRP78
Ortalama = SS 4.57+9.30 228 +4.11 .609
Medyan (Q1-Q3) 0.72 (0.35-3.90) 0.84 (0.26-1.69)
P degerleri Mann-Whitney U test ile elde edilmistir. Her bir gen i¢in verilen REL degerleri ilk satirda ortalama
+ S8, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) deger aralig1 olarak sunulmustur. n= grup icerisindeki birey sayisi, SS:
standart sapma.
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[[] Kontrol

[C] 0A (Naif RRMS Hastalarr)

Rolatif Gen Ekspresyonu

(fold change)

11,
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T ] [ 1 1 T
ATF4  ATF6 BAX BCL2 CASP3 CHOP PERK ellF2a  IREI  GRP78

Sekil 3.2: ER stres genleri ve apoptotik genlerin REL degerlerinin DMF tedavisi
oncesi RRMS’li hastalarin (OA grubu) ile kontrol grubu arasinda karsilastirilmasi

ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL degerleri iizerinden hesaplanarak elde
edilen sonuglar, her bir grup icin (0OA, 3A ve 6A) ortalama, standart sapma, medyan
ve birinci ¢eyrek (first quartile-Q1) ve tgilincli ¢eyrek (third quartile-Q3) olacak
sekilde tanimlayici1 istatistik degerleriyle beraber Cizelge 3.6’da sunulmustur.
Cizelge 3.6’da verilen ER stresi ve apoptoz belirteci genlerden elde edilen degerler

kullanilarak olusturulmus kutu grafigi ise Sekil 3.3’te gosterilmistir.

Yapilan analizler sonucunda ER stres belirteci olan genlerin REL degerlerinde 0A,
3A ve 6A gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamli herhangi bir fark olmadigi
goriilmektedir (ATF4: P=204, ATF6: P=238, CHOP: P=.698, PERK: P= .135,
elF2a: P=837, IREl: P=341, GRP78: P=540) (Cizelge 3.6, Sekil 3.3). 0A, 3A
ve 6A

gruplar1 arasinda, apoptoz belirteci genlerin REL degerlerindeki degisimin Friedman
testi kullanilarak arastirildigi karsilastirmalarda; BCL2 ve CASP3 genleri igin
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmistiir (P=.032) (Cizelge 3.6, Sekil 3.3).
Friedman testi sonucunda istatistiksel olarak anlamli bulunan farkin hangi gruplar
arasindaki REL degeri degisiminden kaynaklandigini belirlemek amaciyla yapilan
post-hoc testlerinde, BCL2 ve CASP3 genleri i¢in 6A grubunda 0A grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu goriilmistiir (BCL2: P=.034, CASP3:
P=.034) (Cizelge 3.6, Sekil 3.3). Goriilen bu artisa bagl olarak Bcl2 ve Kaspaz-3
proteinlerinin  REL  degerlerinin  belirlenmesi  amaciyla WB  deneyleri

gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.6: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi dncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen ER stresi ve apoptoz belirteci

genlerin REL degerlerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi

0A

3A

6A

Medyan (Q1-Q3)

0.84 (0.26-1.69)

0.46 (0.22-2.44)

0.84 (0.29-2.25)

n=20 n=20 n=20 P
ATF4
Ortalama + SS 400+ 1143 2174301 3444318 204°
Medyan (Q1-Q3) 1.06 (0.50-2.22) 1.02 (0.72-1.61) 241 (0.72-5.22)
ATF6
Ortalama + SS 746 +19.11 5.04+11.15 7.88 + 1225 238°
Medyan (Q1-Q3) 1.4 (0.33-4.68) 1.26 (0.38-5.37) 3.05 (0.98-8.25)
BAX
Ortalama = SS 22.17+79.07 7.80 + 14.03 1624129 277°
Medyan (Q1-Q3) 2.03 (0.38-4.15) 121 (0.74-3.57) 129 (0.71-1.98)
BCL2 05
Ortalama = SS 520+ 11.76 8.18 + 15.12 16.50  23.86 oo
Medyan (Q1-Q3) 1.36 (0.25-4.14) 236 (0.61-4.22) 6.00 (1.73-20.22) :
CASP3 05
Ortalama = SS 5.71 + 1749 4944934 17.71 = 34.51 oo
Medyan (Q1-Q3) 1.09 (0.16-2.68) 1.55 (0.89-2.99) 3.36 (1.71-14.84) :
CHOP
Ortalama = SS 570+ 12.05 1.96 + 1.56 3.39 +2.44 698°
Medyan (Q1-Q3) 1.92 (0.49-5.27) 1.69 (0.61-3.03) 3.26 (1.05-6.16)
PERK
Ortalama = SS 400+ 11.13 5.10+12.97 5.03 £ 6.61 135°
Medyan (Q1-Q3) 0.90 (0.10-2.74) 0.98 (0.50-2.51) 2.17 (0.86-6.41)
elF2a
Ortalama + SS 6.57 < 18.63 4.64+8.59 7.9 +19.48 857°
Medyan (Q1-Q3) 0.69 (0.37-4.80) 2.66 (0.99-3.94) 1.94 (0.80-4.36)
IRE1
Ortalama = SS 3.60 = 7.69 155+ 146 161+ 1.13 3410
Medyan (Q1-Q3) 1.14 (0.29-2.35) 1.28 (0.49-1.97) 1.12 (0.94-2.41)
GRP78
Ortalama = SS 228411 1434174 2544453 540°

Her bir gen i¢in verilen REL degerleri ilk satirda ortalama + SS ve ikinci satirda medyan (Q1-Q3) olarak
sunulmustur. a: 0A, 3A ve 6A karsilagtirmalar1 Friedman testi ile yapilmistir. b: 6A vs. 0A. Post-hoc analizleri i¢in
Bonferroni diizeltmesi uygulanmustir. n= grup igerisindeki birey sayisi, SS: standart sapma.

Bu tez calismasi kapsaminda REL degeri arastirilan apoptotik genlerden bir digeri

olan BAX geninin 0A, 3A ve 6A gruplan arasinda yapilan REL degelerindeki

degisimin aragtirildig1 analizlerde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi

goriilmiistiir (P=.277) (Cizelge 3.6).
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Sekil 3.3: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen ER stresi ve apoptoz belirteci
genlerin REL degerlerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi

3.43 0A, 3A ve 6A Gruplarinda ER Stresi ve Apoptoz Belirteci Genlerin

Rolatif Ekspresyon Seviyelerinin Klinik Verilere Gore Degerlendirilmesi

0A, 3A ve 6A gruplarinda ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL degerleri hasta
grubunun EDSS puanlari, kontrast tutan lezyon varhigi ve atak durumu acgisindan

degerlendirilmistir.

Bu degerlendirme icin, 0A, 3A ve 6A donemlerinde hesaplanan EDSS puanlarina
gore, M grubunu olusturan hastalar EDSS <1.5 ve EDSS >1.5 olacak sekilde iki alt
gruba ayrilmistir. Ardindan; EDSS puanlarina bagli bir sekilde olusturulan bu iki
grup arasinda ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL degerleri Mann Whitney U

testi kullanilarak karsilastirilmistir.

ATF4 REL degerlerinin, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin 0A, 3A ve 6A
donemlerinde EDSS puanlarina gore, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak iizere
olusturulan gruplar arasinda karsilastirilmasina ait analiz sonuglar1 Cizelge 3.7 ve

Sekil 3.4’te verilmistir.

M grubunda yer alan RRMS hastalarinin 0A, 3A ve 6A donemlerinde belirlenen
EDSS puanlarma gore EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak iizere olusturulan gruplar
arasinda ATF4 REL degerleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi

goriilmiistiir (0A: P=.680, 3A: P=.101, 6A: P=.874) (Cizelge 3.7, Sekil 3.4).
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Cizelge 3.7: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi dncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen 47F4 REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar1 arasinda karsilastiriimasi

g . 0A 3A 6A

ATF4 REL Degerleri =20 =20 =20
EDSS <1.5 Grubu
Ortalama * SS 5.15+13.64 2.46 +3.18 3.51+3.33
Medyan (Q1-Q3) 0.99 (0.35-2.26) 1.06 (0.77-1.64) | 2.52(0.66-4.48)
(0A n=14, 3A n=17, 6A n=17)
EDSS>1.5 Grubu
Ortalama + SS 1.31 £0.64 0.55+0.34 3.05+2.60
Medyan (Q1-Q3) 1.27 (0.80-1.52) 0.68 (0.16-0.81) | 2.29 (0.91-5.95)
(0A n=6, 3A n=3, 6A n=3)
P .680 101 .874
P degerleri Mann-Whitney U test ile elde edilmistir. EDSS <1.5 ve EDSS>1.5 gruplarinda yer
alan RRMS hastalarmin 47F4 REL degerleri ilk satirda ortalama + SS, ikinci satirda medyan
(Q1-Q3) deger aralig1 olarak sunulmustur. n= grup icerisindeki birey sayisi, EDSS: genisletilmis
oziirliiliik durum 6l¢egi (expanded disability status scale), SS: standart sapma.

ATF6 REL degerlerinin, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin 0A, 3A ve 6A
donemlerinde EDSS puanlarina gore, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak {izere
olusturulan gruplar arasinda karsilastirilmasina ait analiz sonuglari ise Cizelge 3.8 ve

Sekil 3.5°te verilmistir.

BMEDSS<1.5

10,00 D EDSS> 1-5
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(fold change)
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Sekil 3.4: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen ATF4 REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar1 arasinda karsilastirilmasi
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Cizelge 3.8: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi dncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen ATF6 REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar1 arasinda karsilastiriimasi

Medyan (Q1-Q3)
(0A n=14, 3A n=17, 6A n=17)

1.29 (0.31-1.96)

o . 0A 3A 6A
ATF6 REL Degerleri =20 =20 =20
EDSS <1.5
Ortalama = SS 7.78 £22.57 6.00+11.89 8.77£13.12

1.23 (0.37-5.18)

3.61 (0.86-8.65)

EDSS>1.5

Ortalama + SS

Medyan (Q1-Q3)

(0A n=6, 3A n=3, 6A n=3)

6.71 £7.92
3.15 (1.50-11.74)

5.59 +£7.10
2.70 (0.39-13.67)

2.81+1.74
2.48 (1.26-4.70)

P

161

491

791

sapma.

P degerleri Mann-Whitney U test ile elde edilmistir. EDSS <1.5 ve EDSS>1.5 gruplarinda yer alan RRMS hastalarinin
ATF6 REL degerleri ilk satirda ortalama =+ SS, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) deger aralig1 olarak sunulmustur. n= grup
icerisindeki birey sayisi, EDSS: genisletilmis oziirlillik durum o6lgegi (expanded disability status scale), SS: standart

BAX REL degerlerinin, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin 0A, 3A ve 6A

donemlerinde EDSS puanlarina gore, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak iizere

olusturulan gruplar arasinda karsilastirilmasina ait analiz sonuglari ise Cizelge 3.9 ve

Sekil 3.6°da verilmistir.
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Sekil 3.5: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen ATF6 REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar1 arasinda karsilastiriimasi

M grubunda yer alan RRMS hastalarinin 0A, 3A ve 6A donemlerinde belirlenen

EDSS puanlarina gore, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak {izere olusturulan gruplar
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arasinda
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BAX REL degerleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:
goriilmistiir (0A: P=.248, 3A: P=.266, 6A: P=.711) (Cizelge 3.9, Sekil 3.6).

Cizelge 3.9: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen BAX REL degerlerinin EDSS <1.5
ve EDSS >1.5 gruplar1 arasinda karsilastirilmasi

o . 0A 3A 6A

BAX REL Degerleri =20 =20 =20
EDSS <1.5
Ortalama + SS 27.20 £ 94.78 9.03 +14.94 1.65 £ 1.83
Medyan (Q1-Q3) 1.73 (0.27-4.11) | 1.26 (0.77-3.62) | 1.10(0.64-1.93)
(0A n=14, 3A n=17, 6A n=17)
EDSS>1.5
Ortalama + SS 10.43 +13.00 0.81 +0.51 1.48 + 0.54
Medyan (Q1-Q3) 3.16 (1.74-26.49) | 0.94 (0.25-1.25) | 1.48 (0.94-2.02)
(0A n=6, 3A n=3, 6A n=3)
P 248 266 711
P degerleri Mann-Whitney U test ile elde edilmistir. EDSS <1.5 ve EDSS>1.5 gruplarinda yer alan RRMS hastalarinin BAX
REL degerleri ilk satirda ortalama =+ SS, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) deger aralig1 olarak sunulmustur. n= grup igerisindeki
birey sayisi, EDSS: genisletilmis 6ziirliiliik durum 6l¢egi (expanded disability status scale), SS: standart sapma.

BCL2 REL degerlerinin, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin 0A, 3A ve 6A
donemlerinde EDSS puanlarma goére EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak iizere
olusturulan gruplarda karsilastirilmasina ait analiz sonuclari ise Cizelge 3.10 ve Sekil

3.7’de verilmistir.
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Sekil 3.6: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen BAX REL degerlerinin EDSS <1.5
ve EDSS >1.5 gruplar1 arasinda karsilastirilmasi
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M grubunda yer alan RRMS hastalarinin 0A, 3A ve 6A donemlerinde belirlenen
EDSS puanlarina gore, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak {izere olusturulan gruplar
arasinda BCL2 REL degerleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi

goriilmistiir (0A: P=.741, 3A: P=.874, 6A: P=491) (Cizelge 3.10, Sekil 3.7).

Cizelge 3.10: M grubunu olugturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. aymnda (6A) belirlenen BCL2 REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar1 arasinda karsilastiriimasi

- . 0A 3A 6A
BCL2 REL Degerleri =20 =20 =20
EDSS <1.5
- 6.33 £ 14.00
Ortalama = SS 0.98 (0.30- 9.22 £16.22 18.61 +25.36

Medyan (Q1-Q3) 2.80 (0.51-3.50) |  7.40 (2.10-22.59)

(0A n=14, 3A n=17, 6A n=17) 8.27)

EDSS>1.5

Ortalama + SS e 1(:011'99% 2274233 4.54+3.56
Medyan (Q1-Q3) "a 1.17(0.70-495) | 431 (1.10-821)

(0A n=6, 3A n=3, 6A n=3)
P 741 874 491

P degerleri Mann-Whitney U test ile elde edilmistir. EDSS <1.5 ve EDSS>1.5 gruplarinda yer alan RRMS hastalarinin BCL2
REL degerleri ilk satirda ortalama + SS, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) deger aralig1 olarak sunulmustur. n= grup igerisindeki
birey sayisi, EDSS: genisletilmis 6ziirliiliik durum 6l¢egi (expanded disability status scale), SS: standart sapma.

CASP3 REL degerlerinin, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin 0A, 3A ve 6A
donemlerinde EDSS puanlarina gore, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak iizere
olusturulan gruplar arasinda karsilastirilmasina ait analiz sonuglar1 ise Cizelge 3.11

ve Sekil 3.8’de verilmistir.
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Sekil 3.7: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen BCL2 REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar arasinda karsilastirilmasi
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M grubunda yer alan RRMS hastalarinin 0A, 3A ve 6A donemlerinde belirlenen
EDSS puanlarina gore, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak {izere olusturulan gruplar
arasinda CASP3 REL degerleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 goriilmistiir (0A: P=483, 3A: P=368, 6A: P=.186) (Cizelge 3.11, Sekil
3.8).

Cizelge 3.11: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve

tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen CASP3 REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar1 arasinda karsilastirilmasi

< . 0A 3A 6A

CASP3 REL Degerleri =20 =20 =20
EDSS <1.5
Ortalama + SS 7.15+20.91 5.59 +£10.02 11.34 £17.05
Medyan (Q1-Q3) 1,12 (0.11-2.52) | 1.55(0.99-3.32) | 2.89 (1.55-14.43)
(0A n=14, 3A n=17, 6A n=17)
EDSS>1.5
Ortalama + SS 2.37 £2.58 1.21 £ 0.78 53.80 + 81.78
Medyan (Q1-Q3) 1.09 (0.82-4.29) | 0.84 (0.68-2.10) | 9.92 (3.32-148.16)
(0A n=6, 3A n=3, 6A n=3)
P 483 368 186
P degerleri Mann-Whitney U test ile elde edilmistir. EDSS <1.5 ve EDSS>1.5 gruplarinda yer alan RRMS hastalarinin
CASP3 REL degerleri ilk satirda ortalama + SS, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) deger aralig1 olarak sunulmustur. n= grup
icerisindeki birey sayisi, EDSS: genisletilmig oziirliilik durum 6lgegi (expanded disability status scale), SS: standart sapma.

CHOP REL degerlerinin, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin 0A, 3A ve 6A
donemlerinde EDSS puanlarina goére, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak {izere
olusturulan gruplar arasinda karsilastirilmasina ait analiz sonuglari ise Cizelge 3.12

ve Sekil 3.9°da verilmistir.

B EDSS<13

[ EDSS>1.5

Rolatif Gen Ekspresyonu
(fold change)

=

0A 3A 0A

Sekil 3.8: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen CASP3 REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar1 arasinda karsilastiriimasi
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Cizelge 3.12: M grubunu olugturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen CHOP REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar1 arasinda karsilastiriimasi

- . 0A 3A 6A

CHOP REL Degerleri =20 =20 =20
EDSS <1.5
Ortalama = SS 7.25+14.25 2.13+1.62 3.29+2.52
Medyan (Q1-Q3) 1.51 (0.46-7.07) | 1.78(0.90-3.54) | 2.59 (0.94-6.16)
(0A n=14, 3A n=17, 6A n=17)
EDSS>1.5
Ortalama = SS 2.09 + 1.11 0.97 +£0.63 3.93+235
Medyan (Q1-Q3) 2.12 (1.65-3.10) | 0.66 (0.56-1.70) | 4.15 (1.48-6.16)
(0A n=6, 3A n=3, 6A n=3)
P 967 248 596
P degerleri Mann-Whitney U test ile elde edilmistir. EDSS <1.5 ve EDSS>1.5 gruplarinda yer alan RRMS hastalarinin
CHOP
REL degerleri ilk satirda ortalama + SS, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) deger aralig1 olarak sunulmustur. n= grup igerisindeki
birey sayisi, EDSS: genisletilmis éziirliiliik durum 6l¢egi (expanded disability status scale), SS: standart sapma.

M grubunda yer alan RRMS hastalarinin 0A, 3A ve 6A donemlerinde belirlenen
EDSS puanlarina gore, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak {iizere olusturulan gruplar
arasinda CHOP REL degerleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi
goriilmiistiir (0A: P=.967, 3A: P=.248, 6A: P=.596) (Cizelge 3.12, Sekil 3.9).
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Sekil 3.9: M grubunu olusturan RRMS’1i hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen CHOP REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar arasinda karsilastirilmasi

PERK REL degerlerinin, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin 0A, 3A ve 6A
donemlerinde EDSS puanlarmma gore, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak {izere
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olusturulan gruplar arasinda karsilastirilmasina ait analiz sonuglar1 ise Cizelge 3.13

ve Sekil 3.10°da verilmistir.

Cizelge 3.13: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen CHOP REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar1 arasinda karsilastiriimasi

o . 0A 3A 6A

PERK REL Degerleri =20 =20 =20
EDSS <1.5
Ortalama + SS 4.88 £13.26 5.59 + 14.04 527+7.11
Medyan (Q1-Q3) 0.40 (0.05-3.80) 1.02 (0.54-1.82) 2.12 (0.76-6.01)
(0A n=14, 3A n=17, 6A n=17)
EDSS>1.5
Ortalama + SS 1.93 +£2.50 2.34+291 3.67+2.72
Medyan (Q1-Q3) 1.10 (0.87-1.48) | 0.87 (0.46-5.69) | 2.23 (1.97-6.81)
(0A n=6, 3A n=3, 6A n=3)
P 386 874 634
0A ve 6A gruplarinda P degerleri Mann-Whitney U test ile elde edilirken 3A grubunda P degeri Independent Sample t-test
ile elde edilmistir. EDSS <1.5 ve EDSS>1.5 gruplarinda yer alan RRMS hastalarinin PERK REL degerleri ilk satirda
ortalama + SS, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) deger aralig1 olarak sunulmustur. n= grup icerisindeki birey sayisi, EDSS:
genisletilmis 6ziirliiliik durum 6lgegi (expanded disability status scale), SS: standart sapma.

M grubunda yer alan RRMS hastalarinin 0A, 3A ve 6A donemlerinde belirlenen
EDSS puanlarina gore, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak iizere olusturulan gruplar
arasinda PERK REL degerleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:

goriilmistiir (0A: P=386, 3A: P=.874, 6A: P=.634) (Cizelge 3.13, Sekil 3.10).
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Sekil 3.10: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen CHOP REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar arasinda karsilastiriimasi

elF20. REL degerlerinin, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin 0A, 3A ve 6A
donemlerinde EDSS puanlarina gore, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak iizere
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olusturulan gruplar arasinda karsilastirilmasina ait analiz sonuglar1 ise Cizelge 3.14

ve Sekil 3.11°de verilmistir.

Cizelge 3.14: M grubunu olugturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi dncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen e/F2a REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar1 arasinda karsilastiriimasi

o . 0A 3A 6A

elF20 REL Degerleri =20 =20 =20
EDSS <1.5
Ortalama = SS 7.46 +£22.34 497 +9.25 7.86 £21.14
Medyan (Q1-Q3) 0.48 (0.36-3.20) | 2.86(1.47-3.75) | 1.63 (0.80-4.13)
(0A n=14, 3A n=17, 6A n=17)
EDSS>1.5
Ortalama + SS 448 +£3.79 2.76 £3.29 4.08 £3.08
Medyan (Q1-Q3) 4.80 (0.59-6.01) 1.58 (0.22-6.48) | 4.55 (0.79-6.90)
(0A n=6, 3A n=3, 6A n=3)
P 137 11 427
P degerleri Mann-Whitney U test ile elde edilmistir. EDSS <1.5 ve EDSS>1.5 gruplarinda yer alan RRMS hastalarinin
elF20. REL degerleri ilk satirda ortalama + SS, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) deger aralig1 olarak sunulmustur. n= grup
icerisindeki birey sayisi, EDSS: genisletilmis oziirlilik durum 6lgegi (expanded disability status scale), SS: standart
sapma.

M grubunda yer alan RRMS hastalarinin 0A, 3A ve 6A donemlerinde belirlenen
EDSS puanlarina gore, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak {iizere olusturulan gruplar
arasinda e/F20 REL degerleri yonilinden istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi

goriilmiistiir (0A: P=.137, 3A: P=.711, 6A: P=.427) (Cizelge 3.14).
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Sekil 3.11: M grubunu olusturan RRMS’1i hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen e/F2a REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar1 arasinda karsilastiriimasi
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IRE] REL degerlerinin, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin 0A, 3A ve 6A
donemlerinde EDSS puanlarima gore, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak iizere
olusturulan gruplar arasinda karsilastirilmasina ait analiz sonuglar1 ise Cizelge 3.15

ve Sekil 3.12°de verilmistir.

Cizelge 3.15: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen /RE! REL degerlerinin EDSS <1.5
ve EDSS >1.5 gruplar1 arasinda karsilastirilmasi

o . 0A 3A 6A

IRE1 REL Degerleri =20 =20 =20
EDSS<1.5
Ortalama + SS 4.60 £9.09 1.65+1.55 1.66 £ 1.21
Medyan (Q1-Q3) 0.96 (0.29-2.65) | 1.33(0.45-1.99) | 1.16 (0.88-2.61)
(0A n=14, 3A n=17, 6A n=17)
EDSS>1.5
Ortalama + SS 1.27+0.74 0.96 + 0.69 1.35+0.53
Medyan (Q1-Q3) 1.23 (0.94-1.58) | 0.58 (0.55-1.76) | 1.07 (1.03-1.96)
(0A n=6, 3A n=3, 6A n=3)
P .869 751 958
P degerleri Mann-Whitney U test ile elde edilmistir. EDSS <1.5 ve EDSS>1.5 gruplarinda yer alan RRMS hastalarinin /RE/
REL degerleri ilk satirda ortalama + SS, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) deger aralig1 olarak sunulmustur. n= grup igerisindeki
birey sayisi, EDSS: genisletilmis oziirliiliikk durum 6lgegi (expanded disability status scale), SS: standart sapma.

M grubunda yer alan RRMS hastalarinin 0A, 3A ve 6A donemlerinde belirlenen
EDSS puanlarina gore, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak {iizere olusturulan gruplar
arasinda /RE1 REL degerleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:

goriilmistiir (0A: P=.869, 3A: P=.751, 6A: P=958) (Cizelge 3.15, Sekil 3.12).
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Sekil 3.12: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen /RE! REL degerlerinin EDSS <1.5
ve EDSS >1.5 gruplar arasinda karsilagtirilmasi
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GRP78 REL degerlerinin, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin 0A, 3A ve 6A
donemlerinde EDSS puanlarina gore, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak iizere
olusturulan gruplar arasinda karsilastirilmasina ait analiz sonuglar1 ise Cizelge 3.16

ve Sekil 3.13’te verilmistir.

Cizelge 3.16: M grubunu olugturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen GRP78 REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar1 arasinda karsilastiriimasi

- . 0A 3A 6A

GRP78 REL Degerleri =20 =20 =20
EDSS <1.5
Ortalama = SS 2.36£4.56 1.38£1.65 2.06 +£3.83
Medyan (Q1-Q3) 0.73 (0.17-1.71) 0.52 (0.27-2.31) 0.84 (0.27-2.10)
(0A n=14, 3A n=17, 6A n=17)
EDSS>1.5
Ortalama = SS 2.12+3.19 1.71 +£2.63 530+ 8.04
Medyan (Q1-Q3) 0.84 (0.60-1.67) 0.29 (0.10-4.75) 0.83 (0.49-14.59)
(0A n=6, 3A n=3, 6A n=3)
P .620 874 .634

P degerleri Mann-Whitney U test ile elde edilmistir. EDSS <1.5 ve EDSS>1.5 gruplarinda yer alan RRMS hastalarinin
GRP78 REL degerleri ilk satirda ortalama + SS, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) deger aralig1 olarak sunulmustur. n= grup
icerisindeki birey sayisi, EDSS: genisletilmis oziirliilik durum 6lgegi (expanded disability status scale), SS: standart sapma.

M grubunda yer alan RRMS hastalarinin 0A, 3A ve 6A donemlerinde belirlenen
EDSS puanlarina gére, EDSS<1.5 ve EDSS>1.5 olmak iizere olusturulan gruplar
arasinda GRP78 REL degerleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 goriilmistiir (0A: P=.620, 3A: P=.874, 6A: P=.634) (Cizelge 3.16, Sekil
3.13).

EDSS puanlarinin, bu tez ¢aligmas: kapsaminda arastirilan ER stresi ve apoptoz
belirteci genlerin REL degerleri iizerindeki etkisinin arastirllmasina ek olarak,
kontrast tutan lezyonlarin da hedef genlerin REL degerleri {izerindeki -etkisi

arastirtlmistir (Cizelge 3.17).

Cizelge 3.17 incelendiginde naif RRMS hastalarinin olusturdugu OA grubunda
kontrast tutan lezyonu olan ve olmayan kisiler arasinda ER stresi ve apoptoz belirteci
genlerin REL degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olugsmadig:
gorillmiistir (ATF4: P=.131, ATF6: P=.508, BAX: P=508, BCL2: P=.131, CASP3:
P>999, CHOP: P=237, PERK: P=.108, elF20: P=478, IREl: P=395, GRP7S:
P=478).
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3A grubunda da kontrast tutan lezyonu olan ve olmayan kisiler arasinda ER stresi ve

apoptoz belirteci genlerin REL degerlerinde istatistiksel anlamda herhangi bir fark
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goriilmemistir (4TF4: P=.098, ATF6: P=.508, BAX: P=257, BCL2: P=.925, CASP3:
P=.539, CHOP: P=848, PERK: P=.705, elF20: P=925, IREl: P=813, GRP7S:
P=.508).

B EDSS<15
[0 EDSS=>15

Rolatif Gen Ekspresyonu

(fold change)

= HJ EE

Sekil 3.13: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi dncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) belirlenen GRP78 REL degerlerinin EDSS
<1.5 ve EDSS >1.5 gruplar arasinda karsilastirilmasi

6A grubunda yapilan degerlendirmelerde ise, kontrast tutan lezyon olan kisilerde
kontrast tutan lezyonu olmayanlara kiyasla e/F’2o REL degerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artig oldugu goriilmiistiir (P=.038). Ancak, 6A grubunda, e/F2¢ haricinde
incelenen diger ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL degerlerinde, kontrast
tutan lezyonu olan ve olmayan kisiler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (ATF4: P=.156, ATF6: P=.108, BAX: P=.395, BCL2: P=.131, CASP3:
P=777, CHOP: P=.850, PERK: P=.705, IREl: P>.999, GRP7S8: P=.130.)

Bu tez caligmas1 kapsaminda 6 ay siireyle takip edilen RRMS hastalarindan yalnizca
birinde atak gézlenmistir. M grubunu olusturan RRMS hastalarinin atak gegirenler ve

gecirmeyenler olarak gruplandirilmasi sonrasi ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin

REL degerleri ise Cizelge 3.18’de goriilmektedir.

