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OZET

RELAPSING REMITTING MULTIPL SKLEROZ HASTALARINDA ISI SOK
PROTEINI 70 (HSP-70) iLE 90 (HSP-90)’NIN METABOLIT VE GEN
EKSPRESYONLARININ SINYAL YOLAK ANALIZi

Multipl skleroz (MS), inflamasyon ve norodejeneratif siireglerle karakterize, merkezi
sinir sisteminin kronik inflamatuvar bir hastaligidir. MS’de inflamasyon, 1s1 soku proteini
70 (HSP70) ve 1s1 sok poretini 90’ nin (HSP90) hiicre igerisinde sentezini ve hiicre dis1 alana
salimimint indiikler bu da bagisiklik yanitlarin1 ortaya ¢ikmasina katkida bulunabilir. Bu
caligmanin ana amaci, Relapsing Remitting Multipl Skleroz (RRMS)’de hastaligin
inflamasyonun en yogun oldugu atak doneminde ve hastaligin akut inflamatuvar
aktivitesinin geriledigi remisyon donemindeki serum HSP70, HSP90 seviyelerini saptamak
ve bu proteinlerin gen ekspresyon diizeylerini belirleyip atak ve remisyon doneminde

hastaligin patogenezindeki roliinii anlayabilmektir.

Bu prospektif galismaya Istanbul Medeniyet Universitesi S.B. Goztepe Prof. Dr.
Stileyman Yal¢in Sehir Hastanesi Noroloji Multipl Skleroz polikliniginden takipli olan
RRMS tanili 18-50 yas araliginda 40 hasta (ortalama yas; 33,55+10,04, 26 Kadin), yas ve
cinsiyet agicindan eslestirilmis 40 kisilik saglikli kontrol grubu dahil edildi. Hasta grubunun

%60’1 (n=24) remisyon doneminde iken, %40°’1 (n=16) ise atak donemindeydi.

Serum Orneklerinde enzim bagli immunosorbent yontem (ELISA) yontemi ile
calisilmak iizere HSP70’in aktif indiiklenebilen formu olan HSPA1A ve yapisal formu olan
HSPAS8; HSP90 ‘in aktif indiiklenebilen formu olan HSP90AA2 ve yapisal formu olan
HSP90AB1 belirlenmistir. Caligmanin sonraki basamaginda ise MS atak donemindeki
hastalarda saglikli kontroller ile karsilastirilarak kan ornekleri, HSP iligkili genlerin
ekspresyonlarinin saptanmasi amaciyla laboratuvar ortaminda gercek zamanli polimeraz

zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemiyle incelenmistir.

MS atak donemindeki hastalarda serum HSP70 (p<0,001) ve HSP90 (p<0,001)

seviyeleri remisyon ve saglikli kontrol grubuna gore anlamli yliksek sonu¢lanmistir. Atak
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doneminde olan hastalarin total kan RNA RT-PCR analizinde incelenen tiim genlerin
ekspresyonlari artis gostermistir. Bu sonuclar HSPA1A, HSPA8, HSP90AA2, HSPO90AB1
serum ELISA diizeyleri ile paralellik gostermistir. Total hasta ve kontrol grubu
karsilastirildiginda ise serum HSP90AB1 (p=0,045), HSP90AA2 (p=0,005), HSPA1lA
(p=0,018), HSPAS (p=0,011) seviyeleri saglikli kontrol grubundan diisiik saptanmustir.

Sonug olarak; RRMS hastalarinda atak doneminde, remisyondaki hastalar ve saglikli
kontrollere gére HSP-70 ve HSP-90 seviyeleri anlamli diizeyde yiliksek bulunmustur. Bu
proteinlerin ekspresyonundan sorumlu genlerin de diizeyleri saglikli kontrollerden yiiksek
saptanarak, serum protein diizeyleri ile paralellik gostermistir. Calismamizdan elde edilen
bulgular 1s1 sok proteinlerinin stres ve inflamasyon ve ndrodejenerasyonun hastaligin farkli
evrelerinde farkli diizeyde patogeneze katki bulundugu, MS’de akut ve remisyon fazinda
gerek immiinolojik gerek noroprotektif ozellikleri ile farkli davramis sergileyebilecegini

distindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gen ekspresyon profilleme, Is1 sok protein 70, Is1 sok protein

90, Multipl skleroz, Sinyal transdiiksiyonu.
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ABSTRACT

ANALYSIS OF HEAT SHOCK PROTEIN 70 (HSP-70) AND 90 (HSP-90)
METABOLITE AND GENE EXPRESSION SIGNALING PATHWAYS IN
RELAPSING-REMITTING MULTIPLE SCLEROSIS PATIENTS

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central nervous system
(CNS) characterized by inflammation and neurodegenerative processes. In MS,
inflammation induces the synthesis and extracellular release of heat shock protein 70
(HSP70) and heat shock protein 90 (HSP90) within cells, which can trigger immune
responses. The aim of this study is to determine the serum levels of HSP70 and HSP90
during the relapse phase, when inflammation is most agressive, and the remission phase,
when acute inflammatory activity has decreased, in patients with Relapsing Remitting
Multiple Sclerosis (RRMS). Additionally, the study aims to discuss the role of these proteins
in the pathogenesis of the disease by analyzing their gene expression levels during both the

relapse and remission phases.

This prospective study included 40 patients aged 18-50 years (mean age: 33.55+10.04 years,
26 women) diagnosed with RRMS and followed up at the Neurology Multiple Sclerosis
outpatient clinic of Goztepe Prof. Dr. Siilleyman Yal¢in City Hospital, along with an age-
and sex-matched control group of 40 healthy individuals (mean age: 32.95+9.40 years, 26
women). Among the patient group, 60% (n=24) were in the remission phase, while 40%
(n=16) were in the attack phase.

In this study, the serum samples obtained were analyzed using the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) method to measure the inducible form of HSP70, HSPA1A,
and its structural form, HSPAS; as well as the inducible form of HSP90, HSP90AA2, and
its structural form, HSP90ABLI. In the next phase of the study, blood samples from patients
in the MS attack phase were compared to healthy controls, and the expression of HSP-related
genes was assessed in the laboratory using the real-time polymerase chain reaction (RT-
PCR) method.
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In patients during the MS attack phase, serum levels of HSP70 (p<0.001) and HSP90
(p<0.001) were significantly higher compared to the remission and healthy control groups.
The expression of all genes examined in the total blood RNA RT-PCR analysis of patients
in the attack phase was increased. These results were consistent with the serum ELISA levels
of HSPA1A, HSPAS8, HSP90AA2, and HSP90AB1. When comparing the total patient and
control groups, serum levels of HSP90AB1 (p=0.045), HSP90AA2 (p=0.005), HSPA1A
(p=0.018), and HSPA8 (p=0.011) were found to be statistically lower than those in the

healthy control group.

In conclusion, during the attack phase in patients with RRMS, levels of HSP70 and HSP90
were found to be significantly higher compared to those in remission and healthy controls.
The genes responsible for the expression of these proteins were also found to be elevated in
comparison to healthy controls, showing consistency with serum protein levels. The findings
from this study suggest that heat shock proteins contribute to the pathogenesis of stress,
inflammation, and neurodegeneration at different levels during various phases of the disease.
These proteins may exhibit distinct immunological and neuroprotective behaviors during the

acute and remission phases of MS.

Key Words: Gen expression profiling, Heat shock protein 70, Heat shock protein 90,

Multiple sclerosis, Signal transduction.
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1. GIRIS VE AMAC

Multipl skleroz, merkezi sinir sistemi (MSS)’nin enflamasyon, demiyelinizasyon,
gliozis ve norodejenerasyon ile karakterize kronik bir hastaligi olarak kabul edilmektedir
(1). RRMS, atak ve remisyonla seyreden, MS’in en sik izlenen klinik fenotipidir. RRMS’de
atak donemi MSS’de inflamasyonun en yogun oldugu dénemdir. RRMS patogenezinde
periferik otoimmiin siiregler siklikla tartisilmaktadir (2). Enflamasyon, stres proteinleri
olarak bilinen 1s1 sok proteinlerinin hiicre iginde sentezini ve ekstraseliiler alana salinmasini

indiikler, bu da otoimmiin reaksiyonlari modiile edebilir.

Is1 sok proteinleri, bakterilerden insanlara kadar farkli tiirler arasinda yiiksek
derecede korunmus molekiiler saperonlardir (3). Molekiiler agirliklarina bagli olarak,
HSP'ler ana ailelere ayrilmaktadir (4). Is1 soku proteinleri, yeni sentezlenen ve stres kaynakli
denatiirasyona maruz kalan proteinlerin uygun sekilde katlanmasina yardimci olan
molekiiler saperonlardir. Is1 soku proteinleri ayrica cesitli sitoprotektif ve sitostimiilator
islevler de sergiler. HSP'ler saperon rollerine ek olarak apoptotik kaskadi inhibe ederek hiicre
sag kalimim artirirlar (5). Ist soku proteinleri serebral iskemi, ndrodejeneratif siireglerde,
epilepsi ve travma gibi ¢esitli patolojik durumlarda indiiklenebilmektedir (6). HSP’lerin
eksozomlar araciligiyla salindigi bilinmektedir (7). Hiicrelerdeki hayati rolleri nedeniyle
HSP70 ve HSP90 otoimmiin, romatizmal hastaliklar ve onkolojik arastirmalarda siklikla yer

almaktadir.

HSPA8 ve HSPA1A, HSP70 ailesinin sirasiyla konstitiitif ve indiiklenebilen forma
sahip tyeleridir (8). HSP90’1n sitoplazmik iiyeleri, indiiklenebilen form HSP90AA2 ve
konstitiitif form HSP90AB1’yi igerir (9). Toll benzeri Reseptér (TLR) ailesi, lenfosit
aktivasyonundan sorumludur ve ayni zamanda otojen bilesenlere yanitlar1 da diizenler.
TLR2 ve TLR4, muhtemel MS patogenezinde rol oynamaktadir (10). HSPA1A, HSP90AA1
TLR2 ve TLR4 tarafindan taninabilir. TLR2 ve TLR4'{in aktivasyonu, MSS otoimmiinitesi
ve norodejeneratif hastaliklardan sorumlu ¢esitli sitokinlerin sentezini uyarir (11). HSPA1A,
proinflamatuvar yanit1 hafifleten niikleer faktér-kappa b (NF-kB) inhibisyonundan
sorumludur. NF-kB, MS patogeneziyle ilgili gesitli sitokinlerin transkripsiyonundan
sorumludur (12). MS patogenezinde HSP70 ve HSP90’nin oto-inflamatuvar yanita katkida



bulunabilecegi bir diger taraftan da saperon aktiviteleri basta olmak iizere otoimmiin
sitokinlerin salimimim1 regiile ederek ndroprotektif oOzellikler de gosterebilecegini

distindiirmektedir.

Bu ¢alismanin amaci, RRMS’te hastalifin inflamasyonun en yogun oldugu atak
déneminde serum HSPA8, HSPA1A, HSP90OAB1, HSP90AAZ seviyelerini ELISA yontemi
belirlemek, remisyon donemindeki hastalar ve saglikli kontrollerle kiyaslamaktir.
Calismanin diger basamaginda ise atak donemindeki hastalar ve saglikli kontrol grubunun
total kan RNA’larinda RT-PCR yontemiyle 1s1 sok proteinlerin sentezinden sorumlu olan
TRAP, HSP90AB1, HSP90AB4P, HSPB1, HSPA7, HSPA1A, HSPA1B, HSPAG, HSPAS,
HSPAA2, HSPB5 genlerinin ekspresyon seviyelerini belirlemek ve HSPA8, HSPALA,
HSP90AB1, HSP90AA2 serum protein seviyeleri ile paralellik gosterip gdstermedigini

saptayarak, hastaligin cesitli evrelerinde immiin patogenezdeki roliinii anlayabilmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MULTIPL SKLEROZ

Multipl skleroz, merkezi sinir sisteminin hem inflamatuvar hem de noérodejeneratif
bilesenlere sahip otoimmiin demiyelinizan bir hastaligidir. Geng yetiskinlerde travmatik

olmayan dizabiliteye yol agan en sik nérolojik durumdur (13).

MS santral sinir sisteminde ak madde traktuslar1 6n planda olmak tizere, korteks ve
derin gri cevheri de etkileyebilen fokal demiyelizan plaklarla karakterize kronik
inflamatuvar bir hastaliktir. Demiyelinizasyonun yani sira gelisen aksonal dejenerasyonun
MS’te ortaya ¢ikan geri donilisiimsiiz ndrolojik engelliliginin temel nedeni oldugu artik
bilinmektedir (14, 15). MS heterojen bir yapiya sahiptir. Bu heterojenlik hastaligin baglangi¢
yasini, ilk ortaya ¢ikis seklini, niikslerin sikligini, siddetini ve sekellerini, ilerleme derecesini

ve zaman igerisindeki kiimiilatif engelliligi igerir (16).

2.1.1. Tarihce

MS hastaligina dair yazili tarihsel kaynaklar MS tarihgesinin biiyiik olasilikla 14.
yiizyila kadar uzandigii gostermektedir. Kaynaklara gore ilk olas1t MS hastas1 16 yasindaki
St. Lidwina’dir (17). Bundan sonraki bilinen bir diger hasta 19. yiizyilda Ingiltere Kral1 I1I.
George’un torunu olan Sir Augustus d’Este’dir. (18).

MS lezyonlarin patolojik ¢izimleri ile ilk kez Jean Cruveilher tarafindan 1835 yilinda
yayinlandigi kaydedilmistir (19, 20). Freidrich Theodore von Frerichs, 1849'da yayinlanan
'Ueber Hirnsklerose' adli makalesinde, skleroz durumuna ilk sistematik yaklasimi ortaya
koymustur (21). Jean-Martin Charcot, MS’in klinik belirtilerinin ve patolojik 6zelliklerinin
ayrmtili bir tammim yapmistir. 1868°de bu hastaliga ‘Scle rose en plaques’ adin1 vermistir
(22). Dr. Louis Ranvier 1878 yilinda sinir hiicrelerini koruyan, destekleyen ve MS’te temel
antijenik hedeflerden biri olan miyeline isaret etmistir (23). Thomas Rivers deneysel alerjik
ensefalomyelit (EAE) ilk kez tamimlamistir (24-26). Dr. Elvin Kabat, 1940 yilinda MS
hastalarinin beyin omurilik sivisi (BOS)'larinda gama globiilin oraninda artis oldugunu
saptamustir (27). 1gG indeksinin temelini 1950 yillarin sonlarinda Frick ve Scheid-Seydel

olusturmustur (28). MS tanisinda tarihsel siiregte goriintiileme yontemlerinden ilk kullanilan
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bilgisayarli beyin tomografi (BT)’dir (29). 1980°de ilk defa bir MS hastasinda Young ve
arkadaglar tarafindan manyetik rezonans (MR) goriintiilemesi yapilmistir. 1986 yilinda da
ilk kez MR i¢in 6zel kontrast ajan1 olan gadopentetate dimeglumine (Gd) kullanilmistir (30,
31).

2.1.2. Epidemiyoloji

Tiim Diinyada MS’un yaklasik ti¢ milyon kisiyi etkiledigi tahmin edilmektedir (32).
Ancak Hindistan ve Cin de dahil olmak tizere biiyiik popiilasyonlardan elde edilen verilerin

goreceli eksikligi goz oniine alindiginda bunun diisiik bir tahmin olmas1 muhtemeldir (33).

MS genellikle bireylerin ¢ogunda yasamin en aktif ve tiretken doneminde teshis edilir
(34). Okul 6ncesi gocuklar arasinda MS prevalansi erkek ve kadinlarda benzerdir. Ergenlik
doneminde siklik kadinlarda erkeklerden daha fazla artar. Bu durum, cinsiyet oraninin
kadinlar lehine 2:1 oldugu yasamin yedinci dekata kadar devam eder (35). MS’in yillar

icerisinde prevalansinda artig goriilmiistiir (36).

MS baslangi¢ yasina yonelik yapilan arastirmalarda hastaligin ortalama baslangic
yasi Italya’da 28.3, Kanada’da 30.6, Fransa’da 31, ABD’de 31.2 olarak saptanmistir (37).
Avrupa ve Avustralya’dan 28 epidemiyolojik ¢alismada MS insidansindaki kadin-erkek
orani zaman i¢inde artarak 2000'de 2:3'e yiikseldigi goriilmiistiir (38,39). Amerika Birlesik
Devletleri'nde yetiskin MS’in 2017 yilinda tahmin edilen prevalans 362/100.000’dir (36).
1980-2008 yillar1 arasinda Girit'te yapilan bir vaka-kontrol calismasinda, kadinlarda MS
insidansindaki artigin, niifusun kirsaldan kentsel alanlara kaymasiyla ¢evresel faktorlerin

etkisi ile eszamanl oldugunu kaydetmistir (40).

Ulkemizde ise farkli zamanlarda yapilan prevelans c¢alismalarinda; Sivas’ta MS
prevalans: 288/100.000 (39), Orta Karadeniz Bolgesi'nde 43,2/100.000 (41), Kars ilinde
69/100.000 (42, 43), istanbul'da 101,4/100.000 olarak bulunmustur (44). MS insidans1 son
elli yilda beyaz niifusta nispeten sabit kalmis veya hafif bir artis géstermistir (35). Hastalik
prognozu siyah irkta ve asya irkinda beyaz irka gore daha agir seyretmektedir (33, 45).

Saglik hizmeti organizasyonundaki degisiklikler MS tanis1 konma olasiligin1 da etkilemis
olabilir (33, 46).