3.5 Western Blot Yontemiyle Bcl2 ve Kaspaz-3 Proteinlerinin Rolatif
Ekspresyon Seviyesinin 0A, 3A ve 6A Gruplarinda Belirlenmesi

M grubuna ait her bir 6rnek i¢in Bel2 ve Kaspaz-3 proteinlerinde goriilen REL

degisimini incelemek tizere WB deneyleri yapilmustir.
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Cizelge 3.17: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi dncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen ER stresi
ve apoptoz belirteci genlerin REL degerlerinin kontrast tutan lezyonu olan ve olmayan kisiler arasinda karsilastirilmasi

0A (Naif RRMS Hastalari) 3A 6A
Kontrast Tutan Lezyon | Kontrast Tutan Lezyon | Kontrast Tutan Lezyon | Kontrast Tutan Lezyon | Kontrast Tutan Lezyon Kontrast Tutan
Var Yok Var Yok Var Lezyon Yok P
n=4 n=16 n=4 n=16 n=4 n=16

ATF4 REIG
Ortalama + SS 0.64 +0.48 4.83+12.72 3224375 1.91+2.88 5.08 +3.08 3.03+3.16 .098™
Medyan (Q1-Q3) 0.65 (0.24-1.06) 1.46 (0.70-2.33) 1.49 (1.23-5.21) 0.81 (0.54-1.52) 5.58 (2.64-7.52) 2.28 (0.59-4.17) 156%"
ATF6 .508*"
Ortalama + SS 1.30+1.25 9.00 £21.21 5.44+£9.90 6.06+11.74 1.67 +1.39 9.43+13.29 .508"
Medyan (Q1-Q3) 1.07 (0.28-2.32) 1.44 (0.53-6.73) 0.56 (0.36-10.52) 1.51 (0.66-5.37) 1.30 (0.68-2.67) 5.11(1.18-11.91) .108°"
BAX .508%
Ortalama + SS 7.19 +£12.88 25.92 +88.39 6.49 £9.03 8.13+15.25 1.70 + 1.06 1.61 +1.84 257"
Medyan (Q1-Q3) 1.02 (0.36-14.02) 2.46 (0.62-4.15) 2.45(1.25-11.73) 1.06 (0.53-2.86) 1.87 (0.96-2.44) 1.04 (0.71-1.92) .395¢"
BCL2 131
Ortalama + SS 1.02 +1.40 6.24 +13.00 1523 £27.75 6.41 +10.91 35.66 £29.15 11.71 £20.71 9252
Medyan (Q1-Q3) 1.48 (0.08-1.97) 2.40 (0.34-6.45) 2.01 (0.32-30.15) 2.36 (0.82-4.12) 37.79 (11.98-59.34) 4.45 (1.60-13.38) A31¢
CASP3 >.999%"
Ortalama + SS 243+3.15 6.53 £19.55 5.14+726 4.89 £9.99 9.52£12.11 19.76 £38.16 5390
Medyan (Q1-Q3) 1.48 (0.08-4.78) 1.09 (0.20-2.40) 1.81 (1.24-9.04) 1.32 (0.76-2.99) 4.75 (1.52-17.53) 3.36 (1.89-14.84) 77
CHOP 237
Ortalama + SS 1.14£091 6.84 +£13.29 1.82+143 1.99 + 1.64 2.91 +2.68 3.51+£246 848"
Medyan (Q1-Q3) 1.14 (0.35-1.92) 2.66 (0.66-6.66) 1.73 (0.91-2.72) 1.48 (0.61-3.03) 2.13 (1.16-4.67) 4.01 (1.05-6.16) .850°"
PERK .108*
Ortalama + SS 3.85+2.82 4.03 +12.46 4.46 +7.76 526+ 14.18 4.34+3.69 520+7.24 705>
Medyan (Q1-Q3) 4.16 (1.97-5.74) 0.69 (0.08-1.33) 0.83 (0.36-8.55) 1.01 (0.50-2.51) 3.82(1.30-7.38) 2.17 (0.67-5.80) 705
elF2a 478>
Ortalama + SS 0.57+0.17 8.07 £20.68 11.34 +18.87 2.97+2.72 0.82 + 0.66 8.91 +£21.60 925"
Medyan (Q1-Q3) 0.57 (0.46-0.69) 3.18 (0.37-5.59) 2.86 (1.18-21.50) 2.66 (0.99-3.94) 0.75 (0.29-1.35) 3.59 (1.02-5.59) .038¢"
IRE1 395
Ortalama + SS 0.72 +0.49 4.32+849 1.68 +1.86 1.52+ 141 2.01+1.84 1.51 £ 0.94 813"
Medyan (Q1-Q3) 0.70 (0.31-1.14) 1.42 (0.24-2.54) 1.20 (0.29-3.08) 1.28 (0.54-1.97) 1.78 (0.52-3.50) 1.12 (1.02-2.09) >.999°"
GRP78 478>
Ortalama + SS 0.67+0.58 2.69 +4.52 0.72+0.83 1.61+1.88 0.62 +0.56 3.02+4.97 .508""
Medyan (Q1-Q3) 0.56 (0.27-1.08) 1.02 (0.26-2.77) 0.46 (0.17-1.27) 0.46 (0.22-3.13) 0.51 (0.18-1.07) 0.88 (0.40-2.53) 130
Her bir gen i¢in verilen REL degerlerinde ilk satirda ortalama + SS, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) deger aralig1 olarak sunulmustur. n= grup igerisindeki birey sayisi, SS: standart sapma. a:0A, b: 3A, c:6A grubu
icerisinde olusturulan kontrast tutan lezyon var ve yok olmak iizere olusturulan gruplar arasinda yapilan analizlerden elde edilen P degerleri. *: Mann Whitney U test. +: Independent sample t-test.
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Cizelge 3.18: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi dncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen ER stresi ve apotoz belirteci
genlerin REL degerlerinin atak Oykiisiine bagli olarak olusturulan gruplar arasinda
karsilastirilmasi

0A 3A 6A
Atak Atak Atak
Var® Atak Yok Var* Atak Yok Var® Atak Yok
- n=19 = n=19 = n=19

n=1 n=1 n=1
ATF4
Ortalama + SS 240 4.08 £11.74 0.81 2.24+£3.07 2.29 ;55(2) ?03626?
Medyan (Q1-Q3) 1.00 (0.39-2.18) 1.05 (0.68-1.64) ’ 5 95')
ATF6
Ortalama + SS 349 7.67 +£19.61 2.70 6.11 £11.43 4.70 82'045;[(&28'65_6
Medyan (Q1-Q3) 1.37 (0.31-5.87) 1.23 (0.37-5.55) ’ 8 65.)
BAX
Ortalama + SS 3.03 23.18 £81.11 0.94 8.16 £14.32 1.48 11?3(,) :(t01625
Medyan (Q1-Q3) 1.89 (0.27-4.19) 1.25 (0.71-3.62) ’ 5 02')
BCL2
Ortalama + SS 3.65 5.28 £12.08 4.95 8.35+£15.51 8.21 1395; ?12;6.4-‘3
Medyan (Q1-Q3) 1.08 (0.19-4.62) 1.93 (0.51-3.50) '22 59')
CASP3
Ortalama + SS 1.29 5.94£17.94 0.68 5.16 £9.54 9.92 1?;5 (i13§'540
Medyan (Q1-Q3) 0.88 (0.12-2.83) 1.55 (0.93-3.32) ’ 15 25) )
CHoP
Ortalama + SS 1.65 5.91+£12.394 0.56 2.03 £1.57 4.15 ;23 :(t029i(_)
Medyan (Q1-Q3) 2.02 (0.46-6.24) 1.70 (0.66-3.54) ’ 6 16')
PERK
Ortalama + SS 0.87 416 £11.41 5.69 5.07+13.33 6.81 ;913 2:06776?
Medyan (Q1-Q3) 0.93 (0.10-3.80) 0.93 (0.46-1.82) ’ 6 01')
elFa
Ortalama + SS 5.34 6.63 £19.14 6.48 4.55+ 8.82 4.55 71.464;:(5(;.8-0
Medyan (Q1-Q3) 0.59 (0.36-4.25) 2.46 (0.50-3.75) ’ 4 16')
IRE]
Ortalama + SS 1.58 3.71+7.89 0.58 1.60 £ 1.48 1.03 11612 ﬂ(:olgg
Medyan (Q1-Q3) 1.07 (0.28-2.43) 1.33 (0.45-1.99) ’ 5 61')
GRP78
Ortalama + SS 8.56 1.95+3.94 0.29 1.49+1.77 14.5 BZ; ?03267%
Medyan (Q1-Q3) 0.68 (0.19-1.67) 0.52 (0.16-2.56) ’ by 10')
*: Atak durumunda bulunan RRMS hastasinin 0A, 3A ve 6A dénemlerindeki rolatif gen ekspresyon (fold change) degeri
sunulmustur. Her bir gen icin verilen REL degerlerinde ilk satirda ortalama + SS, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) deger
aralig1 olarak sunulmustur. n= grup icerisindeki birey sayisi, SS: standart sapma.

Bu WB deneylerinden elde edilen membran goriintiileri Image J 1.541 programi
kullanilarak analiz edilmis ve densitometrik degerler elde edilmistir. Normalizasyon

asamasinda kullanilmak {izere B-aktin proteinleri de incelenmistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14: M grubu oOrneklerinin tamami i¢in Bcel2, Kaspaz-3 ve B-aktin
proteinlerine ait Western blot (WB) yoOntemiyle elde edilen membranlara ait
goriintiiler

Sekil 3.14 incelendiginde B-aktin bant yogunlugunun M (RRMS) grubu 6rneklerinin
tamami i¢in farklilik gosterdigi goriilmektedir. Yapilan literatiir incelemelerinde
cesitli faktorler sebebiyle B-aktin proteininin ifade seviyesinde degisimler
goriilebildigi belirlenmistir. Baslica; yas, post-translasyonel modifikasyonlar (PTM)
ve noropatolojik kosullar olmak iizere siralanan bu gesitli faktoérler, WB deneylerinde
normalizasyon agamasinda B-aktin proteini kullaniminin limitleyici sebepleri olarak

belirtilmektedir (Yu vd., 2011; Shen, 2013; Dziedzic vd., 2024).

Western blot (WB) deneylerinin normalizasyonunda B-aktin proteinine bagh
sinirlamalardan kaginmak amaciyla, bu tez ¢alismasi kapsaminda hedef proteinlerin
REL degisimlerini incelemek i¢in gerceklestirilen WB deneylerinin normalizasyon
asamasinda, M grubu Orneklerinin tamami ic¢in her bir Ornegin total protein

lizatlarina ait biitlinlestirilmis bant yogunluklarinin kullanilmasi tercih edilmistir.

Her bir 6rnege ait total protein lizatlarini iceren membranlar ve bu membranlarin
goriintiileri bu tez caligmasinin materyal-metot boliimii 2.4 numarali ER Stresi ve

Apoptoz Belirteci Proteinlerin Rolatif ifade Seviyesi isimli bashginda da agiklandig:
107



gibi elde edilmistir. Ardindan her bir 6rnegin total protein lizatlarina ait biitiinlesmis
bant yogunluklar1 Image J programi iizerinden hesaplanmistir. WB deneylerinden
elde edilen membran goriintiileri EK-6’da sunulmustur. Normalizasyon sonrasinda
elde edilen %Bcl2 ve %Kaspaz-3 degerleri kullanilarak hedef proteinlerin REL
degerlerindeki degisim hesaplanmistir (Cizelge 3.19, Sekil 3.15).

Cizelge 3.19: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi dncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) elde edilen total protein lizatlarinin
normalizasyon asamasinda kullanildigt WB deneylerinden elde edilen Bcl2 ve
Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerlerine ait densitometrik analiz sonuglari

Densitometrik 0A 3A 6A P
Analiz n=2( n=2( n=2(
Bcel2
Ortalama £ SS 4.87+7.55 3.75+5.12 4.08 +5.09 915

Medyan (Q1-Q3)

2.72 (1.98-3.11)

2.66 (2.26-3.09)

2.75 (2.05-3.11)

Kaspaz-3
Ortalama + SS

22.25+65.36
2.83 (2.57-3.10)

10.79 + 25.52
2.78 (3.34-3.15)

15.89 + 49.04
2.74 (2.32-3.26)

462

Medyan (Q1-Q3)

P degerleri Friedman testi uygulanarak elde edilmistir. Her iki protein i¢in verilen degerlerde ilk satirda
ortalama + SS ve ikinci satirda medyan (Q1-Q3) olarak sunulmustur. n= grup icerisindeki birey sayisi, SS:
standart sapma

Cizelge 3.19 incelendiginde, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarinin DMF
tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda olusturulan gruplari arasinda
Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
herhangi bir fark olmadigi (Bcl2: P=.915, Kaspaz-3: P=.462) goriilmektedir (Cizelge
3.19, Sekil 3.15).
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Sekil 3.15: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) elde edilen total protein lizatlarinin
normalizasyon asamasinda kullanildigt WB deneylerinden elde edilen Bcl2 ve

108



Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerlerine ait densitometrik analiz sonuglari
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3.6 M Grubunda Yapilan Korelasyon Analizleri

M grubunu olusturan 0A, 3A ve 6A gruplarinda ER stresi ve apoptoz belirteci
genlerin REL degerleri, Bel2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerleriyle klinik

parametrelerin arasindaki iliski korelasyon analizleri ile incelenmistir.

3.6.1 Basit Korelasyon Analizleri

M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin
3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) olusturulan gruplarinin her birinde ER stresi ve apoptoz
belirteci olan genlerin yapilan qRT-PCR deneylerinden elde edilen REL degerleri,
Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin WB deneyleri sonrasi elde edilen REL degerleriyle
birlikte klinikten gelen EDSS, total lezyon ve T2 lezyon parametreleri ile iliskisi
incelenmistir. Bu iliskinin belirlenmesinde oOncelikle verilerin dagilimi dikkate
alinmis, normal dagilim gosteren parametrelerde Pearson korelasyon testi

uygulanmis ve Pearson korelasyon katsayisi (r) hesaplanmaistir.

Normal dagilmayan verilerde ise Spearman korelasyon testi uygulanip bu veriler i¢in
Spearman korelasyon katsayisi (p) hesaplanmistir. 0A ve 6A gruplarinin kendi iginde
yapilan korelasyon analizlerinde verilerin dagiliminin normal olmadig:1 goriilerek
Spearman korelasyon testi secilerek Spearman korelasyon katsayisi  (p)
hesaplatilmistir. 3A grubunda ise yalnizca CHOP geni REL degerleri ve total lezyon
sayis1 verilerinin normal dagildig: goriilerek bu iki parametrenin birbiriyle iliskisinin
degerlendirilmesinde Pearson korelasyon katsayisi (r) hesaplanirken diger ER stresi
ve apoptoz belirteci olan genlerin REL degerleri, Bcl2, Kaspaz-3 proteinlerinin REL
degerleriyle EDSS puani, total lezyon ve T2 lezyon sayilar1 olmak iizere klinik
parametrelerin iliskisinin bir arada degerlendirilmesi igin Spearman korelasyon
katsayist (p) hesaplanmistir. 0A, 3A ve 6A gruplar i¢in gergeklestirilen korelasyon
testlerine ait olan ve istatistiksel olarak anlamli olan sonuglar, bir 6zet halinde,
sirastyla Cizelge 3.20, Cizelge 3.21 ve Cizelge 3.22°de sunulmustur. Gergeklestirilen
korelasyon testlerinden elde edilen tiim sonuglar ise EK-7’de sunulmustur. KPY
tepkisinin baglatilmasi ve sonlanmamasina bagli olarak gelisen ER stres ve bu stresin
belirteci olan genlerin, yer aldiklar sinyal yolag1 igerisinde apoptoz belirteci genleri
de etkiledigi bu tez calismasmin giris boliimiinde yer alan 1.3.5 numarali ER ve
ER’de Gelisen Protein Isleme Siiregleri isimli baslhkta da detaylica anlatildig1 iizere

bilinmektedir.
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Cizelge 3.20: 0A (Naif RRMS Hastalar1) grubunda gergeklestirilen korelasyon
analizlerine ait istatistiksel olarak anlamli ¢ikan sonuglari igeren genel tablo

Aralarinda korelasyon bulunan parametreler SpeaLI;z;:yl::lr(e;z)lsyon P

ATF6 725 <.001

BAX J11 <.001

BCL2 .827 <.001

CASP3 730 <.001

AT CHoP J11 <.001
PERK 461 041

elF2a .661 .002
IRE1 753 <.001
BAX 747 <.001
BCL2 743 <.001

CASP3 702 .001
CHoP 718 <.001

Y PERK 584 .007
elF2a .790 <.001
IRE] 735 <.001

GRP78 573 .008

BCL2 541 014

CASP3 575 .008

CHOP 582 .007

BaX elF2o 5327 016
IRE1 .603 .005

GRP78 467 .038

CASP3 642 .002
CHoP 755 <.001

PERK 592 .006
Lz elF2a .859 <.001
IRE] 744 <.001

GRP78 713 <.001

CHoP 617 .004
PERK 724 <.001

CASP3 elF2a .703 .001
IRET .560 .010

Bel2 476 034
PERK elF2a .760 <.001
IRE1 497 026
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Cizelge 3.20 (devam): OA (Naif RRMS Hastalar1) grubunda gerceklestirilen
korelasyon analizlerine ait istatistiksel olarak anlamli ¢ikan sonuglar iceren genel
tablo

Spearman korelasyon
Aralarinda korelasyon bulunan parametreler P
katsayisi (p)
PERK S12 .021
elF2a 722 <.001
CHOP
IRE] 959 <.001
GRP78 634 .003
IRE1 .686 <.001
elF2a
GRP78 .700 .001
IRE1 GRP78 .649 .002
Total Lezyon T2 Lezyon .873 <.001

Korelasyon analizlerine ait veriler incelendiginde, 0A, 3A ve 6A gruplarinda
beklendigi iizere ER’de goriilen KPY tepkisinin baslatilmasina uygun bir sekilde ER
stres belirteci genlerin REL degerleri ile apoptoz belirteci genlerin REL degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 3.20 incelendiginde; bu tez calismasi kapsaminda olusturulan M (RRMS)
grubunun 0OA grubunda ER stresi ve apoptoz siireclerinde aktif rol alan genlerin REL
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon olustugu goriilmektedir.
Ayrica, 0A grubunda CASP3 REL degerleriyle Bcl2 proteininin REL degeri arasinda
pozitif bir iliski oldugu (p=.476, P=.034) goriilmektedir. M grubunu olusturan
RRMS’li hastalara ait klinik degerlendirmeler olan total lezyon sayisi, T2 lezyon
sayist ve EDSS puanlariyla bu tez ¢alismasi kapsaminda REL degerleri arastirilan
ER stresi ve apoptoz belirteci genler Bcl2, Kaspaz-3 proteinleri arasinda 0A

grubunda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon olugsmadig1 goriilmiistiir.

3A grubunda gerceklestirilen korelasyon analizlerine ait veriler ise Cizelge 3.21°de
sunulmustur. Cizelge 3.21 incelendiginde yine ER stresi ve bu stres durumuna bagl
aktif hale gelebilecegi bilinen, apoptotik yolaklarda gorev alan genlerin REL
degerleri arasinda goriilen istatistiksel olarak anlamli korelasyona ek olarak, 3A
grubunda /RE] REL degeri ve Bcl2 proteininin REL degeri arasinda (p=-.526,
P=.017) negatif bir korelasyon oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 3.21: Naif RRMS hastalarinin 3 ay boyunca DMF kullanimi1 sonucunda
olusturulan 3A grubunda gerceklestirilen korelasyon analizlerine ait istatistiksel
olarak anlamli ¢ikan sonuglari igeren genel tablo

Aralarinda korelasyon bulunan Spearman
arametreler korelasyon P
P katsayisi (p)
BAX 761 <.001
BCL2 642 .002
CASP3 .600 005
CHoP 584 .007
ATF4 PERK i —
elF2a 578 008
GRP78 502 024
Total Lezyon .555 017
CHOP 699 001
ATF6
GRP78 789 <001
BCL2 541 014
CASP3 468 037
CHOP S18 019
BAX
PERK 552 012
elF2a .609 004
GRP78 485 030
CHOP 535 015
PERK .896 <.001
BCL2
elF2a 821 <001
GRP78 529 016
CASP3 CHOP 623 003
PERK 598 005
CHOP
GRP78 714 <001
elF2a .836 <.001
PERK
GRP78 .606 005
elF2a GRP78 448 048
GRP78 455 044
IRE1
Bel2 -.526 017

Klinikten gelen EDSS puani, T2 lezyon sayisi ve total lezyon sayisi
degerlendirmeleri agisindan 3A grubunda gercgeklestirilen korelasyon analizleri
incelendiginde, ATF4 REL degeriyle total lezyon parametresi arasinda pozitif bir
korelasyon olustugu goriilmektedir (p=.555, P=.017) (Cizelge 3.21).
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Ancak 3A grubunda, ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL degerleri, Bcl2,
Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerleriyle EDSS puani, T2 lezyon sayis1 ve total

lezyon sayis1 parametreleri arasinda anlamli bir korelasyon iligkisi goriilmemistir.

6A grubunda yapilan korelasyon analizleri Cizelge 3.22’de sunulmustur. Cizelge
3.22 incelendiginde, 6A grubunda Bcl2 proteinin REL degeri ve e/F’2a geninin REL
degeri arasinda negatif yonde (p=-.595, P=.006) bir korelasyon oldugu

goriilmektedir.

Cizelge 3.22: Naif RRMS hastalarinin 6 ay boyunca DMF kullanimina bagl
olusturulan 6A grubunda gerceklestirilen korelasyon analizlerine ait istatistiksel
olarak anlamli ¢ikan sonuglari iceren genel tablo

Aralarinda korelasyon bulunan Spearman
rametrel korelasyon P
parametreier katsayisi (p)

BAX 544 .013
BCL2 741 <.001
CASP3 .529 .016

ATF4
CHOP 548 .012
PERK .601 .005
Kaspaz-3 520 .019
CHopP 479 .032

ATF6
elFa 597 .005
BCL2 478 .033
PERK 473 .035

BAX
elF2a 522 .018
IRE] 574 .008
CASP3 496 .026

BCL2
PERK .530 .016
CHOP .610 .004

CASP3
PERK .641 .002
PERK 616 .004
elF2a .634 .003

CHOP
IRE] 659 .002
GRP78 547 .013
PERK GRP78 495 .026
IRE] 578 .008
elF2a GRP78 .663 .001
Bcel2 -.595 .006
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Cizelge 3.22°de sunulan sonuclara gore, Kaspaz-3 proteinin REL degeriyle ATF4
geninin REL degeri arasinda (p=.520, P=.019) pozitif yonde bir iliski oldugu
goriilmiistiir. 0A, 3A ve 6A donemleri i¢in gerceklestirilen basit korelasyon
analizlerine ek olarak, bu tez ¢alismasinin boylamsal olusuna uygun bir sekilde, M
grubunu olusturan hastalarin tekrarli 6lgiimlerinin aralarindaki iligkinin belirlenmesi

amaciyla tekrarli 6l¢timler korelasyonu yapilmaistir.

3.6.2 Tekrarh Ol¢iimler Korelasyonu

Tekrarli dl¢timler korelasyonu (repated measures correlation-Rmcorr) birden ¢ok
zaman noktasinda, birden fazla kez 6lctilen verilerin bulundugu bir ¢alisma grubunda
uygulanan bir fonksiyondur (Bakdash & Marusich, 2017). Yapilan bu Rmcorr analizi
sayesinde bireylerin farkli 6l¢lim donemlerindeki degisimleri yansitilarak, birden

fazla olciilen degerin ortak degisim iliskisinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmastir.

Bu tez calismasi kapsaminda; M grubunu olusturan 20 RRMS hastasi i¢in 0A, 3A ve
6A donemlerinde belirlenen ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL degisimi,
Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin REL degisimi ile EDSS, T2 lezyon sayis1 ve total

lezyon sayis1 parametrelerinde goriilen degisimin, ortak iligkisi arastirilmistir.

Rmcorr analizlerinin yapilmasi i¢in R paket programi (versiyon 4.4.2) kullanilmis ve

analizin gercgeklestirilmesini saglayan kod EK-8’de sunulmustur.

Her bir Rmcorr analizinden elde edilen (r) ve P degerleri Cizelge 3.23, Cizelge 3.24,
Cizelge 3.25, Cizelge 3.26, Cizelge 3.27 ve Cizelge 3.28’de goriilebilmektedir. Ek
olarak EDSS puanlarinin, T2 lezyon ve total lezyon parametrelerinin kullanildigi
Rmcorr analizlerinden elde edilen istatistiksel olarak anlamli kabul edilen grafikler
sirastyla Sekil 3.16, Sekil 3.17, Sekil 3.18, Sekil 3.19 ve Sekil 3.20 olmak {izere
sunulmustur. Ayrica, Rmcorr sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmeyen degerlendirmelere ait grafikler ise EK-9’da sunulmustur.

EDSS puan degisimiyle iligkisi incelenen tiim parametrelere dair Rmcorr analizi
sonucunda elde edilen korelasyon katsayisi (r) ve P degerleri Cizelge 3.23°de
sunulmustur. Cizelge 3.23 incelendiginde goriildiigli {izere, M grubunu olusturan
RRMS’1i hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda
(6A) belirlenen ATF4, BCL2, CHOP ve PERK genlerinin REL degerinin bu 6 aylik
stire¢ boyunca degisimiyle EDSS puanlarinda goriilen degisim arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iliski bulunmaktadir (47F4: r=-.429, P=.005, BCL2: r=-.346,
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P=.026, CHOP: 1=-310, P=.011, PERK: r=-.392, P=.011). Ancak, ATF6, BAX,
CASP3, elF2a, IREI ve GPR78 genlerinin REL degisimleri ve EDSS puanlarinin
degisimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamistir (47F6: r=-.215,
P=.175, BAX: r=-.268, P=.089, CASP3: r=-306 P=.051, elF2a: r=-.239, P=.131,
IREI: r=-273, P=.083, GRP78: r=-.186, P=.241).

Cizelge 3.23: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi dncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen EDSS puanlarindaki degisimlerle
ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL degerlerindeki degisimler arasindaki
iligkinin incelendigi Rmcorr analizleri sonucunda elde edilen korelasyon katsayisi (r)
ve P degerleri

EDSS
Korelasyon Katsayisi (r) P
ATF4 -429 .005
ATF6 -215 175
BAX -.268 .089
BCL2 -.346 .026
CASP3 -.306 .051
CHOP -.310 .047
PERK -.392 011
elF2a -.239 131
IRE1 -273 .083
GRP78 -.186 241

M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin 47F4, BCL2, CHOP ve PERK genlerinde
goriilen REL degisimleri ve EDSS puanlarinda goriilen degisim arasindaki iliskiyi
anlatan grafikler Sekil 3.16’da sunulmaktadir.

Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerine ait Rmcorr analizlerinden elde edilen korelasyon
katsayis1 (r) ve P degerleri ise Cizelge 3.24’te sunulmaktadir. Cizelge 3.24
incelendiginde; 0A, 3A ve 6A gruplar1 arasinda Bcl2 proteininin REL degisimi ile
EDSS degisimi arasinda istatistiksel anlamda bir iligkinin bulunmadig gériiliirken (r=-
.024, P=.878), Kaspaz-3 proteininin REL degisimi ve EDSS degisimi arasindaki
iliskinin pozitif yonde (r=.326, P=.037) oldugu goriilmektedir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.16: Soldan saga olmak iizere, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda
(6A) belirlenen EDSS puanlarindaki degisimlerle ATF4, BCL2, CHOP ve PERK genlerinin REL degerlerindeki degisimler arasindaki iliskinin
incelendigi Rmcorr analizleri sonucu elde edilen grafikler
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Cizelge 3.24: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen EDSS puanlarindaki degisimlerle
Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerlerindeki degisimler arasindaki iligkinin
incelendigi Rmcorr analizleri sonucunda elde edilen korelasyon katsayisi (r) ve P
degerleri

EDSS
Korelasyon Katsayisi (r) P
Bel2 -.024 .878
Kaspaz-3 326 .037
A
200
)
3
z .
[~
M 100 ™
A
N - = pe - r=0.326
‘ P=10.037
0 1 2 3
EDSS
Zaman Arahklan ® 0A W 3A A 6A % 1 ® 599 @ 13 ® 17
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kodlars 3 7 - 1 15 @ 19
4 8 38 @® 12 16 @ 20

Sekil 3.17: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.aymda (6A) belirlenen EDSS puanlarindaki degisimlerle
Kaspaz-3 proteininin REL degerlerindeki degisimler arasindaki iligkinin incelendigi
Rmcorr analizleri sonucunda elde edilen grafik

Deneysel verilerle arasindaki iliski incelen bir diger klinik veri T2 lezyon
sayisindaki degisim olmustur. M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF
tedavisi Oncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) olusturulan gruplar
arasinda goriilen T2 lezyon sayisindaki degisim ile ER stresi ve apoptoz belirteci
genlerin REL degisimi arasindaki iliskinin belirlenmesi amaciyla yapilan Rmcorr

analizlerinden elde edilen degerler Cizelge 3.25’de sunulmustur.
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Cizelge 3.25: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.aymnda (6A) belirlenen T2 lezyon sayilarindaki
degisimlerle ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL degerlerindeki degisimler
arasindaki iliskinin incelendigi Rmcorr analizleri sonucunda elde edilen korelasyon
katsayisi (r) ve P degerleri

T2 Lezyon Sayisi
Korelasyon Katsayisi (r) P
ATF4 .069 .665
ATF6 -.115 471
BAX .076 .633
BCL2 -318 042
CASP3 .033 .833
CHOP .079 619
PERK -.023 .885
elF2a -.085 594
IRE] .070 .663
GRP78 -.064 .689

Cizelge 3.25 incelendiginde T2 lezyon sayisinda goriilen degisimin yalnizca BCL2
geninde goriilen REL degisimi ile iliskili oldugu ve bu iliskinin de negatif yonde
oldugu goriilmektedir (r=-.318, P=.042). Yapilan bu analize ait grafik Sekil 3.18’de
sunulmaktadir. Ancak, 0A, 3A ve 6A gruplar1 arasinda ER stres belirteci olan genler
(ATF4: 1=.069, P=.665, ATF6: r=-.115, P=.471, CHOP: r=.079, P=.619, PERK: 1=
023, P=.885, elF20: 1=-.085, P=594, IREI: r=.070, P=.663, GRP78: r=-.064,
P=.689) ile apoptoz belirteci olan BAX (1=.076, P=.633) ve CASP3 (1=.033, P=.833)
genlerinin REL degeri degisimleriyle T2 lezyon sayisinda goriilen degisim arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamaktadir.