2.1.3. Risk faktorleri

2.1.3.1. Genetik risk faktorleri

MS, giiglii bir genetik altyapiya sahip demiyelinizan ve norodejeneratif bir
hastaliktir. MS gelisiminde genetik olarak yatkinligin var oldugu ve birincil yatkinlik
alelinin insan Iokosit antijeni (HLA) Simif II geni oldugu 50 yili askin bir siiredir
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bilinmektedir. MS {izerine siire gelen arastirmalar, 200'den fazla HLA dis1 tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) ve bir koruyucu HLA aleli tanimlamistir. Simdiye kadar tanimlanan
SNP'lerin tiimii normal gen varyantlaridir yani hastalik genleri degildir. Kalitim riskinin

yaklagik %20'si yaygin genetik varyantlara atfedilebilir (47).

Cesitli HLA Sinif II ve I alelleri MS gelisimine katkida bulunurken, bunlardan en
onemlisi HLA-DRBI15:01 haplotipinin  taginmasidir. Th1l lenfositlerinin  oto-
proliferasyonunun HLA-DR15 pozitif bireylerde arttigi ve HLA'ya baglantili bir sekilde
bellek B hiicrelerinin aracilik ettigi goriilmektedir. DRB15:01 geni epigenetik olarak
diizenlenerek antijen sunumunun artmasmna yol agmaktadir (47). HLA-DRB1-15:01
pozitifligi MS hastalarinda erken baslangic ve derin gri madde atrofisi ile iliskili
bulunmustur. Ikinci en giiclii MS gen varyanti, koruyucu olan HLA-A02'dir (48).

RRMS ve primer progresif MS'te, MSS’de CD4" T hiicrelerine ait HLA-DRB1'de
metilasyon degisiklikleri bildirilmis olsa da nedensellik iliskisi net degildir. Bilinen gen
varyantlart MS genetik yatkinliginin yalnizca %48'ini agiklamaktadir (47). Bir arastirmada
Interlokin-7 reseptor a zincirini kodlayan gendeki bir polimorfizm MS igin énemli bir risk

faktorii olarak tanimlanmistir (49).

Yapilan ¢alismalarda mikro RNA'larin (miRNA'lar) ekspresyon seviyelerinin
bireylerde bagisiklik yanitin1 degistirebilecegi ve sonugta hastaligin baslangicina katkida
bulunabilecek bir faktor olabilecegi soylenmektedir (50, 51).

Mendelian randomizasyon analizi ile yapilan bir ¢aligmada plazmada, FCRL3,
TYMP ve AHSG gen ekspresyon seviyelerindeki artisin koruyucu bir etkiye sahip oldugu
belirtilmistir (52). MS’te yeterli gilice sahip olan tek genom capinda iliskilendirme
calismalar1 (GWAS) Uluslararast Multipl Skleroz Genetigi Konsorsiyumu'na aittir.
Calismada MS riskiyle iligkili bir nadir ve dort diisiik frekansli protein kodlayan alel tespit
edilmistir;, GALC, NLRP8, TYK2, PRF1 ve HDACT7 beklendigi gibi, bu varyantlar diigiik
diizeyde etkilidir (53).

2.1.3.2. Cevresel risk faktorleri

2.1.3.2.1. Epstein-Barr viriisii

Mikrobiyal ajanlardan MS’i tetikleme veya mevcut hastalifi siddetlendirme
noktasinda en dikkat ¢eken ajanlar viriislerdir. Epstein-Barr viriisic (EBV) enfeksiyonu
toplumda yaygin goriiliir ve genellikle asemptomatik oldugu ¢ocukluk déneminde ortaya

cikar. Enfeksiyon ergenlik doneminde veya daha sonra ortaya ¢ikarsa, lenfoproliferatif bir



hastalik olan enfeksiy6z mononiikleoza neden olur. EBV tiikiiriik yoluyla bulasir, insan B

hiicrelerinde 6miir boyu siiren latent bir enfeksiyon olusturur (54).

EBV; MS ile en gii¢lii, en tutarli ve biyolojik olarak olasi iliskiye sahip patojen olarak
tamimlanmistir.  Genel  yetiskin  popiilasyonundaki  %90-95  seropozitiflik ile
karsilastirildiginda, MS’li genis yetiskin kohortlarinda tam EBV seropozitifligi ve EBV'ye
karst daha yiiksek antikor konsantrasyonlari saptanmistir (55). 2022 yilinda yapilan bir
seroepidemiyolojik ¢alismada, ABD ordusundaki 10 milyondan fazla kisi, 20 yildan fazla
bir siire boyunca MS tanis1 alan kisileri belirlemek igin takip edilmistir. EBV seropozitif
olan bireylerin MS gelistirme riskinin, seronegatif kalanlara kiyasla 32 kat artmis oldugu

saptanmistir (56).

HLA alelleri ve EBV enfeksiyonu arasindaki etkilesim; HLA-DRB1*15:01
tastyicilarinda artmig olan MS geligsme riskinin, yiiksek EBNA1 IgG konsantrasyonlari,
enfeksiy6z mononiikleoz 6ykiisii varliginda ve smif 1 alel HLA-A*02'nin yoklugunda daha

carpici bir sekilde arttigini gésteren ¢alismalarla desteklenmektedir (57).

2.1.3.2.2. Cografi enlem ve dogum yeri

MS’in kiiresel olarak yayginligi ile enlem arasinda anlamli bir iligski bulunmustur.
Istisnalar olsa da MS’in kiiresel dagilimi genellikle ekvatordan uzaklastik¢a artmaktadir (33,
35). Bu cografi farkliligin nedenleri arasinda ultraviyole B (UVB) radyasyonuna maruz
kalma siiresi ve D vitamini yer almaktadir. UVB maruziyeti MS riskini D vitamininden

bagimsiz olarak da etkileyebilir (36).

Gog calismalar ile ilgili ortak goriis, yiiksek riskli bolgelerden diisiik riskli bolgelere
goclin 15 yasin altindakiler i¢cin genel MS riskini azalttig1, ancak diisiik riskli bolgelerden
yiiksek riskli bolgelere gogiin prevalans iizerinde daha az belirleyici bir etkiye sahip oldugu
yoniindedir. 15 yasindan sonra go¢ edenlerde, dogduklari iilkeye yakin bir MS siklig1 izlenir
(58). Nielsen ve arkadaslarinin yaptig1 kapsamli arastirma Kisinin genetik yapisindan ziyade
yasamin erken doneminde gevresel faktorlerin birincil etiyolojik ajan oldugu sonucuna

gotiirmektedir (59).

2.1.3.2.3. Giines ve D vitamini

T ve B lenfositler, monositler, makrofajlar, dendritik hiicreler, mikroglia, astrositler
ve noronlar dahil olmak {izere MS'te 6nemli olan ¢ok sayida hiicre tipi 25(OH)D'yi aktif
form olan kalsitriole doniistiirebilir. Aktif MS lezyonlarinda kalsitriol iliskili enzimlerin ve

vitamin D reseptoriiniin (VDR)’ nin yukari regiilasyonu gosterilmistir. (60, 61).Deneysel



calismalar D vitaminin gii¢lii immiinmodiilatér etkileri oldugunu gostermistir. MSS'de
ndron ve miyelin koruyucu ve miyelin rejenerasyonu fizerinde etkilere sahip olabilecegi
diistiniilmektedir (61-63).

MS gelisiminde risk faktorii olan HLADRB1-15:01 lokusunun transkripsiyonu D
vitamini tarafindan diizenlenmektedir. 5 yillik bir MS kohort ¢alismasi, D vitaminin klinik
sonuclarinin HLADRB1-15:01 negatif olanlarda gii¢lii bir sekilde iligkili oldugunu
gostermistir (64). D vitamini ve iliskili reseptorleri, MS patogenezine katkida bulunmak i¢in
EBYV niikleer antijenleri ile etkilesime girebilir (63). MS'te D vitamini takviyesinin etkilerini
daha fazla arastirmak igin, hastalarda Dz vitamini takviyeleri kullanilarak 100 nmol/l kan
diizeyine ulasilmasi ve KIS, gen¢ MS hastalar1 basta olmak iizere secilmis hasta gruplariyla

daha biiyiik klinik ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir (65, 66).

2.1.3.2.4. Diger faktorler

Sigara kullanimi, MS riskini arttirmasinin yani sira KiS'den MS'e doniisiim ve
hastaligin sekonder progresif forma gegcisi ile iliskilendirilmistir. Sigara dumanina maruz
kalinmasi da artmisg MS riski ile iliskilendirilmistir, bunun bir nedeni sigaradan kaynaklanan
akciger enflamasyonu olabilecegi diistiniilmektedir (36). Tiitiin igerigindeki maddelerin kan
beyin bariyeri biitiinliigiiniin bozulmasina katkida bulunarak beyin atrofisinin daha hizlh

ilerlemesine yol a¢tig1 bilinmektedir (67).

Ergenlik ve ¢cocukluk doneminde obezite hem pediatrik hem de yetigkin baglangicl
MS riskinde artigla iligkilendirilmistir. (36, 68). Hava kirliligine maruz kalma kan beyin
bariyerinin disfonksiyonuna ve néronal enflamasyona sebep olabilmektedir. Kursun, siilfiir

ve karbon monoksit maruziyeti ile pediatrik MS gelisimi arasinda iliski saptanmistir (69).

2.1.4. immiin patogenez

MS’de yogun arastirmalara ragmen, MS'te inflamatuvar demiyelinizasyonu
tetikleyen altta yatan mekanizmalar hala tam olarak anlasilamamistir (70). EAE modeli
MS'in temel histopatolojik 06zelliklerini anlamamizi saglayan ve MSS’de otoimmiin
inflamasyonu ve demiyelinizasyonu simiile etmek i¢in yillardir ¢alismalarda kulllanilan bir
yontemdir. MS’e benzer sekilde, EAE de heterojendir ve segilen otoantijen, tiir ve genetik

arka plandan etkilenir (71).

Otoimmiin hastaligin patogenezi temel olarak kendi proteinlerine karsi immiin
tolerans kaybr ile agiklanmaktadir (72). MS'in genetik olarak duyarli bireylerde MSS’in
antijenlerine karst otoimmiin bir yanittan kaynaklandigi diisiiniilmekte ve otoreaktif T

hiicrelerinin hastalig1 baglatan bagisiklik hiicreleri oldugu varsayilmaktadir. Glinlimiizde B
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hiicreleri, hastalik patolojisinde Onemli bagisiklik hiicreleri olarak kabul edilmistir.
Otoreaktif hiicrelerin kan beyin bariyerini gegmesi sonucu uzun siireli veya donemsel olarak
enflamasyon ve dejeneratif degisikliklerin olusmasi ile hastaligin ilerleyici dogasina gegisi

hizlandiran bu duruma kompartmanize enflamasyon adi verilmektedir (70, 71).

Postmortem yapilan patoloji ¢aligmalarinda aktif plaklarda erken donemde
oligodentrosit ve aksonal hasar gozlenmistir. Hastaligin erken déneminde 1gG pozitif
plazma hiicrelerinin bulunmadigi, perivaskiiler bosluklarda ve parankimde az sayida
lenfositin mevcut oldugu biiyilk MS lezyonlarinin varligi dikkati ¢ekmistir. Bu durum
beyinde meydana gelen oligodentrosit ve aksonal hasarlanmanin sonrasinda periferik
otoimmiin siirecin tetiklenebilecegi fikrini dogurmustur. ‘Iceriden-disariya’ hipotezi;
periferik inflamatuvar siirecin yoklugunda oligodendrositlerin ve miyelin kaybinin MSS

antijenlerinin salinmasina yol a¢tigin1 iddia etmektedir (70, 73).

MS patogenezinde miyelin proteinlerine karst oto-agresyonun aktivasyonuna
dayandigina dair veriler mevcuttur. Bu proteinler baslica; Miyelin Bazik Protein (MBP),
Miyelinle iliskili Glikoprotein (MAG) ve proteolipid protein gibi proteinlerden olusur.
Miyelin Oligodendrosit Glikoproteini (MOG) da bu proteinlerden biridir. Bunlar arasinda
MBP en immiinojenik olandir. MS hastalarinin kan ve BOS’unda MOG-reaktif T

hiicrelerinin sayisinda artis bildirilmistir (72).

2.1.4.1. T hiicreler

T hiicreler edinsel immiinitenin temel yapitasini olusturan hiicre grubudur. Yardimci
CD4" ve efekér CD8' T hiicreler proinflamatuvar T hiicrelerin basinda gelmektedir. Hastalar
ve EAE modellerinde yapilan ¢aligmalarin sonuglart atak sirasinda meydana gelen hasarin
fazla aktivasyon gosteren ve kontrol mekanizmalarinin bozuldugu proinflamatuvar T

hiicrelerinden (CD4* ve CD8" T hiicreler) kaynaklandigini gostermistir (74).

Aktif MS lezyonlarinda miyelin ve diger antijenlere reaktif CD8" ve CD4" T hiicreler
tespit edilmistir (47). MS plaklarinda CD4" lenfositlerden ziyade CD8'T hiicreleri daha
karakteristik bulunmugtur. CD8" T hiicreleri, MS hastalarinin ve EAE'li farelerin MSS beyin

lezyonlarinda bulunan birincil lenfositlerdir (72).

CDA4'T lenfositleri MS'te otoimmiin yanitin baslatilmasi ve siirdiiriilmesinde kilit rol
oynamaktadir. CD8" T hiicrelerinin ise miyelin hasari1 ve inflamasyonun siirdiiriilmesindeki
temel rolii gosterilmistir (72). CD4™ T lenfositlerin i¢inde dzellikle Th1 ve Th17 alt gruplari
MS patofizyolojisinde dnemli rol oynar (75).

Th1 hiicreleri tarafindan salgilanan IFN-g ve TNF-b gibi sitokinlerin makrofajlari

aktive ederek oligodendrositlere zarar verebilecegi genel olarak kabul edilmektedir. IFN-g
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tarafindan indiiklenen CD8" Treg'ler, CD4'T lenfosit sayilarini azaltabilir ve lokal hiicreler
tarafindan TGF-beta salgilanmasin1 indiikleyebilir. Caligmalar Th1 ve/veya Th17 hiicrelerini
inhibe etmenin ve dolasimdaki Treg sayisim1 artirmanin MS'in  ilerlemesini
baskilayabilecegini gostermistir (72, 76). MS'teki Treg'lerin kararsiz bir fenotipe sahip
olabilecegi ve immiinoregiilator islevi siirdirmeye devam edemediklerini gostermektedir
(72).

Th9 dirinii olan IL-9'un MS'te anti inflamatuvar etkiye sahip olabilecegini
sOylenmektedir. Patojenik olmayan Th17'lerin de IL-9 tirettigi gosterilmistir (72, 76). Baska
bir ¢alismada, MS'te Thl, Th17 ve graniilosit-makrofaj koloni uyaric1 faktér (GM-CSF)
salgilayan efektor T hiicrelerinin yiiksek siklikta gozlendigi bildirilmistir. Bu hiicreler
birlikte, miyelin iireten oligodendrositlerin kaybina neden olabilir, miyelin kilifa dogrudan

zarar verebilir ve MSS'de lezyonlar olusturabilir (77).

2.1.4.2. B hiicreler

B hiicreleri MS patolojisine birden fazla mekanizmalar yoluyla katkida bulunur.
BOS’da B hiicreleri tarafindan {iiretilen immiinglobulin G (IgG)’ye sekonder gelisen
oligoklonal bantlar (OKB) MS’in klasik bir 6zelligidir, ancak bu antikorlarin hastalik
patolojisine net katkis1 hala tartigilmaktadir. Meningeal ektopik folikiillerdeki B hiicrelerinin
birikimi MS'teki kortikal patoloji ile baglantilidir. Bu kortikal patolojiler muhtemel B
hiicresi tarafindan tretilen GM-CSF, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-15 ve diger faktorlerin
destekledigi inflamasyon ve norotoksisiteden kaynaklanmaktadir. Th17 hiicrelerin de
meninkslerdeki CD19/20" B hiicre agregatlarindan olusan tersiyer lenfoid doku olusumunda

rolii oldugu ortaya konulmistur (47, 78).

Meninkslerdeki tersiyer folikiiller BOS’ta saptanan sitokin ve kemokinlerin de
kaynagidir. Kortikal lezyonlarin yogunlugu, BOS nérofilaman hafif zincir (NFL) miktar ile
bu lenfoid agregatlarmin sayisi arasinda dogru oranti oldugu saptanmistir. Meningeal
enflamasyon ve subpial kortikal hasarin birlikte yiiksek seviyelerde olmasi hastaligin siddetli
ve hizli ilerlemesiyle iligkilidir (79, 80). Gegtigimiz on yilda, MS'li bireylerden alinan beyin
dokusundaki B hiicrelerde EBV proteinlerinin varligi tiim ¢aligmalarda dogrulanamamistir
(80).

2.1.4.3. Astrosit ve monositler

Astrositler proinflamatuvar gorevlerinin yani sira gesitli norotrofik mediatorler ile
MSS de destek ve doku tamiri gorevlerine de sahiptir. Postmortem MS hastalarinda yapilan
bir ¢alismada, hasarlanan miyelin fragmanlarinin astrositler tarafindan reseptor aracili

endositoz yoluyla alindigmi ve bunun astroglial NF-kB aktivasyonu ve kemokin
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salgilanmasiyla sonuglandigi saptanmustir (81). Hizla gelisen MS lezyonlarda T hiicrelerinin
infltrasyonundan ziyade, ¢ok sayida miyeloid iliskili protein 14 (MRP-14) pozitif
monositlerden olustugu saptanmistir. MRP14 pozitif monositlerin ve makrofajlarin,
kemokin reseptorlerinden CCR1 ve CCR5'i eksprese eden dolasimdaki monosit havuzundan

lezyon perivaskiiler alanina toplandigina dair kanitlar bulunmustur (73).