M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin
3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin  REL degeri
degisimleriyle T2 lezyon sayilarinda goriilen degisimin arasindaki iligkiyi ifade eden

korelasyon katsayisi (r) ve P degerleri ise Cizelge 3.26’da sunulmustur.
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Sekil 3.18: M grubunu olusturan RRMS’1i hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen T2 lezyon sayilarindaki degisimlerle
BCL?2 geninin REL degerindeki degisimler arasindaki iliskinin incelendigi Rmcorr
analizleri sonucunda elde edilen grafik

Cizelge 3.26: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen T2 lezyon sayilarindaki degisimlerle
Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerlerindeki degisimler arasindaki iligkinin
incelendigi Rmcorr analizleri sonucunda elde edilen korelasyon katsayisi (r) ve P
degerleri

T2 lezyon sayisi

Korelasyon Katsayisi (r) P
Bel2 364 .019
Kaspaz-3 332 .033

Cizelge 3.26 incelendiginde 0A, 3A ve 6A gruplan arasinda Bcl2 ve Kaspaz-3
proteinlerinin REL degerinde goriilen degisimlerle T2 lezyon sayilarinda goriilen
degisim arasinda pozitif yonli bir iliski bulundugu goriilmektedir (Bcl2: r=.364,
P=.019, Kaspaz-3: r=.332, P=.033). Elde edilen sonuglara ait grafikler Sekil 3.19°da

gorlilmektedir.

EDSS ve T2 lezyon parametreleri kullanilarak yapilan Rmcorr analizlerinin ardindan
total lezyon sayis1 parametresinde goriilen degisimin ER stresi ve apoptoz belirteci

genlerin ve Bcl2, Kaspaz-3 proteinlerinde gorillen REL degeri degisimleriyle
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arasindaki iliskinin belirlenmesi amaciyla da Rmcorr analizleri gerceklestirilmistir.

Yapilan bu analizden elde edilen sonuglar Cizelge 3.27 ve Cizelge 3.28°de

sunulmustur.
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Sekil 3.19: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.aymda (6A) belirlenen T2 lezyon sayilarindaki
degisimlerle Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerlerindeki degisimler
arasindaki iliskinin incelendigi Rmcorr analizleri sonucunda elde edilen grafik

Cizelge 3.27 incelendiginde 0A, 3A ve 6A gruplart arasinda total lezyon sayisinda
goriilen degisimle ER stresi ve apoptoz belirteci olan genlerin REL degeri

degisimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski gorilmemistir (ATF4:
=-.051, P=.748,
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ATF6: r=-.026, P=.868, BAX: r=.009, P=955, BCL2: r=-.103, P=.520, CASP3:
=030, P=.849, CHOP: r=.065, P=.686, PERK: r=-.009, P=.951, elF2a: r=.063,
P=.694, IRE1: r=.072, P=.653, GRP78: r=-.106, P=.508).

Cizelge 3.27: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi dncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen total lezyon sayilarindaki
degisimlerle ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL degerlerindeki degisimler
arasindaki iliskinin incelendigi Rmcorr analizleri sonucunda elde edilen korelasyon
katsayisi (r) ve P degerleri

Total Lezyon Sayisi
Korelasyon Katsayisi (r) P
ATF4 -.051 748
ATF6 -.026 .868
BAX .009 955
BCL2 -.103 520
CASP3 .030 .849
CHOP .065 .686
PERK -.009 951
elF2a .063 .694
IRE] .072 .653
GRP78 -.106 508

Cizelge 3.28 degerlendirildiginde, 0A, 3A ve 6A gruplart arasinda total lezyon
sayisindaki degisimlerle Bcl2 proteininde goriilen REL degeri degisimi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki goriilmemistir (r=.219, P=.167). Total lezyon
sayisindaki degisimin Kaspaz-3 proteininde goriilen REL degeri degisimiyle
istatistiksel anlamda pozitif yonde bir iligkisi oldugu (r=.370, P=.017) goriilmektedir.

Cizelge 3.28’de sunulan total lezyon sayisindaki degisimlerle Kaspaz-3 proteininin
REL degerinde goriilen degisimlere ait olan 0A, 3A ve 6A gruplari arasinda pozitif
yonlii (r=.370, P=.017) goriilen bu iliskiye ait grafik ise Sekil 3.20°de sunulmaktadir.
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Cizelge 3.28: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi dncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen total lezyon sayilarindaki
degisimlerle Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerlerindeki degisimler
arasindaki iliskinin incelendigi Rmcorr analizleri sonucunda elde edilen korelasyon
katsayisi (r) ve P degerleri

Total Lezyon Sayisi
Korelasyon Katsayisi (r) P
Bcel2 219 .167
Kaspaz-3 370 .017
&
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Sekil 3.20: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen total lezyon sayilarindaki
degisimlerle Kaspaz-3 proteininin REL degerindeki degisimler arasindaki iligkinin
incelendigi Rmcorr analizleri sonucunda elde edilen grafik
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4. TARTISMA

MS geng yetiskinlerde en sik goriilen, nérodejeneratif, néroenflamatuar ve travma
harici engelliligin goriildiigli bir MSS hastaligidir. Norodejenerasyon sonucunda sinir
sisteminde goriilen lezyonlar hastalik tanisinda ayirc1 kriterlerden biri olma 6zelligi
tasirken sinyal iletim silirecinde aksamalara sebep olmalartyla hastalik semptomlarini
meydana getirmektedir. Yiirime gilicliigli, goérme sorunlari, mesane-bagirsak
fonksiyonlarinda bozulma, kuvvet kaybi, biligsel ve zihinsel fonksiyon kayiplar1 gibi
hayat kalitesini negatif yonde etkileyen ¢ok ¢esitli semptomatik bulgular, hastaligin
klinik seyrinde de 6nem arz etmektedir. Bu semptomlarin 24 saatten uzun siire
¢Oziimlenmemesi, herhangi bir iyilesme olmaksizin devam etmesi hastaligin
alevlenmesi anlamina gelen atak siirecini tanimlar. Atak doneminin siiresi, siddeti ve
sikl1g1, hastaligin tanis1 ve progresyonuyla iliskilendirilirken tan1 ve tedavi siirecinin
de biiyiik bir pargasint olusturur (Hurwitz, 2009; Polman vd., 2011; Efendi &
Yandim Kuscu, 2018).

Basta HLA geni lizerinde goriilen varyantlar olmak flizere cesitli polimorfizmler
MS’nin genetik risk faktorleri olarak literatiirde yer alirken, D vitamini
seviyelerindeki diisiis, obezite, beslenme bicimi gibi cesitli cevresel parametreler de
hastaligin ¢evresel risk faktorleri olarak kabul edilmistir (Filippi vd., 2018; Dobson
& Giovanni 2019). Hastaligin bu ¢ok faktorlii yapisi ve heterojen semptomlari
popiilasyonlar arasinda farklilik gosterirken hastalifin essiz dogasini da ortaya
koymaktadir. MS’nin bu kendine 6zgii yapis1 hastaligin tan1 ve tedavisinde de cesitli
zorluklara yol agarken hastalar arasindaki dngoriilemeyen klinik seyri de beraberinde

getirir.

MS, KIS, RRMS, PPMS ve SPMS olmak iizere klinikte dort farkli alt tipte
degerlendirilmektedir. MS’li bireylerin yaklasik %80’inde goriilen RRMS’nin en
karakteristik ozelligi atak donemleri arasinda goriilen remisyon siiregleridir
(Weinshenker, 1998). Remisyon siireci uygun bir tedaviyle atak donemlerinde
goriilen engelliligin kalict hale gelmedigi ve kismen iyilesmenin goriildigi bir

periyodu tanimlar.
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Her ne kadar RRMS, MS’nin gdrece iyi bir formu olarak goriilse de yillar igerisinde
hastalik progresyonunda goriilen kiimiilatif artis hastaligin ilerlemesine ve farkli alt
tiplere doniismesine sebep olmaktadir (Weinshenker, 1998). Her hastada olmasa bile
RRMS’nin farkli zaman periyotlarinda SPMS fenotipi gelistirdigi goriiliirken bu iki
formun tedavi yaniti agisindan birbirlerinden ayrildigi da bilinmektedir. RRMS
formu MS’de tedaviye en iyi yanit veren klinik alt tip olma Ozelligine sahipken
SPMS’nin 6zellikle immiinmodiilatér tedaviye karsi direncinin RRMS’ye gore daha
yiiksek oldugu literatiirde yer almaktadir (Rieckmann & Toyka, 1999). Sonug olarak
RRMS fenotipinden tedaviye direncli farkli klinik alt tiplere gegisten once etkin bir
tedavinin uygulanmasi olduk¢a Onemlidir. Nitekim, bu bilgiler MS’de tedavi
stratejilerinin gelistirilmesinde RRMS’nin neden odak noktasi oldugunu aciklar

niteliktedir.

MS’de tedavi siirecindeki ana strateji atak sikligi ve siddetini Onleyerek hastaligin
seyrini degistirmek {izerine kuruludur. Ancak hastaligin ¢ok faktorlii yapist ve
semptomlarinin heterojen dagilimi, MS’nin kesin bir tedaviye sahip olmasini
engellemektedir. Bu sebeple MS tedavisinde hastaligin seyrini degistiren (disease-
modulatory therapies-DMT) ilaclar kullanilmaktadir. DMT grubu ilaglar immiin
sistemi baskilamay1 ya da modiile etmeyi amaglayarak hastalifin néroenflamatuar

karakterini hedef alir (Smith vd., 2017; Efendi & Yandim Kusgu, 2018).

MS’de goriilen enflamasyon siirecinde, T hiicreleri, B hiicreleri ve ¢esitli birgok
diizenleyici faktoriin fonksiyonlarinda veya sayilarinda goriilen degisime bagli olarak
immiin sistemde sonlanmayan bir aktiflik durumu goriilmektedir (Loma & Heyman
2011; Rosenblum vd., 2015). MS patogenezinde T ve B hiicrelerinin rol aldig1 bazi
molekiiler mekanizmalar aydinlatilmis olsa dahi immiin sistem elemanlarinin
tamaminin MS patogenezine olan katkisina dair arastirmalar giiniimiizde devam
etmektedir (Hertwig vd., 2016). Ayrica, T ve B hiicrelerinden farkli olarak
notrofillerin de MS patogenezine katki sagladigi bilinmektedir. Notrofiller; fagositoz,
KBB yikimi, degraniilasyon, NHDT olusturma ve APC olgunlastirma fonksiyonlari

sayesinde enflamasyon siirecine katki saglamaktadirlar.

Notrofiller’in MS’deki roliiniin arastirildig1 bir ¢alismada, makrofaj ve mikroglialar
disinda nétrofillerin de MSS’de goriilen demiyelinizasyon siirecinde goérev aldigi

goriilmistiir (Yamasaki vd., 2014).
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MS hastalarinin atak déneminde, nétrofillerin KBB’yi gegerek BOS’ta bulundugu
(Kostic vd., 2014) ve CXCL1, CXCLS5 gibi notrofillerin dolagima katilmasini ya da
olgunlagsmasin1 etkiledigi bilinen kemokinlerin hastaligin atak donemlerinde
remisyon donemine kiyasla daha yiiksek seviyede bulundugu (Rumble vd., 2015)
gosterilmistir. Ayrica, saglikli kontroller ile RRMS, PPMS ve SPMS hastalarindan
izole edilen notrofillerin kullanildigi bir calismada ise, nétrofillerin  saglikhi
kontrollere kiyasla RRMS hastalarinda sayica daha fazla bulundugu ve bu
notrofillerin degraniilasyon, NHDT gibi enflamasyon ve doku hasarini arttirict
ozellikler sergiledigi gosterilmistir (Naegele vd., 2012). MS patogenezinde oldukca
onemli bir role sahip olan T hiicrelerinin, APC’ler tarafindan aktiflestirilmesi, antijen
sunumunun ndroenflamasyonu tetiklemedeki onemini bir kez daha belirtirken bu
sunum siirecini arastirmalarin odak noktasi haline getirmistir. Yapilan aragtirmalar
sonucunda, B hiicreleri, DH, mikroglia ve makrofajlara ek olarak noétrofillerin de
APC simifina girdigi literatiire sunulmustur. Notrofillerin kazanmis oldugu bu antijen
sunma Ozelligi, T hiicrelerinin ve immiin sistemin sonlandirilamayan aktifli§ine ek
bir katki sundugu anlamina gelmektedir (Abbas vd., 2015; Vono vd., 2017; De Bondt
vd., 2020).

MS patogenezinde goriilen enflamasyon siireglerinin tamami antienflamatuar ve
proenflamatuar molekiillerin ve hiicrelerin birbirleriyle iletisim halinde olmasim
saglayan yogun bir sinyallesme ag1 ile kontrol edilir. Gergeklestirilen bu kontrol
stireci igerisinde hiicreler olduk¢a yogun bir sekilde protein sentezleme yiikii altina
girerler. Bu yiik, ER’de var olan homeostaz1 bozarak ndrodejeneratif hastaliklarla
iligkisi oldugu bilinen ER stresin tetiklenmesine neden olur. Gelisen ER strese yanit
olarak KPY mekanizmasimin aktiflesmesine ragmen homeostazin yeniden

saglanamamasi ise hiicreyi apoptoza gotiirlir (Cunnea vd., 2011; Sprenkle vd., 2017).

DMT grubu ilaglarin 1.basamaginda yer alan ve oral yolla kullanilan DMF, hiicre
icindeki redoks sistemini etkileyen, ndroprotektif ve antienflamatuar 6zellik gosteren
bir ilagtir (Efendi & Yandim Kusgu, 2018; Yadav vd., 2019). DMF tarafindan
enflamatuar tepki, PI3K/Akt yolag1 iizerinden ndétrofillerin MSS’ye gecislerinin
azaltilmasi yoluyla baskilanabilir (Miiller vd., 2016; Montez Diaz vd., 2018). Ayrica,
DMEF tedavisi uygulanan EAE modellerinde T hiicre sayisinin azaldigi, buna kargin

miyelin ve akson biitlinliigiiniin biiylik 6l¢iide korundugu gosterilmistir.
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Bu etkilerin, DMF’nin hiicresel redoks sistemini modiile etmesinden kaynaklandig:

diisiiniilmektedir (Schilling vd., 2006; Linker vd., 2011).

Hiicresel redoks sisteminde goriilen DMF aracili bu modiilasyon, DMF’nin KEAP-1
proteinine baglanmasi ve sonrasinda Nrf2’nin hiicre icerisinde serbest kalmasiyla
baglar (Yadav vd., 2019). Serbest kalan Nrf2 tarafindan NQO! geninin ekspresyon
seviyesinde artis saglanir. NQOI geninde goriilen bu artis sayesinde, hiicrede
antioksidan olarak gdrev yapan, oksidatif stresi dengeleyen ve bagisiklik sistemi
hiicrelerini diizenleyen GSH miktarinda da artig goriiliir (Linker vd., 2011). Ayrica,
DMF, hiicre icerisinde serbest halde bulunan GSH molekiilleriyle dogrudan
etkilesime girebilir (Mrowietz vd., 2018). GSH hiicre igerisinde elektrofillerin
deaktivasyonunu saglamak i¢in serbest bir sekilde bulunur ve DMF’nin metabolize
edilerek viicuttan atilmasini saglayacak olan siireci baglatmak iizere bag kurabilir
(Schmidt & Mrowietz vd., 2007). Sedef hastaliginda, DMF tedavisinin NHDT
olusumu {izerindeki etkisinin incelendigi bir ¢alismada; DMF’nin, nétrofillerdeki
serbest GSH miktarinda meydana getirdigi diisiis ve ardindan bu diisiise bagh
oksidatif patlama kapasitesinde (ROS {iretme yetenegi) goriilen azalmay1 takiben
NHDT siirecinde goriilen inhibisyon olmak iizere bir dizi birbirini tetikleyen

mekanizmalar lizerinde etki gosterdigi ortaya konmustur (Hoffman vd., 2018).

DMF’nin nétrofiller tlizerindeki hiicresel etkilerinin disinda cesitli sinyal yolaklar
tizerinden ER stresi baskiladigi da literatiirde yer almaktadir. CHOP ve p-PERK
ifadelenmesinde diisiise sebep olan DMF nin bu yolla ER stres’in aktivasyonundaki
etkisinin sinirlayict oldugu bilinmektedir. ER stres belirteci olan CHOP, NADPH
oksidazi arttirarak hiicresel oksidatif stresin artmasina sebep olur (Chou vd., 2013).
Bu noktada, DMF, ROS olusumunu azaltmak i¢in AKT/CREB aktivasyonuna sebep
olmaktadir (Abd El Fatah vd., 2021). AKT/CREB yolunun DMF tarafindan
aktivasyonu, Nrf2'nin CREB'in transkripsiyonel hedefi olarak hareket etmesi
nedeniyle antioksidan etkilerini artirir ve ayrica DMF'nin IRE1 ve PERK gibi ER
stres belirtecleri tarafindan indiiklenen apoptozu diizenledigini gdsterir (Katoh vd.,

2001; Sun vd., 2018; Hassab vd., 2023).

MS’de tedavinin degerlendirilmesi, atak siklig1 ve siddetinde goriilen degisimin takip

edilmesi iizerine kurgulanmaigstir.
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En genel bakis acisiyla, atak sayis1 ve atak siirecinde goriilen semptomlarin kaliciligi,
kisa vadede hekimlerin yapmis oldugu muayenelerde EDSS puanmi olmak {izere
subjektif degerlendirmeler ve bazi kan testleri aracilifiyla degerlendirilirken, uzun
vadede lezyon sayisinda goriilen stabil durumun veya degisimin MRG tetkikleriyle
takip edilmesini icermektedir (Efendi & Yandim Kusgu, 2018). Nitekim, yapilan
degerlendirmeler ve incelenen test sonuglar1 neticesinde hastanin uygulanan tedaviye
verdigi yanitin pozitif ya da negatif yonii ortaya c¢ikmaktadir. Ancak yapilan bu
degerlendirme siirecindeki periyodik araliklarin uzun olmasi ve bazi subjektif klinik
degerlendirmelere bagli yapilan yorumunun her zaman yeterli olmamasi da s6z

konusudur.

MS’nin ¢evresel ve genetik risk faktorlerinin tanimlanmasina ragmen hastaligin ¢cok
faktorlii dogasiyla iliskili olarak hangi risk faktoriiniin ortadan kaldirilmasinin veya
tedavi edilmesinin MS fenotipinin ilerleyici yapisim1 durduracagi heniiz
bilinmemektedir. Ayrica, MS’nin diinya ¢apinda 2023 yili itibariyle 2,9 milyon kisiyi
etkiledigi bilinmekte olup, diinya iizerinde hastalik etkisinin goriildiigli alanin her
gecen yil prevelansta goriilen yiikselisle dogru orantili bir gsekilde arttig
gbzlenmektedir (MSIF 2020; Walton vd., 2020). Gelisen bu siire¢, hem hekimleri
hem de arastirmacilari tedavi yanitinin degerlendirilmesinde klinik parametrelerle de

desteklenebilen ek biyobelirteglerin arayisina itmektedir.

Biyobelirtecler, biyolojik ve patolojik stiregleri, bir molekiile maruziyet veya
herhangi bir miidahaleye karsi verilen yanitlar1 yansitan, Slciilebilir ve objektif
sonuclar saglayan parametrelerdir. Giiniimiizde, MS’nin tanisin1 ya da hastaligin
aktivitesini yansitan biyobelirtegler oldugu gibi tedavi yanitin1 yansitan
biyobelirtegler de kullanilmaktadir. Biyobelirteglerin elde edilmesi i¢in bir¢ok
biyolojik kaynak olmasina ragmen ideal bir biyobelirte¢ yiiksek hassasiyet ve
Ozgilliik degeri tagirken invaziv olmayan bir yontemle elde edilmelidir (Bielekova &
Martin, 2004; Ziemmsen vd., 2019). Ornegin, klinikte rutin kan testi sonuglarinda yer
alan ve sistemik enflamasyonun bir belirteci olarak kabul edilen nétrofil/lenfosit
orani (neutrophil/lymphcyte ratio-NLR), MS’li hastalarda saglikli kontrollere gore
daha yiiksektir (Demirci vd., 2016).
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Bu baglamda, NLR’nin MS’de goriilen enflamatuar tepkinin periferik kandan
anlagilabilecegini gostermesi (Noseworthy, 1999), hem de minimal invaziv bir yolla
elde edilebilen bir biyobelirte¢ olmasi nétrofillerin  fonksiyonlarinin  veya
notrofillerde goriilen sinyal mekanizmalarinin MS’de potansiyel biyobelirte¢ aday1

olarak degerlendirmelerine olanak saglamaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda, norodejeneratif hastaliklarda goriilen ER stresin ve
apoptozun MS patogenezinde goérev aldigir bilinen nétrofillerdeki etkisi ve bu
iliskinin MS tedavisinde en sik kullanilan ilaglardan biri olan DMF tedavisine karsi
gelisen yaniti yansitacak bir biyobelirte¢ olma potansiyeli degerlendirilmistir. Bu
kapsamda, tez caligmasi siirecinde RRMS hastalarinin nétrofillerinde ifadelenen ER
stresi ve apoptoz belirteci genlerin toplamda 6 ay boyunca alinan DMF tedavisi
stiresince gelisen ve degisen mRNA REL degerleri incelenmistir. Ayrica, gen
ekspresyon analizi sonucunda REL degerlerinde anlamli farklilik olustugu belirlenen
BCL2 ve CASP3 genlerinin kodladig1 proteinlerin REL degerleri de Western blot
analizi ile incelenmistir. Incelenen REL degerlerinin EDSS puan, total lezyon sayisi

ve T2 lezyon sayilar1 olmak {izere klinik parametrelerle iliskisi de arastirilmistir.

4.1 Calisma Gruplar: ve Gruplarin Demografik Yapisi

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasi kapsaminda 60 saglikli bireyden olusan K grubu ve
20 RRMS hastasmin olusturdugu M grubu bulunmaktadir. M grubu igerisinde yer
alan RRMS’li hastalarin, DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ay1
(6A) olmak {lizere 3 farkli zaman noktas1 takip edilerek M grubunun alt kiimeleri

olusturulmustur.

K grubu ve M grubu 6rneklerinin tamami i¢in fenol-kloroform ¢oktiirme yontemiyle
gerceklestirilen RNA izolasyonunu takiben izole edilen RNA’larin safliginin
degerlendirilmesinde Nanodrop ile yapilan degerlendirmeye ilaveten agaroz jel
elektroforez yonteminden de yararlanilmistir. Agaroz jel elektroforezi sonucunda
elde edilen goriintii incelendiginde (Sekil 3.1), izole edilen RNA’larin literatiire
uygun bir sekilde gDNA icermedigi ve 28S:18S oranin 2:1 oranmi sagladigi
goriilmiistiir. M grubu ve K grubu arasinda gerceklestirilen demografik verilere dair
analizlerin sonuglari incelendiginde, M grubunun yas ortalamasi 29.0 + 12.0 olarak

ve K grubunun yas ortalamasi 33.8 + 12.8 olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.1).
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Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, K grubuna kiyasla M grubunun yas
ortalamasimnin anlamli derecede diisiik oldugu (P=.048) oldugu goriilmektedir.
Demografik verilere dair yapilan bir diger analiz ise cinsiyet parametresi iizerinden
gerceklestirilmis olup (Cizelge 3.1) M grubu ve K grubunu olusturan bireyler
arasinda cinsiyet acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir
(P=.515). Elde edilen bu sonuca gore, cinsiyet parametresinin M grubu ve K grubu

tizerinde yapilan analizler iizerinde bir etkisinin olmadig1 gortilmektedir.

MS genellikle 20-40 yas arasi geng yetigskinlerde goriilmektedir ve MS atlas
verilerine gére MS’nin baslangi¢ yas ortalamasi da 29 olarak belirtilmektedir (MSIF,
2020). Dolayisiyla, M grubunun yas ortalamasi agisindan elde edilen degerlerin
literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, K grubu ve M grubu
arasinda yas parametresinde istatistiksel olarak anlamli bir fark (P=.048)
goriilmiistiir. Ancak, P degerinin, istatistiksel anlamliligin simir degerine yakin
olmast (P<.05) ve M grubu yas ortalamasinin literatiirle uyumlu olmasi, yas
parametresine dair goriilen anlamli farkliliga dair olusabilecek etkinin, yapilan
analizlerde g6z ardi edilebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, DMF’nin yan
etkilerinden biri oldugu bilinen lenfopeni ve nétropeni gelistirme riskinin 6zellikle
yas ile dogru orantili bir sekilde arttig1 bilinmektedir (Longbrake vd., 2015; Goldman
vd., 2020). Bu durum baz alinarak DMF tedavisi baglanmas1 planlanan naif RRMS
hastalarinin daha geng yastaki hastalar olabilecegi diisiiniilebilir ve bu yorum da K
grubuna kiyasla M grubunun daha diisilk yas ortalamasina sahip olusunu

aciklayabilir.

4.2 M Grubunda Klinik Verilerinin Yorumlanmasi

Otoimmiinite goriilen hastaliklarda gelisen klinik belirtiler semptomlarin veya
hastaligin derecelendirilmesini de saglar. Ozellikle MS’de EDSS puanlandirmast,
MSS’de goriilen lezyonlarin sayist ve varligi, hastalik siirecinde yalnizca tani kriteri

olarak degil tedavi siirecine karsi gelisen yanit1 da bildirmektedir (Pisetsky, 2023).

M grubunu olusturan RRMS hastalarinin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin
3.ay1 (3A) ile 6.aynda (6A) hekimler tarafindan gerceklestirilen fizik
muayenelerinde belirlenen EDSS puanlari, yine ayni zaman donemlerinde

gerceklestirilen MRG tetkiklerinden elde edilen T2 lezyon ve total lezyon sayilari
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0A, 3A ve 6A gruplar1 arasinda kiyaslanmistir (Cizelge 3.2).
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0A, 3A ve 6A gruplann bir arada degerlendirildiginde ve EDSS puani iizerinden
istatistiksel analizler gergeklestirildiginde, EDSS puanlarinda istatistiksel olarak
anlaml bir diisiis goriilmektedir (P=.036). Istatistiksel olarak kanitlanmis olan bu
diisiisiin hangi gruplar arasinda goriildiigiiniin belirlenmesi amaciyla yapilan post-hoc

analizlerinde ise anlamliligin kayboldugu sonucuyla karsilagilmistir.

EDSS degerlendirmesi, MS fenotipinde goriilen engelliligin derecelendirildigi bir
Olciit olarak kabul edilen bir puanlama sistemidir (Kurtzke, 2015). MS’li hastalarin
EDSS puanlar1 her ne kadar fizyolojik degerlendirmelere dayandirilan bir 6lcekle
aciklaniyor olsa dahi, puanlama kan testleri ve MRG tetkiklerine kiyasla subjektif bir
degerlendirme olarak goriilmektedir. Nitekim, bu subjektif degerlendirme gruplar
arasinda farkliliklar ve uyum sorunu gelismesine de sebep olabilmektedir.
Dolayistyla, 0A, 3A ve ©6A gruplarinda gerceklestirilen EDSS puan
karsilagtirmalarina ek olarak gruplarin uyumlulugunun ve farkliligin derecesinin
degerlendirilmesi amaciyla Kendall’s W ve Cohen’s d degerleri hesaplanmistir

(Cizelge 3.3).

Kendall’s W degeri tekrarlanan ol¢iimlerin tutarliligini degerlendirirken Cohen’s d
degeri farkliliklarin biiytikliigiinii arastirir. Her iki deger kapsaminda Friedman testi
sonrasinda gerceklestirilen post-hoc analizlerde kaybolan istatistiksel anlamliligin
hem gruplar acgisindan degerlendirilmesi hem de bireylerin ikili karsilastirma
testlerinde istatistiksel olarak anlamli bir sonucun tespit edilebilecegi kadar biiyiik bir
etki boyutuna sahip olup olmadigmin belirlenmesi miimkiin hale gelir (Legendre,
2005; Baguley, 2009; Marozzi, 2014). Bu kapsamda gerceklestirilen ek analizler
sonucunda, 0A-3A (Cohen’s d=.320) ve 3A-6A (Cohen’s d=.170) gruplar1 arasinda
kiiciik bir fark goriiliirken OA ve 6A gruplari arasinda orta diizeyde farklilik olustugu
Cohen’s d= .450) goriilmektedir (Cizelge 3.3). Ug grubun birlikte degerlendirildigi
Kendall’s W test sonucunda ise gruplar arasindaki uyumun diisiik oldugu (#W=.166)
tespit edilmistir. Sonu¢ olarak hem Cohen’s d hem de Kendall’s W degerleri
acisindan 0A, 3A ve 6A gruplarinin arasindaki uyumun diisiik oldugu ancak farkin

yeterince biiyiik olmadigi goriilmiistiir.

Genel anlamda, DMT grubu ilaglarin atak sikli§i ve siddetini baskilamadaki
hedefinin basariya ulasmasi, MS hastalarinda EDSS puaninda diislis goriilmesi veya

ilerleme olmaksizin stabil bir sekilde ayni1 puan 6l¢eginde devam etmesi anlamina
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gelmektedir.
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DMF’nin RRMS tedavisinde etkinliginin ve gilivenilirliginin degerlendirildigi Faz 2
ve Faz 3 ¢alismalarina katilan MS’li hastalarda tedaviye bagl degisen EDSS puanlari
incelenmistir. Faz 3 calismalarinin birlestirilmis analizlerinde, DMF nin etkinliginin
diisitk EDSS puanina sahip RRMS hastalarinda daha yiiksek oldugu (Gold vd., 2015)
ve faz ¢alismalarina katilmisg tim MS’li hastalarda DMF’nin tedavi alan kisilerde
sakatlikta goriilen ilerleme riskini plasebo alan kisilere gore azalttigi gosterilmistir
(Bomprezzi vd., 2015). Bu durumda M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF
tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) olusturulan gruplar
arasindaki EDSS puaninda goriilen diisiis, bu hususta literatiirde yer edinmis

caligmalardan elde edilen sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Ancak literatiirde, EDSS puan degerlendirmesinin subjektif olmasi nedeniyle
olusabilecek yanli sonuglar1 6nlemek amaciyla, ilgili analizlerin belirli kritik zaman
dilimlerinde periyodik takiplerle gerceklestirilmesi gerektigi Onerilmektedir
(Kalincik vd., 2015). EDSS puaninda goriilen degisimin en dogru bicimde nasil
yansitilacaginin arastirildigi bir ¢aligmada 5 yil boyunca siiregelen bir sekilde 3, 6, 12
ve 24 ay siirelerinde periyodik bir sekilde zaman araliginin artmasiyla daha keskin
sonuglarm ortaya ¢iktign goriilmiistiir (Kalincik vd., 2015). Oyle ki, yapilan bu
calismada 3-6 ay siirecinde EDSS puam {izerinden yapilan analizlerin yalanci

pozitiflige sebep olabilecegi de belirtilmektedir.