2.1.5. Klinik prezantasyon

Semptomatik niiks, belirgin, akut veya subakut genellikle fokal, bazen multifokal ve
nadiren yaygin, MSS sendromunu ifade eder. Bununla birlikte, bir hasta semptomlar
olmaksizin yeni MR lezyonlari ile subklinik aktiviteyle bagvurabilir, bu da asemptomatik
niiks olarak adlandirilir (82,83). Remisyon, miyelin ve aksonal biitiinliigiin bir miktar
restorasyonu ile iyilesme fazini ifade eder. Niikks sonrast maksimum klinik iyilesme
genellikle ilk 3 ay i¢inde gerceklesir, nadiren de olsa 6 aydan sonra da devam edebilir (83).
2013 tam kriterlerinde MS Klinik seyir tipleri KIS, RRMS ve progresif MS olmak iizere ii¢

ana tipte tanimlanmustir (84).

2.1.5.1. Radyolojik izole sendrom

MS igin tipik olmayan semptomlarla basvuran ve klinik bulgu bulunmayan hasta
grubunda; goriintilleme sonrasinda lezyon morfolojisi, konumu itibariyle inflamatuvar
demiyelinizasyonu diisiindiiren MR kriterlerini karsilanmasi ile radyolojik izole sendrom
tanis1 konur. RIS, MS fenotipi olarak kabul edilmemektedir (83). RIS hastalarinin 10 yillik

takip verilerinde klinik asikar MS’e doniisiim oran1 %51,2 saptanmistir (85).

2.1.5.2. Klinik izole sendrom

MS hastalarinin yaklasik %85'inde MS baslangici bir relapsla birlikte goriiliir (86).
KIS, gecmisinde bilinen demiyelinizasyon diisiindiirecek klinik veya radyolojik bulgusu
olmayan bir hastada tanimlanir (87-89). KiS Revize McDonald 2017 kriterlerindeki
tanimlamaya gore; MSS’de en az 24 saat siiren akut-subakut gelisimli fokal veya multifokal
inflamatuvar demiyelinizan olayr yansitan semptomlar ve objektif bulgular igeren
monofazik bir klinik epizod olmalidir. Bu epizod siiresince ates veya enfeksiyon
bulunmamalidir. Bu epizod tipik bir MS niiksiinii andirir ancak klinik ve radyolojik olarak

ge¢misinde daha dnce demiyelinizan bir olay1 olmayan bir hastada gortilmelidir (88).

2.1.5.3. Relapsing remitting multipl skleroz

Relapsing-remitting MS formu MS’in en sik goriilen fenotipidir (90). RRMS
fenotipi, MSS'nin farkli boliimlerini etkileyen, en az birer ay arayla tanimlanmis, Klinik
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olarak farkli birden fazla olaym varligini gerektirir. RRMS, klinik sessiz donemleri takip
eden ataklar1 ve atak sonrasi tam ya da sekelle iyilesmeyi temsil eder (88). Lublin
kriterlerine gore aktif veya aktif olmayan RRMS olarak kategorize edilebilir (91). KiS olan
bir hastada MR ile mekan ve zamanda yayilimin gosterilmesi igin 2017 McDonald kriterleri
Tablo 2.1°de gosterilmistir (88).

Tablo 2.1. 2017 McDonald kriterlerine gore mekin ve zamanda yayilim Kkriterleri.

- Mekanda yayilim, MSS'nin dort bélgesinden iki veya daha fazlasinda multipl sklerozun karakteristigi olan
bir veya daha fazla T2-hiperintens lezyon* ile gosterilebilir: periventrikiiler, kortikal veya jukstakortikal,
infratentoryal beyin bolgeleri ve spinal kord

- Zamanda yayilim: Baglangi¢ MR'nin zamanlamasina bakilmaksizin, herhangi bir zamanda kontrastlanan
ve kontrastlanmayan lezyonlarin es zamanl varligi veya hastanin takip MR’inda yeni bir T2-hiperintens ya
da kontrast tutan lezyon ile gosterilebilir

*2010 McDonald kriterlerinden farkli olarak, semptomatik ve asemptomatik MRG lezyonlari arasinda ayrim
yapilmasi gerekmemektedir.

2.1.5.4. Sekonder progresif multipl skleroz

SPMS tanisi ilerleyici seyir sirasinda akut alevlenmeler olsun ya da olmasin,
baslangicta niikseden bir hastalik evresinden sonra kademeli olarak kotiilesme Oykiisi ile
geriye doniik olarak konur (92, 93). SPMS'nin standartlastirilmis objektif bir tanimi olmasa
da tipik olarak ilk relaps-remitting seyri takiben >6 ay boyunca relapslardan bagimsiz
kotlilesme olarak tanmimlanmistir (94). Lublin kriterlerine gore aktif ve aktif olmayan;

progresif veya progresif olmayan seklinde kategorize edilebilir (91).

2.1.5.5. Primer progresif multipl skleroz

PPMS, klinik olarak baslangictan itibaren hastaligin seyri boyunca belirgin niiksler
olmaksizin, gecici kisa siiren iyilesmeler ve plato donemleri ile karakterize ilerleyici bir
hastalik seyiri olarak tanimlanmistir (93, 95). Bu kademeli kétillesme MS’te hastaligin
baslangicindan bu yana %10 ile %15 oraninda gozlenmektedir (92, 96). Kadin erkek cinsiyet
arast etkilenim esit goriilmektedir (92). Lublin kriterlerine gore aktif ve aktif almayan;
progresif veya progresif olmayan seklinde kategorize edilebilir (91). PPMS tanisi ig¢in 2017
McDonald kriterlerinde PPMS tanisi igin gerekli kriterler yaymlanmistir (88).

2.1.6. Multipl skleroz tam Kriterleri
Gincel olarak MS tanisinda 2017 revize McDonald kriterleri kullanilmaktadir.

Tablo 2.3.’te bu kriterler 6zetlenmistir (88).
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Tablo 2.2. 2017 Gozden ge¢irilmis McDonald kriterleri.

Atak Objektif klinik MS tamsi icin gerekli ek veri
bulgulu lezyon sayisi
>2 atak >2 Yok
>2 atak 1 ve 6ykiide bagka bir | Yok
alandaki lezyona ait
atak
>2 atak 1 MSS’de farkl bir alandaki lezyona ait yeni bir atak veya MRG ile
mekanda yayilimin gosterilmesi
1 atak >2 Ek bir klinik atak veya MRG ile zamanda yayilimin gosterilmesi
veya BOS'da OKB varligi
1 atak 1 lezyona ait objektif | MRG ile zamanda ve mekanda yayilimin gosterilmesi veya BOS
klinik bulgu OKB varlig1 veya ek bir klinik atak
Progresif seyir | 1 yil klinik progresyon | Asagidakilerin ikisi
(retrospektif veya » MS tipik (periventrikiiler. kortikal jukstakortikal veya
prospektif, ataktan infratentoryal) alanlarda >1 lezyon
bagimsiz olarak) * Medulla spinaliste >2 lezyon
* BOS OKB varlig1

2.1.7. Tanm yontemleri

2.1.7.1. Uyanrilms potansiyeller

MR’ gelistirilmesinden Once, uyarilmis potansiyeller (UP) olast MS agisindan
degerlendirilen hastalarda ikinci bir hastalik bolgesini tanimlamak i¢in kullaniliyordu (97).
Temelde bir duyu organina periferden verilen uyarimin MSS de olusturdugu elektriksel
aktivitenin 6l¢ililmesi prensibine dayanir ve pik latansinda uzamanin demiyelinizasyon delili
oldugu kabul edilmektedir (98). UP'ler arasinda en hassas olani gorsel uyandirilmig
potansiyeldir. En hassas ikinci UP somatosensoryel uyarilmis potansiyeldir ve bunu

beyinsapi isitsel uyandirilmis potansiyeli takip eder (97).

2.1.7.2. Beyin omurilik sivis1

Oligoklonal bantlar, beyin omurilik sivisit ve parankimal B lenfositleri tarafindan
tiretilen immiinoglobulinlerdir. OKB paterni her birey i¢in karakteristiktir ve uzun bir siire
boyunca degismeden kalma egilimindedir (99). Intratekal antikor sentezinin kanit;, MS i¢in
spesifik olmasa da taniy1r destekler. MS igin atipik BOS bulgular1 (>100 mg/dL yiiksek
protein konsantrasyonu, mm? basina >50 hiicre ile pleositoz, nétrofil, eozinofil veya atipik

hiicrelerin varligi) diger hastaliklari diistindiiriir (88).

IgG indeksi, BOS ve serum IgG diizeylerinin oraninin, BOS ve serumdaki albumin
diizeyi oranina boliinmesi ile elde edilir ve 0,60 tizeri genelde pozitif kabul edilir. OKB
tayini i¢in BOS ve serum eszamanl kalitatif degerlendirilir. BOS’ta OKB’nin pozitif,
serumda negatif olmasi (patern 2), ya da BOS’da serumdan daha fazla band gdézlenmesi
(patern 3) MSS’de immiinolojik aktivasyonun oldugunu gosterir (100). MS disinda, BOS
OKB varliginin oldugu hastaliklar da mevcuttur. MS hastalarinin %60'inda yiiksek IgG
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bulunurken %95'inde OKB pozitif oldugu unutulmamalidir. BOS protein seviyesi genellikle
normal siirlardadir, bazi hastalarda hafif yiiksek (50-70 mg/dl) saptanabilir. BOS glukoz

seviyesi ise normal sinirlarda beklenir (101).

2.1.7.3. Optik kohorans tomografi

Optik Koherens Tomografi (OKT), yiiksek sensitiviteye sahip, bir cihazdir. Retina
sinir lifi tabakas1 kalinligindaki degisiklikler miyelin kaybi gibi optik sinirin akson
yapisindaki degisiklikleri de yansitir. Aksonal dejenerasyon sebebiyle gelisen optik sinirdeki
retrobulber harabiyet, optik sinirde solukluk ve retina sinir lifi tabakas1 defekti olarak tespit
edilir (102). OKT, farkl: retina katmanlarin1 dogru bir sekilde 6lgerek MSS nérodejeneratif
siireglerine bir pencere saglayan, ucuz, invazif olmayan, yiikksek ¢oziniirlikli bir

goriintiileme teknigi olarak ortaya ¢ikmistir (103).

2.1.7.4. Manyetik rezonans goriintiileme

Revize McDonald 2017 kriterlerinde kullanmakta oldugumuz zamanda ve mekanda
yayilim kriterleri MR ile karsilanir. ‘Magnetic Resonance Imaging in Multiple Sclerosis’
(MAGNIMS) 2021 revizyonunda MS hastalarinda MR ¢ekim protokolii ayrintili olarak
tanimlanmustir (104). MS’de bir lezyon, T2 veya proton yogunlugu agirlikli sekansta fokal
hiperintensite alan1 olarak tanimlanir. Tipik MS lezyonlar1 yuvarlak ila oval sekildedir ve
caplart en az 3 mm olmak iizere 1-2 cm arasinda degisir. Periventrikiiler lezyonlar, Aksiyel
diizlemde ovoid bir sekle sahiptirler ve genellikle 'Dawson'in parmaklar’' olarak

tanmimlanirlar (105).

Bir jukstakortikal lezyon, kortekse bitisik olan T2-hiperintens ak madde lezyonu
olarak tanimlanir. MS’de jukstakortikal lezyonlar tipik olarak U liflerini i¢erir (105). Korteks
igcinde yer alan veya korteksin i¢inde olup subkortikal beyaz maddeye uzanan lezyonlar ise
kortikal lezyon olarak adlandirilir (106). Infratentdriyal lezyon tanimi; serebellar
hemisferler, serebellar pedinkiil, beyin sapinda yerlesmis olan T2 hiperintens lezyonlari
kapsar (105). Spinal lezyonlar en sik servikal kord yerlesimi gosterir. Daha ¢ok dorsolateral
spinal kolonlar tutulur ve genellikle iki vertebra segmentini agsmaz (107). MS’te optik sinir
tutulumu tek tarafli kisa segment, kontrast tutulumu gosteren T2 hiperintens lezyon
seklindedir (105, 108). MS demiyelinizan lezyonlar1 akut donemde diflizyon kisitlayabilir
(109). MS lezyonlarinda kontrast tutumu baslangigta homojen sonrasinda halka
formasyonunda izlenir (110). Plaklarda kalict demiyelinizasyon, nérodejenerasyon sonucu

T1-hipointens lezyonlar izlenir, bunlar kara delik olarak bilinir (111). Korpus kallozum
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MS'te yaygin olarak tutulan bir bolgedir. Subkallozal nokta ¢izgi isareti (dot-dash sign) ve
subkallozal ¢izgiler izlenebilir (112).

3 Tesla ve tizeri incelemelerde demiyelinizan plaklarin ortasinda vendz yapinin
izlenmesi santral venoz isaret (SVI) olarak adlandirilir (113). Beyin ve spinal kord atrofisi
hastalik progresyonunun en 6nemli belirleyicilerindendir. MS’de derin gri cevher atrofisi
daha hizli olusur ve engelliligin progresyonu ile yakin iliskilidir (105, 114). Kronik aktif
lezyonlar icten ige yanan veya yavasga genisleyen lezyonlar olarak da bilinmektedir. 1.5
Tesla MR ile saptanmasi zor olan bu lezyonlar demir yikli aktif mikroglia veya
makrofajlarin yol actigi paramagnetik rim lezyon ile karakterizedir (115). MS'te bildirilen
beyin atrofi oranlarinin normal yaslanma igin beklenen oranlarin iizerinde oldugunu ve

hastalarda hastaligin en erken evresinden itibaren gozlendigi saptanmistir (116).

2.1.8. Multipl skleroz tamisinda kirmmzi bayraklar

MS tanisinda baglica kirmizi bayraklar: 16 yas Oncesi veya 50 yasindan sonra
baslangig, hiperakut baslangi¢ veya 4 haftadan sonra da devam eden progresif kotiilesme,
ensefalopati, siddetli bas agrisi, ates, meningismus, siddetli pozisyonel vertigo inat¢i
higkirik, bulant1 veya kusma arefleksi, bilateral es zamanli optik norit, ciddi gorme kayb1 ve
optik disk 6demi, genis optik sinir lezyonlari, bilateral veya kiazmal tutulum, optik sinir kilifi
geniglemesi (peri-norit), negatif OKB sonucu, ii¢ veya daha fazla vertebral segmenti iceren
uzunlamasina yaygin T2-hiperintens lezyon, simit isareti, Bagel isareti, yaygin 6n boynuz
hiicresi tutulumu, H isagreti, kaviter goriiniimler mikro ve makro kanama odaklari, “Bright
spotty sign”, konus medullaris tutulumu, spinal lezyonlarda halka, alev veya noktasal
kontrastlanma paterni, T2 hiperintens lezyonlardaki kontrastlanmanin 3 aydan uzun siirmesi

olarak siralanabilir.

2.1.9. Ayiricl tani

MS tanist konulmadan 6nce ayiric tanilarin iyi bir sekilde degerlendirmesi, alternatif
tanilar1 diisiindiiren klinik tablolara ve paraklinik kirmizi bayraklara dikkat edilmesi
gerekmektedir (117, 118). MS ayirici tanisina diger demiyelinizan hastaliklar (Ttimefaktif
MS, Marburg ve Schilder’s varyantlari ve Balo’nun konsantrik sklerozu) enfeksiyon (sifiliz,
HIV, HTLV, toksoplazma, tiiberkiiloz, noéroborreliyoz, progresif —multifokal
16koensefalopati) ve toksik durumlar, vaskiiler hadiseler (CADASIL, Lékodistrofiler,
serebral hiigiik damar hastaligi) genetik, graniilomatéz (norosarkoidoz, CLIPPERS
sendromu vb.) ve infiltratif hastaliklar girmektedir (117-120).
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2.1.10.

1983 yilinda Kurtzke tarafindan yaymlanmistir. O puan, normal nérolojik muayeneyi ve

Klinik

serebellar, beyin sapi, duyusal, gorsel, bagirsak-mesane, mental ve diger olmak {izere 7

islevsel sistem degerlendirilir (121). Genisletilmis engellilik durum olgegi Tablo 2.5°te

Engellilik takibinde kullamlan degerlendirme dlgegi

MS hastalarinda engelliligin degerlendirilmesi adina yaygin olarak kullanilan EDSS

bulgu olmamasini, 4.0-8.0 puanlar1 arasi ambulasyonu ifade eder. Piramidal,

gosterilmistir.

Tablo 2.3. Genigsletilmis engellilik durum o6l¢egi.

EDSS

Puam _ Klinik

0 Muayenede her sey normaldir

1 Oziirliiliik durumu yok, bir fonksiyonda bozukluga dair minimal belirtiler

1.5 Oziirliiliik durumu yok, birden fazla fonksiyonda bozukluga dair minimal belirtiler

2 Bir fonksiyonda minimal ziirliilik

2.5 Bir fonksiyonda hafif 6ziirliiliik ya da iki fonksiyonda minimal 6ziirliiliik

3 Bir fonksiyonda orta derecede 0ziirliiliik ya da ii¢ veya dort fonksiyonda hafif 6ziirliiliik.
Yiiriimede problem yok

3.5 Bir fonksiyonda orta derece oziirliilikk ve diger birkag fonksiyonda Ira lif ya da minimal
oziirliliik. Yiriimede problem yok.

4 Onemli seviyede 6ziirliiliik olsa da 500 metre yardim almadan yiiriinebilir.

4.5 Onemli seviyede &ziirliiliik olsa da giiniin biiyiik bir boliimii ayakta gecirilir. Calisirken
yardima ihtiya¢ duyulabilir. 300 metre yardimsiz yiiriinebilir.

5 Oziirliiliik giinliik aktivitelerin dniine gegmektedir fakat 200 metre yardim almadan
yliriinebilir.

5.5 Oziirliiliik biitiin giinliik aktiviteleri engeller. 100 metre yardim almadan yiiriinebilir.

6 100 metre boyunca baston ve koltuk degnegi olmadan, dinlenerek veya dinlenmeden
yiiriinebilir.

6.5 iki yanl destek yardimiyla 20 metre boyunca dinlenmeksizin yiiriinebilir.

7 Tekerlekli sandalye kullanim1 zorunlu olsa da tiim giin aktif olunabilir. Yardim olmadan 5
metreden fazla yiirinemez.

7.5 Sadece birkag adim atilabilir, tekerlekli sandalye kullanim1 zorunludur, tekerlekli sandalyeye
binerken ve inerken yardim gerekebilir.

8 Tekerlekli sandalye ya da yatakta olmak zorunludur. Giiniin ¢ogunlugu yataktan disarida
gecirilebilir. Kollar kullanilabilir.

8.5 Giiniin ¢cogunlugu yatakta gecirilir. Kollar bir 6l¢iiye kadar kullanilabilir.

9 Siirekli olarak yatakta durulur. Konusulabilir, yemek yenilebilir, yutkunulabilir.

9.5 Yatak zorunludur. Konusulamaz, yemek yenilemez, yutkunulamaz.

10 MS sebebiyle 6liim

2.1.11. Multipl skleroz atak ve uzun dénem tedavi

multifokal inflamatuvar demiyelinizan bir olay1 yansitan, en az 24 saat Siiren, ates veya
enfeksiyon yoklugunda gelisen monofazik bir klinik epizod olarak tanimlanir (88). Klinik

niiksler multifokal veya dalgali bir seyir gosterebilir, iki farkli atagi ayirt etmek i¢in en az

Akut MS atagi; MS'e 6zgli semptom ve bulgularin oldugu, MSS’deki fokal veya

30 giinliik bir klinik stabilite veya iyilesme donemi gereklidir (122).
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Yiiksek doz kortikosteroidlerin MS'in akut niikslerinin tedavisinde en etkili tedavi
secenegi oldugu diisiiniilmektedir intravendz 3-7 giin boyunca giinde 1000 mg, doz
azaltilarak kademeli veya direk sonlandirilarak kullanilir (123, 124). Steroide cevap
vermeyen MS ataklarinda; plazma degisimi, gii¢lii klinik kanitlarla desteklenen tek ikinci
basamak segenektir (125). MS’in uzun doénem tedavisi i¢in kullanilan birinci basamak
enjektabl tedaviler: Interferon b-1a intramuskuler, interferon b-1a subkutan, interferon b-1b
subkutan, pegylated-interferon b-la subkutan, glatiremer asetattir. MS uzun dénem oral
tedavilerinde ise teriflunomid, dimetilfumarat, fingolimod, kladribin yer almaktadir.
Tedavide kullanilan monoklonal antikorlar arasinda natalizumab, rituksimab, okrelizumab

ve alemtuzumab bulunmaktadir (124, 125).

2.1.12. Multipl sklerozda biyobelirtecler

Otoimmiin ve inflamatuvar her hastalikta oldugu gibi MS’de de biyobelirteg
arastirmalar1 devam etmektedir. En umut verici sonuglar norofilamen hafif zincir (NfL)’e
aittir (126,127). Arastirilmaya devam eden diger belirteclerde; B Kemokin ligand 13
(CXCL13) (128, 129), Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP) (130), Intratekal sentezlenen
IgM (131, 132), Osteopontin (133,134), CHI3L1 (135) ve Mikro RNA’lardan miR-155
(136) ve miR-145 (137,138) yer almaktadir.

2.2. ISI SOK PROTEINLERI:

Is1 sok proteinleri, 1962 yilinda Ritossa tarafindan bir sinek cinsi olan Drosophila'da
termal strese bir yanit olarak kesfedilmistir. Besin yoklugu, 1sinlama, hipoksi, agir metaller,
oksidatif ve toksisite, enfeksiyonlar ve enflamatuvar sitokinlere maruz kalma gibi stres

kosullart HSP ekspresyonuna neden olmaktadir (139).

Is1 soku proteinleri (HSP), tiim prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerde bulunan,
filogenetik olarak iyi korunmus bir protein grubudur. Bu proteinler 17 kDa ile 110 kDa
arasinda degisen molekiiler agirliklarina gore isimlendirilir. Baglica HSP110, HSP100,
HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 ve kiigiik HSP'ler (yaklasik 15-30 kDa) olarak
isimlendirilmektedir. Is1 soku kognatlar1 (HSc), HSP'lerin yapisal olarak ifade edilen
formlarini tanimlamak igin kullanilan bir terimdir. Ote yandan, HSP'lerin cogu strese yanit

olarak indiiklenir ve bu da onlar1 6nemli hastalik biyobelirtegleri haline getirir (140).

Fizyolojik kosullar altinda HSP, yeni sentezlenen proteinlerin uygun sekilde
katlanmasina yardimci olan molekiiler saperonlar olarak islev goériir. HSP protein

agregasyonunun Onlenmesinde, kararsiz ve yanlis katlanmig proteinlerin parcalanmasinda
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ve proteinlerin hiicresel kompartmanlar arasinda tasinmasinda 6nemli bir rol oynar. Stres
kosullar1 altinda, indiiklenebilir HSP, hiicresel homeostazi korumak ve hiicrenin hayatta
kalma fonksiyonlarin1 gelistirmek icin 1s1 soku faktorleri (HSF) tarafindan modiile edilir
(139). HSP'ler hem pro-inflamatuvar hem de anti-inflamatuvar yanitlarda rol alir. HSP'lerin
yalnizca konakg¢1 bagisiklik modiilasyonunda degil, ayn1 zamanda otoimmiin kosullarin
gelisiminde de rol oynadiklari diisiiniilmektedir. Buna ek olarak, baz1 HSP'ler antijen isleme

ve sunumunda gorevlidir (140).

Glinimiizde tiim HSP'lerin hiicre dis1 ortama salindigi kabul edilmektedir.
Baslangigta HSP saliniminin hiicresel nekrozdan kaynaklandig: diisiiniilse de arttk HSP'leri
iceren multivezikiiler cisimciklerin ekzozomlar araciligiyla hiicre disina salindigi
bilinmektedir. HSP70 izomerleri (HSPAL1A ve HSPA8), HSP60 ve HSP90 izomerlerinin de

dogrudan membran vezikiilleri yoluyla salindig1 gosterilmistir (141).

2.2.1. Kiiciik 1s1 sok proteinleri

Kiiciik HSP'ler (HSPB) 12 ila 43 kDa arasinda molekiiler agirliga sahiptir. Insanlarda
11 adet tanimlanmis HSPB bulunmaktadir. Bu ailedeki tiim proteinler, HSPB4 ve HSPB5'in
birincil yapisindaki ilgili bolgeye homolog olan 90 rezidiiden olusan alfa-kristallin alanin
igerir. Saperon proteinler olarak HSPB'ler yanlis katlanmis proteinleri baglar ve yiiksek

molekiil agirlikli saperonlara benzer sekilde bunlarin toplanmasini 6nler (141, 142).

HSPB'ler ATPaz aktivitesinden yoksun olduklar1 igin proteini aktif olarak yeniden
katlayamazlar. Biiyiik bir HSP yeniden katlamaya yardimci olana kadar agregasyonu
onlemek i¢in yanlis katlanmis proteinleri hiicre i¢inde tutarlar. Fizyolojik kosullar altinda
cogu HSPB, alfa-kristallin alanlari araciligiyla ¢ok alt birimli oligomerler olusturur. HSPB1
insanda HSP27, HSPB2 ise MKBP (miyotonik distrofi protein kinaz baglayici protein)
olarak adlandirilir iken aA-kristallin ve aB-kristallin sirasiyla HSPB4 ve HSPB5 olarak
adlandirilir. HSPB6, HSPB8, HSPB9 ve HSPB11'in alternatif isimleri sirastyla HSP20,
HSP22, CT51 ve HSP16.2'dir. HSPB1, HSPB4, HSPB5 ve HSPB8 ATP'den bagimsiz
saperon aktivitesine sahiptir. HSPB4 ve HSPB5 alfa-kristalini temsil etmek i¢in kullanilir.
HSPB4 ve HSPBS, 3:1 oraninda yapiya katilarak polidispers bir molekiil olan alfa-kristallini
olusturur. Bu molekiil néroproteksiyon arastirmalarinda dnemli bir rol oynamaktadir (141,
142).

2.2.2. Is1 sok proteini-70

HSP ailelerinden filogenetik olarak en korunmus olan HSP70 ailesi, sitozolik ve
niikleer konstitlitif HSc70 (HSP73-HSPAS), strese bagli HSP70 (HSP72-HSPA1A),
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endoplazmik retikulum Bip (Grp78-HSPA5) ve mitokondriyal mt-HSP70 (Grp75-HSPA9)
proteinini igerir. Hiicre i¢i HSP70 bir saperon proteini olarak sitoprotektif iglevler sergiler.
Hiicre dist HSP70 immiinolojik yanitlar1 ve stres durumlarinda ise tolerans yanitlarini
tetikleyen immiinomodiilator bir islev sergiler (139). HSP70 ve HSP90'in saperon olarak,
denatiire protein stabilitesini artirmak i¢in koordineli bir sekilde calisir. HSP70 ve es
saperonu HSP40 c¢esitli proteinlerin pargalanmasina yardimecir olur. Sekil 2.1°de

gosterilmigtir (143).

A) HSP70 protein ?/\,{\S\J B) HSP70 protein
Katlama makinesi ) i parcalama makinesi
Katlanmamus protein

HSP70
C-Terminal — ATPazdomaini

C-Terminal — ATPazdomaini

HSP70 kompleksini HSP90 substrat Ubikitinasyona Protcazomu
stabilize eder kompleksine alinir aracilik eder goreve alir

. Protcazom
Katlanmus protein l

/
J
L ok Parcalanmus protein

Sekil 2.1. HSP70 ve HSP90’nin saperon aktivitesinin sematik gosterimi

(HIP = HSP70 ile etkilesen protein; HOP = HSP70/HSP90-organizasyon proteini; CHIP=HSP70/HSC70
etkilesimli proteinin C terminali; Bag-1 = Bcl-2 ile iliskili atanojen).

HSP70'in hiicre ylizeyi reseptorlerini baglama ve internalize olma, antijen sunumunu
aktive etme yeteneginin, inflamatuvar sitokinlerin indiiklenmesinden bagimsiz olmasi ¢ok
muhtemeldir, ki bu bugiine kadar hala tartismalidir (144). HSP70 hem dogustan gelen hem
de edinsel bagisiklik sistemini uyarir. HSP70'in bagisiklik hiicreleri tarafindan taninmasi,
sinyal iletiminin baslatilmasina neden olur ve bu da daha sonra sitokinlerin salinmasina
neden olur, Sekil 2.2’de gosterilmistir (140). HSP70 inflamatuvar ortamda; Anti-
inflamatuvar sitokinlerin iiretimini tesvik eder. Endositik reseptorlerine baglanarak dentritik
hiicreler, miyeloid tiirevli supresor hiicreler ve monositler ile etkilesime girerek IL-10
salinimina ve immiinosupresyona neden olur (144). De Souza ve arkadaglari, insan glial
hiicrelerinin IL-1, IFN-y ve TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerle uyarilmasinin, agirlikli

olarak oligodendrositlerde HSP70 ekspresyonunu indiikledigini gostermistir (145).
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Sekil 2.2. HSP70’in dogustan ve edinsel bagisiklhik hiicreleri ile iligkisinin gosterimi.

HSP70; hiicre igerisinde protein yeniden katlanmasini basartyla tamamlarsa, bu
islemden artan fazla HSP70, hiicre 6liimiini engellemek i¢in apoptotik aracilarla etkilesime
girer. Hiicresel hasara neden olan stres kosullari, HSP70'in proteinleri yeniden katlama
kapasitesini asarsa apoptotik yolak kontrol edilemez ve bu hiicre 6liimiine neden olur.
HSP70’in yetersiz iretimi, yanls katlanmig proteinlerin hiicre icinde birikmesine ve
norodejeneratif siireclere de hazirlayici olan apoptotik hiicre 6liimiine sebep olmaktadir
(146). Beyin hasari, farkli yollardan apoptotik hiicre 6liimiine neden olur. Interensek yol,
mitokondriden yayilan sinyaller etrafinda gelisirken, ekstrensek veya reseptor aracili yol ise
6liim reseptdrlerinin ligandlaria baglanmasiyla baslar. Prototip olarak 6liim reseptorii Fas
burada gosterilmektedir. HSP70 ve HSP27'nin sekilde gosterildigi gibi apoptoza miidahale
ettigi Sekil 2.3.’te gosterilmistir (143).

Hiicre membram

Kaspaz-8

Bel-2 r

INK J \
Bax 2 %

A Apoptozom e @ 5_ Aﬁ_} d‘ Niikleus )
.eﬂa’ CytC S ~——

aparat
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Kaspaz-9 Smac/DIABLO

\ / Kaspaz
Kaspaz-3 bagn msiz
1 apoptozis

Apoptozis

Sekil 2.3. HSP70 ve HSP27’nin apoptoza miidahelesi (FasL = Fas ligand; AIF = apoptoz indiikleyici
faktor; Akt = protein kinaz B; Apaf-1 = apoptoz proteaz aktive edici faktor-1, Cyt C =
sitokrom c¢; JNK = c-Jun N-terminal kinaz; Dyn = dinamin).
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2.2.3. Is1 sok protenini-90

HSP90 dimerik bir protein olup 90 kDa agirliga sahiptir. Stres olmayan kosullar
altinda toplam memeli hiicresel proteinlerinin yaklagik %1-2'sini temsil ederler. Stres

kosullarinda ekspresyonlar1 yaklasik 3 kat artis gosterebilir (147).

Memelilerde; HSP90 alfa (HSP90«) ve HSP90 beta (HSP90p) olmak fizere iki
formu sitoplazmada, glukoz ile diizenlenen protein-94 (GRP94) endoplazmik retikiilumda
ve TRAP-1 (tiimor nekroz faktorii reseptoriiyle iliskili protein 1) mitokondride bulunur.
Insanda HSP90« indiiklenebilir olarak kabul edilirken, HSP90 HSP90'1n yapisal formudur.
HSP90, hiicrelerin hayatta kalmasindaki hayati rolleri nedeniyle vazgeg¢ilmez saperonlardan
biri olarak kabul edilir. HSP90 proteinleri apoptoz, hiicre dongiisii kontrolii, hiicre canliligt,
protein katlanmasi ve sinyalizasyon olaylar1 gibi temel hiicresel siireclerde yer alir. Ayrica,
antijen sunan hiicrelerin ve dendritik hiicrelerin aktivasyonu yoluyla adaptif bagisiklig
indiiklerler. HSP90'in asir1 ekspresyonu, gesitli kanser tiirleri, viral enfeksiyon, inflamasyon

ve norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok patolojik durumla iligkilendirilmistir.

Sitozolik HSP90, HSF-1 ile baglanabilir ve inflamasyon durumunda HSP40, HSP60
ve HSP70 gibi diger HSP'lerin ekspresyonunu indiikleyebilir. Sekil 2.4’te insanlarda HSP90
ailesi {iyelerinin alan yapisi ve alanlarin biyolojik fonksiyonlar1 gdsterilmistir. insanlarda
HSPI0 ailesi iiyelerinin alan yapisinin gsematik gosterimi ile her alanin biyolojik islevi
gosterilmektedir. HSP90a, HSP90B, GRP94 ve TRAP1 sirasiyla 732, 724, 704 ve 803 amino
asitten olugmaktadir (147).

1 100 200 300 400 500 600 700 800 9S00
I 1 1 1 T T J 1 I 1
HSP90a N _——— = — l_ C
HSP90B -— - MEEVD |- C
i Lom}-©
™RAP1T N T }c
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-ATPaz -Sarjli esnek -Alici protein baglanma -Dimerizasyon

-Yardimci saperon baglayici bolgesi -Yardimci saperon

baglanma bélgesi -Yardimci saperon baglanma bdlgesi
baglanma bdlgesi -Alici protein
-ATPaz aktivasyonu baglanma bdlgesi

Sekil 2.4. HSP90 ailesi iiyelerinin alan yapisi ve alanlarin biyolojik fonksiyonlari
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ARASTIRMA YERI, ZAMANI VE ORNEKLEM SECIiMi

Bu tek merkezli prospektif kontrollii klinik ¢alisma Istanbul Medeniyet Universitesi
S.B. Goztepe Prof. Dr. Siileyman Yalgin Egitim Arastirma Hastanesi Noroloji Klinigi’nde
Aralik 2023 ve Mart 2024 tarihleri arasinda yiiriitiilmistiir. Calismanin etik kurul onayzi;
Istanbul Medeniyet Universitesi S.B. Goztepe Prof. Dr. Siileyman Yalgin Egitim ve
Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 2023/0825 karar numarasi
ile alinmgtir. Calisma Helsinki Bildirisi, Iyi Klinik Uygulamalar ve Iyi Laboratuvar

Uygulamalarma uygun sekilde gergeklestirildi.

Calismamiza Aralik 2023 ve Mart 2024 tarihleri arasinda Istanbul Medeniyet
Universitesi S.B. Goztepe Prof. Dr. Siileyman Yalgin Sehir Hastanesi Noroloji Klinigi
Multipl Skleroz poliklinigine basvuran g¢aligma dahil edilme kriterlerlerini karsilayan,
McDonald tani kriterlerine gore kesin RRMS tanisi almis ve ¢alismaya katilmak igin onam
veren 40 hasta dahil edilmistir. Kontrol grubunda ise yas ve cinsiyet agisindan eslesen 40
saglikli kontrol dahil edildi. Calismanin gerceklestirilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan katilimei
sayisi, G*Power analizi yapilarak ve literatiirde yerini almig benzer ¢alismalarin katilimer

sayilar1 degerlendirilerek belirlenmistir (148).
Hastalar igin ¢alismaya dahil edilme kriterleri;

e 18-50 yas arasinda Mc Donald kriterini karsilayan Relapsing Remitting Multipl

Sklerozis tanili hasta olmak

e Taniya yonelik yapilan BOS Oligoklonal band sonucu tip 2 pozitif ile uyumlu
olmak

e Multipl Skleroz tanisi ile daha 6nceden herhangi bir atak tedavisi veya koruyucu
ila¢ kullanim1 olmamak ve Multipl Skleroz disinda herhangi bir kronik hastalik

tanis1 bulunmamak
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Calismadan dislama kriterleri:
e 18 yas alt1 ve 50 yas listiinde olmak
¢ Bilinen baska norolojik veya ek hastaligi olmasi

e Daha onceden herhangi bir kronik hastalik nedeniyle immiinsiipresan,

kemoterapotik ilag veya immiin modiilator kullaniminin olmasi.
Kontrol grubu igin ¢alismaya dahil edilme kriterleri;

e Herhangi bir kronik hastaligi bulunmayan ve ilag kullanimi olmayan spesifik

olmayan bas agrisi sikdyeti ile noroloji poliklinigine basvuran hasta olmak.