Nitekim, bu tez caligmasi kapsaminda 6 ay siireyle takip edilen EDSS puaninda
goriilen diislisiin, DMT tedavisi sonucunda beklenen bir gelisme oldugu goriiliirken,
post-hoc analizlerinde istatistiksel anlamliligin kaybolusunun literatiirde de
sunuldugu gibi (Kalincik vd., 2015) takip siiresinin EDSS puant agisindan daha uzun

tutulmasi gerektigi yorumu ile agiklanabilir.

DMF tedavisinin T2 lezyon sayilarinda herhangi bir etkisinin olup olmadiginin
arastirilmasi1 amaciyla 0A, 3A ve 6A gruplar arasinda yapilan analizlerde 3A ve 6A
gruplarinda OA grubuna kiyasla T2 lezyon sayis1 ortalamalarinda istatistiksel olarak
anlamli bir diisiis oldugu (3A: P<.001, 6A: P=.001) goriilmektedir (Cizelge 3.2). T2
lezyonlar1; doku hasari, demiyelinizasyon, ve enflamasyon goriilen bdlgelerde

olusarak hastalik aktivitesine bagl olarak gelisim gostermektedir.
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DMF ilaciin etkinligi ve giivenilirliginin degerlendirildigi, RRMS hastalarinin
katilimiyla gergeklestirilen Faz-3 calismalarinda, DMF alan grubun plasebo grubuna
kars1 6.ayda yapilan ilk MRG degerlendirmesinde T2 lezyon sayilarinda diisiis
meydana geldigi literatiirde yer almaktadir (Arnold vd., 2014; Bomprezzi, 2015;).
Ayrica, klinik sunumu MS olarak tanimlanmayan ancak MRG degerlendirmeleri
sonucunda MS fenotipi sergileyen radyolojik izole sendrom (RIS) hastalarinda DMF
tedavisine bagli olarak, tedavi alan grubun plasebo alan gruba gore T2 lezyon
sayilarinda 6nemli bir azalma oldugu gosterilmistir (Okuda vd., 2023). Bu bilgiler
degerlendirildiginde, bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglarin, literatiirde

sunulan sonuglara benzer oldugu goriilmektedir.

M grubunu olusturan 0A, 3A ve 6A alt kiimelerine denk gelen zaman noktalarinda
gergeklestirilen MRG tetkikleri uyarinca hastalarin total lezyon sayilar1 baz alinarak
yapilan analizlerde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.144).
MSS’de goriilen lezyonlar, demiyelinizasyon sonucu goriilen akson hasarina bagh
gelismekte olup kalici hale gelen kronik yapilar, izler olarak diistiniilmektedir.
Gelisen lezyonlar kalic1 engellilige sebebiyet verirken lezyonlarin sayilarinda goriilen
artis var olan engelliligin derecesini arttirmaktadir (Efendi & Yandim Kuscu 2018).
M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin
3.ay1 (3A) ile

6.aymda (6A) olusturulan gruplarda total lezyon ve T2 lezyon sayisi parametreleri
MS’nin dogast geregi bir arada degerlendirilebilmektedir. Yapilan analizler
sonucunda T2 lezyon sayilarinda goriilen diisiis (3A vs. 0A: P<.001, 6A vs. 0A:
P=.001) ve total lezyon sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriillmemesi
(P=.144), bu tez calismas1 kapsaminda takip edilen RRMS hastalarinda, yalnizca MR
degerlendirmeleri acisindan, 6 aylik siiregte DMF tedavisinin etkili oldugu

yorumunun yapilmasini saglar.

Bu tez calismasi siiresince hastalarin atak olgulari da hekimler tarafindan
degerlendirilmis ve takip edilmistir. Hastalarin kesin RRMS tanisi almalar1 ve
gontlliliik esasiyla bu calismaya katilmay1 kabul ettikleri siiregte, tan1 almalarina
sebep olan atak olgusu dislandiktan sonra 6 aylik siirecte yalnizca bir hastanin klinik

muayenesinde atak ykiisii yer almistir.
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4.2.1 M Grubunda Klinik Verilerin Cinsiyete Gore Yorumlanmasi

MS, kadinlarda erkeklere oranla 3 kat daha fazla goriilmektedir (Munger vd., 2013;
Ribbons vd., 2015) ve literatiirde yer alan ¢alismalar incelendiginde geng yastaki
kadinlarin yine geng yastaki erkeklere oranla MS’de goriilen nérodejenerasyon ve
enflamasyona daha sik maruz kaldiklar1 goriilmektedir (Magyari & Koch-Henriksen
2022). Bu tez ¢alismas1 kapsaminda takip edilen RRMS hastalarinin EDSS puanlari,
T2 lezyon sayisi, total lezyon sayisi ve kontrast tutan lezyonlarinda cinsiyet bazli

karsilastirmalar yapilmistir (Cizelge 3.4).

Yapilan analizler sonucunda M grubunu olusturan kadin RRMS hastalarinin erkek
RRMS hastalarina kiyasla EDSS puaninda (0A: P=.089, 3A: P=.684, 6A: P=.768) ve
T2 lezyon sayisinda (0A: P=.105, 3A: P=481, 6A: P=796) istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir. 0A ve 6A gruplarinda kadin RRMS hastalari
ve erkek RRMS hastalarinin total lezyon sayilari arasinda yapilan analizlerde
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmezken (0A: P=.139, 6A: P=.052), 3A
grubunda kadin RRMS hastalarinin total lezyon sayilarinin erkek RRMS hastalarina
gore daha fazla oldugu gortilmiistiir (P=.029). Ek olarak, kontrast tutan lezyon varligi
yoniinden cinsiyete bagli anlamli bir fark goriilmese de (P=.264), kontrast tutan
lezyona sahip kadin sayisinin (n=3) erkeklerden (n=1) daha fazla oldugu
goriilebilmektedir. Total lezyon sayis1 ve kontrast tutan lezyon varliginda goriilen bu
durumun, kadin MS hastalarinin erkek MS hastalarina oranla hastaligin

norodejeneratif etkisine daha fazla maruz kalmasina bir 6rnek oldugu sdylenebilir.

4.3 ER Stresi ve Apoptoz Belirteci Genlerin Rolatif Ekspresyon

Seviyelerinin Degerlendirilmesi

ER stresin Alzheimer, Huntington ve Parkinson hastaliklar1 gibi norodejeneratif ve
noroenflamatuar hastaliklarda belirgin bir etkiye sebep oldugu bilinmektedir (Stefani
vd., 2012). ER strese ek olarak KPY tepkisinin sitokinleri ve enflamatuar yanitta
gorev alan diger molekiilleri etkileyebildigi de bilinmektedir. MS ve ER stres
0zelinde yapilan caligmalar incelendiginde, KPY tepkisi ve sonucunda gelisen ER
stresin hastaligin patogenezi agisindan ayirt edici bir 6zellikte oldugu goriilmiistiir

(Mhaille vd., 2008; Sprenkle vd., 2007; Andhvarapu vd., 2019).
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MS’nin klinikte dort farklr alt tipinin olmasina ragmen molekiiler diizeyde ER stres,

klinik alt tip fark etmeksizin ayn1 etkiye sahiptir (Andhavarapu vd., 2019).

Bu durumda da arastirmacilar tarafindan MS’de goriilen ER stresi anlamak i¢in
enflamatuar tepkide gorev alan ya da enflamasyon sonucunda MS patogenezine dahil

olan her bir molekiil ve hiicre i¢in ayr1 ayr1 caligmalar yapilmaktadir.

MS’li hastalarin lezyonlarinda ATF4 ve CHOP ifadesinin yliksek seviyede oldugu
bilinmektedir. Ayrica, T lenfositler, mikroglialar ve oligodendrositlerde CHOP, IRE1
ve GRP78’in yliksek seviyede bulundugunu gosteren calismalar da literatiirde
mevcuttur (Mhaille vd., 2008; Cunnea vd., 2011; McMahon vd. 2012; Ni
Fhlathartaigh vd., 2013). Ek olarak, ER stres ve enflamasyonla birlikte gelisen
ndrodejenerasyon {iizerine yapilan g¢alismalarda, PERK ve elF2a’nin etkileri veya
rollerinin arastirildigr g¢esitli calismalar yapilmistir. PERK sinyal yolaginin etkisinin
arastirildigl bir ¢alismada in vivo fare modeli olusturulmustur (Lin vd., 2013). Bu
fare modeli, MS’nin arastirildig1 geleneksel EAE modelinden farkli olarak PERK
sinyal yolaginin zamana bagli kontrol edilebilmesini saglamaktadir. Yapilan
caligmada, orta diizeyde olusturulan PERK aktivasyonunun, EAE’nin olgun
oligodendrositler i¢in koruyucu etki olusturdugu gosterilmistir. ER stres siirecinde
goriilen PERK aktivasyonu yiliksek seviyede goriilmekte olup elF2o’nin
fosforilasyonunu tetiklemektedir ve elF2a’nin noronal sag kalim siirecinde de gorev
almaktadir. Azalan elF2a fosforilasyonunun MS progresyonuyla iligkili oldugu da
diisiiniiliirse, orta diizeydeki PERK aktivasyonunun hiicre sag kalimimni destekledigi
yorumu yapilabilmektedir (Lin vd., 2007). Ancak PERK aktivasyonu sonrasi ER
stres haricinde bir¢ok sinyal mekanizmasinin MS patogenezinde gosterdigi etkiler bir
arada degerlendirildiginde, PERK sinyallemesi sayesinde gelisen korumanin kesin
etkisi de sorgulanmaktadir (Walter & Ron 2011; Lin vd., 2013). Literatiirden
orneklenen bu g¢aligmalara istinaden MS ve ER stres arasinda bir iligki oldugu
goriilebilmektedir. Ancak MS’nin yalnizca MSS {izerindeki etkisi araciligryla ER
stresle arasindaki iligkinin anlasilmasi miimkiin olmayacaktir. Bu nedenle MS’nin
enflamatuar karakteri iizerinden de ER stresle olan iligkisinin incelenmesi

gerekmektedir.

Periferal kan mononiikleer hiicreleri (peripheral blood mononuclear cells-PBMCs)

immiin sistem elemanlarindan olan T lenfositleri, B lenfositleri, dogal oldiirii
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hiicreler ve monositleri igceren bir hiicre toplulugudur. PBMC’lerde, ER stres ve

Alzheimer

137



hastaligina dair belirteclerin ifade seviyesinin incelendigi bir ¢alismada, ¢alisma
popiilasyonunu olusturan ve ortalama yas1 45 olan erkek katilimcilarin ¢ok kilolu,
obez ve asirt obez olmak iizere VKI degerleri hesaplanmustir. Ozellikle obezite
goriilen kisilerin PBMC’lerinde ¢ok kilolu kisilere gére ER stres belirteclerinden
GRP78, CHOP ve XBP1’in, enflamasyon iliskili TLR2, TLR4 ve Alzheimer
hastaligiyla iliskili olan belirteclerin mRNA’larinda artis goriilmistiir (Lei vd.,
2016). Otoimmiin bir hastalik olan sistemik lupus eritematozus (SLE) ve ER stres
arasinda yapilan bir calismada, SLE hastalarinin T lenfositlerinde IRE1, PERK,
ATF6 ve p-elF2a molekiillerinin saglikli kontrollere kiyasla daha diisiik seviyede
ifade edildigi gortilmiistir (Lee vd., 2015). Romatoid artrit (RA) hastalarinin
katilmiyla gergeklestirilen bir ¢alismada ise, GRP78, IRE1 ve XBP1 seviyesinde
saglikli kontrollere kiyasla artis goriildiigli raporlanmistir (Ahmadiany vd., 2019).
SLE hastalarinin PBMC’lerine ER stresin incelendigi bir baska klinik arastirmada ise
anormal KPY’nin SLE’nin bir belirteci oldugu ve IRE1/XBPI1 ile PERK/CHOP
etkilesimlerinin SLE potansiyel tan1 veya tedavi belirteci olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir (Cheng vd., 2014). PBMC’ler; IFN-gama, TNF-a, IL-4 ve IL-10 gibi
cesitli sitokinlerin iiretiminde gorev alarak MS’de immiin sistem fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde goriilen bozulmaya bagl olarak gelisen kronik enflamasyon
stireglerinde cesitli etkiler gosterir (Navikas & Link, 2016 ; Simpson vd., 2015).
Ayrica, PBMC’ler tarafindan iiretilen bu sitokinlerin, MS’nin alevlenme doneminde
hastaligin remisyon donemine ve saglikli kontrollere kiyasla daha yiiksek seviyede
oldugunu gosteren c¢alismalar literatiirde mevcuttur (Hollifeld vd., 2003; Romme
Christensen vd., 2012). MS, PBMC ve ER stres parametrelerinin birbirleri arasinda
olusturduklari etkilesimin arastirildig: bir ¢alismada, MS’li hastalarin PBMC’lerinde
IFN-B tedavisi alanlarda almayanlara gore glukosidaz II alfa altbiriminin
(glucosidase II alpha subunit-GANAB) ifade seviyesinin daha az oldugu
gosterilmistir (De Masi & Orlando 2021). GANAB, ER’de proteinlerin katlanmasini
ve glikozilasyona ugramasini saglayan kalretikulin-kalneksin mekanizmalarda gorev
alarak KPY ve ER stres tepkisinde yer almaktadir (Caramelo & Parodi 2008; Getts
vd., 2008). Bu c¢alismada, GANAB seviyelerinde goriilen degisimin MS
hastalarindaki IFN-B tedavisiyle olan iligkisi neticesinde GANAB’1in MS’de tedavi

yanitina dair potansiyel bir belirte¢ olarak gorev yapabilecegi de sdylenmektedir.
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Kalretikulin, ER’de N-bagh glikozilasyonun tamamlanmasi sonucunda katlanma
asamasina gelen proteinlere dogru katlanmalarinda yardimci olan bir saperondur. ER
stres artigina bagl olarak ifade seviyesi artan kalretikulin, EAE’li farelerin mikroglia
ve astrositlerinde tespit edilmistir. Ayrica, saglikli kontroller ile natalizumab
kullanan ve kullanmayan MS’li hastalar arasinda serum kalretikulin seviyeleri de
arastirilmistir. Yapilan arastirma sonucunda, natalizumab kullanan MS’li hastalarin
serumlarinda natalizumab kullanmayan MS’li hastalara gore daha diisiik seviyede
kalretikulin goriilmiistiir. Ancak natalizumab kullanan MS’li hastalar ve saglikli
kontroller kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir (Ni

Fhlathartaigh vd., 2013).

Clusterin, stres kosullar1 altinda aktive olan ve yanlis katlanmis proteinlerine
baglanarak bu proteinlerden kaynaklanan toksisiteyi nétralize eden hiicre dis1 bir
saperondur ve SLE, RA, otoimmiin miyokardit gibi hastaliklarla da
iligkilendirilmistir (Stein vd., 2024). Clusterin seviyesinin MS’deki tedavi yanitiyla
iligkisinin incelendigi bir ¢alisma literatiirde yer almaktadir (Malhotra vd., 2024). Bu
calismada 1 yi1l boyunca tedavi alan RRMS hastalar1 tedaviye yanit verenler ve
vermeyenler olmak {izere kiimelendirilmistir. DMF ve fingolimod tedavisi alan ancak
tedaviye yanit vermeyen RRMS hastalarinda tedavi sonrasinda clusterin
seviyelerinde herhangi bir azalma goriilmezken teriflunomid tedavisi alan ancak
yanitsizlik goriilen RRMS hastalarinda clusterin seviyelerinde azalma gorilmiistiir

(Malhotra vd., 2024).

Genel olarak, MS ve ER stres iliskisini, MSS’de goriilen lezyonlar ve hayvan
modelleri lizerinden aciklayan g¢alismalar literatiirde goriilmektedir (Mhaille vd.,
2008; Cunnea vd., 2011; McMahon vd. 2012; Ni Fhlathartaigh vd., 2013; Lin vd.,
2013). MS’de rol aldigi bilinen PBMC’lerin gerek farkli otoimmiin hastaliklarda
gerekse MS {izerinde ER stresle olan iligkisini anlatan caligmalara ek olarak,
otoimmiin hastaliklarda PBMC’lerde goriilen ER stres belirteclerinin potansiyel tani
veya tedavi belirtecleri olarak kullanilabilecegi de gosterilmistir (Cheng vd., 2014 De
Masi & Orlando 2021). Ayrica, tek bagina ER’de protein katlama stireglerinde gorev
alan molekiillerin de MS’de tedavi yanmiti icin potansiyel belirte¢ler olarak
tanimlandig1 goriilmiistiir. Ancak, MS icin hastalik aktivitesini ya da tedavi yanitini

gosteren biyobelirteglere hala ihtiyag duyulmaktadir (Yang vd., 2022).
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Notrofillerin ve ER stresin ayr1 ayr1 MS patogenezindeki yeri tartisilmaz derecede
belirgindir. Ancak notrofillerde goriilen ER stresin MS’de tedavi yanit1 iizerinden

degerlendirildigi bir ¢caligma heniiz literatiire sunulmamstir.

Bu tez calismasinda, literatiirdeki g¢aligmalar ornek alinarak, ilk kez RRMS’li
hastalarin notrofillerinde ER stres belirtecleri ve bu stres tepkisine bagli olarak
aktiflesebilen apoptoz belirteci genlerin REL degisimleri incelenmistir. Bu inceleme,
bu tez calismasi kapsaminda olusturulan M grubundaki RRMS’1i hastalarinin DMF
tedavisi Oncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) takip edilmesiyle
RRMS’li hastalarin DMF tedavisine verdikleri yanit dogrultusunda potansiyel bir

biyobelirte¢ olarak degerlendirilmesi amaciyla yapilmstir.

Bu tez ¢aligmas1 kapsaminda notrofillerdeki ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin
REL degerlerinde saglikli bireylerden olusturulan K (kontrol) grubu ile DMF tedavisi
oncesi naif RRMS’li hasta grubu (0A) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (ATF4: P=.785, ATF6: P=.453, BAX: P=215, BCL2: P=.629, CASP3:
P=701, CHOP: P=237, PERK: P=312, elF20: P=.649, IREl: P=.590, GRP7S:
P=.609) (Cizelge 3.5).

Bu tez caligmasi kapsaminda, heniiz yeni tan1 almis veya herhangi bir ilag
tedavisinden sonra naif kabul edilebilecek kadar siire gecen ve DMF tedavisine
baslanmasi1 planlanan RRMS’li hastalar, M grubunun OA alt kiimesini olusturmustur.
Saglikli kontroller ve DMF tedavisi 6ncesindeki RRMS’li hastalar (0A) arasinda ER
stres ve apoptoz belirteci genlerin REL degerlerinde herhangi bir fark goriilmemesi,
hastalarin yeni tani almis olmalar1 veya naif kabul edilmeleriyle iligkili olarak MS
patogenezinin, ndtrofillerde heniiz ER homeostazinda stres tepkisini arttiracak yonde
bir degisim meydana getirmemesinden kaynaklanabilir. Ayrica, MS’de apoptoz
belirteclerinin ifade seviyesi ER stresten bagimsiz olarak da degerlendirilebilir. Bu
baglamda, hastaliga bagli goriilen enflamasyonun 0OA grubunu olusturan RRMS’li
hastalarin apoptoz belirteglerinin REL degerlerinde saglikli kontrollere kiyasla bir
fark olugturmamasinin sebebi olarak, RRMS’li hastalarin OA grubuna dahil edilme

kriterleri gosterilebilir.

Daha once de belirtildigi iizere bu tez ¢calismasinin temel amaci, RRMS’1i hastalarin

nétrofillerinde, DMF tedavisi sirasinda ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL
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degerlerinde meydana gelen degisimlerin tedavi yanitin1 yansitip yansitmadigini
belirlemek ve bu degisimlerin potansiyel bir biyobelirte¢ olarak degerlendirilip

degerlendirilemeyecegini arastirmaktir.

Bu nedenle M grubunu olusturan RRMS’li hastalar, DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayina (6A) denk gelen zaman periyotlarinda takip edilmis
ve c¢alismaya boylamsal bir karakter kazandirilmistir. DMF  tedavisinin
notrofillerdeki ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL degerleri iizerindeki
etkisinin goriilmesi amaciyla 0A, 3A ve 6A gruplan arasinda istatistiksel analizler
yapilmistir (Cizelge 3.6) 0A, 3A ve 6A gruplar arasinda ER stres belirteglerinin REL
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (ATF4: P=.204, ATF6:
P=238, CHOP: P=.698, PERK: P=.135, elF2a: P=.837, IREI: P=341, GRP7S:
P=.540).

MS fenotipinin ER stres belirteglerinde meydana getirdigi degisimler, MSS’nin bir
parcasi olan beyaz maddeden elde edilen aktif MS lezyonlarindaki T hiicreleri,
oligodendrositler, astrositler ve mikroglialar {izerinden 6rneklendirilmistir (Mhaille
vd., 2008; Cunnea vd., 2011). Ozellikle Mhaille vd. yapmis olduklar1 ¢alismada
PPMS ve SPMS hastalarinin postmortem ddnemlerinde elde edilen lezyonlarin
kullanildig1 bildirimistir (Mhaille vd 2008). MSS’nin bir diger pargasi olan gri
maddede yer alan lezyonlarin incelendigi ve ER stres belirteglerinden CHOP
seviyesinde artis goriilen ¢alismada ise biyopsi Ornekleri alinan MS’li hastalarin
hastalik siirelerinin minimum

8 yil oldugu gosterilmistir (McMahon vd. 2012). Bu noktada, bu tez c¢alismasi
kapsaminda degerlendirilen hastalarin, MS’nin PPMS ve SPMS alt tiplerine gore
daha az progresyon goriillen RRMS alt tipinde yer almasi nedeni ile 0A, 3A ve 6A
gruplar1 arasinda ER stres belirteclerinin REL degerlerinde anlamli bir fark
goriilmemis olabilecegi yorumu yapilabilir. Ayrica, bu tez ¢alismasinda M grubunu
olusturan RRMS’li hastalar DMF tedavisinden hemen once baslayan ve tedavinin
6.aymnda tamamlanan bir siire boyunca takip edilmistir. Bu baglamda, literatiirdeki
calismalara kiyasla daha kisa olan bu siirede nétrofillerdeki ER stres belirteglerinin
REL degerlerinde anlamli bir fark goriilmemesi, hastalarin henliz ER stresi
tetikleyecek kadar wuzun siireli enflamasyona maruz kalmamasiyla da

iliskilendirilebilir.
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M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve tedavinin
3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) olusturulan gruplar arasinda ER stres belirteglerine ek
olarak BAX, BCL2 ve CASP3 apoptoz belirteci genlerinin REL degerleri

karsilastirilmistir
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(Cizelge 3.6). Yapilan analizler sonucunda 6A grubunda OA grubuna kiyasla BCL2
ve CASP3 genlerinin REL degerlerinde, istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
goriiliirken (BCL2: P=.034, CASP3: P=.034), BAX geninin REL degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olugsmadigi (P=.277) goriilmiistir.

BAX ve BCL2 genleri arasinda ifade seviyesine bagli olusan denge, hiicrelerde
apoptozun diizenlenmesi agisindan kritik bir rol oynamaktadir (Alberts vd., 2006).
BAX geninin ifadelenmesi sonucunda sentezlenen Bax proteini, proapoptotik bir
sekilde apoptoz siirecini baglatirken, BCL?2 ifadesine bagli sentezlenen Bcl2 proteini
ise antiapoptotik bir sekilde hiicre 6liimiinii engeller. Bu iki protein arasinda gelisen
denge, hiicrenin hayatta kalmasi veya apoptoza gitmesi agisindan verilecek karari
belirleyen temel faktorlerden biridir (Abad vd., 2019; Khan vd., 2023). Ayrica,
MS’de goriilen enflamasyona bagli olarak nétrofillerin sayisinin arttig1 bilinmektedir
(Demirci vd., 2016). MS’de uygulanan DMT tedavisinin ise notrofillerin sayisinda
diisiis meydana getirebilecegi de bilinmektedir (Scutera vd., 2020). Bu durumda, M
grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesinde (0A) ve tedavinin
3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) olusturduklar1 gruplar arasinda apoptoz belirteci genlerin
REL degerlerinin karsilastirilmas1 sonucunda 6A grubunda OA grubuna kiyasla
BCL2 ve CASP3 genlerinin REL degerlerinde goriilen artisin (P=.034), hem MS’de
goriilen enflamasyon tepkisinin hem de DMF’nin immiin sistem iizerindeki

modiilasyon etkisinin bir sonucu olarak ortaya ¢iktig1 soylenebilir.

Norodejeneratif karakterli Huntington hastaliginda DMF tedavisi ve ER stres
iliskisinin arasgtirildig1 in vivo bir ¢alismada, DMF’nin IRE1 ve PERK iizerinde
AKT/mTOR sinyal mekanizmasini kullanarak etki gosterdigi ve KPY tepkisine bagl
ER stres gelisimini baskiladig1 gosterilmistir (Hassab vd., 2023). Ayrica, ER stresi
baskilayan DMF’nin Bcl2/Bax dengesini apoptozdan uzaklastiracak sekilde
diizenledigi ve Kaspaz-3 proteinini baskiladig1 da yine ayni ¢alismada gosterilmistir
(Hassab vd., 2023). Ek olarak, nérodejenerasyon siirecinin aydinlatilmasi igin
Alzheimer hastaligina yonelik bir fare modelinin olusturuldugu ¢alismada DMF’ nin
BCL2 gen ekspresyonunda artisa sebep olabilecegi de gosterilmistir (Babaei vd.,
2023). Ancak, DMF her zaman apoptozu baskilmaz ve c¢esitli kosullar altinda

apoptozun indiiklenmesine de sebep olur.
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Otoimmiin bir sekilde karakterize edilen sedef hastalifinda, DMF’nin apoptotik
etkisinin arastirildigir bir ¢alismada cesitli interlokinlerle uyarilan T hiicrelerinde
DMF maruziyeti sonrasinda Bcl2 protein seviyesinde diigiis goriilmiistiir (Treumer
vd., 2003). DMF nin apoptotik etkisinin arastirildig1 bir diger calismada ise DMF’ye
maruz birakilan mast hiicrelerinde CASP9 geninin ifadesinde artis goriilmiistiir

(Forster vd., 2013).

Her ne kadar, Forster vd., tarafindan yapilmis ¢alismada CASP3 geninin ifadelenme
seviyesinde bir degisim goriildigl bildirilmemis olsa dahi, hiicrelerin i¢sel apoptoz
yolaginda CASP9 geninin kaspaz iligkili yogun sinyallesme siirecinde baslatici
etkisinin varlig1 gozetildiginde, DMF tarafindan hiicresel apoptozun CASP gen ailesi

aracilifiyla tetiklendigi goriilebilmektedir.

DMT grubu bir ila¢ olan DMF ise proenflamasyonu antienflamasyon yoOniinde
kaydirmak iizere immiin sistem hiicrelerinde modiilasyon etkisi gostermektedir
(Mrowietz vd., 2018). DMF’nin etki mekanizmasi, MSS’de Nrf2 bagimlh ve
bagimsiz antioksidan yolaklarin aktivasyonu ve apoptoz ile iligkili olarak lenfosit
sayisinda azalmaya neden olan temel bir mekanizmay1 igermektedir (Montes Diaz
vd., 2018). Ayrica, DMF’nin CASPY9 geni iizerindeki etkisinin gosterildigi bir
calisma (Forster vd., 2013) ve tedavi siirecinin lenfopeni, ndtropeni gibi yan
etkilerinin gosterildigi arastirmalarin literatiirde var oldugu bilinmektedir (Efendi &
Yandim Kuscu, 2018; Goldman vd., 2020). DMF’nin immiin sistem hiicrelerinde
apoptotik etki gosterebildigi bu ¢alismalarla ortaya konulmustur. Bu durumda, 0A,
3A ve 6A gruplan arasinda artan hastalik aktivitesini baskilamak amaciyla DMF nin
notrofiller iizerinde CASP3 geninin REL degerinde goriilen anlamli artisa (P=.034)
sebep olacak sekilde etki gosterdigi sdylenebilmektedir. Ek olarak, BCL2 ve CASP3
genlerinde goriilen REL degeri artisinin  yorumlanmasinda bu genlere ait
mRNA’larin nétrofillerden elde edildiginin de unutulmamasi gerekmektedir.
Notrofillerin yar1 omiirleri 24 saatten daha azdir ve bu siire¢ icerisinde noétrofiller
dogal yollarla apoptoza ugrarlar. Ancak c¢esitli durumlarda, 6zellikle enflamasyon
goriilen bolgelerde notrofiller daha uzun stire hayatta kalirlar (Moulding vd., 2001).
Graniilosit-makrofaj koloni uyaric1 faktor (GM-KUF), G-KUF, c¢esitli interferonlar
ve sitokinler araciligiyla noétrofillerin apoptozu geciktirilebilmektedir ve ayrica

enflamatuar tepkiye bagli bir sekilde BCL2 aracilifiyla noétrofillerde apoptozun
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geciktirildigini gosteren calismalar literatiirde
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mevcuttur (Brannigan vd., 2000; Carrington vd., 2021). Bu durumda, 6A grubunda
0A grubuna kiyasla BCL2 geninde goriilen anlamh artisin (P=.034) bir sebebi de

nétrofillerde enflamasyona bagl geciktirilen apoptoz siireci olabilecektir.