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubundaki bireyden ¢aligmanin amag ve
igerigini belirten aydinlatilmis onam formu ile onam alindi. Calismaya dahil edilen hasta ve
kontrol grubuna ait her bireyin ayrintili fizik ve norolojik muayeneleri yapild.
Yapilandirilmis bir form araciligi ile hastalarin; yas, cinsiyet, egitim durumu, medeni hal,
sigara ve alkol kullanimi, MS tani siiresi, kullandig: ilaglar, ek hastalik varligi, atak sayisi,
atak belirtileri (beyin sap1, duyusal, piramidal, optik nérit, spinal, serebellar), OKB, EDSS
sonuglar kaydedildi.

Calismaya katilim saglayan MS hastalarin klinik seyri ile hastalik siddetinin tespiti
icin EDSS kullanildi. Santral sinir sisteminin piramidal, serebellar, beyin sapi, duyusal,
visual, biligsel, liriner-gastrointestinal sistem basta olmak iizere yedi fonksiyonel alanin
degerlendirilmesi esasina dayanan bu skorlama ile hastalarin fonksiyonel durumu
“0=Normal 10=MS nedeni ile 6liim” olmak tizere 0 ile 10 arasinda skorlanmasi1 planlandi

(149).
3.2. KAN ORNEKLERININ TOPLANMASI VE MUHAFAZASI

Calismaya katilmast uygun olan tiim katilimcilardan ‘Is1 sok proteini 70 ve 90 °
laboratuvar testi ¢alisilmak {izere antekiibital ven kullanilarak vendz kan 6rnegi mor renk
kapakli 10 cc’lik EDTA’l1 kan toplama tiiplerine alindi. Kan alindiktan sonra 10 dakika 3000
devirde +4 C’de santrifiij edildi ve serum Ornekleri eppendof tiiplerine alindi. Serum
ornekleri -80 derecede saklanip tiim oOrnekler birlikte g¢alisildi. Biyokimya laboratuvari

tarafindan tercihen kullanilan ELISA kitlerin bilgileri:

BTLAB Human Heat Shock Protein 70 kDa Protein 1A, HSPALA ELISA kit, katalog
numarast: 102-E3015Hu, BTLAB Human Heat Shock cognate 71 kDa protein , HSPAS8
ELISA kit, katalog numarasi:102-E3912Hu , BTLAB Human Heat Shock Protein 90 ELISA
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Kit Katalog No:E3061Hu , BTLAB Human Heat Shock Protein 90-alpha A2 ELISA Kit
Katalog No:E7774Hu

Ayni hasta grubuna dahil olan ve atak doneminde olan 6 RRMS hasta, saglikli
kontrol grubundan 6 kisiden 10 cc antekiibital ven kullanilarak venoz kan 6rnekleri, mor
renk kapakli (EDTA’l1) kan toplama tiiplerine alinmistir. 1 ml RNAlater eklenerek hafifce
alt ist edilerek homojenize edilmesi saglanmistir. Kan orneklerinin 1 saat igerisinde
laboratuvara transferi tarafimca saglanmistir. Calismanin bu kisimdan sonraki agamalari
Saglik Bilimleri Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde

gerceklestirilmistir.
3.3. KULLANILAN GERECLER, SARF VE KIMYASALLAR

Calismada kullanilan gereg, sarf ve kimyasallar ve bu maddelerin kullanim alanlar

Tablo 3.1°de gosterildigi gibidir.

Tablo 3.1. Cahismada kullanilan gereg, sarf ve maddeler.

Gerec, Sarf ve Kimyasallar Kullanim Alam

Sogutmali mikrosantrifiij (Eppendorf, Almanya) | RNA izolasyonu

Spektrofotometre (Thermo-Amerika Birlesik RNA konsantrasyonunun belirlenmesi

Deviletleri)

Derin dondurucu (-86 oC, Binder-Almanya) Orneklerin muhafazasi

Buzdolabi (-20 oC, Ugur-Tiirkiye) Ornek ve kimyasallarin muhafazasi

Buzdolabi (+4 oC, Ugur-Tiirkiye) Ornek ve kimyasallarin muhafazasi

Real-time PCR Cihazi (BioRad-Almanya) Gergek zamanli PZR

PCR cihazi (Thermo) PZR

DNA/RNA UV Kabin (Tiirkiye) Total RNA izolasyonu, cDNA sentezi hazirlik
agamasi

Buz makinesi (HIMS-50-Cin) Total RNA izolasyonu

Absolute etanol (%99,5-Amerika Birlesik Total RNA izolasyonu

Devletleri)

PBS 1X (Euroclone-italya) cDNA eldesi

Analytik Jena RNA izolasyon kiti (Almanya) Total RNA izolasyonu

Euroclone SybrGreen Master Mix (italya) DNA amplifikasyonunun belirlenmesi, gen
ifadelerinin belirlenmesi

BTLAB Human Heat Shock Protein 70 ELISA | Serum HSP-70 diizeylerinin belirlenmesi
Kit

BTLAB Human Heat Shock Protein 90 ELISA | Serum HSP-90 diizeylerinin belirlenmesi

Lab companion, ABD Inkiibator

Thermo Multiskan GO, Ingiltere ELISA okuyucu
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3.4. KULLANILAN YONTEMLER

3.4.1. ELISA yontemi

Calisma i¢in ayrilmis 6rneklerin, kit reaktiflerinin ve mikroplakanin oda sicakligina
gelmesi saglandi. Orneklerde Insan HSP-70 (BTLAB Human Heat Shock Protein 70 kDa
Protein 1A, HSPAL1A ELISA kit, katalog numarasi:102-E3015Hu ve BTLAB Human Heat
Shock cognate 71 kDa protein, HSPA8 ELISA kit, katalog numarasi:102-E3912Hu) diizeyi
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA, Enzim bagli immunosorbent yontem)
kullanilarak kit yardimiyla 6lgiildii. Bu kit biyotinlenmis ikili sandvig prensibine gore 6lgiim

yapmaktadir.

HSPA1A ELISA kiti igin; bu kitte saflastirilmis insan monoklonal HSPALA antikor
ile 6nceden kaplanmis mikroplaka kullanilir. 50 uL. HSP-70 standartlar1 (48; 24; 12; 6; 3
ng/L) ve rneklerden 40 uL kuyucuklara eklendi. Ornekler iizerine 10 pL biotinlenmis anti-
HSPAT1A antikoru eklendi. Ardindan 6rnek ve standartlara 50 pL streptavidin-HRP eklenip
inkiibatorde (Lab companion, ABD) 1 saat 37 °C’de bekletildi. Inkiibasyon bittikten sonra
ELISA manuel mikropipet yardimi ile yikandi. Daha sonra 50 uL Kromojen A ve Kromojen
B soliisyonu eklenip 15 dk 37 °C’de karanlikta bekletildi. Renk olusmasi igin karanlikta
bekletilip, asit ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon durduruldu. Renk yogunlugu ELISA okuyucu
(Thermo Multiskan GO, Ingiltere) ile 450 nm’de okundu. insan HSP-70 diizeyleri standart
grafik yardimiyla hesaplandi.

HSPAS8 ELISA kiti i¢in; bu kitte saflastirilmis insan monoklonal HSPAS8 antikor ile
onceden kaplanmis mikroplaka kullanilir. 50 pL. HSP-70 standartlar1 (48; 24; 12; 6; 3 ng/L)
ve drneklerden 40 puL kuyucuklara eklendi. Ornekler iizerine 10 uL biotinlenmis anti-HSPAS
antikoru eklendi. Ardindan Ornek ve standartlara 50 pL streptavidin-HRP eklenip
inkiibatorde (Lab companion, ABD) 1 saat 37 °C’de bekletildi. Inkiibasyon bittikten sonra
ELISA manuel mikropipet yardimi ile yikandi. Daha sonra 50 uL Kromojen A ve Kromojen
B soliisyonu eklenip 15 dk 37 °C’de karanlikta bekletildi. Renk olusmasi i¢in karanlikta
bekletilip, asit ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon durduruldu. Renk yogunlugu ELISA okuyucu
(Thermo Multiskan GO, Ingiltere) ile 450 nm’de okundu. insan HSP-70 diizeyleri standart
grafik yardimiyla hesaplandi.

Calisma i¢in ayrilmis 6rneklerin, kit reaktiflerinin ve mikroplakanin oda sicakligina
gelmesi saglandi. Orneklerde insan HSP-90 (BTLAB Human Heat Shock Protein 90 ELISA
Kit Katalog No: E3061Hu , BTLAB Human Heat Shock Protein 90-alpha A2 ELISA Kit

24



Katalog No:E7774Hu kullanilarak kit yardimiyla 6lgtildii. Bu kit biyotinlenmis ikili sandvig

prensibine gore 6l¢lim yapmaktadir.

HSPI90AB1 ELISA kiti igin; bu kitte saflastirilmig insan monoklonal HSP90AB1
antikor ile 6nceden kaplanmis mikroplaka kullanilir. 50 pL HSP-90 standartlar1 (48; 24; 12;
6; 3 ng/L) ve 6rneklerden 40 uL kuyucuklara eklendi. Ornekler iizerine 10 uL biotinlenmis
anti-HSP90AB1 antikoru eklendi. Ardindan 6rnek ve standartlara 50 pL streptavidin-HRP
eklenip inkiibatdrde (Lab companion, ABD) 1 saat 37 °C’de bekletildi. Inkiibasyon bittikten
sonra ELISA manuel mikropipet yardimi ile yikandi. Daha sonra 50 uL. Kromojen A ve
Kromojen B soliisyonu eklenip 15 dk 37 °C’de karanlikta bekletildi. Renk olusmasi igin
karanlikta bekletilip, asit ¢dzeltisi eklenerek reaksiyon durduruldu. Renk yogunlugu ELISA
okuyucu (Thermo Multiskan GO, Ingiltere) ile 450 nm’de okundu. Insan HSP-90 diizeyleri
standart grafik yardimiyla hesaplandi.

HSP90AA2 ELISA kiti i¢in; bu kitte saflastirilmis insan monoklonal HSP90AA2
antikor ile 6nceden kaplanmis mikroplaka kullanilir. 50 L HSP-90 standartlar1 (48; 24; 12;
6; 3 ng/L) ve 6rneklerden 40 uL kuyucuklara eklendi. Ornekler iizerine 10 pL biotinlenmis
anti-HSP90AA?2 antikoru eklendi. Ardindan 6rnek ve standartlara 50 pL streptavidin-HRP
eklenip inkiibatorde (Lab companion, ABD) 1 saat 37 °C’de bekletildi. inkiibasyon bittikten
sonra ELISA manuel mikropipet yardimi ile yikandi. Daha sonra 50 pL Kromojen A ve
Kromojen B soliisyonu eklenip 15 dk 37 °C’de karanlikta bekletildi. Renk olusmasi igin
karanlikta bekletilip, asit ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon durduruldu. Renk yogunlugu ELISA
okuyucu (Thermo Multiskan GO, Ingiltere) ile 450 nm’de okundu. Insan HSP-90 diizeyleri
standart grafik yardimiyla hesaplandi.

3.4.2. RNA izolasyonu

Her iki gruba dahil olan katilimecilardan alinan 10 cc’lik kan 6rneklerinden 1s1 sok
proteinleri ile iliskili TRAP, HSP90AB1, HSP90AB4P, HSPB1, HSPA7, HSPAlA,
HSPA1B, HSPA6, HSPA8, HSPAA2, HSPB5 genleri ve kontrol genleri olarak GAPDH ve
ACTINB gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi amaciyla total RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. RNA izolasyonu Analytik Jena innuPREP Blood RNA Kkiti yonergeleri

dogrultusunda asagida belirtilen basamaklarla yiiriitaImistir.

e 0.5 mI’lik kan 6rnekleri 15 ml’lik reaksiyon tiiplerine alindiktan sonra 10 ml’lik

(+40C’taki) ELB Tampon tiiplere eklendi. Kisa siireli vorteksleme ile karistirildi.
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Buz iistiinde 10 dakika boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon esnasinda iki kez
vortekslenerek karigtirildi. 3,000 rpm’de, +40C’da 5 dakika boyunca

santrifiijlendi ve siipernatant karisimdan tamamen uzaklagtirildi.

Tiip bir kagit havlunun {izerine ters c¢evirilerek supernatantin tamamen

uzaklastirildigindan emin olundu.

Hiicre peletinin distiine 5 ml ELB Tampon eklendi. Daha sonra elle siddetli bir
sekilde sallanarak tekrar siispanse edildi. 3,000 rpm’de, +40C’da, 3 dakika

boyunca santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirildi.

Tip bir kagit havlunun iizerine ters c¢evirilerek supernatantin tamamen

uzaklastirildigindan emin olundu.

600 pl Lysis RL soliisyonu hiicre peletine eklendi. Oda sicakliginda 2 dakika
boyunca inkiibe edildi. Pipetaj ile re-suspend edildi. Bu basamakta herhangi bir

hiicre kiimesi/birikintisi kalmamasina 6zen gosterildi.

Receiver tiipiine Spin Filter D konuldu. Par¢alanmis 6rnek Spin Filter D filtresinin
tistiine konuldu ve 12,000 rpm’de 2 dakika boyunca satrifiijlendikten sonra filtre
cikarildi. Bu basamakta 6rnegin tamaminin filtreden gegmedigi tespit edildiyse

santrifiijleme islemi tekrarlandi.

Yeni bir toplayic tiipiiniin i¢ine Spin Filter R filtresi konuldu. 600 pl %70’lik
etanol ile 7. Basamaktaki ornege eklendi. Elde edilen yeni karigim pipetaj ile
karistirildi. 650 pl’lik 6rnek Spin Filtre R filtresine konulduktan sonra 12,000
rpm’de 1 dakika santrifiijlendi. Bu basamakta G6rnegin tamaminin filtreden

gecmedigi tespit edildiyse santrifiijleme islemi tekrarlandi.

Santrifijleme islemi sonrasinda siiziintii ile dolu receiver tiip ¢ikarildi ve Spin
Filter R filtresi yeni bir receiver tiipiine konuldu. Ornegin kalan kismi ayn1 Spin

Filter R’ye yiiklendi ve 12,000 rpm’de santrifiijlendi.

Filtrat ve receiver tiip ¢ikarildi ve Spin Filter R filtresi yeni bir receiver tiipe

konuldu.

Spin Filter R filtresi acilarak 500 pul Washing Solution HS soliisyonu eklendikten
sonra kapagi kapatilarak 12,000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Kalan
filtrat ile birlikte receiver tiipii uzaklastirildi ve Spin Filter R filtresi yeni bir

receiver tiipiine gegirildi.
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e Spin Filter R filtresi agilarak 700 ul yikama ¢ozeltisi LS soliisyonu eklendikten
sonra kapagi kapatilarak 12,000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Kalan
filtrat ile birlikte receiver tiipii uzaklastirildi ve Spin Filter R filtresi yeni bir

receiver tiipiine gecirildi.

e 12,000 rpm’de 3 dakika boyunca santrifiijlenerek tiim etanol kalintilari

uzaklastirildiktan sonra receiver tiipii atildi.

e 14. Spin Filter R filtresi bir eltisyon tiipiine alindi. Kapagi dikkatlice agilarak 40
ul RNase-free Water eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika boyunca inkiibe edildi.
Daha sonra 8,000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiijlendi.

3.4.3. izole edilen RNA konsantrasyonunun belirlenmesi

RNA saflik ve konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 260 nm ve 280 nm’de dalga
boyunda 15181 sogurma (O.D.) 6l¢iimii gergeklestirilmistir. 260 nm’deki O.D./280 nm’deki

O.D. orani lizerinden RNA saflik derecesi belirlenmistir.

3.4.4. cDNA sentezi

Saflik derecesi belirlenen izole RNA’dan uygun kitler ile cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Sentez esnasinda kullanilan bilesenlerin miktarlar1 Tablo 3.2°de

verilmistir.

Tablo 3.2. cDNA sentezi esnasinda kullanilan maddeler.

. Enzim Ultra saf steril su .
Bilesenler 5x Tampon Karisumi (dH:0) RNA ornegi
Miktar 10 wl 1wl 8 ul 1wl
Toplam Hacim | 20 ul

cDNA sentezinin gergeklesebilmesi i¢in uygun polimeraz zincir reaksiyon kosullari

ise Tablo 3.3’te belirtildigi gibidir.

Tablo 3.3. Polimeraz zincir Reaksiyon kosullari.

1.Basamak 2.Basamak 3.Basamak 4 Basamak
Sicaklik (°C) | 25 42 85 4
Zaman 10 15 5 o)

3.4.5. Gercek Zamanh Kantitatif PCR Yoéntemiyle Gen ifadelerinin Belirlenmesi

Calismamizda 6 hasta ve 6 kontrol grubunun total kan numunelerinden 48. Saatte

yapilan RNA izolasyonu sonrasi elde edilen cDNA’lardan RT-PCR yo6ntemi ile kullilan 11

27



adet gen arastirildi. TRAP, HSP90AB1, HSP90AB4P, HSPB1, HSPA7, HSPAI1A,
HSPA1B, HSPAG6, HSPA8, HSPAA2, HSPBS5 genlerinin gergek zamanli PCR olgtimleri
BioRad cihaz1 ile yiritilmistir. Toplam reaksiyon hacminin 20 pL oldugu
amplifikasyonlar, cDNA, bolgeye 6zgii ileri-geri yonlii primerler, SYBRGreen Master Mix
kullanilarak gegeklestirilmistir. Gen ifadelerinin normalize edilmesi i¢in GAPDH ve B2M
genlerine 0zgli primer kullanilarak cDNA o6rnekleri ¢alisilmistir. Gergek zamanli PCR

bilesenleri Tablo 3.4’de gosterilen miktarlarda kullanilmigtir.