Ozellikle M grubunu olusturan RRMS’li hastalarmin DMF tedavisi altinda
olusturduklar1 0A, 3A ve 6A gruplar arasinda yapilan analizler degerlendirildiginde,
bu hastalarinin nétrofillerinde REL degerleri incelenen ER stres belirteglerinde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilikla karsilasilmamistir. Bu nedenle apoptoz
belirteci olan BCL2 ve CASP3 genlerinin REL degerlerinde goriilen istatistiksel
olarak anlamli artisin, ER stresten bagimsiz bir sekilde gelistigi goriilmektedir.
Ayrica, MS’nin enflamatuar dogas1 geregi immiin sistemin siirekli aktif olusuna
karsin, DMF’nin kendi mekanizmasi dogrultusunda bu enflamasyonu baskilamaya
yonelik bir sekilde apoptotik etkiler gosterdigi bilinmektedir (Forster vd., 2013;
Goldman vd., 2020). Bu baglamda, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin
notrofillerinde gozlenen BCL2 ve CASP3 REL degerinde goriilen artis, DMF ve
MS’nin ayr1 ayri olusturduklar: etkinin bir sonucu olarak da degerlendirilebilecektir.
Ayrica, DMF’nin nétrofiller {izerindeki etkisinin arastirildigi bir bagka caligsmada,
DMF’nin nétrofillerin efektér fonksiyonlari {izerinde tek basina olan etkisinin
belirlenmesi i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerektigi belirtilmistir. Aym
zamanda, bu calismada DMF’nin hidrolize edilmesiyle olusan MMF’nin de
notrofiller iizerindeki etkisinin arastirilmasinin gerektiginin alt1 ¢izilmistir (Morrison
vd., 2021). Bu duruma ek olarak, notrofiller ve DMF arasinda goriilen etkilesimin
aydinlatilmasi i¢in nétrofillerin fonksiyonlarina bagl olarak immiin sistem igerisinde

yer alan kontrol mekanizmalar1 da incelenmelidir.

Immiin sistem, antijen sunumu, lenfosit gelisimi ve enflamatuar molekiilleri
diizenleme islevlerinde hiicresel otofajiyi de kullanmaktadir (Andhavarapu vd.,
2019). Otofaji, hiicrelerdeki anormal bilesenleri ve materyalleri hiicre digina
¢ikarmay1 veya bu materyalleri ortadan kaldirmay1 amaglayan bir bozunma siirecidir
(L1 & Ma 2020). Degisen otofafik islevler kisinin otoimmiin hastaliklara olan
yatkinhigim1 arttinir ve MS’de otofaji belirteclerinin  yliksek seviyede oldugu
bilinmektedir. Ornegin, EAE fare modeliyle yapilan bir calismada, otofaji
belirteglerinin diisilk seviyede bulunmasi T hiicrelerinde azalan aktivasyonla

iliskilendirilmistir (Bhattacharya vd., 2014). Bagka bir ¢alismada ise otofajik ve
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apoptotik proteinler olan Bax ve Bcl2’nin tedaviye baglh
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olarak EAFE’li farelerin beyaz ve gri maddelerinde daha yiiksek oranda ifade edildigi
gosterilmigtir. ER stres ve otofaji arasindaki etkilesim diisiiniildiiglinde, ER stresin

baslaticis1 olan KPY tepkisinin hiicresel koruyucu etkisinin degerlendirilmesi gerekir.

Oligodendrositler, mikroglialar ve astrositlerde KPY tepkisinde goriilen artis,
ozellikle oligodendrositlerin fonksiyonu i¢in gereklidir (Lin & Stone, 2020; Al-
Kuraishy vd., 2024). Ayrica, otofajinin baskilanmasinin, mitokondri iizerinde islev
bozuklugu meydana getirdigi ve bu bozukluk sonucu ortaya c¢ikan oksidatif stresle
beraber MS gelisim riskini arttirdig1 da bilinmektedir (Hassanpour vd., 2020). ER
stres aracili bir sekilde tetiklenen apoptozun immiin sistemde otofaji araciligiyla da
kontrol edilebildigi bilinmektedir (Andhavarapu vd., 2019). Sonug olarak, ER stres
apoptozu diizenleyen tek mekanizma olmadigi i¢in apoptozu diizenleyen diger
mekanizmalarin MS ile olan iliskisi de arastirilmayr hak edecek kadar dikkat
cekicidir. RRMS’li hastalarin DMF tedavisine kars1 apoptoz belirteci genlerinin REL
degerlerinde goriilen anlamli artisin ER stresten bagimsiz bir sekilde gelistigi
diistintildiiginde, DMF nin tedavi yanit1 kapsaminda otofaji siirecine ek olarak farkli
apoptotik belirteglerin de incelenmesi faydali olacaktir. Ornegin igsel ve digsal
apoptoz yolaklarinda bagslatict olarak kabul edilen veya anahtar gorev alan diger
apoptoz belirteci genlerde veya bu genlerin proteinlerinde (p53, TNFa, FasL vb.)
goriilecek REL degisimlerinin de arastirilmasi gerekmektedir. Tipki MS gibi oto-
immiin bir hastalik olan ve tedavisinde DMF kullanilan sedef hastaligina dair yapilan
bir calismada, ilacin oksidatif stres {izerinde Glutatyon-S-transferaz P enzimi
(glutathione-S-transferase P enzyme-GSTP) araciligiyla da etki gosterdigi ortaya
konmustur (Campione vd., 2022). Ayrica, farkli bir calismada ise GSTP nin hiicresel
redoks sistemini baz alarak Ca aracili diger proteinleri de kullanarak KPY tepkisine
dahil olarak ER’deki homeostazi yeniden sagladig1 da gosterilmistir (Ye vd., 2017).
Hiicresel ROS sisteminde gorev alan genlerde goriilen polimorfizmlerin MS
patolojisindeki dnemi de bilindigine gore, MS’de tedavi yanitinin 6zellikle DMF ve
ER stres kapsaminda yapilacak olan arastirmalarinda GSTP geninin REL degerinin

de incelenmesi ¢esitli mekanizmalarin aydinlatilmasinda 6nemli bir rol oynayacaktir.

Sonug olarak, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) yapilan degerlendirmeler sonucunda DMF
tedavisi altinda takip edildikleri 6 aylik siire boyunca ER stres belirteclerinin
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notrofillerde heniliz tedavi yanitim1 yansitacak bir degisim gostermedigi
sOylenebilmektedir. Buna ragmen, bu tez c¢alismasi kapsaminda elde edilen
sonuclardan yola ¢ikilarak, RRMS’li hastalarin nétrofillerindeki BCL2 ve CASP3
genlerinin REL degerlerinde 6A grubunda OA grubuna kiyasla goriilen anlamli artig
(P=.034) DMF tedavi yanitina dair potansiyel bir biyobelirte¢ olma noktasinda umut
vaat etmektedir. Ancak bu artisin klinik parametrelerle de desteklenmesi

gerekmektedir.

43.1 M Grubunda ER Stresi ve Apoptoz Belirteci Genlerin Rolatif

Ekspresyon Seviyelerinin Klinik Verilere Gore Degerlendirilmesi

MS’de tedavinin, atak siklig1 ve siddetini 6nlemedeki amaci1 g6z oniine alindiginda,
bu hedefin MS semptomlariyla iliskisi 6nem kazanmaktadir. Bu baglamda, EDSS
puanindaki artis veya azalis ile lezyon sayilarindaki degisim derecesi, tedavi
yanitinin ~ degerlendirilmesinde  kritik parametrelerdir. Bu durumda, klinik
parametrelerde goriilen degisim agisindan olusturulan gruplar arasinda ER stres ve
apoptoz belirteci genlerin REL degerlerinde goriilecek degisimin bu genlerin tedavi
yanit1 agisindan degerlendirilmesinde ek bir destekleyici olabilecektir. Nitekim, bu
tez caligmasi kapsaminda, M grubunu olusturan RRMS hastalarinin 0A, 3A ve 6A
donemlerinde ER stresi ve apoptoz belirteci genlerinden elde edilen REL degerleri;

EDSS puanlari, kontrast tutan lezyon varlig1 ve atak durumu agisindan incelenmistir.

EDSS puaninin 3 veya 4’e ulasma siiresinin bireyler arasinda farklilik gostermesine
ragmen 6 ve lizeri puana ulasmanin, EDSS puan o6l¢eginde 3 puana ulagma
stiresinden ya da relaps periyodunun siiresinden bagimsiz oldugu bilinmektedir.
Ayrica, EDSS puani 3 ve iizerine ¢ikmadan dnce etkin bir tedaviye baslanmasi da
EDSS puaninin ivmeli artisinin 6niine gegmektedir (Confavreux vd., 2003; Leray
vd., 2010). Bu baglamda, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarinin DMF tedavisi
oncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) hekimler tarafindan belirlenen
EDSS puanlarina gére ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL degisimleri
incelenmistir. Yapilan bu inceleme kapsaminda, dncelikle EDSS puanlar1 agisindan
bir sinir deger belirlenmis ve RRMS’li hastalar bu EDSS puan sinirma gore iki gruba
ayrimstir. 0A, 3A ve 6A gruplarindaki ham EDSS puanlar1 ve ortalama EDSS
puanlart (Cizelge 3.2) incelenerek EDSS puanlari igin smir degeri 1.5 olarak

belirlenmistir. Belirlenen sinir
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degeri takip edilerek, 0A, 3A ve 6A donemlerindeki EDSS puanlarina goére, M
grubundaki RRMS’li hastalar EDSS <1.5 ve EDSS >1.5 olmak iizere iki alt gruba

ayrilmigtir.

Cizelge 3.2 incelendiginde 0A, 3A ve 6A gruplar arasinda EDSS puanlar agisindan
istatistiksel olarak anlaml farklilik oldugu goriilmektedir (P=.036). Ancak EDSS’nin
subjektif bir degerlendirme olmas1 nedeniyle gruplar arasinda goriilen uyum sorunu,
EDSS puanlarinda goriilen anlamli farkliligin hangi gruplar arasinda olustugu
cevabinin elde edilmesini engellemektedir (Cizelge 3.3). Fakat temelde M grubunu
olusturan RRMS’li hastalarin EDSS puan ortalamalar1 0A, 3A ve 6A gruplan
arasinda degerlendirildiginde puanlarin DMF tedavisi boyunca diisme egilimi
sergiledigi goriilmektedir (Cizelge 3.2). MS’de artan hastalik aktivitesinin EDSS
puaninda artis meydana getirecegi (Efendi & Yandim Kuseu 2018) diisiiniiliirse, M
grubunu olusturan RRMS’li hastalarin, tek basina EDSS parametresi iizerinden,
DMF tedavisinde hastalik aktivitelerinde artis goriilmedigi sdylenebilir. Nitekim, bu
durumda 0A, 3A ve 6A donemlerinde, EDSS puani agisindan olusturulan gruplardaki
RRMS hastalarinin sayisi incelenmek istendiginde tedavi siireci agisindan beklenene
uygun bir sekilde EDSS >1.5 grubunda 3A ve 6A donemlerinde (her iki donem i¢in
de n=3) 0OA donemine kiyasla daha fazla RRMS hastasi (n=6) bulunmaktadir
(Cizelge 3.7, Cizelge 3.8, Cizelge 3.9, Cizelge 3.10, Cizelge 3.11, Cizelge 3.12,
Cizelge 3.13,

Cizelge 3.14, Cizelge 3.15, Cizelge 3.16).

M grubunu olusturan RRMS’1i hastalarin 0A, 3A ve 6A donemlerinde belirlenen ER
stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL degerlerinin EDSS<1.5 ve EDSS>1.5
gruplar1 arasinda gergeklestirilen karsilagtirmalarinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark goriilmemistir.

Bu tez calismasinin amaci, RRMS hastalarinda ER stres ve apoptoz belirteci
genlerin, DMF tedavisine karsi verilen yaniti yansitma potansiyeline sahip bir
biyobelirte¢ aday1 olup olmadiklarin1 degerlendirmektir. Bu nedenle, ER stresi ve
apoptoz belirteci genlerin REL degerlerinin EDSS puanlarina gore incelenmesine
benzer sekilde, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin kontrast tutan lezyon
varligina gore ER stres ve apoptoz belirteci genlerin REL degerlerindeki degisim de

arastirilmistir. Yapilan bu arastirma i¢in M grubunu olusturan RRMS hastalarindan
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0A, 3A ve 6A donemlerinde kontrast tutan lezyonu olan ve olmayan Kkisiler

belirlenerek bir gruplandirma
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yapilmistir. Kronik demiyelinizasyon sonucu olusan T2 lezyonlarindan farkli olarak,
kontrast tutan lezyonlar aktif enflamasyonla iligkilidir. Bu baglamda, akut hastalik
aktivitesini yansitan kontrast tutan lezyonlar, diger MSS lezyonlarindan MRG
tetkiklerinde gadolinyum kontrast maddesiyle olusturduklar1 parlak alanlar sayesinde
ayirt edilir (Gupta vd., 2017). M grubunu olusturan RRMS hastalarinda kontrast
tutan lezyonu var olan kisilerin sayis1 (n=4) kontrast tutan lezyonu olmayan kisilere
gbre (n=16) daha azdir (Cizelge 3.17). Kontrast tutan lezyon varliginin artan hastalik
aktivitesiyle olan dogru orantis1 gbz Oniine alindiginda, tez calismasi kapsaminda
takip edilen M grubunu olusturan RRMS’1i hastalarin, yalnizca kontrast tutan lezyon
varlig1 agisindan, yiiksek hastalik aktivitesine sahip olmadiklar1 goriilebilir. Kontrast
tutan lezyonu olan ve olmayan kisiler arasinda ER stres ve apoptoz belirteci genlerin
REL degerleri karsilagtirildiginda, yalnizca 6A grubunda, kontrast tutan lezyonu olan
kisilerde olmayan kisilere kiyasla e/FF2a REL degerinde istatistiksel olarak anlamli
bir artis tespit edilmistir (P=.038) (Cizelge 3.17). Literatiire bakildiginda artan e/F2o
seviyesinin enflamatuar lezyonlarla iligkili oldugu goriilmektedir (Panzhinskiy vd.,
2021). 6A grubunda kontrast tutan lezyonu olan hastalarin olmayanlara gére daha
aktif bir enflamatuar yanit gelistirdikleri diisliniildiigiinde, bu artan enflamasyona
bagli immiin sistem hiicrelerinde proenflamatuar molekiillerin veya gen tiriinlerinin
ifade seviyesinde goriilecek olan artis e/F2a geni tarafindan baslatilan translasyon
stireciyle ortaya konacaktir. Notrofillerin enflamasyon siirecinde KBB’yi gecebildigi
de diistiniildiigiinde (Aratani, 2018), translasyon ihtiyacinin karsilanmasi icin e/F2a
geninde ifade seviyesini arttiric1 bir sekilde diizenleme yapilmasi, REL degerindeki
bu artis1 agiklayici nitelikte olabilecektir. Ayrica, kontrast tutan lezyonlar {lizerinde
ER stresten bagimsiz bir sekilde elF2a seviyesi icin yapilacak arastirmalarin,
kontrast tutan lezyonlarin enflamasyon siirecine iliskin daha fazla bilgi sunacagi da

diistiniilmektedir.

EDSS puanlar1 ve kontrast tutan lezyonlarin incelenmesine ek olarak M grubunu
olusturan RRMS’1i hastalarin atak durumlar1 da bu tez ¢alismasi kapsaminda takip
edilmigtir. M grubunu olusturan RRMS’1i hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 ile (3A) 6.ay1 (6A) olmak iizere hekimler tarafindan yapilan
muayenelerinde yalnizca bir hastada alevlenme ya da bir diger deyisle atak dykiisii
izlenmistir (Cizelge 3.18). RRMS’li hastalarin ER stres ve apoptoz belirteci

genlerinin
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REL degerlerinin, atak Oykiisii bulunan ve bulunmayan bireyler arasinda
karsilastirilmasinin yalnizca bir hastada atak Oykiisii bulunmasi nedeniyle saglikli
olmayacag1 goz oOniinde bulundurulmustur. Bu sebeple, atak olgusu ER stresi ve
apoptoz belirteci genlerin REL degerlerinden bagimsiz bir sekilde yalnizca DMF’nin
atak Onlemedeki etkisi tlizerinden degerlendirilmistir. DMF, MS tedavisinde
kullanilan diger birinci basamak DMT grubu ilaglarmma goére daha diisiik relaps
riskiyle iliskilendirilmektedir (Bosco-Lévy vd., 2022). Bu tez g¢alismasinin, M
grubunu olusturan 20 RRMS hastasinin 6 ay boyunca aldiklar1 DMF tedavisi
acisindan bakildiginda yalnizca bir hastada goriilen alevlenme, DMF’nin bu hasta
grubunda tedavi stratejisinde basarili oldugu yorumunun yapilmasmi da

saglamaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda, ER stres ve apoptoz belirteci genlerin REL
degerlerinde  goriilen degisimlerin  arastirildigi  tiim  analizlerin  birlikte
degerlendirilmesi, incelenen REL degerlerinin potansiyel biyobelirteg¢ olma
durumunu yorumlamak agisindan gereklidir. K grubu ve M grubu arasinda ya da M
grubunu olusturan 0A, 3A ve 6A alt gruplar1 arasinda ER stres belirteclerinin REL
degerleri i¢in yapilan analizlerde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.
Literatiirde yer alan ve MS ya da otoimmiin karakterli diger hastaliklarda ER stres
belirteclerinin ifade seviyesinde goriilen artisin anlatildigi ¢calismalar incelendiginde
bu durumun sebebi agik bir sekilde goriilecektir. Ornegin, MS ve ER stres iliskisini
gosteren calismalardan birinde PPMS, SPMS ve RRMS hastalarinin frontal
loblarinin  beyaz maddelerinde demiyelinizasyonun goriildiigii beyin dokular
postmortem donemde alinarak incelenmistir (Antony vd., 2007). Yapilan bu
caligmada saglikli kontrollere karsi ER stres belirteclerinde artis goriillen MS
hastalarinin; EDSS puanlarinin 7 ila 9 arasinda degistigi ve daha kotli néropatolojik
durumlara sahip oldugu yani hastalifin daha progresif alt tiplerinde
degerlendirildikleri gorilmiistiir (Antony vd., 2007). Ayrica, MS’de ER stres
belirteclerinin seviyesinde artis goriildiigiinii anlatan diger ¢alismalar incelendiginde,
calismalarda genel olarak postmortem dokular iizerinde inceleme yapildig1 ve
ozellikle McMahon vd. tarafindan yapilan ¢alismada biyopsi 6rnekleri alinan 16 MS
hastasindan 6 kisinin MS’ye ek sebeplerle 61diigl belirtilirken 3 kisinin 6liim sebebi
tek basina MS olarak belirtilmistir (McMahon vd., 2012). Genel olarak bakildiginda,

literatlirde ER stresin yiiksek progresyonla iligkili oldugu goriilmektedir.
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Hastalik progresyonu ve ER stres arasindaki iliskiyi yansitacak olan bu yorum
yalnizca MS’ye 0Ozgii de degildir. SLE hastalarinda ER stres belirteglerinin
incelendigi bir ¢alismada, SLE hastalarinin nétrofillerinde saglikli kontrollere kiyasla
artan ER stres seviyesi ile karsilasilmistir (Tumurkhuu vd., 2022). Ancak bu
hastalarin artan akciger hasarina sahip oldugu belirtilmis ve bu durumun hastaligin
siddetli, ilerlemeci bir aktiviteye sahip oldugunu da gosterdigi belirtilmistir. Bununla
birlikte, SLE hastalarmin katilimiyla gergeklestirilen bir baska ¢alismada (Cheng vd.,
2014) ER stres belirteclerinde artis goriilen hastalarin SLE’de hastalik aktivitesini
tanimlayan hibrit sistemik lupus eritematozus hastalik aktivite indeks (hybrid
systemic lupus erythematosus disease activity index-hSLEDAI) puanlarmin 12 ve
iistii oldugu bildirilmistir. Otoimmiin karakteri, immiin sistem hiicrelerinde goriilen
degisimler acisindan MS ile benzerlik gosteren diyabet hastaligiyla ER stres
arasindaki iligkinin modellendigi in vitro bir ¢aligmada ise nétrofillerin kalict ER
stres altinda hastaligin progresyonunu tetikleyici bir sekilde cesitli mekanizmalar
tizerinde birtakim diizenlemelere sebep oldugu gosterilmistir (Yang vd., 2022).
Diyabet iizerinde yapilan bir ¢aligmada, PERK geninde c¢esitli manipiilasyonlarla
gergeklestirilen asir1 miktarda aktivasyonun pankreas B (beta) hiicrelerinde ER stres
gelisimine bagl olarak tip 1 diyabet gelismesine sebep olabildigi gosterilmistir

(Harding vd., 2001).

Bu tez calismasi kapsaminda, M grubunu olusturan MS’li hastalarin, 6nceki
caligmalarda degerlendirilen PPMS ve SPMS hastalarina gére MS’nin daha az
progresyon goriilen klinik alt tipi olan RRMS grubunda degerlendirildikleri veya
RRMS iizerinden yapilan diger ¢aligmalardaki EDSS puanlarina gore hafif derecede
engelliligi gosteren EDSS puanlarina sahip olduklar1 bilinmektedir. DMF tedavisine
kars1 gelisen yanit siirecini degerlendirmek i¢in M grubunu olusturan RRMS’li
hastalar, DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) takip
edilmigtir. Bu takip esnasinda 0OA, 3A ve 6A gruplart arasinda EDSS puaninda
goriilen diisiis egilimi, T2 lezyonlarinda 3A ve 6A gruplarinda OA grubuna kiyasla
goriilen diisiis (3A: P<.001, 6A: P=.001) (Cizelge 3.2) ve bu hastalardan yalnizca bir
kisinin 6 aylik siiregte atak Oykiisiine sahip olmasi, M grubunu olusturan RRMS’li

hastalarda hizli bir progresyon goriilmediginin gostergeleridir.

Dolayisiyla, hem MS hem de diger otoimmiin hastaliklara yonelik yapilan
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calismalarin ortak bulgular1 dogrultusunda, MS'li hastalarda hizli progresyonun

goriilmemesi, ER
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stres belirteclerinde artisin tespit edilmemesinin nedeni olabilir. Hali hazirda, EDSS
puanlar1 ya da kontrast tutan lezyon varlig1 iizerinden olusturulan gruplar arasinda
herhangi bir ER stres ve apoptoz belirteci genin REL degerinde anlamli bir fark
olmayis1, hastalik progresyonuyla ER stresin iliskisini anlatan yorumu destekler
niteliktedir. Ayrica, bu noktada, ER stres yolaginin bir pargasi olarak gorev alan
elF20. REL degerlerinin kontrast tutan lezyonu olan kisilerde olmayan kisilere gore
gosterdigi artisin (P=.038) ER stresinden ziyade enflamasyonun bir tepkisi olarak

ortaya ¢iktig1 diisiincesi de anlam kazanacaktir.

44 Bcel2 ve Kaspaz-3 Proteinlerinin Rolatif Ekspresyon Seviyelerinin

Yorumlanmasi

M grubunu olusturulan RRMS hastalarinin, BCL2 ve CASP3 genlerinin REL
seviyelerinde 6 aylik slireyle DMF tedavisi aldiklart donemde (6A) naif olduklari
doneme kiyasla (0OA) goriilen istatistiksel artisa bagli olarak yapilan WB
deneylerinden elde edilen bant kalinliklar1 karsilastirilmistir (Cizelge 3.16). 0A, 3A
ve 6A gruplan arasinda Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerlerine ait
ortalamalarda azalma egilimi goriilse dahi bu egilim istatistiksel olarak anlamli bir
fark olusturmamistir (Bcl2: P=0915, Kaspaz-3: P=.462). Her ne kadar DMF
tedavisinin BCL2 ve CASP3 REL degerlerinde yarattig1 degisim yapilan analizler
sonucunda ortaya konmus olsa da Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemesinin hem transkripsiyonel hem de

translasyonel seviyede bir¢cok nedeni olabilir.

Transkripsiyon sonrasinda RNA {izerinde gerceklestirilen ekzon/intron diizenlemesi,
mikroRNA’larin (miRNA) mRNA’lar iizerindeki etkisi ve translasyon sonrasinda
goriilen etkiler sebebiyle gen seviyesinde goriilen artis veya diisiis miktar1 her zaman
protein miktariyla uyumlu olmamaktadir (Alberts vd., 2006). Degisen bu uyumluluk
durumu, ¢esitli farmakolojik ajanlarin  PTM  siireglerine dahil olmasiyla

aciklanabilmektedir (Alberts vd., 2006).

DMEF tarafindan etkilenen miRNA’larin apoptoz yolaklarinin diizenlenmesinde gorev
aldiklar1 bilinmektedir. Ornegin, miR-21 ve miR-146a hem DMF tarafindan
etkilenen hem de apoptoz yolaklarinin diizenlenmesinde gorev alan miRNa’lardir

(Giuliani vd., 2021). miR-21 hiicrelerde anti-apoptotik bir etki gostermektedir ve
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RRMS hastalarimin

157



T hiicrelerinde fumarik asit ester tedavisine bagl bir sekilde mir-21 seviyesindeki
artis1 gosteren bir ¢alisma literatlirde yer almaktadir (Buscaglia vd., 2011; Ntranos
vd., 2019). Apoptozu tetikleme 6zelligiyle de bilinen miR-146a, DMF tedavisi alan
RRMS hastalarinda naif RRMS hastalarina kiyasla daha az bulunmaktadir.

Ayrica, proapoptotik bir miRNA olan miR-155’in, DMF tedavisi sonrasinda, plazma
seviyesinde diislis goOsterdigi bilinmektedir (Giuliani vd., 2021). Genel olarak
bakildiginda, DMF apoptoz siirecini tek basina gen ifade seviyesinde degisim

yaratarak degil, genlerin tiriinlerini de etkileyerek diizenlemektedir.

Bu durumda, DMF tedavisi sonucunda BCL2 ve CASP3 genlerinde goriilen REL
degisimlerini yansitacak mRNA’larin, transkripsiyon asamasindan translasyon
sirecine geciste daha farkli molekiiller veya mekanizmalar tarafindan
etkilenebilecegi goriilmektedir. Nitekim bu etki sonucunda gen ifadesinde goriilen
degisimin protein ifadesinde anlamlilik olusturabilecek kadar etkili olmadigi da

sOylenebilecektir.

Ote yandan, M grubunu olusturan RRMS hastalarmin nétrofillerinden izole edilen bu
proteinler, aslinda, izole edildikleri nétrofillerin dogal yasam dongiilerini de
yansitmaktadir. Notrofiller, yasamsal fonksiyonlar1 geregince, dogal yollarla
apoptoza giderler. Ozellikle nétrofillerde goriilen apoptoz siirecinde Bcl2 ailesinde
yer alan gen ve proteinlerin ifade seviyelerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen
bir ¢alismada, Bcl2, Bax ve Bad proteinlerinin mRNA’larinda ifade degisimi
goriilmistiir (Moulding vd., 2001). Ancak mRNA seviyesinde goriilen degisimin
protein seviyesinde karsilanmadigi goriilmiistiir. Apoptoz siireci tek basina hem
hiicre dongiisii geregince etki gosterebilecegi gibi cesitli ajanlar ya da hiicre
icerisindeki cesitli diizenlemelerden de etkilenebilir (Hsieh vd., 1997; Moulding vd.,
2001). Bu durum da apoptoz siirecini hizlandirilabilecek ya da geciktirilebilecektir.
Ozellikle ¢oziilemeyen enflamasyon tepkisinde apoptozda gériilen gecikrmenin doku
hasarina sebep oldugu da sdylenmektedir (Hsieh vd., 1997). Bir diger yandan
bakildiginda ise proapoptotik genlerin nétrofillerde apoptozu hizlandirmas: da
enflamasyonu baskilayarak bir homeoastazin kurulmasini saglayacaktir. Bu sebeple
proapoptotik ve antiapoptotik genlerin nétrofiller iizerinde olusturdugu etkiler daha
ayrintili bir sekilde arastirilmalidir. Proapoptotik bir gen olan BCL2 mRNA

seviyeleri, apoptozu geciktirecek olan antiapoptotik genler tarafindan kontrol
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edilebilir ya da translasyona gegis slire¢lerinde yavaslama goriilebilir. Hiicre

dongiisii temelinde bakildiginda
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apoptoz siireci yalnizca antiapoptotik genlerin degil yagamsal genlerin ifadesinden de

etkilenmektedir.

Notrofillerde yapilan c¢alismalarda, proapoptotik genlerin mRNA’larinda hiicre
icerisinde birikim goriildiigli ve bu birikim sonucunda artan mRNA seviyesinin artan
transkripsiyondan kaynaklanmayip hiicrede goriilen stabilizasyonun bir sonucu
olarak ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir (Moulding vd., 2001). Ayrica, yasamsal veya
apoptotik genlerin siirekli ifadesinin olmamasi1 durumunda, karsilastirilan bu iki gen
grubundan ifade seviyesinde artig goriilen gen iiriiniin ifadesi hizlica baskilanarak
stabil dengenin yeniden saglanmasi1 amaciyla c¢esitli diizenleyici mekanizmalarin da

etki gosterdigi gorilmiistiir (Moulding vd., 2001; Ruvolo vd., 2001).

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi kapsaminda, M grubunu olusturan RRMS’1i hastalarin
DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) olusturulan
gruplar arasinda Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerlerinde anlamli farklilik
goriilmemesinin  DMF’nin  miRNA’larla olan iliskisindeki  gibi  ¢esitli
posttranskripsiyonel etkiler gostermesinden kaynaklanmis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayrica, proapoptotik ve antiapoptotik dzelliklere sahip BCL2 ve
CASP3 genlerinde goriilen ifadelenme artiginin, bu genlerin mRNA’larinda goriilen
stabilizasyonla iligkili olup artan transkripsiyondan kaynaklanmayacak sekilde
protein diizeyinde bir karsilik bulmamis olmasi1 miimkiindiir. Bu durum, Bcl-2 ve
Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerlerinde 0A, 3A ve 6A gruplari arasinda anlamli

bir fark olusmamasini agiklayabilecektir.

Ek olarak, DMF’nin ROS ve antioksidan mekanizmalarla etkilesimi acisindan
apoptoz belirteglerindeki degisimlerin incelendigi in vitro bir ¢alismada, kolon
kanseri hiicre hatlarinin DMF’ye maruz birakilmasi sonrasinda Bax, Bcl2 ve Kaspaz-
3 proteinlerinin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim
gozlenmemistir. Bunun yerine, DMF’nin apoptozu degil, nekroptozu indiikledigi
bildirilmistir (Xie vd., 2015). Bu baglamda, bu tez ¢alismasi sonucunda Bcl-2 ve
Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerleri acisindan elde edilen sonuglarin, hem
notrofillerin yasam dongiisii hem de DMF’nin yer aldigi translasyonel ve
transkripsiyonel mekanizmalar acisindan literatlirle uyumlu oldugu diistincesine ek
olarak, bu proteinlerin REL degerlerinde 0A, 3A ve 6A gruplart arasinda anlamli bir

fark goriilmemesi nekroptozun da bir gostergesi olabilir.
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4.5 M Grubunda Yapilan Korelasyon Analizleri

ER stresi ve apoptoz belirteci olan genlerin REL degerleri ve Bcl2 ve Kaspaz-3
proteinlerinin REL degerlerindeki degisimlerin EDSS puani, total lezyon ve T2

lezyon sayilarindaki degisimlerle iliskisi incelenmistir.