Dongii esigi (cycle threshold, Ct) floresan sinyalinin saptanabilmesi i¢in gereken
dongii sayisi olarak tanimlanir. Ct degeri 6rnekteki DNA miktari ile ters orantilidir. Ct degeri
ne kadar diisiikse 0rnekte o kadar fazla DNA bulunmaktadir ve ilgili genin ekspresyon
diizeyi artmistir seklinde yorumlanir. Ct degeri ne kadar yiiksekse 6rnekte o kadar az DNA
bulunmaktadir ve ilgili genin ekspresyon diizeyi azalmistir seklinde yorumlanir. Bu genler
sinyal yolaklar1 ile kontrol edildigi i¢in ekspresyonu artan ve azalan genler ve iligkili

olduklar1 sinyal yolaklari tizerinden analiz edilecektir.

Yapilan analizin ardindan elde edilen verilere gore gen ekspresyon degerleri
belirlendi ve ekspresyon diizeylerindeki degisikliklerin analizinde 2-AACt yoOntemi
kullanildi.

Gen cekspresyonlarindaki kat degisimi (fold change) hesaplamalari log2’ye uygun
yapildi. 2 ve iizeri ekspresyon farkliligi goriilenler yukari; 0,5 ve alt1 ekspresyon farkliligi
gorilenler asag: regiile genler olarak tanimlandi. Genlerin ekspresyon diizeylerini Livak

yontemiyle hesaplamak i¢in asagidaki formiiller sirasiyla kullanildi:
ACt (hasta) = Ct (hasta) — Ct (referans hasta)
ACt (kontrol) = Ct (kontrol) — Ct (referans kontrol) ve

AACt = ACt (hasta) — ACt (kontrol)

Ekspresyon diizeyi= 2 24¢t

Reactome, acik kaynakli, agik erisimli ve uluslararasi hakemli bir veritabanidir.
Molekiiler ve klinik aragtirmalar i¢in; genom analiz verisi, sistem biyolojisi, molekiiler yolak
verileri gibi birden fazla ve farkli verinin gorsellestirilmesi, yorumlanmasi ve analizi igin in
silico biyoinformatik araglar1 kullanmaktadir. Reactome, sinyal ve metabolik molekiillerin
arasindaki iligkisel yapiy1 nicel olarak analizyen bir veri tabanidir. Reaksiyonlara katilan

yapilarin arasinda bir biyolojik ag olusturur. Bunlar1 yolaklar halinde gruplandirilir. (150).
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Enrichr, derlenmis gen setleri icin kapsamli bir kaynak ve daha ileri biyolojik
arastirmalar i¢in kullanilan bir arama motorudur. Enrich veri tabani tlizerinden ulasim
saglanan NCATS BioPlanet, tim yolaklari, bunlarin saglikli ve hastalik durumu ek
aciklamalarini ve bunlarin i¢indeki hedefleri ve aralarindaki iligkileri kataloglayan kapsamli,

kamuya agik bir bilisim kaynagidir (151).

Tablo 3.4. Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in kullanilan maddeler.

Bilesenler i1k Hacim

SYBR green master mix 10 pl

Primerler 1l

cDNA ornegi 1wl

Steril su ul
Toplam Hacim 20 pl

Gergek zamanli PCR sicaklik sartlar1 Tablo 3.5°te gosterildigi gibidir.

Tablo 3.5. Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlar.

Zaman Sicakhk Dongii Sayisi
5dk 95°C 1

15sn 95°C 45

60 sn 60 °C 45

3.5. VERILERIN iSTATiISTIiKSEL DEGERLENDIRILMESI

Elde edilen veriler dogrultusunda oncelikle tanimlayici istatistikler hazirlanmistir.
Gruplardaki katilimcr sayilarinda n<30 olmasi sebebiyle parametrik olmayan testlerin
kullanilmasma (152) karar verilmistir. Bu sebeple, iki kategorili degiskenlerin farklar
Mann-Whitney U (M-W U) testi ve ikiden fazla kategorili degiskenlerin farklar ise Kruskal
Wallis H (K-W H) testi ile incelenmistir. K-W H testi sonucunda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmasi halinde, farkin hangi iki kategori arasinda oldugunu incelemek i¢in M-
W U testi kullamlmustir. Iki kategorik degiskenin karsilastirilmasinda Ki-Kare testi
kullanilmistir. Siirekli degiskenler arasindaki es hareketin incelenmesi i¢in Spearman

korelasyon testi uygulanmastir.

Coklu kategorik degisken ve siirekli degisken arasindaki iliskiyi hesaplamak igin n°
(Eta Kare) testi kullanilmistir (153). Hasta-kontrol gruplar1 arasindaki degisim ve atak
geciren-atak gecirmeyen gruplar arasindaki esik degerleri tespit edebilmek i¢in ROC analizi
kullanilmistir. Analiz sonuglar1 %95 giiven araliginda yorumlanmis olup, analizler SPSS

v.25 yardimiyla gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. ISI SOK PROTEINLERININ ELISA iLE ELDE EDILEN SONUCLARIN
ANALIZI

Calismaya kabul edilen 40 kontrol ve 40 hasta grubuna ait demografik bilgileri ve
hastalik gecmisini iceren degiskenlere ait frekanslar ve yiizdeler Tablo 4.1°de verilmistir.
Tabloda hastalara ait cinsiyet, atak doneminde olup olmadigi, oligoklonal band tipi, EDDS
skoru, immiinsiipresan ila¢ kullanimi, toplam atak sayisi, piramidal atak sayisi, duyusal atak
say1sl, serebellar atak sayisi, beyin sap1 atak sayisi, optik atak sayisi, sigara kullanim durumu

ve vaskiilit durumu yer almaktadir.

Tablo 4.1. Katilimel frekans tablosu.

Degisken Kategori n %

Kontrol 40 50,00%
Hasta-Kontrol

Hasta 40 50,00%

Erkek 28 35,00%
Cinsiyet

Kadin 52 65,00%

Yok 24 60,00%
Atak

Var 16 40,00%

Negatif 0 0,00%
OKB

Pozitif 40 100,00%

Yok 40 100,00%
Immiinsiipresif Ilag

Var 0 0,00%

1 14 35,00%
Toplam Atak Sayisi 2 18 45,00%

3 8 20,00%
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Tablo 4.1 (devam). Katihmer frekans tablosu.

Degisken Kategori n %

0 17 42,50%

1 18 45,00%
Piramidal Atak

2 4 10,00%

3 1 2,50%

0 25 62,50%
Duyusal Atak 1 14 35,00%

3 1 2,50%

0 37 92,50%
Serebellar Atak

1 3 7,50%

0 31 77,50%
Beyin Sap1 Atak

Il 9 22,50%

0 17 42,50%
Optik Atak 1 19 47,50%

2 4 10,00%

Hayir 19 47,50%
Sigara

Evet 21 52,50%

Yok 40 100,00%
Vaskiilit Belirtegleri

Var 0 0,00%

Katilimcilar hasta ve kontrol sayilar1 esit olarak toplanmistir. Cinsiyetler
degerlendirildiginde tiim gruplardaki toplam katilimcilar igerisinden %35 (n=28) erkek, %65
(n=52) kadindir. Hasta grubunda yer alan katilimcilarin %60°1 (n=24) remisyon déneminde
oldugu, %401 (n=16) ise atak doneminde oldugu anlasilmistir. Atak donemindeki hastalarda
piramidal atak gecirme siklig1; bir kez n=18 (%45,0) kisi, iki kez n=4 (%10,0) ve ii¢ kez n=1
(%2,5) olarak goriilmiistiir. Atak donemindeki hastalarda duyusal atak gecirme sikligi; bir
kere n=14 (%35,0) kisi ve 3 kere n=1 (%2,5) olarak goriilmiistiir. Serebellar atak gecirme
sikligt; bir kez n=3 (%7,5) kisi, beyin sap1 atak gecirme sikligi; bir kez n=9 (%22,5) kisi ,
optik atak gecirme sikligt; bir kez n=19 (%47,5) kisi ve 2 kez n=4 (%10,0) ‘dir. Toplam atak
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gecirmede ise bir kez n=14 (%35,0) kisi, iki kez n=18 (%45,0) ve 3 kez n=8 (%20,0) olarak
goriilmiistiir. Hastalarin tamaminda (n=40, %100) oligoklonal band tipinin tip 2 pozitif
oldugu, immiinsiipresan ila¢ kullanim1 olmadigini ve vaskiilit belirteglerinin negatif oldugu

anlasilmistir. Hastalarin %52,5’inin (n=21) sigara kullandig1 goriilmektedir.

Tablo 4.2. Katihmai 6zelliklerinde yas degiskeni fark.

Degisken Kategori Ort.+.Ss. (Min.-Maks.) p
Hasta (n=40) 33,55+10,04 (18-55)

Hasta-Kontrol 0,847
Kontrol (n=40) 32,9549,40 (18-50)
Erkek (n=28) 31,00+7,45 (20-44)

Cinsiyet 0,135
Kadin (n=52) 34,46+10,54 (18-55)
Yok (n=24) 36,00+10,21 (19-55)

Atak 0,045
Var (n=16) 29,88+9,13 (17-56)
1 (n=14) 34,50+10,17 (17-56)

Toplam Atak Sayis1 |2 (n=18) 33,72+11,13 (19-55) 0,859
3 (n=8) 31,50+8,52 (20-48)
0 (n=17) 33,47+8,65 (20-48)
1 (n=18) 35,17+11,82 (17-56)

Piramidal Atak 0,443
2 (n=4) 30,00+7,16 (23-40)
3 (n=1) 20,00+0,0 (20-20)
0 (n=25) 31,40+8,67 (17-47)

Duyusal Atak 1 (n=14) 38,36+11,03 (22-56) 0,056
3 (n=1) 20,00+0,0 (20-20)
0 (n=37) 33,78+10,29 (17-56)

Serebellar Atak 0,681
1 (n=3) 30,67+9,24 (20-36)
0 (n=31) 33,71+10,26 (17-56)

Beyin Sap1 Atak 0,935
1 (n=9) 33,00+10,28 (20-47)
0 (n=17) 37,00+11,31 (17-56)

Optik Atak 1 (n=19) 30,63+8,40 (19-47) 0,236
2 (n=4) 32,75+10,37 (25-48)
Hayir (n=19) 34,05+11,81 (17-56)

Sigara 0,935
Evet (n=21) 33,10+8,62 (20-48)
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Katilimcilara ait hasta-kontrol ve cinsiyet verileri n=80 kisi ile incelenmis olup diger
ozelikler hasta grubunda hesaplanmistir. Hastalarin ortalama yasinin 33,55+£10,04 oldugu ve
kontrol grubundakilerin de 32,95+9,40 oldugu, iki grup arasinda yas olarak istatistiksel bir
farkin yoktur (p>0,05). Benzer sekilde cinsiyetler incelendiginde erkeklerin 31,00+7,45 ve
kadinlarin 34,46+10,54 yas istatistikleri arasinda anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05).
Boylelikle  hasta-kontrol — gruplari  ve cinsiyetlere gore yanliligin  olmadig
sOylenebilmektedir. Hasta grubunda yer alan katilimcilar i¢in toplam atak sayisi ve atak
tirleri ile alakali istatistiksel olarak yas farki yoktur. Sigara kullanan ve kullanmayan
hastalardaki yas istatistikleri de benzerdir. Ancak atak donemindeki hastalarda yas
29,88+9,13 iken remisyon grubunda yas 36,00£10,21 olarak bulunmustur. Atak
donemindeki hastalarin yas ortalamalarinin remisyon donemindeki hastalardan istatistiksel

olarak diistik oldugu goriilmektedir (p=0,045).

IgG indeksi sonuglarinin fark analizleri hastalar tizerinden yapilmis olup Tablo 4.3°te

verilmigtir.

Tablo 4.3. Hasta grubunda IGG degiskeni farki.

Degisken Kategori Ort.£.Ss. (Min.-Maks.) p
Erkek (n=14) 1,31+0,88 (0,62-1,31)

Cinsiyet 0,031
Kadin (n=26) 1,22+0,57 (0,60-2,82)
Yok (n=24) 1,1940,57 (0,60-2,82)

Atak 0,185
Var (n=16) 0,98+0,33 (0,61-1,61)
1 (n=14) 0,99+0,56 (0,61-2,82)

Toplam Atak 2 (n=18) 1,16+0,46 (0,65-2,58) 0,147
3 (n=8) 1,18+0,49 (0,60-1,99)
0 (n=17) 1,08+0,54 (0,60-2,82)
1 (n=18) 0,98+0,34 (0,67-1,99)

Piramidal Atak 0,130
2 (n=4) 1,59+0,72 (0,89-2,58)
3 (n=1) 1,63+0,0 (1,63-1,63)
0 (n=25) 1,11+0,55 (0,60-2,82)

Duyusal Atak 1 (n=14) 1,05+0,40 (0,62-1,99) 0,359
3 (n=1) 1,63+0,0 (1,63-1,63)
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Tablo 4.3 (devam). Hasta grubunda 1GG degiskeni farki.

Degisken Kategori Ort.+.Ss. (Min.-Maks.) p
0 (n=37) 1,09+0,51 (0,60-2,82)

Serebellar Atak 0,158
1(n=3) 1,30+0,34 (0,96-1,63)
0 (n=31) 1,07+0,44 (0,61-2,58)

Beyin Sap1 Atak 0,549
1 (n=9) 1,23+0,67 (0,60-2,82)
0 (n=17) 1,15+0,62 (0,62-2,82)

Optik Atak 1 (n=19) 1,09+0,40 (0,61-1,99) 0,873
2 (n=4) 0,99+0,40 (0,60-1,55)
Hay1r (n=19) 0,99+0,48 (0,60-2,58)

Sigara 0,062

Evet (n=21)

1,20+0,5 (0,7-2,82)

Ortalama IgG indeks degerleri Erkeklerde 1,31+0,88 ve kadinlarda 1,22+0,57 dir.

Kadmlarin IgG indeks ortalamasinin erkeklerden istatistiksel olarak yiliksek oldugu

hesaplanmistir. Toplam atak sayisi, atak tiirleri ve sigara kullanimi kategorilerinde IgG

indeksi degerlerinin benzerlik gosterdigi anlagilmaktadir.

Katilimeilarin 6zelliklerine gore HSP9OABL diizeyleri fark analizleri Tablo 4.4’°te

verilmistir.

Tablo 4.4. Katihmai 6zelliklerinde HSP90ABL1 diizeyleri farki.

Degisken

Kategori

Ort.£.Ss. (Min.-Maks.)

Hasta (n=40)

5,89+4,44 (1,99-15,71)

Hasta-Kontrol 0,045
Kontrol (n=40) 7,17+4,44 (1,22-18,2)
Erkek (n=28) 6,34+4,65 (1,22-15,7)

Cinsiyet 0,379
Kadin (n=52) 6,63+4,4 (2,18-18,2)
Yok (n=24) 3,4+2,67 (1,99-15,7)

Atak <0,001
Var (n=16) 9,63+3,92 (2,94-15,71)
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Tablo 4.4 (devam). Katihmci 6zelliklerinde HSP90ABI1 diizeyleri farki.

Degisken Kategori Ort.+.Ss. (Min.-Maks.) p
1 (n=14) 8,18+5,47 (1,99-15,71)

Toplam Atak Sayisi 2 (n=18) 4,9443,79 (2,06-15,47) 0,405
3 (n=8) 4,03+1,62 (2,61-7,18)
0 (n=17) 6,76+4,79 (2,06-15,7)
1 (n=18) 5,56+4,59 (1,99-15,71)

Piramidal Atak 0,845
2 (n=4) 4,38+1,97 (2,96-7,18)
3(n=1) 3,12+. (3,12-3,12)
0 (n=25) 5,96+4,37 (1,99-15,71)

Duyusal Atak 1 (n=14) 5,97+4,83 (2,06-15,7) 0,919
3 (n=1) 3,12+. (3,12-3,12)
0 (n=37) 6,16+4,51 (1,99-15,71)

Serebellar Atak 0,095
1 (n=3) 2,6+0,53 (2,06-3,12)
0 (n=31) 6,48+4,76 (1,99-15,71)

Beyin Sap1 Atak 0,257
1 (n=9) 3,85+2,26 (2,31-9,6)
0 (n=17) 6,06+5,15 (1,99-15,71)

Optik Atak 1 (n=19) 6,01+4,27 (2,31-15,47) 0,815
2 (n=4) 4,62+1,65 (2,98-6,35)
Hayir (n=19) 6,12+4,44 (2,61-15,7)

Sigara 0,267
Evet (n=21) 5,68+4,53 (1,99-15,71)

Katilimeilarin HSP90AB1 diizeyleri degiskeninde farki incelendiginde, hasta-
kontrol arasinda ve atak donemindeki hastalarda farklilik oldugu goriilmistiir. Diger
degiskenlerde ise istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir. Kontrol grubunda
7,17+4,44, hasta grubunda 5,89+4,44 saptanmast ile; kontrol gurubunun hasta grubuna gore
istatistiksel olarak daha yiiksek HSP90ABI1 6l¢iimiine sahip oldugunu gostermektedir. Atak
donemindeki hastalarda 9,63+3,92 ve remisyondaki hastalarda 3,4+2,67 olup atak
donemindeki hastalarin istatistiksel olarak daha yiiksek HSP90AB1 diizeylerine sahiptir.
Hasta ve Kontrol gruplari cinsiyete gore ayrintili olarak incelenmistir. Sonuglar Tablo 4.5°te

yer almaktadir.
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Tablo 4.5. Hasta-kontrol gruplarinda cinsiyete gore HSP90AB1 diizeyleri fark.

Hasta-Kontrol Cinsiyet Ort.+.Ss. (Min.-Maks.) p
Erkek (n=14) 6,53+4,37 (1,22-15,23)

Kontrol 0,444
Kadin (n=26) 7,51+4,52 (2,18-18,2)
Erkek (n=14) 6,15+4,9 (1,99-15,7)

Hasta 0,288
Kadm (n=26) 5,75+4,26 (2,45-15,71)

p (Erkek) 0,358

p (Kadin) 0,070

Tablo 4.5’ten de anlasilabilecegi gibi kontrol grubunda erkekler (6,53+4,37) ve
kadinlar (7,5144,52) arasinda HSP90ABI1 diizeylerinde anlamli fark yoktur. Benzer sekilde
hasta grubunda da erkekler (6,15+4,9) ve kadmlar (5,75+4,26) arasinda HSP90AB1
diizeylerinde anlamli fark hesaplanamamaistir. Ek olarak cinsiyetlerin kendi igerisinde hasta-
kontrol gruplarinda farki incelenmistir. Bu incelemede ne erkeklerde ne de kadinlarda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir. HSP90ABI1 diizeyleri arasindaki
farklilik kontrol grubu, atak donemindeki hastalar ve remisyondaki hastalar arasinda

incelenmistir. Sonuglar Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. Hasta-kontrol ve atak donemine gore HSP90AB1 diizeyleri farki.

Degiskenler Ort.£.Ss. (Min.-Maks.) p
Yok (n=24) 3,44+2,67 (1,99-15,7)
Atak
Var (n=16) 9,63+3,92 (2,94-15,71) <0,0012
Kontrol (n=40) 7,17+4,44 (1,22-18,2)
a: Patak (Yok)-Atak (var)<0,001; Patak (vok)-kontroi<0,001; Patak (var)-kontrol=0,032

Atak doneminin HSP90ABI1 diizeyine etkisi agisindan yapilan hesaplamalar
sonucunda atak donemi, remisyon ve kontrol gruplarindaki katilimcilarin HSP90AB1
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmustir. Ikili karsilastirmalarda ise
tim gruplar arasinda istatistiksel olarak fark oldugu anlasilmistir. Katilimcilarin

ozelliklerine gore HSP9OAA?2 diizeyleri fark analizleri Tablo 4.7°de verilmistir.
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Tablo 4.7. Katihmci 6zelliklerinde HSP90AA2 diizeyleri farki.

Evet (n=21)

12,63+10,61 (3,21-33,17)

Degisken Kategori Ort.+.Ss. (Min.-Maks.) p
Hasta (n=40) 11,56+9,97 (3,15-33,55)

Hasta-Kontrol 0,005
Kontrol (n=40) 14,46+8,96 (4,62-32,26)
Erkek (n=28) 13,33+10,42 (3,15-32,26)

Cinsiyet 0,772
Kadin (n=52) 12,84+9,14 (3,21-33,55)
Yok (n=24) 4,67+0,78 (3,15-6,15)

Atak <0,001
Var (n=16) 21,90+8,20 (8,42-33,55)
1 (n=14) 16,69+12,33 (3,15-33,55)

Toplam Atak Sayis1 |2 (n=18) 9,4548,40 (3,21-28,39) 0,270
3 (n=8) 7,33+3,91 (4,14-14,83)
0 (n=17) 12,5749,24 (3,98-28,39)
1 (n=18) 12,00£11,68 (3,15-33,55)

Piramidal Atak 0,664
2 (n=4) 6,84+3,78 (3,21-11,41)
3 (n=1) 5,55+0,0 (5,55-5,55)
0 (n=25) 12,04+10,73 (3,15-33,55)

Duyusal Atak 1 (n=14) 11,1449,07 (3,98-27,87) 0,972
3 (n=1) 5,55+0,0 (5,55-5,55)
0 (n=37) 12,11+10,18 (3,15-33,55)

Serebellar Atak 0,342
1 (n=3) 4,85+0,61 (4,46-5,55)
0 (n=31) 12,60+10,40 (3,15-33,55)

Beyin Sap1 Atak 0,710
1 (n=9) 7,99+7,76 (4,18-28,39)
0 (n=17) 13,08+12,24 (3,21-33,55)

Optik Atak 1 (n=19) 10,54+8,51 (3,15-30,8) 0,943
2 (n=4) 9,96+5,86 (4,73-15,25)
Hayir (n=19) 10,38+9,34 (3,15-33,55)

Sigara 0,882
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Katilimcilarin HSP90AA2 diizeyleri degiskeninde farki incelendiginde, hasta-
kontrol arasinda ve atak donemindeki hastalarda farklilik oldugu goriilmiistiir. Kontrol
grubunda 14,46+8,96, hasta grubunda 11,56+9,97 istatistiklerinin elde edilmesi; kontrol
gurubunun hasta grubuna gore daha yiiksek HSP90AA2 o6l¢iimiine sahip oldugunu
gostermektedir. Atak donemindeki hastalarda 21,90+£8,20 ve remisyon grubundaki
hastalarda 4,67+0,78 olarak bulunmus olup atak geciren hastalarin istatistiksel olarak daha
yiilksek HSP90AA2 ol¢limiine sahip oldugunu gostermektedir. Hasta ve Kontrol gruplart

cinsiyet agisindan ayrintili olarak incelenmistir. Sonuglar Tablo 4.8’de yer almaktadir.

Tablo 4.8. Hasta-kontrol gruplarinda cinsiyete gore HSP90AA2 diizeyleri farki.

Hasta-Kontrol Cinsiyet Ort.+.Ss. (Min.-Maks.) p
Erkek (n=14) 13,1149,35 (5,14-32,26)

Kontrol 0,335
Kadin (n=26) 15,18+8,84 (4,62-30,94)
Erkek (n=14) 13,29+11,44 (3,15-30,8)

Hasta 0,999
Kadin (n=26) 10,63+9,19 (3,21-33,55)

p (Erkek) 0,251

p (Kadin) 0,006

Cinsiyet agisindan yapilan degerlendirmede, kontrol grubunda erkekler (13,11+9,35)
ve kadinlar (15,18+8,84) arasinda HSP90OA A2 diizeylerinde anlamli fark hesaplanamamagtir.
Benzer sekilde hasta grubunda da erkekler (13,29+11,44) ve kadinlar (10,63+9,19) arasinda
HSP90AA?2 diizeylerinde anlamli fark hesaplanamamustir. Cinsiyetlerin kendi igerisinde,
hasta ve kontrol gruplarinda farki incelenmistir. Bu incelemede erkeklerde anlamli bir fark
hesaplanmamistir. Kadinlarda hasta grubunun HSP90AA?2 diizeyinin kontrol grubundaki
kadinlara gore istatistiksel olarak diigiik oldugu saptanmistir. HSP90AA2 diizeyleri
arasindaki farklilik kontrol grubu, atak donemindeki ve atak gegirmeyen hastalar arasinda

incelenmistir. Sonuglar Tablo 4.9°da verilmistir.

Tablo 4.9. Hasta-kontrol ve atak donemine gore HSP90AA?2 diizeyleri farki.

Degiskenler Ort.£.Ss. (Min.-Maks.) p
Yok (n=24) 4,67+0,78 (3,15-6,15)
Atak
Var (n=16) 21,9482 (8,42-33,55) <0,001°
Kontrol (n=40) 14,46+8,96 (4,62-32,26)
a’ PAtak (vok)-atak (vary<0,001; Patak (vok)-kontrol<0,001; Patak (var)-Kontrol=0,008
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Yapilan hesaplamalar sonucunda atak donemi, remisyon doénemi ve kontrol
gruplarindaki katilimcilarin HSP90OAA?2 diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmugtir. Ikili karsilastirmalarda ise tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak fark oldugu

anlasilmistir. Katilimcilarin 6zelliklerine gére HSPAL1A fark analizleri Tablo 4.10’da

verilmektedir.

Tablo 4.10. Katilimer 6zelliklerinde HSPALA diizeyleri farki.

Degisken Kategori Ort.£.Ss. (Min.-Maks.) p
Hasta (n=40) 14,89+12,18 (4,37-45,22)

Hasta-Kontrol 0,018
Kontrol (n=40) 17,61+9,75 (5,3-36,37)
Erkek (n=28) 16,89+12,13 (5,22-41,33)

Cinsiyet 0,996
Kadin (n=52) 15,93+10,56 (4,37-45,22)
Yok (n=24) 6,57+1,06 (4,37-9,82)

Atak <0,001
Var (n=16) 27,37+10,34 (10,41-45,22)
1 (n=14) 22,00£15,74 (5,22-45,22)

Toplam Atak Sayis1 |2 (n=18) 11,62+8,73 (4,37-31,28) 0,271
3 (n=8) 9,81+4,80 (6,1-18,72)
0 (n=17) 16,62+11,93 (6-41,33)
1 (n=18) 14,94+13,71 (5,22-45,22)

Piramidal Atak 0,536
2 (n=4) 9,17+4,98 (4,37-15,62)
3 (n=1) 7,47+0,0 (7,47-7,47)
0 (n=25) 15,80:£13,44 (4,37-45,22)

Duyusal Atak 1 (n=14) 13,79+10,20 (6-34,54) 0,862
3(n=1) 7,47+0,0 (7,47-7,47)
0 (n=37) 15,53+12,45 (4,37-45,22)

Serebellar Atak 0,778
1 (n=3) 7,04+0,52 (6,46-7,47)
0 (n=31) 16,41+£12,93 (4,37-45,22)

Beyin Sap1 Atak 0,323
1 (n=9) 9,65+7,47 (5,7-29,19)
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Tablo 4.10 (devam). Katilimel 6zelliklerinde HSPA1A diizeyleri farki.

Degisken Kategori Ort.+.Ss. (Min.-Maks.) p
0 (n=17) 16,12+14,72 (4,37-45,22)

Optik Atak 1 (n=19) 14,30+10,88 (5,22-41,33) 0,908
2 (n=4) 12,47+6,50 (6,78-18,72)
Hayir (n=19) 14,29+12,39 (5,22-43,8)

Sigara 0,776
Evet (n=21) 15,43+12,27 (4,37-45,22)

Katilimcilarin HSPATA diizeyleri degiskeninde farki incelendiginde, hasta-kontrol
arasinda ve atak donemindeki hastalarda istatistiksel farklilik vardir. Kontrol grubunda
17,61+9,75 istatistikleri ile hasta grubunda 14,89+12,18 istatistiklerinin elde edilmesi;
kontrol gurubunun hasta grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek HSPA1A 6l¢iimiine
sahiptir. Atak donemindeki hastalarda 27,37+10,34 ve remisyon donemindeki hastalarda
6,57+1,06 hesaplanmasi ile atak donemindeki hastalar istatistiksel olarak daha yiiksek
HSPA1A o6l¢iimiine sahiptir. Hasta ve Kontrol gruplari cinsiyete gore ayrintili olarak

incelenmistir. Sonuglar Tablo 4.11°de yer almaktadir.

Tablo 4.11. Hasta-kontrol gruplarinda cinsiyete gore HSPA1A diizeyleri farki.

Hasta-Kontrol Cinsiyet Ort.+.Ss. (Min.-Maks.) p
Erkek (n=14) 16,52+10,61 (6,13-36,37)

Kontrol 0,59
Kadin (n=26) 18,1949,43 (5,3-34,14)
Erkek (n=14) 16,8913,54 (5,22-41,33)

Hasta 0,999
Kadin (n=26) 13,82+11,51 (4,37-45,22)

p (Erkek) 0,335

p (Kadm) 0,019

Cinsiyet agisindan yapilan degerlendirmede, kontrol grubunda erkekler
(16,52+10,61) ve kadinlar (18,1949,43) arasinda HSPA 1A diizeylerinde anlamli fark yoktur.
Benzer sekilde hasta grubunda da erkekler (16,89+13,54) ve kadinlar (13,82+11,51) arasinda
HSPAI1A diizeylerinde anlamli fark yoktur. Ek olarak cinsiyetlerin kendi igerisinde hasta-
kontrol gruplarinda farki incelenmistir. Bu incelemede erkeklerde anlamli bir fark

hesaplanamasa da kadinlarda hasta grubunun HSPAI1A diizeyinin kontrol grubundaki
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kadinlara gore istatistiksel olarak diisiik oldugu hesaplanmistir. HSPA1A diizeyleri

arasindaki farklilik kontrol grubu, atak geciren hastalar ve atak gecirmeyen hastalar arasinda

incelenmistir. Sonuglar Tablo 4.12°de verilmistir.

Tablo 4.12. Hasta-kontrol ve atak donemine gore HSPALA diizeyleri farki.

Degiskenler Ort.+.Ss. (Min.-Maks.) p
Yok (n=24) 6,57+1,06 (4,37-9,82)
Atak
Var (n=16) 27,37+10,34 (10,41-45,22) <0,0012

Kontrol (n=40)

17,619,75 (5,3-36,37)

a. PAtak (Yok)-Atak (Var)<0,001; PAtak (Yok)—KontroI<0,001; PAtak (Var)—KontroI:Oy003

HSPA1A diizeylerinde atak donemi, remisyon donemi ve kontrol gruplarindaki

katilimeilar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir. Ikili karsilastirmalarda ise tiim

gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur. Katilimcilarin 6zelliklerine gore

HSPAR diizeyleri fark analizleri Tablo 4.13’te verilmektedir.

Tablo 4.13. Katihime 6zelliklerinde HSPAS8 diizeyleri farki.

Degisken Kategori Ort.+.Ss. (Min.-Maks.) p
Hasta (n=40) 6,91+5,95 (1,16-18,74)

Hasta-Kontrol 0,011
Kontrol (n=40) 9,03+5,28 (2,27-18,36)
Erkek (n=28) 8,19+6,38 (1,62-18,36)

Cinsiyet 0,839
Kadin (n=52) 7,86+5,37 (1,16-18,74)
Yok (n=24) 2,54+0,65 (1,16-3,77)

Atak <0,001
Var (n=16) 13,48+3,85 (5,51-18,74)
1 (n=14) 9,96+7,07 (1,62-18,74)

Toplam Atak Sayis1 |2 (n=18) 5,60+5,24 (1,16-16,82) 0,222

3 (n=8)

4,55+2,96 (2,22-9,89)
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Tablo 4.13 (devam). Katihmei 6zelliklerinde HSPAS diizeyleri fark.

Degisken Kategori Ort.+.Ss. (Min.-Maks.) p
0 (n=17) 7,95+6,12 (1,67-17,68)
1 (n=18) 6,76+6,36 (1,62-18,74)

Piramidal Atak 0,666
2 (n=4) 4,25+3,14 (1,16-8,05)
3 (n=1) 2,69+0,0 (2,69-2,69)
0 (n=25) 7,15+6,31 (1,16-18,74)

Duyusal Atak 1 (n=14) 6,8+5,59 (2,06-15,9) 0,884
3(n=1) 2,69+0,0 (2,69-2,69)
0 (n=37) 7,28+6,05 (1,16-18,74)

Serebellar Atak 0,13
1 (n=3) 2,39+0,26 (2,22-2,69)
0 (n=31) 7,59+6,17 (1,16-18,74)

Beyin Sap1 Atak 0,486
1 (n=9) 4,58+4,72 (1,67-16,82)
0 (n=17) 7,30+6,84 (1,16-18,74)

Optik Atak 1 (n=19) 6,70+5,67 (1,62-17,68) 0,951
2 (n=4) 6,30+4,03 (2,65-9,89)
Hayir (n=19) 6,60+6,05 (1,62-18,74)

Sigara 0,675
Evet (n=21) 7,20+6,00 (1,16-16,82)

Katilimcilarin HSPAS diizeylerinin degiskeninde farki incelendiginde, hasta-kontrol
arasinda ve atak donemindeki hastalarda farklilik oldugu bulunmustur. Kontrol grubunda
9,03+5,28 ile hasta grubunda 6,91+5,95 istatistiklerini elde edilmistir. Kontrol gurubu hasta
grubuna gore istatistiksel olarak daha yiikksek HSPAS 6lgiimiine sahiptir. Atak donemindeki
hastalarda 13,48+3,85 ve remisyon donemindeki hastalarda 2,54+0,65 hesaplanmis olup
atak donemindeki hastalar istatistiksel olarak daha yiiksek HSPA8 diizeylerine sahiptir.
Hasta ve Kontrol gruplar1 cinsiyete gore ayrintili olarak incelenmistir. Sonuglar Tablo

4.14’te yer almaktadir.
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Tablo 4.14. Hasta-kontrol gruplarinda cinsiyete gore HSPAS diizeyleri farki.

Hasta-Kontrol Cinsiyet Ort.+.Ss. (Min.-Maks.) p
Erkek (n=14) 8,34+5,58 (2,63-18,36)

Kontrol 0,444
Kadin (n=26) 9,41+5,19 (2,27-17,84)
Erkek (n=14) 7,92+7,1 (1,62-17,68)

Hasta 0,865
Kadin (n=26) 6,37+5,31 (1,16-18,74)

p (Erkek) 0,251

p (Kadin) 0,014

Cinsiyet agisindan yapilan degerlendirmede, kontrol grubunda erkekler (8,34+5,58)
ve kadnlar (9,41£5,19) arasinda HSPAS diizeylerinde anlamli fark yoktur. Benzer sekilde
hasta grubunda da erkekler (7,92+7,1) ve kadmlar (6,37+5,31) arasinda HSPAS8
diizeylerinde anlamli fark yoktur. Ek olarak cinsiyetlerin kendi igerisinde hasta-kontrol
gruplarinda farki incelenmistir. Bu incelemede erkeklerde anlamli bir fark olmayip
kadinlarda hasta grubunun HSPAS diizeyinin kontrol grubundaki kadinlara gore istatistiksel
olarak diisiik oldugu hesaplanmistir. HSPAS8 diizeyleri arasindaki farklilik kontrol grubu,
atak donemindeki hastalar ve remisyondaki hastalar arasinda incelenmistir. Sonuglar Tablo

4.15’te verilmistir.