M grubunu olusturan 0A, 3A ve 6A gruplarinin her birine ait verilerin, grup iginde
yapilan korelasyon analizleri incelendiginde, ii¢ grup i¢cinde de ER stresi ve apoptoz
belirteci genlerin REL degerleri arasinda, sinyal yolaginin ¢alisma mekanizmasina
uygun bir sekilde korelasyon oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.20, Cizelge 3.21,
Cizelge 3.22). Korelasyon analizleri, ER stresi ve apoptoz belirteci genlerde goriilen
REL degerleri ve Bcl2, Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerleriyle klinikten gelen
EDSS puani, total lezyon ve T2 lezyon sayisindaki degisimler agisindan
degerlendirildiginde yalnizca 3A grubunda ATF4 REL degeriyle total lezyon sayis1
parametresi arasinda, pozitif iliski olmak tiizere, korelasyon oldugu goriilmiistiir
(p=.555, P=.017) (Cizelge 3.21). ER stres belirteci olan A7TF4 seviyesinin MS’li
hastalarin lezyonlarinda daha fazla oldugu g6z 6niine alindiginda (Cunnea vd., 2011)

bulunan sonucun literatiir ile uyumlu oldugu soylenebilir.

Boylamsal bir calisma olan bu tez ¢alismasindan elde edilen her bir sonucun tekrarh
Olctimlere ait oldugu bilinmektedir. Bu durumda gergeklestirilecek olan korelasyon
analizlerinde birden fazla kez o6l¢iilen degerlerin ortak degisimine dair iliskisi,
yalnizca basit korelasyon analizleriyle degil bireylerin farkli 6l¢iim donemlerindeki
degisimlerini de yansitacak olan tekrarli Ol¢limler korelasyonuyla da (repeated
measures correlation-rmcorr) yansitilmalidir. Bu durumun en temel sebebi, Pearson
ve Spearman korelasyon testlerinin goézlemler arasinda bagimsizlik oldugunu
varsaymasindan kaynaklanir (Cohen vd., 2003; Bakdash & Marusich vd., 2017).
Rmcorr analizi ise diger korelasyon testlerinden farkli olarak bireyler arasindaki
degiskenlige bagl varyansi kaldirilir. Boylece, her bir bireyin kendi tekrarli 6l¢tim
degerine dair en iyi dogrusal uyum belirlenmis ve 6l¢iimlerin bagimli kabul edilmesi

saglanmis olur (Bakdash & Marusich vd., 2017).

ER stresi ve apoptoz belirteglerinin tedavi yanit1 kapsaminda degerlendirildigi bu tez
calismasinda, oOzellikle bu belirteglerin  ifadelenme seviyelerinde goriilen

degisimlerin,
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klinikte tedavi yaniti acgisindan degerlendirilen EDSS puani, total lezyon ve T2
lezyon sayilarinda goriilen degisimlerle arasindaki iligkinin arastirilmas: oldukga

Onemlidir.

Bu sayede elde edilen deneysel sonuglarin klinikten gelen parametrelerle olan
iligkisinin ortak uyum dereceleri hakkinda tedavi yaniti kapsaminda yorum

yapabilmek miimkiin hale gelecektir.

M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve tedavinin
3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) olusturulan gruplar arasinda klinik parametrelerde
goriilen degisimlerle ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin ve proteinlerin REL
degerlerinde goriilen degisimlerin arasindaki ortak iliskinin arastirilmasi amac ile
Rmcorr analizleri yapilmistir (Cizelge 3.24, Cizelge 3.25, Cizelge 3.26, Cizelge 3.27,
Cizelge

3.28).

0A, 3A ve 6A gruplan arasinda EDSS puaninda goriilen degisimle; ATF4, BCL2,
CHOP ve PERK genlerinde goriilen REL degisimi arasinda negatif yonlii bir
korelasyon oldugu goriiliirken, Kaspaz-3 proteinin REL degisimi arasinda ise pozitif
bir iliski oldugu gorilmistir (A7F4: r=-.429, P=.005, BCL2: r=-.346, P=.026,
CHOP: r=-310, P=.011, PERK: r=-392, P=.011, Kaspaz-3: r=.326, P=.037)
(Cizelge 3.23,

Cizelge 3.24). M grubunu olusturan RRMS hastalarimin 0A, 3A ve 6A gruplan
arasinda yapilan karsilastirmalarda, EDSS puanlarinda goriilen istatistiksel olarak
anlamli diisiis (P=.036) her ne kadar post-hoc analizleri sonucunda kaybolsa da

hastalarin EDSS puanlarinda azalma oldugu bilinmektedir (Cizelge 3.2).

Rmcorr analizleri sonucunda, ER stres belirtegleri olan ATF4, CHOP ve PERK
genlerinin REL degerlerindeki degisimlerle EDSS puanindaki degisimler arasinda
negatif yonli bir korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. Bu dogrultuda, 0A, 3A ve
6A gruplart arasinda EDSS puaninda gozlenen diisiis egilimine bagl olarak, ilgili
genlerin REL degerlerinde bir artis olusmasi beklenmektedir. Benzer sekilde,
Kaspaz-3 proteininin REL degisimi ile EDSS puanindaki degisim arasinda saptanan
pozitif yonlii iliskiye bagli olarak 0A, 3A ve 6A gruplar arasinda EDSS puaninda
gozlenen diisiis egilimine karsi Kaspaz-3 proteininin REL degerinde bir artis

olugmasi gerektigi ongoriilmektedir. Ancak 0A, 3A ve 6A gruplar arasinda ATF4,
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CHOP ve PERK genlerinin REL degerlerinde (Cizelge 3.6) ve Kaspaz-3 proteininin
REL degerinde (Cizelge 3.19) istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir
(ATF4: P=.204,
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CHOP: P=.698, PERK: P= .135, Kaspaz-3: P=.462). BCL2 geninde goriillen REL
degeri degisimleriyle EDSS puaninda goriilen degisimler arasinda olusan negatif
yonlii korelasyonda ise 0A, 3A ve 6A gruplart arasinda EDSS puanlarinda goriilen
diisiis egilimine karsin BCL2 REL degerlerinde artis goriilmesi beklenecektir.
Nitekim, 6A grubunda OA grubuna kiyasla BCL2 REL degerinde goriilen artis
(P=.034) bu beklentiyi karsilamaktadir (Cizelge 3.6).

Bu noktada EDSS puanlarinin subjektif bir degerlendirme yontemi olmasinin yani
sira, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi Oncesi (0A) ve
tedavinin 3. ayr (3A) ile 6. aymda (6A) belirlenen EDSS puanlarinin gruplar
arasindaki karsilagtirmalarinda goriillen anlamli farkliligin  (P=.036), post-hoc
analizlerinde anlamli bir fark tespit edilememesi sonucunda yapilan uyum
degerlendirmelerinin de géz Oniinde bulundurulmasi gerekmektedir. EDSS puanlari
icin 0A, 3A ve 6A gruplar arasinda yapilan uyum degerlendirmelerinde gruplar
arasinda diisiik bir uyum ve yeterince biiylik olmayan bir farkla karsilagilmistir (OA-
3A: Cohen’s d=.320, 3A-6A: Cohen’s d=.170, 0A-6A: Cohen’s d=.170, 0A-3A-6A
Kendall’s W: W=.166) (Cizelge 3.3).

Rmcorr analizleri sonucunda hesaplanan korelasyon katsayisinin (r) mutlak degerinin
0 ve 1 arasinda olmasi ve bu degerin 1’e yakin olmasinin incelenen iliskinin gii¢li
oldugunu gosterdigi bilinmektedir. Bu durumda, olasi bir ek agiklama olarak, EDSS
puanindaki degisimler ile ATF4, BCL2, CHOP ve PERK genlerinin REL degisimleri
ve Kaspaz-3 proteininin REL seviyeleri arasindaki iliskiyi degerlendiren Rmcorr
analizlerinden elde edilen diisiik korelasyon katsayisinin (4A7F4: r=-.429, BCL2: 1=
346, CHOP: 1=-310, PERK: r=-.392, Kaspaz-3: r=326) 0A, 3A ve 6A gruplar
arasindaki EDSS puani uyumu ve farklilik derecelerinden de etkilenmis olabilecegi
sOylenebilir. Rmcorr analizleri ile hesaplanan korelasyon katsayilarmin (r) 0 ve 1
arasinda 0’a daha yakin oldugu da goriilmiis ve bu nedenle EDSS puanlarinda
goriilen degisimle nétrofillerdeki ATF4, CHOP ve PERK genlerinin REL degisimleri
ve Kaspaz-3 proteininin REL degisimi arasindaki iligskinin giiclii olmadigi veya bu
parametrelerinin tek basma olusturdugu degisime ek olarak EDSS puanlariyla
beraber olan iligkisinin farkli parametreler {izerinden arastirilmasi ya da ek analizlerle

dogrulanmasi gerektigi diistiniilebilir.
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M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin
3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) goriilen T2 lezyon sayilarindaki degisimle ER stresi ve
apoptoz belirteci genlerin REL degerlerindeki degisim ve Bcl2, Kaspaz-3
proteinlerinin REL degerlerindeki degisimler arasindaki iligskinin incelenmesi i¢in de
Rmcorr analizleri yapilmistir (Cizelge 3.25, Cizelge 3.26). 0A, 3A ve 6A gruplarinda
goriilen T2 lezyon sayisindaki degisimle ER stresi ve apoptoz belirteci genler i¢inden
yalnizca BCL2 geninde goriilen REL degeri degisimleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli ve negatif yonlii bir korelasyon (r=-.318, P=.042) goriilmiistiir. Bcl2 ve
Kaspaz-3 proteinlerinin REL degisimleriyle T2 lezyon sayisinda goriilen degisim
arasinda ise pozitif yonlii bir korelasyon olustugu goriilmiistiir (Bcl2: r=.364, P=.019,

Kaspaz-3: r=.332, P=.033).

Bu ¢alismada 6A grubunda OA grubuna kiyasla hem BCL2 REL degerinde anlamli
bir artis (P=.034) oldugu (Cizelge 3.6) hem de T2 lezyon sayilarinda anlamli bir
diisis (P=.001) oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.2). Ayrica, yine T2 lezyon
sayilarinda 3A grubunda OA grubuna kiyasla anlamli bir diisiis (P<.001) oldugu
goriilmistiir (Cizelge 3.2). M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi
oncesi (0A) ve tedavinin

3. ayt (3A) ile 6. aymnda (6A) T2 lezyon sayilarindaki degisimle BCL2 REL
degerlerindeki degisimi yansitan Rmcorr analizlerinden elde edilen sonug (r=-0.318,
P=.042), her iki parametrenin ayr1 ayr1 degerlendirildigi analiz sonuglariyla birlikte
degerlendirildiginde, T2 lezyon sayisindaki anlamli diisiisle BCL2 REL degerindeki
anlamli artis arasinda Rmcorr analizleri sonucunda elde edilen negatif korelasyon
aciklanabilmektedir. T2 lezyon sayilarinda 3A ve 6A gruplarinda OA grubuna
kiyasla goriilen anlaml diistis (3A: P<.001, 6A: P=.001) hastalik aktivitesinde bir
diisiis olarak kabul edilebilir. Antiapoptotik bir gen olan BCL2 geninin REL
degerinin notrofillerde 6A grubunda OA grubuna kiyasla artis gdstermesi (P=.034)
ise notrofillerde enflamasyonun devam etmesi sonucu geciktirilen apoptozu

yansitiyor olabilir (Hsieh vd., 1997).

T2 lezyon sayilarinda goriilen degisimle Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin REL
degerleri arasindaki degisimi yansitan anlamli ve pozitif yonli korelasyon (Bcl2:
=364, P=.019, Kaspaz-3: r=.332, P=.033) her bir parametrenin ayr1 ayr1 incelendigi

analiz sonuclariyla birlikte de degerlendirilmistir. M grubunu olusturan RRMS’li

165



hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile tedavinin 6.ayinda
(6A) belirlenen Bcel2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerleri gruplar arasinda
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karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark olusmadig1 goriilmiistiir (Bcl2:
P=.915, Kaspaz-3: P=.462). Daha once de belirtildigi iizere RRMS’li hastalarin T2
lezyon sayilarinda 3A ve 6A gruplarinda OA grubuna kiyasla anlamli bir diisiis (3A:
P<.001, 6A: P=.001) gorilmektedir (Cizelge 3.2). Bu durumda, 3A ve 6A
gruplarinda OA grubuna kiyasla T2 lezyon sayilarindaki anlamli diisiise karsilik,
Rmcorr analizi sonucunda goriilen pozitif korelasyonu (Bcl2: r=.364, P=.019,
Kaspaz-3: r=.332, P=.033) yansitacak bicimde Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin REL
degerlerinde 0A, 3A ve 6A gruplarinda anlaml bir diisiis olusmas1 beklenecektir.
Ancak, yukarida da belirtildigi gibi proteinlerin REL degerleri arasinda anlamli fark
goriilmezken iki proteinin de REL degerlerinin ortalamalarinda bir diisiis egilimi
olmas1 dikkat cekicidir (Cizelge 3.19). T2 lezyon sayilarinda goriilen anlamh
diisiisiin OA grubuna kiyasla 3A ve 6A gruplarinda olmasina benzer bigimde Bcl2 ve
Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerlerine ait ortalamalar da 3A ve 6A grubunda 0A
grubuna kiyasla diisiis egilimi gostermektedir (Cizelge 3.19). Ortalama degerlerde
goriilen bu egilim, direkt olarak REL degerlerinde goriilen degisimi yansitmasa dahi
T2 lezyon sayilarindaki degisimle Bcl2, Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerlerindeki

degisimin arasinda olusan pozitif korelasyonu destekler niteliktedir.

M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin
3.ayinda (3A) ile 6.ayinda (6A) gergeklestirilen MRG tetkikleri sonucunda belirlenen
total lezyon sayilarindaki degisimle ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin REL
degerlerindeki degisim ve Bcl2, Kaspaz-3 proteinlerinde goriilen REL degerlerindeki
degisimler arasindaki iligkinin incelenmesi i¢cin de Rmcorr analizleri

gerceklestirilmistir (Cizelge 3.27, Cizelge 3.28).

Yapilan analizler degerlendirildiginde total lezyon sayisindaki degisimlerin ER stres
ve apoptoz belirteci olan genlerin REL degerlerinde goriilen degisim arasinda
anlamli bir iliskiye sahip olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 3.27). Total lezyon
sayilarinda goriilen degisim ile Bcl2 proteininin REL degerinde goriilen degisim
arasinda anlaml bir iligki goriilmezken (=219, P=.167), total lezyon sayilarinda
goriilen degisim ile Kaspaz-3 proteinin REL degeri arasinda pozitif bir korelasyon
goriilmiistiir (r=.370, P=.017). M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF
tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) olusturulan gruplar

arasinda yapilan analizlerde hem total lezyon sayilarinda (P=.144) hem de

167



Kaspaz-3 REL degerinde (P=.462)
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anlamli bir fark olusmadig1 goriilmektedir (Cizelge 3.2, Cizelge 3.19). Ancak her iki
parametrenin 0A, 3A ve 6A gruplan icin hesaplanan ortalama degerlerinde diisiis
egilimi goriilmektedir. Bu durumda hem total lezyon sayilart hem de Kaspaz-3 REL
degerleri i¢in hesaplanan ortalamalarda goriilen diisiis egilimi bu iki parametrenin
degisimleri arasinda olusan pozitif korelasyonu agiklayici bir degerlendirme olarak

kabul edilebilecektir.

Bu tez calismasit kapsaminda, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF
tedavisi oncesi (0A) ile tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6. aylarina (6A) ait deneysel veriler
ve klinik parametreler (EDSS puani, T2 lezyon sayist ve total lezyon sayisi)
arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in gergeklestirilen Rmcorr analizleri, ER stres ve
apoptoz belirteci genler ile Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin DMF tedavisine yanitini
degerlendirmedeki potansiyel biyobelirteg olma durumlarini da degerlendirmektedir.
Yapilan Rmcorr analizlerinde, 0A, 3A ve 6A gruplarinda T2 lezyon sayilar1 ve total
lezyon sayilarinda goriilen degisimlerle ER stres belirteci genlerin REL degerlerinde
goriilen degisimler arasinda herhangi bir iligki bulunmazken EDSS puanlarinda
goriilen degisimin ER stres belirteglerinden ATF4,CHOP ve PERK genlerinin REL
degerlerinde goriilen degisimle arasinda anlamli bir korelasyon olustugu, fakat bu
korelasyonun yeterince gii¢lii bir iliskiyi yansitmadigi goriilmektedir (Cizelge 3.23,
Cizelge 3.25, Cizelge 3.27). ER stres belirteclerinin MS’de engellilik iizerindeki
etkisinin arastirildig1 bir calismada, EAE farelerinin dorsal kok ganglionlarindaki ER
stres belirteglerinde goriilen artisin engelliligi arttirict yonde oldugu gosterilmistir
(Yousuf vd., 2020). Ayn1 zamanda, bu calismada yer alan arastirmacilar ER stresin
artmastyla klinik semptomlarla beraber EDSS puaninda da artis goriilebilecegini

belirtmislerdir.

Nitekim, literatiirde yer alan ve MS’li hastalarin gri madde lezyonlarindaki ER stres
belirteglerinin arttigin1 bildiren bir calismada (McMahon vd., 2012) hastalarin
yiiksek EDSS puanina sahip oldugu da bilinmektedir. Bu durumda yiiksek EDSS
puanlariyla ER stres belirteclerinde goriilen artis arasinda pozitif bir korelasyon
oldugu soylenebilir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda M grubunu olusturan RRMS’li
hastalar, 0A, 3A ve 6A donemlerinde gerceklesen klinik muayenelerinde diisiik
sakatlik derecesine karsilik gelecek EDSS puanlarina sahiptir. Bu baglamda, ER stres
belirteclerinin REL degerlerindeki degisimle EDSS puanlarinda goriilen degisim
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arasinda giiclii bir iliski olmamasi, hali hazirda diisiik olan EDSS puanlarinin 0A, 3A

ve 6A gruplar arasinda
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da disiis egilimi gostermesiyle agiklanabilecektir. Ayrica, M grubunu olusturan
RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda
(6A) belirlenen total lezyon sayilart ve T2 lezyon sayilarinda artig goriilmemesi
(Cizelge 3.2) EDSS puanlarindaki diisiisle beraber bu hastalarda nispeten aktif bir
progresyon olmadigini diisiindiirtmektedir. Bu baglamda, ER stres belirteglerinin
hastalik progresyonuyla olan iligkisi baz alinarak T2 lezyon sayilarinda ve total
lezyon sayilarinda goriilen degisimin ER stres belirteclerinin REL degerlerindeki
degisimle anlaml bir iligkiye sahip olmamasi da M grubunun sahip oldugu hastalik
aktivitesinin derecesiyle aciklanabilecektir. Bu durumda RRMS hastalarinin
notrofillerindeki ER stres belirteci genlerin REL degerlerindeki degisimlerin heniiz
erken evrede DMF tedavisine karsi gelistirilen yaniti yansitmada diisiik hastalik

progresyonuna bagli olarak yetersiz kaldig1 s6ylenebilir.

M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin
3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen EDSS puan degisimleriyle BCL2 REL degeri
degisimleri arasinda olusan negatif yonlii korelasyon (r=-.346, P=.026), her iki
parametrenin ayr1 ayr1 degerlendirildigi analizlerle de ortlismektedir. Ayrica, apoptoz
belirtecler1 ve EDSS puani arasindaki iligkinin arastirildigi bir ¢aligmada hastalik
alevlenmesi olarak goriilen atak donemlerinde apoptotik genlerin REL degerlerinde
goriilen degisimle EDSS puanlarinda goriilen degisim arasinda bir iligki oldugu
gosterilmistir (Achiron vd., 2007). GA tedavisi altinda apoptotik belirteglerin tedavi
yanitini yansitma potansiyelinin incelendigi bir ¢alismada ise RRMS hastalarinin
PBMC’lerinde atak doneminde BCLZ2 seviyelerinde goriilen artisin EDSS puaniyla
negatif bir korelasyona sahip oldugu belirlenmistir (Anselmo vd., 2020).

Bu baglamda, bu tez calismasinda, M grubunu olusturan RRMS’1i hastalarin EDSS
puanlarinda goriilen degisimle BCL2 REL degerlerindeki degisim arasinda olusan
negatif yonlii korelasyon sonucunun literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir.
Apoptotik belirteglerin immiin sistem hiicrelerinde goriilen ifade seviyelerinde
meydana gelen degisimler dogrudan enflamasyonla iliskilendirilmektedir. Ancak bu
degisimin tek basma noéronal apoptozu tetiklemedigi ya da MSS’de lezyon
olusumuna katki saglamadig1 bilinmektedir (DeBiasi vd., 2002; Banisor & Kalman
2004).

Tez c¢alismasi kapsaminda degerlendirilen RRMS’li hastalardaki T2 lezyon
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sayilarindaki degisimle BCL2 REL degerlerindeki degisimler arasinda negatif

172



korelasyon, Bcl2, Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerlerindeki degisim arasinda
pozitif korelasyon ve ayrica total lezyon sayilarinda goriilen degisimle Kaspaz-3
proteini REL degerinde goriilen degisim arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
bilinmektedir. Bu kapsamda, RRMS’li hastalardaki T2 lezyon sayilarinda goriilen
degisim ve total lezyon sayilarinda goriilen degisimin notrofillerden elde edilen
apoptotik belirteclerin REL degerlerindeki degisimle arasinda dogrudan olmayan bir
etkilesim sergilenmektedir.Notrofillerin, NHDT gibi fonksiyonlarinda enflamasyona
bagli goriilen artis ve sonlanmayan enflamasyonda geciktirilen apoptoz siirecinin
geciktirilmesi gibi siireclerle doku hasarina sebep olmasi ve ayrica RRMS’li
hastalarda daha fazla bulunmasina ek olarak KBB’yi ge¢meleri bu dogrudan olmayan
etkilesimi degerlendirmede 6nemli ipuglar1 sunmaktadir (Hsieh vd., 1997; Naegele

vd., 2012; De Bondt vd., 2020).

4.6 In silico Analizler

Bu tez c¢alismasi kapsaminda REL degisimleri incelenen ER stresi ve apoptoz
belirte¢lerinin birbirleriyle olan iliskisinin incelendigi in silico analizler STRING
veri tabani kullanilarak yapilmistir. STRING veri tabani iizerinden ¢oklu protein
sekmesi secilerek bu tez g¢alismasi kapsaminda incelenen ER stresi ve apoptoz
belirteclerine dair bir haritalandirma (Sekil 4.1) yapilmistir. Sekil 4.1°de de
goriilebilecegi gibi ER stres mekanizmasinda yer alan proteinlerin apoptoz siirecine
dahil olan proteinlerle de iligkisi bulunmaktadir. Goériilen bu iligki proteinlerin
birbirlerine baglandiklari ¢izgilerin renklerine gore agiklanmaktadir. STRING veri
taban1 kullanilarak olusturulan bu haritada; mavi renk proteinlerin kurdugu
etkilesimleri arastiran global veri tabani aglarindan elde edilen bilgileri igermektedir.
Sekil 4.1°de pembe renk ile gosterilen etkilesim aglari, literatiirden gelen deneysel
veriler araciligiyla etkilesimlerin daha ¢ok tahminlere dayandirildigini, siyah renkte
yapilan incelemeler bu proteinlerin ayn1 anda, ortak bir sekilde ifade edildigini
bildirir. Bcl2, Kaspaz-3 ve Bax proteinleri apoptoz siirecinde bir arada galisan
proteinlerdir. Dolayisiyla, bu proteinler arasinda pembe renkli etkilesim aginin
goriilmesi beklenen bir durumu yansitmaktadir. Proapoptotik bir protein olan Chop
ile Atf6 arasinda goriilen etkilesim ise KPY tepkisine bagh tetiklenen ER stres
mekanizmasi igerisinde yer almaktadir. Bu durum hali hazirda literatiirde, artan

ATF6 ekspresyon seviyesine bagli olarak CHOP
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transkripsiyonunda diizenleme yapildigini gosteren bir ¢alisma ile de drneklenmistir
(Walter vd., 2018). Ayrica, ATF4 mRNA’sinin translasyonunda goriilen artisa esit bir
sekilde CHOP geninde de ifade artis1 goriildiigii bilinmektedir (Schontal vd., 2012).

. BAX
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Sekil 4.1: STRING veri tabanmi iizerinden ER stresi ve apoptoz belirteci olan
proteinlerin birbirleriyle olan iliskilerini gdsteren harita. (ATF4: Aktive edici
transkripsiyon faktorii 4, ATF6: Aktive edici transkripsiyon faktorii 6, BAX: Bcl2
iliskili X proteini (Bcl2 associated X protein), BCL2: B hiicreli lenfoma 2 (B cell
leukemia 2), CASP3: Kaspaz-3 (Caspase-3), DDIT3: DNA hasar tetiklenebilir
transkript 3 (DNA Damage Inducible Transcript 3- CHOP olarak da bilinmektedir),
EIF2AK3: okaryotik translasyon baglatici faktor 2-alfa kinaz 3 (eukaryotic
translation initiation factor 2-alpha kinase 3 - PERK olarak da bilinmektedir),
EIF2S1: okary6tik translayon baglatici faktor 2 (eukaryotic translation initiaton factor
2), ERNI: ER’den c¢ekirdege sinyal iletimi 1 - endoplasmic reticulum to nucleus
signaling 1 — IREI olarak da bilinmektedir), HSPAS: 1s1 soku proteini ailesi A iiye 5
(heat shock protein family A member 5-GRP78 olarak da bilinmektedir) (URL-1)
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Protein-protein etkilesimine gore literatiir iizerinden de orneklendigi iizere gruplarin
icerisinde yer alan ER stresi ve apoptoz belirteci proteinlerin birbirleri arasinda
olusturduklar etkilesim STRING veri tabaninda ¢izdirilen haritanin da dogrulugunu
belirtmektedir. Ayrica, gosterilen bu etkilesimlere ek olarak, Sekil 4.1 icerisinde
siyah renkli etkilesim aglart aym1 anda ifadelenen proteinlerin oldugunu
gostermektedir. Ancak bu ortak ifadelenme durumunu yalnizca etkilesim aglarryla
aciklamak yeterli olmayacaktir. STRING veri tabaninda yer alan bir diger 6zellik
ortak etkilesimleri olan proteinler arasinda bir 1s1 haritas1 (heatmap) olusturulmasidir
(Sekil 4.2). Olusturulan bu haritalandirma sayesinde her bir proteinin ortak

ifadelenme ihtimallerine dair bir skor hesaplatmak da miimkiindiir (Cizelge 4.1).

ERN1T D
DDIT3 =
ATF4 B
ATF6 &
CASP3
EIF2AK3 =
HSPAS B
BAX
EIF2S1
BCL2 B®

ATF4
ATF6 ™
CASP3 m»
BAX @
EIF2S1T m»

EIF2AK3 @
BCL? m»

ERNT m»
DDIT3 =
HSPAS m»

Sekil 4.2: STRING veri tabani iizerinden olusturulan ER stresi ve apoptoz
belirteglerinin ortak ifadelenme durumlarini yansitan 1s1 haritasi. ATF4: Aktive edici
transkripsiyon faktorii 4, ATF6: Aktive edici transkripsiyon faktérii 6, BAX: Bcl2
iligkili X proteini (Bcl2 associated X protein), BCL2: B hiicreli lenfoma 2 (B cell
leukemia 2), CASP3: Kaspaz-3 (Caspase-3), DDIT3: DNA hasar tetiklenebilir
transkript 3(DNA Damage Inducible Transcript 3- CHOP olarak da bilinmektedir),
EIF2AK3: okaryotik translasyon baslatict faktér 2-alfa kinaz 3 (eukaryotic
translation initiation factor 2-alpha kinase 3 - PERK olarak da bilinmektedir),
EIF2S1: 6karyotik translayon baslatici faktor 2 (eukaryotic translation initiaton factor
2), ERN1: ER’den c¢ekirdege sinyal iletimi 1 - endoplasmic reticulum to nucleus
signaling 1 — IRE1 olarak da bilinmektedir), HSPAS: 1s1 soku proteini A ailesi (heat
shock protein family A- GRP78 olarak da bilinmektedir ) (URL-2)
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Sekil 4.2°de verilen ortak ifadelenme 1s1 haritasinda tiggenin icerisinde yer alan koyu

renkteki noktalar ortak ifadelenme skorunun daha yiiksek oldugunu sdylemektedir.

Tim hedef belirtecler i¢in elde edilen ortak ifadelenme skoru Cizelge 4.1°de

sunulmustur.

Cizelge 4.1: ER stresi ve apoptoz belirteglerinin STRING veri tabanindan elde edilen
ortak ifadelenme skoru

Belirtecler Ortak ifadelenme Skoru
Atf4-Bax .042
Atf4-Chop 187
Atfd-elF2a 045
Atfd-Irel .056
Atf4-Perk 057
Atf6- Kaspaz-3 .049
Atf6-Bax .049
Atfo-elF2a .060
Atf6-Grp78 074
Atf6-Irel .044
Atf6-Perk .042
Bax- Kaspaz-3 .049
Bax-Grp78 .049
Bcl2-Irel .055
Bcel2-Perk .073
Chop-Grp78 .057
Chop-Perk .073
Grp78- elF2a .094
Irel- Kaspaz-3 .059
Ire1-Chop .084
Irel-Grp78 057
Ire1-Perk 128
Perk- elF2a .049
Perk-Grp78 .088
Perk-Kaspaz-3 .069

Ortak ifadelenme skor degerinin 1’e olan yakinlig1 bir arada degerlendirilen genlerin

veya proteinlerin ortak ifadalenme giiciinii yansitacaktir. Genler veya proteinler i¢in

ortak

ozelliklerini

ifadelenme

siireclerinin
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veya Ozellikle kompleks organizmalarda protein-protein etkilesimlerini anlamada bir
arac olarak kullanilmaktadir (Vella vd., 2017). Ancak bu etkilesimleri anlamak icin

tek basina ortak ifadelenme analizleri yapmak yeterli olmayacaktir.

Biyoinformatik degerlendirmelerden biri olan gen ontolojisi (gene ontology-GO);
biyolojik siirecler, molekiiler fonksiyonlar ve hiicre bilesenlerini tanimlamak iizere
kullanilan bir sistemdir (Thomas vd., 2019). Sekil 4.2°de verilen ortak ifadelenme 1s1
haritasinda iicgenin igerisinde yer alan koyu renkteki kareler ortak ifadelenme
skorunun daha yiiksek oldugunu sdylemektedir. Tiim hedef belirtecler i¢in elde
edilen ortak ifadelenme skoru Cizelge 4.1’de sunulmustur. Ortak ifadelenme skor
degerinin 1’e olan yakinlig1 bir arada degerlendirilen genlerin veya proteinlerin ortak
ifadalenme giicilinli yansitacaktir. Bu durumda Cizelge 4.1 incelendiginde en yiiksek
ortak ifadelenme skorunun Atf4 ve Chop proteinleri arasinda (.187) oldugu

goriilmektedir.

Genler veya proteinler i¢in ortak ifadelenme siireglerinin degerlendirilmesi
hastaliklarin karakteristik 06zelliklerini veya 0zellikle kompleks organizmalarda
protein-protein etkilesimlerini anlamada bir ara¢ olarak kullanilaktadir (Vella vd.,

2017).

STRING veri tabani araciligiyla bu tez ¢alismasi kapsaminda hedeflenen ER stresi ve
apoptoz belirtecleri i¢in ¢esitli GO degerlendirmelerinden elde edilen ve biyolojik
stireglerle iligkilendirilen bir gorsel model elde edilmistir (Sekil 4.3). Elde edilen
biyolojik zenginlestirme verilerine ek olarak, sinyal yolagi igerisinde yer alan
proteinlerin birbirleriyle kurduklar1 etkilesimler i¢in de STRING veri tabaninda yer
alan zenginlestirme analizlerine dair P degerine ulasilmistir (P<1.0E'°) (Sekil 4.2).
Protein-protein etkilesimlerine dair elde edilen bu deger (P<1.0E'%) gerceklesen
etkilesimlerin anlamli bir sekilde kuruldugunu gostermektedir (Wu vd., 2009;
Thomas 2019). Nitekim, bu tez caligmasi kapsaminda hedeflenen genler, temelde
KPY sonrasinda tetiklenen ER stres ve stres durumunun baskilanmamasinin sonucu
olarak tetiklenen apoptoz siirecini anlatan biiyiik ve kapsamli bir sinyal yolaginda yer
almaktadir. Dolayistyla, tiim bu proteinler arasinda kurulan etkilesim aglar1 (Sekil
4.1) ya da bu proteinler i¢in hesaplanan ortak ifadelenme dereceleri ¢oklu testler
sonucunda hesaplanan degerleri belirtir. Bu baglamda, ¢oklu hipotez testlerinde

goriilebilecek
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yanlis pozitif sonuglar1 kontrol etmek icin yanlis kesif orami (false discovery rate-

FDR) hesaplanir (Sekil 4.3).
Biyolojik Siirec (GO) Zenginlestirme

Katlanmamis proteine karsi hiicresel yanit

KPY yaniti ER stres EDR
) - 1.0e-14
ER-¢ckirdck sinyal yolag ’ - 1.0e-12
) 1.0e-11
LR stresine kargt yamt ; 1.0e-09
1.0e-08
PERK aracili KPY _____. 1.06-06
ER stres vanitina kars: i¢sel apoptoz sinyal volagt . Gen sayisi

3

ER stresine kars1 geligen yanitin diizenlenmesi .

ER stres yanitina dair diizenleme mekanizmalar 6

ER strese kargi transkripsiyonda diizenlenme 9

Manganez iyonuna karsi hiicresel yanit

Manganez kaynakh endoplazmik retikulum stresine —.
verilen yanit

35 40 45 5.0 1] 6.0

Sinyal

Sekil 4.3: STRING veri tabani iizerinden elde edilen biyolojik siire¢ (GO)
zenginlestirme analizlerinden elde edilen gorsel (GO: gen ontoloji-gene ontology,
FDR: yanlis kesif orani- false discovery rate) (URL-3)

Sekil 4.3 incelendiginde, STRING veri tabani tarafindan biyolojik zenginlestirmenin
istatistiksel olarak dogrulugunu gosteren FDR’nin sunuldugu goriilmektedir. Yapilan
biyolojik zenginlestirme analizlerinde FDR degerinin <.05 olmasi bu analizlerin

istatistiksel olarak giivenilir sonug verdigini gosterir (Nano vd., 2022).

Bu tez ¢alismasinda, M grubunda yer alan 20 RRMS hastasinin ER stres genlerinin
REL degerleriyle apoptoz belirteci genlerinin REL degerleri arasindaki iligkinin
belirlenmesi amaciyla yapilan korelasyon testlerinde iki gen grubunun REL degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon olustugu goriilmiistiir (Cizelge

3.20, Cizelge 3.21, Cizelge 3.22).

Temel olarak, STRING veri tabani Tlizerinden elde edilen degerlendirmeler
sonucunda gerceklesen bu etkilesimlerin rastgele olmadigi goriiliirken deneysel
verilerin kullani1ldig1 korelasyon analizlerinden gelen sonuglarin veri tabanindan elde

edilen sonuclarla uyumlu oldugu soylenebilir.
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4.7  Sonuclarin Degerlendirilmesi

Bu tez calismasinin amaci, ER stresi ve apoptoz belirteci genlerin RRMS’li
hastalarda DMF tedavisine kars1 gelisen yanit1 erken evrede yansitmada biyobelirteg

olma potansiyellerinin degerlendirilmesidir.

Bu amagla, oncelikle M grubunu olusturan RRMS’li hastalar, DMF tedavisi 6ncesi
(0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen ER stresi ve apoptoz
belirteci genlerin REL degerleri 0A, 3A ve 6A gruplart arasinda karsilastirilmastir.
Bu analizler sonucunda 6A grubunda OA grubuna kiyasla BCL2 ve CASP3
genlerinde goriilen istatistiksel olarak anlamli artisa (P=.034) bagli bir sekilde Bcl2
ve Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerleri yine 0A, 3A ve 6A gruplan arasinda
karsilagtirilmistir. Sonrasinda ise ER stresi ve apoptoz belirteci genler ve Bcl2,
Kaspaz-3 proteinlerinin potansiyel biyobelirte¢ olma durumlarin1 degerlendirmek
icin bu parametrelerin REL degerlerinde goriilen degisimlerle EDSS puanlari, T2
lezyon sayilar1 ve total lezyon sayilarinda goriilen degisimler arasindaki iliskiyi
belirlemek adima, her bir parametre i¢in ayr1 ayri olmak {izere Rmcorr analizleri

yapilmuistir.

M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin 0A, 3A ve 6A gruplart arasinda
gerceklestirilen analizler sonucunda ER stres belirteclerinin REL degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir (47F4: P=.204, ATF6: P=.238,
CHOP: P=.698, PERK: P=.135, elF2a: P=.837, IREIl: P=341, GRP78: P=.540).
Ayrica, ER stres belirteclerinin REL degerlerindeki degisimle EDSS puanlarinda
goriilen degisim, T2 lezyon sayilarinda goriilen degisim ve total lezyon sayilarinda
goriilen degisim arasinda anlamli bir korelasyon gorilmemistir (Cizelge 3.25,

Cizelge 3.27, Cizelge 3.29).

Bu tez caligmasi kapsaminda olusturulan M grubunda yer alan RRMS’li hastalarin
0A, 3A ve 6A gruplart arasinda yapilan EDSS puani, T2 lezyon ve total lezyon
sayilarinda yapilan karsilastirmalar neticesinde, EDSS puaninda goriilen anlamli
diisiis (P=.036) ve T2 lezyon sayilarinda 3A ile 6A gruplarinda OA grubuna kiyasla
goriilen anlamli distis (3A: P<.001, 6A: P=.001) bu hastalarin hastalik
progresyonunun diisiik olduguna dair bir yansima olarak kabul edilebilir. Ayrica, M
grubunu olusturan 20 RRMS hastasinin DMF tedavisi dncesi ve tedavinin 6.ayina

kadar takip edildikleri siire boyunca yalnizca birinde atak Gykiisiiniin goriilmesi de
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yapilan bu progresyon
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yorumunu destekleyecektir. Dolayisiyla, bu tez ¢alismasinda M grubunu olusturan
hastalarin toplamda 6 ay siireyle takip edilmesi ve bu siirede goriilen diisiik hastalik
progresyonu ER stres belirteglerinin erken evrede tedavi yanitini yansitmada yetersiz
oldugunu gostermektedir. M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin BCL2 ve CASP3
genlerinin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A)
belirlenen REL degerlerinde 6A grubunda OA grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml bir artis meydana geldigi goriilmektedir (P=.034). Elde edilen bu sonuglar,
literatlirde yer alan artan enflamasyonun nétrofillerde apoptozu geciktirmek amaciyla
BCL2 seviyesinde meydana getirdigi artis (Carrington vd., 2021) ve DMF’nin
enflamasyonu baskilayacak sekilde CASP gen ailesini tetiklemesiyle (Forster vd.,
2013) uyumludur. Nétrofillerin yagamsal genler ve apoptotik genler arasinda hiicre
icerisinde olusturdugu stabiliteye bagli olarak apoptotik genlerin mRNA seviyesinde
goriilen artisin veya diisiisiin her zaman transkripsiyondan kaynaklanmiyor olusu
(Moulding vd., 2001; Ruvolo vd., 2001) ya da DMF’nin posttranskripsiyonel etkisi
sebebiyle (Buscaglia vd., 2011; Giuliani vd., 2021) Bcl2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin
REL degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedigi diistiniilmektedir

(Bcl2: P=915, Kaspaz-3: P=.462).

Rmcorr analizleri sonucunda elde edilen sonuglar neticesinde BCL2 REL
degerlerinde goriilen degisimle EDSS puanlarinda goriilen degisim arasinda negatif
korelasyon goriilmiistiir (r=-.346, P=.026). Bu sonuca ek olarak, T2 lezyon
sayilarinda goriilen degisimle BCL2 geninin REL degerlerinde goriilen degisim
arasinda negatif korelasyon goriilmiistiir (r=-.318, P=.042). Ayrica, Bcl2 ve Kaspaz-
3 proteinlerinde goriilen REL degerlerinin degisimiyle T2 lezyon sayilarinda goriilen
degisim arasinda pozitif korelasyon olusmustur (Bcl2: r=.364, P=.019, Kaspaz-3:
=332, P=.033). Ek olarak, total lezyon sayilarinda goriilen degisimle Kaspaz-3
proteininin REL degerlerindeki degisim arasinda pozitif yonlii bir korelasyon
olustugu da goriilmiistiir (r=.370, P=.017). Sonug olarak BCL?2 geninde goriilen REL
degisimleri klinik parametrelerde goriilen (EDSS puani, T2 lezyon sayist ve total
lezyon sayisi) degisimler arasindaki iliskinin literatiirle uyumlu oldugu
goriilmektedir. Ayrica, Bel2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin REL degerlerinde goriilen
degisimlerin klinik parametrelerde goriilen (EDSS puani, T2 lezyon sayist ve

total lezyon sayisi)
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degisimler arasindaki iligkinin ise ek molekiillerin analiziyle dogrulanmasi

gerekecektir.

Genel olarak M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen apoptoz belirteci REL degerleri
iizerinden yapilan analizler degerlendirildiginde, 6A grubunda OA grubuna kiyasla
notrofillerde goriilen BCL2 REL artis1 (P=.034) MS’deki enflamasyon slirecinin
devam ettigini diisiindiirtirken, CASP3 REL degerinde goriilen artisin (P=.034) ise
DMF’nin nétrofillerdeki apoptozu tetikleyerek enflamasyonu baskilamak {tizere
olusturdugu etkiyi yansitti§i yorumu yapilabilir. Ayn1 zamanda, DMF tedavisi
sonucunda hastalarin EDSS puanlarinda ve T2 lezyon sayilarinda goriilen diisiis,
yalnizca 1 hastanin atak gecirmesi DMF tedavisinin klinik parametreler iizerindeki
erken donemde olusan olumlu etkileri olarak da goriiliirse apoptoz belirteclerinin

RRMS’de erken evrede tedavi yanitin1 yansitmada umut vaat ettigi goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

MS, gelisen otoimmiinite ve demiyelinizasyon sonucunda MSS’de goriilen
noroenflamatuar ve norodejeneratif bir hastaliktir (Polman vd., 2011; Filippi vd.,
2018). MS tedavisinde, hastaligin kesin bir ¢dziimle sonlandirilmasindan ziyade
hastalik seyrini etkileyen DMT grubu ilaglarla hastaligin semptomatik etkilerinin
baskilanmasi ya da kiimiilatif birikiminin 6niine gecilmesi hedeflenir (Dobson &
Giovanni, 2019; McGinley vd., 2021). Bu kapsamda, hastalik siiresince goriilen
ataklarin siklig1 ve siddeti DMT grubu ilaglarin immiin sistemi baskilamasi ya da
modiile etmesiyle azaltilmaya calisilir. MS’de tedavi yanitinin degerlendirilmesi
oldukca 6nemli bir unsurdur. Daha 6nce belirtildigi gibi, EDSS puanlarinda ani ve
geri dondiiriilemez bir ilerleme meydana gelmeden 6nce hastalarin uygun tedaviye

yonlendirilmesi gerekmektedir (Leray vd., 2010).

Giliniimiizde klinik uygulamalarda, atak sikliginin takibi, MRG tetkikleri, tam kan ve
biyokimya testleri gibi degerlendirmelerin yani sira Nab’lar ve L-selektin ifade
seviyesi gibi biyobelirtegcler de MS’de tedavi yamitini belirlemek amaciyla
kullanilmaktadir (Bielekova & Martin, 2004; Housley vd., 2015). Ancak erken
evrede tedavi yanitini yansitacak ek biyobelirteclerin arastirilmasina gliniimiizde hala

ihtiya¢ duyulmaktadir (Yang vd., 2022).

Notrofillerin MS patogenezine katki sagladiklar: bilinmektedir (Naegele vd., 2012).
ER stres nérodejeneratif hastaliklarla iligskilendirilen bir parametredir (Ma vd., 2013)
ve MS’li hastalarin lezyonlarinda ER stres belirteclerinin ifadelerinde artis oldugu
bilinmektedir (Mhaille vd., 2008; Cunnea vd., 2011; McMahon vd. 2012; Ni
Fhlathartaigh vd., 2013). ER stres ve enflamasyon arasindaki iliskinin belirlenmesi
amaciyla yapilan bu ¢calismalarda T hiicreleri, oligodendrositler ve mikroglialarda ER
stres belirteclerinin seviyelerinde artis gorlilmiistiir. Ayrica, ER stres nérodejeneratif
hastaliklar disinda otoimmiin hastaliklarla da iliskilendirilmistir (Lee vd., 2015;
Ahmadiany vd., 2019).

DMT grubu ilaglarin 1.basamaginda yer alan DMF, immiinmodiilatér 6zellikte bir

ilagtir. Noroprotektif 6zelligine ek olarak, Nrf2 iligkili bir sekilde antioksidan sinyal
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mekanizmasin1 diizenleme ve hiicresel apoptozu indiikleme 6zelliklerine sahiptir.
Ayrica, nétrofillerin dogal fonksiyonlarindan biri olan NDHT olusumunu inhibe
eder. DMF nin immiin sistem ile iliskili etkilerine ek olarak, ER streste modiilasyon
etkisi gosterdigi ve gelisen strese bagli olarak apoptoz yolaklarinda aktivasyon

meydana getirdigi bilinmektedir (Yadav vd., 2019; Miiller vd., 2016; Yao vd., 2016).

Bu tez ¢alismasinin amaci; RRMS hastalariin noétrofillerinde goriilen ER stres ve
apoptoz belirteci olan genlerin REL degerlerinin DMF tedavisine kars1 gelisen yaniti
erken evrede yansitma potansiyellerinin degerlendirilmesidir. Bu kapsamda, bu tez
calismasinda M grubunu olusturan RRMS’li hastalar DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 ile (3A) 6.ayinda (6A) takip edilerek tekrarl 6l¢iimlerin olusturulmasi

saglanmis ve calismanin boylamsal yapis1 olusturulmustur.

Bu kapsamda, bu tez c¢alismasindan elde edilen sonucglar Ozetlenerek asagida

siralanmastir:

e M grubunu olusturan RRMS hastalarinin DMF tedavisi oncesi (0A) v tedavinin
3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen EDSS puanlari, 0A, 3A ve 6A gruplari
arasinda karsilagtirildiginda puanlarda anlamli bir diisiis goriilmiistiir (P=.036).

e M grubunu olusturan RRMS hastalarinin T2 lezyon sayilart 0A, 3A ve 6A
gruplar1 arasinda karsilastirildiginda ise DMF tedavisine bagli zaman
noktalarina karsilik olusturulan 3A ve 6A gruplarinda DMF tedavisi dncesini
belirten 0A grubuna kiyasla anlamli bir diisiis goriilmiistiir (3A:P<.001, 6A:
P=.001).

e Bu tez c¢alismasi kapsaminda K (kontrol) grubunu olusturan saglikli
bireylerden ve M grubunu olusturan RRMS hastalarinin DMF tedavisi 6ncesi
(0A) aliman kanlarindan izole edilen nétrofillerindeki ER stresi ve apoptoz
belirteci genlerinin REL degerleri karsilastirilmis ve istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik goriilmemistir (ATF4: P=.785, ATF6: P=.453, BAX:
P=215, BCL2: P=.629, CASP3: P=.701, CHOP: P=237, PERK: P=.312,
elF2a: P=.649, IRE]: P=.590, GRP78: P=.609).

e M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen ER stres belirteci genlerinin
REL degerleri 0A, 3A ve 6A gruplarnn arasinda karsilastirilmis ancak
istatistiksel olarak anlamli bir farklilikla karsilasilmamistir (ATF4: P=.204,
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ATF6: P=238, BAX: P=277, CHOP: P=.698, PERK: P=.135, elF20: P=.837,
IREI: P=341, GRP78: P=.540).

Apoptoz belirteci genlerin REL degerlerinde goriilen degisimin saptanmast
icin M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.aymda (6A) olusturulan gruplar arasinda yapilan
karsilastirmada BCL2 ve CASP3 genlerinin REL degerlerinde 6A grubunda
0A grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmistiir (BCL2:
P=.034, CASP3: P=.034).

M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi Oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen EDSS puanlarina gore
olusturulan EDSS<I1.5 ve EDSS>1.5 gruplar arasinda ER stres ve apoptoz
belirteci genlerin REL degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir.

M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisinin 6.ayin1 ifade eden
6A grubunda, kontrast tutan lezyonu olan kisilerde kontrast tutan lezyonu
olmayanlara kiyasla e/F2a REL degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
oldugu goriilmiistiir (P=.038).

M grubunu olusturan RRMS’li hastalarinin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda olusturulan gruplar arasinda Bcl2 ve
Kaspaz- 3 proteinlerinin REL degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadigi (Bcl2: P=.915, Kaspaz-3: P=.462) goriilmiistiir.

DMF tedavisinin hastalarin klinik degerlendirmeleriyle olan iliskisinin
incelenmesi amaciyla yapilan korelasyon analizlerinde oncelikle 0A, 3A ve
6A gruplart tek tek degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda
yalnizca 3A grubunda A7F4 REL degeriyle total lezyon parametresi arasinda
pozitif korelasyon oldugu goriilmiistiir (p=.555, P=.017).

Rmcorr analizleri sonucunda, M grubunu olusturan RRMS’1i hastalarin DMF
tedavisi 6ncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) EDSS puaninda
goriilen degisimle ATF4, BCL2, CHOP ve PERK genlerinin REL
degerlerindeki degisim arasinda negatif yonlii bir korelasyon oldugu tespit
edilmistir (47F4: r=-.429, P=.005, BCL2: r=-.346, P=.026, CHOP: 1=-310,
P=011, PERK: r=-.392, P=.011).
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e M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi Oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen EDSS puanlarinda goriilen
degisimle Kaspaz-3 proteinin REL degerindeki degisim arasinda ise pozitif
bir iliski oldugu gortilmiistiir (Kaspaz-3: r=.326, P=.037).

e M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi Oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) T2 lezyon sayilarinda goriilen
degisimle BCL2 REL degerinde goriilen degisim arasinda negatif yonde bir
korelasyon (r=-.318, P=.042) oldugu goriilmiistiir. 0A, 3A ve 6A gruplar
arasinda T2 lezyon sayisinda goriilen degisimin Bcl2 ve Kaspaz-3
proteinlerinin REL degerlerindeki degisimle arasinda ise pozitif yonlii bir
iliski oldugu tespit edilmistir (Bcl2: =364, P=.019, Kaspaz-3: r=.332,
P=.033).

e M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) total lezyon sayilarinda goriilen
degisimle Kaspaz-3 proteinin REL degeri degisimi arasinda pozitif yonde bir
korelasyon olustugu goriilmiistiir (r=.370, P=.017).

Bu tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar, nétrofillerdeki ER stresi ve
apoptoz belirteci genlerin RRMS hastalarinin DMF tedavisine verdikleri yanitin
yansitilmasinda potansiyel biyobelirteg olma durumlart agisindan literatiirle

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Literatiirde ER stres ve MS iligkisini anlatan ¢aligmalarda, genel olarak EDSS puant
yiiksek olan PPMS ve SPMS’li hastalarin veya hastalik siiresi minimum 8 yil olan
hastalardan postmortem donemde almnan lezyonlarinin kullanildigi ya da MS’nin
deneysel bir modeli olan EAE’li fareler iizerinde calismalar yapildigi goriilmiistiir
(Mhaille vd., 2008; Cunnea vd., 2011; McMahon vd. 2012; Ni Fhlathartaigh vd.,
2013). Ayrica, EDSS puani ve ER stres arasindaki iligkinin ortaya kondugu bir
calismada da ER stres belirteclerinde goriilen artigin artan engellilikle iliskili oldugu
gosterilmektedir (Yousuf vd., 2020). Bu tezde M grubunu olusturan RRMS’li
hastalarin DMF tedavisinin 3. ay1 (3A) ile 6. ayinda (6A) takip edildikleri siire
boyunca EDSS puanlarinda ve T2 lezyon sayilarinda goriilen diislis veya toplamda 6
ay siiren bu takip siirecinde yalnizca 1 hastanin atak Oykiisiiniin olmasi hastaligin
yavas progresyon gostermesi olarak yorumlanabilir. Bu baglamda, ¢alismamizdaki M
grubunun ER stres belirteclerinde artig tespit edilmemesinin nedeni hastalarin

progresyon gostermemesi veya tedaviye yanit vermesi olarak goriilebilir.
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Potansiyel biyobelirte¢ adayi olarak degerlendirilen molekiillerin, MS’nin klinik
seyri sirasinda ortaya c¢ikan sakatlik diizeyinin degerlendirildigi EDSS puami ve
MSS’de goriilen lezyonlarla da iligkisinin incelenmesi ilgili biyobelirtecin tedavi
yanitin1 yansitma giiclinii belirlemeye katki saglayacaktir (Yang vd., 2022). M
grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisinin 3.ayinda olusturduklari 3A
grubunda ATF4 REL degerinin total lezyon parametresiyle arasinda goriilen pozitif
korelasyon literatiirle uyumludur. Ancak, ATF4, CHOP ve PERK REL degerlerinin
M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin
3.ay1 (3A) ile

6.ayinda (6A) gosterdikleri degisimle EDSS puaninda goriilen degisim arasindaki
negatif korelasyon iligkisinin giliciinii arttirmak icin daha biiyiilk gruplarda ek
incelemeler yapilmalidir. Nitekim, ER stres belirteglerinde artig tespit edilememesi
ve ER stres belirteclerinde goriilen degisimin klinik parametrelerle olan iligkisinin
diisiik gilicte olmasi, calismamizdaki RRMS hastalar1 igin ER stres belirteclerinin

erken evrede tedavi yanitin1 yansitmada yetersiz kaldigini1 gosteriyor olabilir.

M grubunu olusturan RRMS’1i hastalarin DMF tedavisinin 6.ayina karsilik gelen 6A
grubunda naif olduklar1 veya yeni teshis aldiklar1 zaman noktasina karsilik gelen 0A
grubuna kiyasla BCL2 ve CASP3 genlerinin REL degerlerinde istatistiksel olarak
anlaml bir artig gorilmistiir (P=.034). MS’li hastalarin PBMC’lerinde BCL2 gen
ifadesinde goriilen artisin  EDSS  puaniyla negatif korelasyona sahip oldugu
belirlenmistir. Ayrica literatlirdeki bir ¢aligmaya gére MS’li hastalarin atak
periyotlarinda EDSS puanlarinda goriilen degisimin apoptotik genlerin ifade
seviyesindeki degisimle iliskili oldugu bilinmektedir (Achiron vd., 2007; Anselmo
vd., 2020). Fakat immiin sistem elemanlarinda goriilen apoptotik genlerde meydana
gelen degisimlerin dogrudan enflamasyonla iligkili oldugu ve MSS’de lezyon
olusumuna direkt katki saglamadiklar1 da bilinmektedir (DeBiasi vd., 2002; Banisor
& Kalman 2004). Bu baglamda, ¢aligmamizda elde ettigimiz klinik parametrelerde
(EDSS puani, T2 lezyon sayisi ve total lezyon sayisi) goriilen degisimle
notrofillerdeki BCL2 REL degerinde goriilen degisim arasindaki iliskinin literatiirle
olan uyumu dikkat ¢ekmektedir. Ancak, nétrofillerdeki CASP3 REL degerinde
goriilen degisimle klinik parametrelerde (EDSS puani, T2 lezyon sayisi ve total
lezyon sayisi) goriilen degisim arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit
edilememistir. Rmcorr analizleri sonucunda noétrofillerdeki Bcel2 ve Kaspaz-3
proteinlerinin REL degerinde goriilen degisimlerle EDSS puanm1 ve T2 lezyon
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sayilarinda goriilen degisim arasinda
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istatistiksel olarak anlamli iligkilerin var oldugu saptanmistir. Bu durumda CASP3
geninin REL degisimi ve Kaspaz-3 proteininin REL degisimine ait Rmcorr
analizlerinin sonuglarindaki farkliliklar1 agiklamak i¢in PTM siireclerini de kapsayan
ek yolak analizlerinin yapilmasi faydali olacaktir. Ayrica, ek apoptotik belirteglerin
incelenmesi veya ¢esitli miRNA’larin ifade seviyelerinin ya da noétrofiller iizerindeki
etkisinin arastirtlmast RRMS’li hastalarin nétrofillerinde DMF tedavisi altinda

degisen apoptotik dengenin daha iyi anlasilmasina 11k tutacaktir.

Literatiirde daha 6nce RRMS’li hastalarin nétrofillerinde ER stres ve apoptoz
belirteci genlerin ifade seviyelerini arastiran ve bu parametrelerin DMF nin tedavi
yanitiyla iligkisinin bir arada degerlendirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
baglamda, bu tez calismast RRMS’li hastalarda DMF tedavisine verilen yaniti
yansitmada notrofillerdeki ER stres ve apoptoz belirteci genlerin biyobelirte¢ olma
potansiyelleri incelemesi yoniinden 6zgiin bir degere sahiptir. Bu ¢alisma, BCL2 ve
CASP3 genlerinin REL degerleri ile BCL2 geni, Kaspaz-3 ve Bcl2 proteinlerinin
klinik parametrelerle gdsterdigi anlaml iliskinin 6nemine ve apoptoz belirteglerinin
tedavi yanitimi yansitan potansiyel biyobelirtegler olarak

degerlendirilmesine isaret etmektedir.

Temel olarak ¢alismamizda elde edilen sonuglara dair gelecekte daha genis kapsamli
ve daha biiylik bir popiilasyonda gerceklestirilecek olan arastirmalar, MS
hastalarinda tedavi yanitina dair potansiyel biyobelirte¢ adaylarinin belirlenmesinde
Oonem arz edecektir. Ayrica, bu kapsamda yapilan ¢alismalardan elde edilecek olan
sonuclar hastaligin ilerleyen yillarda gelisme ihtimali olan progresyonunun daha
onceden tahmin edilmesine de katki saglayacaktir. Yapilacak olan ek ¢alismalarla
ortaya ¢ikarilacak olan biyobelirteclerin viicut igerisinde takibinin yapilmasinda
cesitli biyosensorlerin olusturulmasi veya gelecekte MS tedavisinde kullanilmak
iizere gelistirilecek olan akilli ila¢ teknolojilerinde hedeflemenin yapilmasini
miimkiin hale getirebilecektir. Sonu¢ olarak, bu tez calismast RRMS’li hastalarin
nétrofillerinde ER stres ve apoptoz belirteci genlerin DMF tedavi yaniti kapsaminda
incelendigi ilk c¢alisma olup, MS’de tedavi etkinliginin erken donemde
belirlenmesinde biyobelirteg, tan1 kiti ve biyosensor gelistirme stratejileri agisindan

Biyomedikal Miihendisligi alanina katki saglamaktadir.
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EK-1

; \'% T.C.

. SAGLIK BILIMLERi UNIVERSITESi

— Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu
Sayi : 46418926

Konu
ARASTIRMA PROJESI DEGERLENDIRME RAPORU
TOPLANTI TARIHI : 26 HAZIRAN 2018 SALI
TOPLANTI NO 1 2018/9
PROJE/ KARAR NO - 18/206 (Degerlendirilme Tarihi:26.06.2018)

TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi Biyomedikal Mithendisliginde gérevli Dog. Dr.
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EK-2

Cizelge Ek.1: Kullanilan malzemelerin katalog numaralari, iiretici firmalar1 ve {iretim

yerleri.
Malzeme Katalog Numarasi Uretici F“;I{Iéiive Uretim
LSM-A LSM-A Capricorn Scientific,
Almanya
PBS 42595.01 Serva, Almanya
RBC Liziz Tamponu
HBSS BI02-018-1A Biological Industries, ABD
Tripan Mavisi 03-102-1B Biological Industries, ABD
Thoma Lam 075.03.002 ISOLAB, Almanya
Qiazol 79306 Qiagen, Almanya
Kloroform 34854 Slgmi_(ﬁllgflz%%o" St.
Izopropanol 67-63-0 ISOLAB, Almanya
Etanol 920.026 ISOLAB, Almanya
RIPA Tamponu 39244.01 Serva, Almanya
Proteaz Inhibtorii 39107.01 Serva, Almanya
Fosfotaz Inhibotorii 39055.01 Serva, Almanya
BCA Tahlil Kiti T9300A Takara, Japonya
iScript cDNA Sentez Kiti 1708891 Biorad, ABD
iTaq Universal SYBR Green 1725122 Biorad, ABD
Super Mix
MicroAgist Oppg>o-Weg 4346906 Applied Biosystems, ABD
; = ol Sigma-Aldrich Co., St.
Hidroklorik asit (HCI) 07102 Louis, ABD
Akrilamid 10678.02 Serva, Almanya
Bis-akrilamid 29195.02 Serva, Almanya
Tris (hidroksimetil) amino- 37180.05 Serva, Almanya
metan
Glisin 23391.02 Serva, Almanya
Sodyum dodesil siilfat (SDS) L3771 Sigma-Aldrich Co., Japonya
. Sigma-Aldrich Co.,
Sodyum kloriir (NaCl) 31434 Danimarka
PVDF Membran 1620177 Biorad, ABD
%35 Yagsiz Siit Tozu 1706404 Biorad, ABD
Tween 20 1705017 Biorad, ABD
Protein Ladder 1610394 Biorad, ABD
B-aktin Antikoru 20536-1-AP Proteintech, ABD
Bcl-2 Antikoru 12789-1-AP Proteintech, ABD
Kaspaz-3 Antikoru 25546-1-AP Proteintech, ABD
Ikincil Antikor SA-0001-2 Proteintech, ABD
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Cizelge Ek.1 (devam): Kullanilan malzemelerin katalog numaralari, liretici

firmalar1 ve liretim yerleri.

Uretici Firma ve

Malzeme Katalog Numarasi UretimYeri
TEMED 1610800 Biorad, ABD

APS 1610700 Biorad, ABD
Laemmli Tamponu 1610747 Biorad, ABD
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EK-3

Cizelge Ek.2: Kullanilan cihazlarin modelleri, iiretici firmalar1 ve tiretim yerleri.

Cihaz Model Marka ve Uretim Yeri
-20°C Buzdolab1 LGex 3410 Index 22A/001 Liebherr, Almanya
+4°C Buzdolab1 LKv 3913 Index 20B/001 Liebherr, Almanya
-86°C Buzdolab1 MDF-U55V-PE Panasonic, Japonya
Hassas tarti PLJ 300 Kern, Almanya
Sogutmali santrifuj Universal 320R Hettich, Almanya
Inverted Mikroskop MC170 HD Leica, Almanya
gRT- PCR cihazi StepOne Plus ApphedAI??i(];systems,
Saf su cihazi Minipure MES Medikal, Tiirkiye
Otoklav MLS-3751L Panasonic, Japonya
1 1 ™
Biyogiivenlik kabini $2020 1.2 Thermo Scientifict™,
Almanya _
Manyetik Karistiric ArecX Velp Scientifica, Italya
Mikro santrifiij MiniSpin® Eppendorf, Almanya
PCR cihazi Mastercycler® Nexus Eppendorf, Almanya
pH metre pH 1100 L VWR, ABD
Nanodrop/ UV-Vis - Thermo Scientific™,
Spektrofotometre pranoDEdil” OncligeC ABD
Vorteks 622.01.001 ISOLAB, Almanya
Kuru Blok Bio TDB-100 BioSan, Letonya
SDS-PAGE Dikey
Elektroforez Sistemi .
(Mini Protean® Dértlii 1658001FC Biorad, ABD
Sistem)
™ 1]
Powipac - Gl 1645050 Biorad, ABD
aynagi
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EK-4

Cizelge Ek.3: qRT-PCR deneylerinde kullanilan primer dizileri

Gen Ismi-Primer Ad1

Primer Dizisi

B-aktin ileri Primer 5"-GAT GAG ATT GGC ATG GCT TT -3’
(ACTB)
Geri Primer 5’-CAC CTT CAC CGT TCC AGT TT -3’
ATF4 ileri Primer 5'- CCC CCT TCA CCT TCT TAC AA -3'
Geri Primer 5'- AAG GGG TGT CTT CCT CCT TT -3'
ATFG6 ileri Primer 5'- AAG AGC AGG TGA GCA AAA TG -3
Geri Primer 5'- CCA GGT AAC ACT GGA GGA TG -3'
BAX fleri Primer 5'- GCT GGA CAT TGG ACT TCC TC -3
Geri Primer 5'- CTC AGC CCA TCT TCT TCC AG -3'
BCL2 ileri Primer 5'- AGA TGG GAA CAC TGG TGG AG -3'
Geri Primer 5'- CTT CCC CAA AAG AAA TGC AA -3'
CASP-3 ileri Primer 5'-CCC CTG GAT CTA CCA GCA TA -3
Geri Primer 5'- TGT CTC TGC TCA GGC TCA AA -3
CHOP ileri Primer 5'- AGA GCC CTC ACT CTC CAG AT -3
(DDIT)
Geri Primer 5'-TTG AGC CGT TCA TTC TCT TC -3'
PERK {leri Primer 5'- ATA TTG GCA ACC ATT GTG CT -3'
(eIF2AK) Geri Primer 5 TCG TCC ATT CAT CCA GTC TT -3'
elF2a ileri Primer 5'- GCC TTT CTG TCC TCA GTC AA -3
(eIF2S1) Geri Primer 5'- ATT GGA CTC TGT TTC CCA CA -3'
IRE1 {leri Primer 5'-CCT CGG GAT TTT TGG AAG TA -3'
(ERNI-5) Geri Primer 5'- GGC TGC CAT CAT TAG GAT CT -3'
GRP78 ileri Primer 5'- CTG GAA CTA TTG CTG GCC TA -3'
(HSPA-5) Geri Primer 5'-GCT GGT CAA AGT CTT CTC CA -3'
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Sekil Ek 1: ATF-4 geni i¢in elde edilen A) amplifikasyon ve B) erime egrileri
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Sekil Ek 2: ATF-6 geni i¢in elde edilen A) amplifikasyon ve B) erime egrileri
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Amplifikasyon
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Sekil Ek 3: BAX geni i¢in elde edilen A) amplifikasyon ve B) erime egrileri
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Sekil Ek 4: BCL-2 geni i¢in elde edilen A) amplifikasyon ve B) erime egrileri
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Sekil Ek 5: CASP-3 geni i¢in elde edilen A) amplifikasyon ve B) erime egrileri
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Sekil Ek 6: CHOP geni icin elde edilen A) amplifikasyon ve B) erime egrileri
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Sicakh

Sekil Ek 7: PERK geni i¢in elde edilen A) amplifikasyon ve B) erime egrileri
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Sekil Ek 8: elF 20 geni i¢in elde edilen A) amplifikasyon ve B) erime egrileri
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Sekil Ek 9: IRE] geni i¢in elde edilen A) amplifikasyon ve B) erime egrileri
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Sekil Ek 10: GRP78 geni igin elde edilen A) amplifikasyon ve B) erime egrileri
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EK-5: SDS-PAGE deneyinde kullanilan soliisyonlar
Jel Soliisyonu Akrilamid/Bisakrilamid (%30 T, %2,67 C, 50 mL)
%T = [g akrilamid+ g bis-akrilamid / total hacim x 100]
%C= [g bis-akrilamid / (g akrilamid + g biskarilamid)] x 100]
Jel Soliisyonu (%30 T, %2,67 C, 50 mL)
Akrilamid 14,6 g

Bisakrilamid 04¢g

Tartilan akrilamid ve bisakrilamid 50 mL suda ¢o6ziiliir ve karanlik bir sekilde 4°C’de

saklanir.

Ayirma Jel Tamponu (1,5 M Tris HCI, 100 mL)
Tris Mw: 121,14) 18,15 g
dH.0 60 mL

Tartilan Tris 60 mL dH>O igerisinde manyetik karistiric1 yardimiyla homojen bir
sekilde ¢ozdiiriiliir. Soliisyonun pH degerinin 8,8 olmasi i¢in 10 M HCI kullanilir. pH
ayarlanmasi1 tamamlandiktan sonra soliisyon hacmi 100 mL’ye tamamlanir ve

hazirlanan tampon 4°C’de saklanir.

Istifleme Jel Tamponu (0,5 M Tris HCI, 100 mL)
Tris Mw: 121,14) 6g

dH20 60 mL

Tartilan Tris 60 mL dH>O igerisinde homojen hale getirilir. Ardindan 10 M HCI
kullanilarak soliisyonun pH degeri 6,8 olacak sekilde ayarlanir. Uygun pH degerinin

elde edilmesi ile soliisyon hacmi 100 mL’ye tamamlanir ve ¢ozelti 4°C’de saklanir.
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%10 SDS (Agirhk¢a/Hacimce)
SDS (Mw:288,38) lg

dH20 10 mL

%10 APS (Agirhkca/Hacimce)

SDS (Mw:228,20) 100 mg

dH.0O 1 mL

10X Yiiriitme Tamponu (1L)

Tris Mw: 121,14) 30g
Glisin (Mw: 75,07) 144 g
dH20 1000 mL

Hazirlanan bu 10X konsantrasyonlu ¢ozelti stok ¢ozeltidir. Cozeltinin SDS-PAGE
deneyinde kullanilabilmesi i¢in 1X konsantrasyonda olmasi ve SDS igermesi
gerekmektedir. 1X yiiriitme tamponu hazirlamak i¢in 10X tampondan 100 mL alinir,
hacmin %1°i olacak kadar SDS tartilir ve hacim 1 L’ye tamamlanacak sekilde

tizerine dH»O eklenir.

1X Transfer Tamponu (1L)

Tris (Mw: 121,14) 302¢g
Glisin (Mw: 75,07) 1441 g
Metanol (MetOH) 200 mL

Transfer tamponu hazirlamak icin oncelikle Tris ve glisin tartilir. Tartilan bu tuzlar

500 mL dH;O igerisinde ¢ozdiiriiliir. Ardindan MetOH sisteme eklenir ve tampon
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homojen yap1 kazanana kadar karistirilir. Homojen yap1 elde edildikten sonra hacim

1L’ye tamamlanur.

TBST (I1L)
Tris Mw: 121,14) 6,05¢
NaCl (Mw: 58,44) 8,76 g
Tween-20 I mL

Tris ve NaCl tartilir ve 400 mL dH»O igerisinde ¢oziilir. 1M HCI kullanilarak

soliisyon pH=7.5 olacak sekilde ayarlanir ve ardindan tween-20 eklenir. Homojen

yap1 kazandigindan emin olunan soliisyon hacmi 1L’ye tamamlanir.

Bloklama ve Antikor Seyreltme Tamponu (100 mL)
Yagsiz Siit Tozu 5¢g

5 g yagsiz siit tozu tartilir ve 100 mL TBST icerisinde homojen bir sekilde ¢oziiliir.
Hazirlanan bu tampon hem membranlarin bloklanmasinda hem de antikorlarin

seyreltilmesinde kullanilir.
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EK-6: Total protein lizatlar1 kullanilarak yapilan WB deneylerine ait membran

goriintiileri

IR 'l)\-‘{f'\ Ly . . ':‘.

%ﬂﬁtzﬁsﬂ M66 Mmum im_

Ek Sekil 1: M grubu 6rneklerinin tamamini igeren ve total protein lizatlar1 kullanilarak
yapilan WB deneylerine ait membran goriintiile
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EK-7: 0A, 3A ve 6A gruplarinda gergeklestirilen basit korelasyon analizlerinin sonuglari

Ek Cizelge 1: 0A grubunda gerceklestirilen korelasyon analizleri

ATF4 ATF6  BAX  BCL2 CASP3 CHOP  PERK elF2a IRE1 GRP78 Bcl2 Kaspaz-3 EDSS T2 Lezyon Total Lezyon

ATF4 Spearman's p 1.000 7257 7117 8277 730 g1 4617 661" 753" 483" .024 209 -.048 -.049 -.102
P . <001 <.001 <.001 <.001 <.001 .041 .002 <.001 .031 .920 378 .840 .837 .668
ATF6 Spearman's p 725" 1.000 747" 743" 702" 718™ 584" 790 735" 573" .105 239 .036 -.350 -.365
P <.001 . <.001 <.001 .001 <.001 .007 <.001 <.001 .008 .658 .309 .879 131 114
BAX Spearman's p i AT 1.000  .541%* 575 582" 422 .532° 603" 467 -.181 142 .199 -.145 -.166
P <.001 <.001 . .014 .008 .007 .064 016 .005 .038 446 .550 .399 541 483
BCL2 Spearman's p 827 743 5417 1.000 642" 755 592" .859™ 744 713 -.056 .051 -.064 -.243 -.206
P <.001 <.001 014 . .002 <.001 .006 <.001 <.001 <.001 816 .830 787 302 383
Spearman's p 730™ 702" 575 642" 1.000 617" 724 703 .560" 402 476 265 .010 071 .080

CASP3
P <.001 .001 .008 .002 . .004 <.001 .001 .010 079 .034 259 .966 766 738
CHOP Spearman's p alle g8 582 755 617 1.000 512 722 959" 634" .003 198 -.134 =242 -.288
P <.001 <.001 .007 <.001 .004 . .021 <.001 <.001 .003 .989 402 574 .305 218
PERK Spearman's p 461" 584" 422 592" 724 5217 1.000 760 497 564" 329 263 .089 .041 212
P .041 .007 064 .006 <.001 .021 . <.001 .026 .010 .156 262 710 .884 .369
1 Spearman's p 661" 790 532" 859 703 7227 760 1.000 686" .700™ .058 .040 156 -.142 -.118
o P .002 <.001 016 <.001 <.001 <.001 <.001 . <.001 .001 .809 .867 S11 .550 .621
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Ek Cizelge 1 (devam): OA grubunda gergeklestirilen korelasyon analizleri

ATF4 ATF6  BAX  BCL2 CASP3 CHOP  PERK elF2a IRE] GRP78 Bcl2 Kaspaz-3 EDSS T2 Lezyon Total Lezyon

Spearman's p 753™ 7357 6037 7447 .560 959" 497 686" 1.000 .649™ -.071 297 -.121 -221 -.284

[REL P <.001 <.001 .005 <.001 010 <.001 .026 <.001 .002 767 204 611 .349 226
Spearman's p A483™ 5737 46T 713™ 402 634" 564" .700™ 649 1.000 -.250 127 -149 -.102 -.114

CRP78 P .031 .008 038 <.001 .079 .003 010 .001 .002 289 .595 .530 .668 .632
Spearman's p 024 .105 -.181 -.056 476 .003 329 .058 -.071 -250 1.000 067 -.033 .058 079

Bel2 P .920 658 446 .816 034 .989 .156 .809 767 .289 779 .889 .807 .740
Spearman's p 209 239 .142 051 265 .198 263 .040 297 127 067 1.000 -.087 -.024 -.028

Kaspaz3 P 378 309 .550 .830 259 402 262 .867 204 .595 779 714 .920 .906
Spearman's p -.048 036 .199 -.064 010 -.134 .089 156 -.121 611 -.033 -.087 1.000 .186 173

EDSS P .840 .879 399 787 966 574 710 Sl 611 -149 .889 714 432 465
Spearman's p -.049 -.350 -.145 -.243 071 -242 041 -.142 -221 -.102 058 -.024 .186 1.000 873"

T2 Lezyon P .837 131 541 .302 .766 .305 .884 .550 .349 .668 .807 .920 432 <.001
Spearman's p -.102 -.365 -.166 -.206 .080 -288 212 - 118 -.284 -.114 .079 -.028 173 .873™ 1.000
Total Lezyon P .668 114 483 383 738 218 369 621 226 .632 .740 .906 465 <.001

“: P degeri .05 seviyesinde anlamhidir. **: P degeri .01 seviyesinde anlamlidir.
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Ek Cizelge 2: 0A grubunda gerceklestirilen korelasyon analizleri

ATF4 ATF6 BAX BCL2 CASP3  CHOP PERK elF2a IRE1 GRP78 Bel2 Kaspaz-3 EDSS T2 Lezyon Total Lezyon

ATF4 Spearman's p 1.000 424 7617 6427 600 584" 648" 578" 192 .502° -.138 268 .081 -.145 555"
P 062 <.001 .002 .005 .007 .002 .008 418 .024 .561 254 733 542 .017
ATFS Spearman's p 424 1.000 220 359 420 699 427 224 .303 789 -.367 -282 209 -326 223
P 062 .350 .120 .065 .001 .060 342 .194 <.001 112 228 377 .160 373
BAX Spearman's p 7617 220 1.000  .541° 468" 518" 552 .609™ 4857 485" -278 257 124 -.006 463
P <.001 .350 014 .037 019 012 .004 .030 .030 236 273 .601 978 .053
BCL2 Spearman's p 642 359 541" 1.000 204 535" .896" 821" 147 .529° -223 119 -.085 -214 401
P .002 .120 014 .389 015 <.001 <.001 537 016 .346 618 723 .366 .099
Spearman's p .600™ 420 468" 204 1.000 623" 294 .026 .050 375 -.071 -.181 174 -.107 456

CASP3
P .005 .065 .037 .389 .003 208 912 .833 .103 767 446 463 654 .057
Spearman's p 584" 699 518 535 623" 1.000 598" 402 322 714™ -.296 -293 -.120 -.104 367

CHOP
P .007 .001 019 015 .003 .005 .079 .166 <.001 205 .209 615 .663 134
PERK Spearman's p 648 A27 5527 .896™ 294 598" 1.000 836" 125 606" -.295 -.006 .002 -.074 413
P .002 .060 012 <001 208 .005 <.001 .600 .005 207 .980 995 758 .088
152 Spearman's p 578" 224 609 821" .026 402 836" 1.000 333 448" -.380 319 -0.93 -.134 299
o P .008 342 004 <001 912 079 <.001 152 .048 .098 171 .698 573 229
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Ek Cizelge 2 (devam): 3A grubunda gergeklestirilen korelasyon analizleri

ATF4 ATF6  BAX  BCL2 CASP3 CHOP  PERK  elF2a IRE1 GRP78 Bcl2 Kaspaz-3 EDSS T2 Lezyon Total Lezyon
Spearman's p 192 .303 485™ 147 .050 322 125 333 1.000 4557 -.526° .083 .033 -.077 011
IREI
P 418 .194 .030 537 .833 .166 .600 152 .044 017 729 .891 .748 .966
GRP7S Spearman's p .502° 789 485" 529" 375 714" 606 448° 455° 1.000 -334 -336 -.006 =211 451
P .024 <.001 .030 016 .103 <.001 .005 .048 044 .150 .147 979 373 .060
B2 Spearman's p -.138 -367 -278 -223 -071 -.296 -295 -.380 -.526" -.334 1.000 -.076 -.094 -.135 243
c!
P .561 112 236 .346 767 205 207 .098 017 .150 .750 .693 .582 332
Spearman's p 268 -282 257 119 -.181 -293 -.006 319 .083 -.336 -.076 1.000 137 -.049 .067
Kaspaz-3
P 254 228 273 618 446 209 .980 171 729 147 750 564 .841 793
EDSS Spearman's p .081 209 124 -.085 174 -.120 .002 -0.93 .033 -.006 -.094 137 1.000 -.256 .042
P 733 377 .601 723 463 615 .995 698 .891 979 .693 564 277 .870
Spearman's p -.145 -326 -.006 -214 -.107 -.104 -.074 -.134 -.077 =211 -135 -.049 -.256 1.000 -414
T2 Lezyon
P 542 .160 978 .366 .654 .663 758 573 748 373 .582 .841 277 .087
Total Lezyon Spearman's p 555" 223 463 401 456 367 413 299 .011 451 243 .067 .042 -414 1.000
P 017 373 .053 .099 .057 .134 .088 229 .966 .060 332 .793 .870 .087

*: P degeri .05 seviyesinde anlamlidir. **: P degeri .01 seviyesinde anlamlidir.
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Ek Cizelge 3: 6A grubunda gerceklestirilen korelasyon analizleri

ATF4 ATF6  BAX  BCL2 CASP3 CHOP  PERK  elF2a IRE1 GRP78 Bel2 Kaspaz-3 EDSS T2 Lezyon Total Lezyon

Spearman's p 1.000 .066 5447 7417 .529° 548" 6017 283 270 230 371 520 -.199 .109 202

ATH v 782 .013 <.001 .016 012 .005 227 250 329 .107 019 400 400 407
Spearman's p .066 1.000 .286 379 353 479 295 597 338 268 -209 -.266 .167 -.002 -172

ATF6 P 782 222 .099 .126 032 207 .005 .144 254 376 258 481 .992 481
Spearman's p 544" .286 1.000 478 132 .360 473" 522" 574 296 -.156 .164 .096 -.036 112

BAX P .013 222 .033 578 119 .035 .018 .008 .206 510 490 .689 .879 .647

Spearman's p 741" 379 478" 1.000 496 431 530" 301 138 227 .197 379 -.131 -.162 274

Lz P <.001 .099 .033 .026 .058 016 .198 .563 335 405 .099 .581 495 256
Spearman's p 529 353 132 496 1.000 .610™ 6417 248 .190 .396 323 247 .028 .029 -.142

CASP3 P .016 .126 578 .026 .004 .002 292 422 .084 164 294 907 .903 .561
Spearman's p .548" 479 .360 431 610™ 1.000 .616™ 634" .659™ 547 -.155 250 -.201 214 -.364

CcHoP P .012 .032 119 .058 .004 .004 .003 .002 .013 514 .288 395 364 125
Spearman's p 6017 295 473" 530" 6417 616" 1.000 323 177 495" 255 355 -.056 -.030 -.132

PERK P .005 207 .035 016 .002 .004 .165 456 .026 278 124 815 .899 .590
Spearman's p 283 5977 5227 .301 248 634" 323 1.000 578" 663" -.595" -.076 199 119 -.230

elF2a P 227 .005 .018 .198 292 .003 .165 .008 .001 .006 .750 400 .619 343
Spearman's p 270 338 574” 138 .190 .659™ 177 578" 1.000 342 -414 -.030 .033 -.077 .011

IREI P 250 .144 .008 .563 422 .002 456 .008 .140 .070 901 -.147 .143 .966
Spearman's p 230 268 296 227 .396 547" 495" 663 342 1.000 -336 266 022 <.001 -421

CRP78 P .329 254 206 335 .084 013 .026 .001 .140 .147 257 927 1.000 .073
Spearman's p 371 -209  -.156 197 323 -.155 255 -.595™ -414 -.336 1.000 122 -.155 .145 .093

Bel2 P .107 376 510 405 164 514 278 .006 .070 .147 .609 513 542 .705
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Ek Cizelge 3 (devam): 6A grubunda gergeklestirilen korelasyon analizleri

ATF4  ATF6 BAX BCL2  CASP3 CHOP PERK elF2a IREI  GRP78 B2 Kaspaz-3  EDSS T2 Lezyon Total Lezyon
Spearman's 520" 266 164 379 247 250 355 -076  -.030 266 122 1.000 247 -058 097
Kaspaz-3 p
P 019 258 490 099 294 288 124 750 901 257 609 294 808 691
Spearman's  -.199 167 096 -.131 028 2201 -056 199 -.147 022 -.155 - 247 1,000 588 158
EDSS p
P 400 481 689 581 907 395 815 400 535 927 513 294 218 518
S ! ; .
PEAmans 109 002 -036  -162 029 214 -030 119 -077 <001 145 058 288 1.000 Ll
T2 Lezyon p
P 400 992 879 495 903 364 899 619 143 1.000 542 808 218 596
, 202 172 112 274 -142 364 -132 =230 011 -421 093 097 158 -130 '
Total Lezyon _ SPeajgnan's .000
P 407 481 647 256 561 125 500 343 966 073 705 691 518 596

*: P degeri .05 seviyesinde anlamlidir. **: P degeri .01 seviyesinde anlamlidir.
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EK-8: Rmcorr analizlerinde kullanilan kod
library(rmcorr
libra lot2

library(readxl)

patient colors <- ¢(

"1" = "#FF0000", # Red

"2" = "#FF7F00", # Orange

"3" = "#FFFF00", # Yellow

"4" ="#7FFF00". # Chartreuse

"S5" = "#00FF00", # Green

"6" ="#00FF7F", # Spring Green

"7" = "#0OFFFF", # Cyan

"8" = "#007FFF", # Azure

"O" = "#0000FF", # Blue

"10" = "#7FO00FF", # Violet

"11" = "#FFOOFF", # Magenta

"12" = "#FFOO7F", # Rose

"13" = "#FF5050", # Soft Red

"14" = "#FFBF00", # Golden

"15" = "#BFFF00", # Lime

"16" = "#00FFBF". # Aqua Marine

"17" = "#007FBF", # Cerulean

"18" = "#7F00BF", # Purple

"19" = "#BFO0OBF", # Deep Magenta

"20" = "#BF7F00" # Mustard
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)

data <- readxl::read excel("C:/Users/user/OneDrive/Desktop/Rmcorr_v2.xIsx")

data$time <- factor(data$time, levels = c("0A", "3A". "6A"))

dataShastalar <- as.factor(data$hastalar)

genes <- ¢("atf4". "atf6", "bax", "bcl2". "casp3", "chop".

"perk", "elF2a", "IRE1", "GRP78", "protein_bcl2", "protein kaspaz3")

time_shapes <- ¢("0A" =16, # Circle

"3A" =15, # Square

"6A" =17) # Triangle

results <- list()

for (gene in genes

result <- rmcorr(participant = data$hastalar,

measurel = data$EDSS, *

measure? = data[[gene]].,

dataset = data)

results[[gene]] <- result

lot <- lot(data, aes(x = Total Lezyon, y = .data[[gene]]. color = hastalar, shape
= time)) +

geom point(size = 3) +

scale color_manual(values = patient colors) +
scale_shape manual(values = time_shapes) +

labs(title = paste("'Repeated Measures Correlation for", gene),

x = "Total Lezyon",

y = genc,

color = "Patient ID",

shape = "Time Point") +
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theme_classic() +

theme(panel.background = element rect(fill = "white", color = NA),

plot.background = element_rect(fill = "white", color = NA),

legend.position = "bottom") +

geom_smooth(method = "lm", se = FALSE, aes(group = hastalar, color = hastalar),
size = 0.8)

plot file <- pasteO("Rmcorr_", gene, ".png")

output_file <- "C:/Users/user/OneDrive/Desktop/Rmcorr_results.txt" # Replace with

your desktop path

file_conn <- file(output_file, "w")

writeLines("Gene\tR-Value\tP-Value\tDegrees of Freedom (df)", file conn)

for (gene in names(results

r_value <- results[[gene]]$r # r-value

p_value <- results[[gene]]|$p # p-value

df <- results[[gene]]$df  # degrees of freedom

writeLines(sprintf("%s\t%.4f\t%.4e\t%d", gene, r value, p_value, df). file conn)}

close(file_conn)

cat("Results successfully exported to:", output file, "\n")

* : Measure 1 olarak verilen EDSS parametresi yazisi kodun gosterimi agisindan
secilmigtir. T2 lezyon ve total lezyon parametreleri kullanilarak yapilan Rmcorr
analizlerinde EDSS yerine tek tek bu iki parametre yazilarak ilgili analizler

gergeklestirilmistir.
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EK-9 :Istatistiksel olarak anlaml1 sonu¢ vermeyen Rmcorr analizlerinden elde edilen grafikler
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Ek Sekil 2 : M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A ) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen EDSS
puanlarindaki degisimlerle ATF6, BAX, CASP3, elF2a, IRE] ve GPR78 genlerinin REL degerlerindeki degisimler arasindaki iliskinin incelendigi
Rmcorr analizleri sonucunda elde edilen grafikler
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Ek Sekil 3: M grubunu olugturan RRMS’1i hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen EDSS puanlarindaki degisimlerle
Bcl2 proteininin REL degerindeki degisimler arasindaki iliskinin incelendigi Rmcorr
analizleri sonucunda elde edilen Rmcorr analizi sonucunda elde edilen grafik
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Ek Sekil 4: Soldan saga, M grubunu olusturan RRMS’1i hastalarin DMF tedavisi 6ncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen
T2 lezyon sayilarindaki degisimlerle ATF4, ATF6, BAX, CASP3, CHOP ve PERK genlerinin REL degerlerindeki degisimler arasindaki iliskinin
incelendigi Rmcorr analizleri sonucunda elde edilen grafikler

237



elF2a
L
IRE1

*
g i . rtss re " r=0.070
g - £= 0.5 ' P=10.663
0 5 10 15 T : - -
T2 Lezyon T2 Lezyon
. Zaman Araliklarn @ 0A H 3A A 6A
10 Hasta 2 1 ® 59 9 @& 13 @ 17
E Moo o 2 6 ® 10 14 ® 18
&
e 3 71 15 @ 19
]
498 0 12 16 9 20
0 r=-0.064
P=10.689

T2 Lezyon

Ek Sekil 5: Solda saga, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi dncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen
T2 lezyon sayilarindaki degisimlerle elF2a, IRE1 ve GRP78 genlerinin REL degerlerindeki degisimler arasindaki iligkinin incelendigi Rmcorr
analizleri sonucunda elde edilen grafikler
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Ek Sekil 6: Soldan saga, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen
total lezyon sayilarindaki degisimlerle ATF4, ATF6, BAX, BCL2, CASP3 ve CHOP genlerinin REL degerlerindeki degisimler arasindaki iligkinin
incelendigi Rmcorr analizleri sonucunda elde edilen grafikler
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Ek Sekil 7: Solda saga, M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi dncesi (0A) ve tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen
total lezyon sayilarindaki degisimlerle PERK, elF2a, IRE1 ve GRP78 genlerinin REL degerlerindeki degisimler arasindaki iligkinin incelendigi
Rmcorr analizleri sonucunda elde edilen grafikler
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Ek Sekil 8: M grubunu olusturan RRMS’li hastalarin DMF tedavisi oncesi (0A) ve
tedavinin 3.ay1 (3A) ile 6.ayinda (6A) belirlenen total lezyon sayilarindaki
degisimlerle Bcl2 proteinin REL degerindeki degisimler arasindaki iliskinin

incelendigi Rmcorr analizlerinden elde edilen grafik
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