Tablo 4.15. Hasta-kontrol ve atak donemine gore HSPAS diizeyleri farki.

Hasta.Kontrol Ort.+.Ss. (Min.-Maks.) p
Yok (n=24) 2,54+0,65 (1,16-3,77)
Atak
Var (n=16) 13,48+3,85 (5,51-18,74) <0,001
Kontrol (n=40) 9,03+5,28 (2,27-18,36)
Q. Patak (Yok)-Atak (vary<0,001; Patak (vok)-kontroi<0,001; Patak (var)-Kontroi=0,005

Atak donemindeki, remisyondaki hastalar ve kontrol gruplarindaki katilimcilarin
HSPA8 diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli  farkhihik saptanmistir. Ikili
karsilagtirmalarda ise tlim gruplar arasinda istatistiksel olarak fark oldugu anlasilmigtir.
Katilimecilarin  6zelliklerine ve hastalik siiresine gore fark analizleri Tablo 4.16°da

verilmektedir.
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Tablo 4.16. Hasta ozelliklerinde hastalik siiresi farki.

Degisken Kategori Ort.+.Ss. (Min.-Maks.)
Erkek (n=14) 22,00+28,48 (1-108)

Cinsiyet 0,468
Kadin (n=26) 31,19+38,66 (1-120)
Yok (n=24) 38,75+40,76 (3-120)

Atak 0,018
Var (n=16) 11,81£15,26 (1-60)
1 (n=14) 17,07+28,53 (1-108)

Toplam Atak Sayisi 2 (n=18) 25,56+36,69 (1-120) 0,0052
3 (n=8) 52,50+35,10 (12-120)
0 (n=17) 27,47+39,14 (1-120)
1 (n=18) 26,89+35,19 (1-120)

Piramidal.Atak 0,635
2 (n=4) 27,00+26,15 (6-60)
3 (n=1) 60,00+0,0 (60-60)
0 (n=25) 20,48+26,7 (1-108)

Duyusal Atak 1 (n=14) 39,07+45,92 (1-120) 0,136
3 (n=1) 60,00+0,0 (60-60)
0 (n=37) 26,35+36,16 (1-120)

Serebellar Atak 0,070
1 (n=3) 48,00::12,00 (36-60)
0 (n=31) 24,00+33,57 (1-120)

Beyin Sap1 Atak 0,190
1 (n=9) 41,67+39,81 (3-120)
0 (n=17) 25,65+35,80 (1-120)

Optik Atak 1 (n=19) 25,16+30,31 (1-120) 0,573
2 (n=4) 51,25+55,45 (1-120)
Hayir (n=19) 35,26+43,24 (1-120)

Sigara 0,561
Evet (n=21) 21,38+25,58 (1-108)

a. p1.3=0,001; p2.3=0,019

Hastalik stirelerinin hasta Ozelliklerine goére farkli olup olmadigi Tablo...’da

gosterilmistir. Hastalik siiresi ay cinsinden hesaplanmis olup atak doénemindekilerde
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11,81+15,26 ve remisyon donemindeki hastalarda 38,754+40,76’dir. Buna gore, remisyon
donemindeki hastalarin, hastalik siiresi ortalamasinin atak donemindeki hastalardan
istatistiksel olarak yliksek oldugu hesaplanmistir. Toplam atak sayisinda hastalik siiresi
degiskeninin farkli oldugu hesaplanmistir (p<0,05). Toplam atak sayisi 1 olan hastalarda
17,07+28,53; 2 olan hastalarda 25,56+36,69 ve 3 olan hastalarda 52,50+35,10 hesaplanan
hastalik siiresi; atak sayisi 1 ve atak sayisi 3 (p=0,001) ile atak sayis1 2 ve atak sayist 3
olanlarda istatistiksel olarak farklilik gostermektedir (p=0,019).

4.2. KORELASYON ANALIZI

Hastalarin EDSS’leri ile serum 1s1 sok proteinleri arasindaki korelasyon analiz

sonuglar1 Tablo 4.17’de verilmistir.

Tablo 4.17. EDSS ve proteinler arasindaki n? sonuglari.

Protein EDSS

HSP90-AB1 0,590
HSP90-AA2 0,734
HSP70-HSPA1A 0,782
HSP70-HSPAS 0,773

Elde edilen sonuglara gére EDDS ile HSP90-AB1 arasinda pozitif yonlii orta dereceli
bir iligski oldugu hesaplanmistir. Dolayisiyla, EDSS skorlarinin HSP90-AB1 degerlerini bir
miktar etkiledigini, ancak bu etkinin ¢ok biiyiik olmadigini gosterir. EDDS ile diger
proteinler arasinda pozitif yonlii giiclii bir iligki oldugu hesaplanmigtir. Boylelikle, EDSS
skorlarinin HSP90-AA2, HSP70-HSPA1A ve HSP70-HSPAS8 degerlerini 6nemli 6l¢iide
etkiledigi anlasilmaktadir. Siirekli degiskenlerin es hareketlerini incelemek amaciyla hasta
ve kontrol gruplarina ayr1 ayr1 korelasyon analizi yapilmistir. Sonuglar Tablo 4.18 ve Tablo

4.19°da gosterilmektedir.

Tablo 4.18. Atak sonrasi gecen siireye gore hastalarin dagilimi.

Atak Sonrasi Gecen Siire n %

3-6 Ay 9 37,5%
6-12 Ay 7 29,2%
12+ Ay 8 33,3%
Toplam 24 100,0%
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Tablo 4.19. Atak sonrasi siireye gore 1s1 sok proteinleri 6l¢iim farki.

Degisken Atak Sonrasi Gegen Siire | Ort.£.Ss. (Min.-Maks.) p
3-6 Ay (n=9) 4,43+4,29 (2,06-15,70)
6-12 Ay (n=7) 2,82+,45 (1,99-3,46)

HSP90AB1 <0,001?
12+ Ay (n=8) 2,74+,25 (2,41-3,04)
Atak (n=16) 9,63+3,92 (2,94-15,71)
3-6 Ay (n=9) 5,00+,98 (3,15-6,15)
6-12 Ay (n=7) 4,25+,67 (3,21-5,13)

HSP90AA2 <0,001°
12+ Ay (n=8) 4,66+,45 (4,14-5,55)
Atak (n=16) 21,90+8,20 (8,42-33,55)
3-6 Ay (n=9) 7,22+1,33 (5,22-9,82)
6-12 Ay (n=7) 5,96+,80 (4,37-6,78)

HSPA1A <0,001°¢
12+ Ay (n=8) 6,38+,39 (5,70-6,95)
Atak (n=16) 27,37+10,34 (10,41-45,22)
3-6 Ay (n=9) 2,63+,81 (1,62-3,77)
6-12 Ay (n=7) 2,39+,68 (1,16-3,37)

HSPAS <0,001¢
12+ Ay (n=8) 2,56+,46 (2,03-3,47)
Atak (n=16) 13,48+3,85 (5,51-18,74)

a: Pa-6 Ay-aak<0,001; pe-12 Ay-atak<0,001; P12+ Ay-atak<0,001
b: pa-6 Ay-atk<0,001; Ps.12 Ay-atak<0,001; P12+ ay-auk<0,001
C: P3-6 Ay-6-12 Ay <0,001; p3-6 ay-atak<0,001; Ps-12 Ay-Atak<0,001; P12+ ay-atk<0,001
d: pz.6 Ay-atak<0,001; pe.12 Ay-Auk<0,001; P12+ Ay-atak<0,001

Hastalarin atak gegirmeleri sonrasindaki siirelere gore yapilan fark analizinde; siire

ile tim 1s1 sok protein diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar

hesaplanmigtir. Buna gore, tim gruplarin 1s1 sok proteinlerinde atak geciren gruptan

istatistiksel olarak diisiik oldugu hesaplanmistir (p<0,05). Ek olarak HSPA1A &lgtimiinde 3-

6 Ay ve 6-12 ay gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik hesaplanmustir.
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Tablo 4.20. Kontrol grubunda Kkorelasyon analizi sonuglari.

Degisken istatistik | Yas HSP90.AB1 |HSP90.AA2 | HSP70.HSPALA
r -0,194 1
HSP90AB1
p 0,23 -
r 0,252 0,333 1
HSP90AA2
P 0,116 0,036 ;
r 0,214 0,281 0,918 1
HSPALA
P 0,185 0,079 <0,001 -
r 0,253 0,331 0,984 0,919
HSPA8
P 0,116 0,037 <0,001 <0,001

Kontrol grubunda yer alan katilimcilarin korelasyon sonuglari yag, HSP90ABL,
HSP90AA2, HSPA1A ve HSPAS arasinda gergeklestirilmistir. Yasin herhangi bir degisken
ile iligkili olmadig1 anlagilmaktadir. HSP9OAAZ ile HSPO0OABLI arasinda pozitif yonlii zayif
bir iliski hesaplanmigtir. HSPALA ile HSP90AA2 arasinda pozitif yonlii ¢ok gii¢lii bir iligki
hesaplanmigtir. HSPAS8 ile HSP90ABL1 arasinda pozitif yonlii zayif bir iligki; HSP90OAA2 ve

HSPA1A degiskenleri arasinda pozitif yonlii ¢ok giiclii bir iliski hesaplanmistir. Hasta

grubunda yapilan korelasyon analizi Tablo 4.21°de yer almaktadir.

Tablo 4.21. Hasta grubunda korelasyon analizi sonuglari.

Degisken Istatistik | Yas IGG |HSP90.AB1|HSP90.AA2 | HSP70.HSPA1A | HSP70.HSPAS
r -0,145 1
IGG
p 0,373 -
r -0,222 | -0,128 1
HSP90AB1
p 0,168 | 0,431 -
r -0,285 | -0,079 0,829 1
HSP90AA2
p 0,075 | 0,628 <0,001 -
r -0,275 | -0,066 0,799 0,943 1
HSPA1A
p 0,086 | 0,686 <0,001 <0,001 -
r -0,286 | -0,108 0,818 0,928 0,927 1
HSPAS8
p 0,073 | 0,508 <0,001 <0,001 <0,001 -
r 0,303 | 0,042 -0,267 -0,284 -0,194 -0,24
Siire. Ay
p 0,057 | 0,796 0,096 0,076 0,231 0,136
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Hasta grubunda yer alan katilimcilarin korelasyon sonuglart yas, 1gG indeksi,
HSP90AB1, HSP90AA2, HSPA1A, HSPAS ve hastalik siiresi ile gergeklestirilmistir. Yas,
IgG indeksi degerleri ve hastalik siiresini herhangi bir degisken ile iliskili olmadig
anlasilmaktadir. HSP90AA2 ile HSP90AB1 arasinda pozitif yonlii ¢ok gii¢lii bir iliski
hesaplanmistir. HSPA1A ile HSPO0ABLI arasinda pozitif yonlii giiglii bir iliski; HSPO90OAA2
degiskeni arasinda pozitif yonlii ¢ok gii¢lii bir iligski hesaplanmistir. HSPAS8 ile HSP90AB1
arasinda pozitif yonlii ¢ok giiclii bir iliski; HSPOOAA2 ve HSPA1A degiskenleri arasinda
pozitif yonlii ¢ok gliclii bir iligki hesaplanmaistir.

4.3. ROC ANALIZi SONUCLARI

Hasta kontrol arasindaki degisimin hesaplandigi ROC analizi sonuglar1 Tablo

4.22°de ve Sekil 4.1°de gosterilmektedir.

Tablo 4.22. Hasta grubunda atak durumunun ROC analiz sonuglari.

%95 Giiven Arahg
Degisken Alan | Sdt. Hata p Duyarhlik | Ozgiilliik | Esik Deger
Alt Siir | Ust Simir
HSP90AB1 0,932 0,046 <0,001 | 0,842 1,000 93,8% 91,7% 4,08
HSP90AA2 1,000 0,000 <0,001 | 1,000 1,000 100,0% 100,0% 7,28
HSPA1A 1,000 0,000 <0,001 | 1,000 1,000 100,0% 100,0% 10,12
HSPAS8 1,000 0,000 <0,001 | 1,000 1,000 100,0% 100,0% 4,64
ROC Curve

Hasta.Kontrol: Hasta

Source of the
Curve

HSP30.AB1

08 ——HSP30.AAZ

——HSP7O.HSPATA
HSP70.HSPAS
Reference Line

08

Sensitivity

04

02

0o 0z 04 06 08 1.0

1 - Specificity
Sekil 4.1. Hasta grubunda atak durumunun ROC analiz sonuglari.
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Is1 sok proteinlerinin degerlerine gore katilimcilarin atak donemi ya da remisyon
grubuna ait olmalarini incelemek ve bu duruma karar verebilmek icin esik deger
hesaplanmistir. ROC analizi sonuglarina gore tiim 1s1 sok proteinlerinde atak durumu ve
remisyon dénemi ayriminin yapilabilecegi bir esik degerin oldugu hesaplanmistir (p<0,05).
HSP90AB1 diizeyinin 4,08 esik degerinin {istliine ¢ikmasi ile %93,2 ihtimalle atak grubuna
dahil olunabilecegi hesaplanmistir. HSP90OAA2 diizeyinin 7,28 esik degerinin iistiine
cikmasi ile %100 ihtimalle atak grubuna dahil olunabilecegi hesaplanmigtir. HSPA1A
diizeyinin 10,12 esik degerinin iistiine ¢ikmasi ile %100 ihtimalle atak grubuna dahil
olunabilecegi hesaplanmistir. HSPAS diizeyinin 4,64 esik degerinin iistline ¢ikmasi ile %100

ihtimalle atak grubuna dahil olunabilecegi hesaplanmustir.
4.4. HSP GEN IFADELERININ ANALIZI

Gen diizeylerinin Reactome ve Enrichr veri tabaninda yapilan istatistikleri Sekil 4.2
ve Tablo 4.23 de gosterilmistir.

Chromatin  Metabolism

anizatio
Muscle organzation - of RNA

: Immune System Programmed
centracion DNA Replication Cell Cycle Cell Death
Drug ADME
Digestion
and absorption
Circadian Clock
DNA Repair Transport of
small molecules Reproduction Cellular sas
. to stimuli
Signal )
Developmentsl Transduction Metabolism
Biology Organelle biogﬂﬂﬁﬁihmphagy
Sensory and maintenance
Perception Protein
localization Exracalldar
malrix organization
Vesicle-mediated
Neuronal System Metabolism transpoet
, Gene Disease s
Hemostasis expression (Transcription) Cal!-{;a\l .
communication

Sekil 4.2. Reactome veri tabanindan elde edilen sinyal yolaklar1 analizi.
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Tablo 4.23. Enrichr veri taban1 kullamlarak elde edilen tablo.

that bind AU-rich elements

Index |Name P-value Adjusted p- Odqls Comblned score
value Ratio
1 /Antigen processing and presentation 4.356e-10 2.614e-8 218.34 14706.23
> Protein processing in the endoplasmic 1 645¢-8 4.9360-7 102.63 11839.40
reticulum ' ' ' '
Mitochondrial pathvvay of apoptosis: i
3 multidomain Bcl-2 family 4.721 e-8 9.442e-7 169.91 [2866.17
4 MAPK signaling pathvvay 3.951 e-7 0.000005926 (53.07 |782.54
5 Spliceosome 4.943e-7 0.000005932 [92.29  [1340.10
6 Endocytosis 0.000003092 {0.00003092 |(57.41 [728.34
Destabilization of mMRNAby AUF1
7 (hnRNP DO) 0.000005557 {0.00004763 [118.61 [1435.20
8 BDNF signaling pathvvay 0.000008703 [0.00005903 1¥43.87 [511.21
9 Mitochondrial pathvvay of apoptosis: |y 540008854 0,00005903 [100.92 [1174.17
caspases
ili i i 1016.42
10 MRNA stability regulation by proteins 0.00001235  10.00007412 189 94

Tablo 4.24. 27ACt formiilii ile belirlenen gen ifadelerinin 1s1 haritasi iizerinde gosterimi.

HASTA 1 | HASTA 2 | HASTA 3 | HASTA 4 | HASTA 5 | HASTA 6 ORTALAMA
TRAP 1,563739 | 23,26356 | 1,356604 | 35,38338 | -3,23777 | 2,411616 | 10,123522
HSPY0AB1 1,952064 | 79,89316 | 6,588728 | 1,664397 | 220,5558 | 9,38268 | 53,339473
HSP90AB4P -9,61309 | 27,28432 | 27,47409 | 1,160704 | 61,60604 | 56,49299 | 27,400844
HSPB1 1,342573 | 69,55103 | 19,29293 | 3,351949 | 2,181015 | 9,57983 | 17,549887
HSPA7 2,020903 | 13,92881 32 6,168843 | 1,479388 | 1,22264 | 9,4700972
HSPA1A 1,783857 | 64,44516 | 42,51795 | 23,02294 | -9,88335 | -3,78423 | 19,683719
HSPAIB 3,215404 | 30,48442 | 13,17746 | 68,83164 | 71,25898 | 4,85678 31,97078
HSPAG 3,171137 | 21,25897 | 25,10669 | 12,95108 | -6,75053 | -16,4498 | 6,5479214
HSPAS8 -1,3333 | 13,45434 | 1,404445 | 2,337554 | 1,428994 | 2,013911 | 3,2176581
HSPAA2 -3,02095 | 7,568461 | 18,37917 | -1,97931 | -1,69937 | -1,39474 | 2,9755438
HSPB5 205,0739 | 174,8532 | -3,47015 | -26,2637 | -7,4127 68,55609
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Calismanin hasta grubunda kontrol grubuna gore kiyasla tim gen ekspresyonlar1 artis
gostermistir. TRAP (10,12 kat), HSP90AB1 (53,33 kat), HSP9OAB4P (27,40 kat), HSPB1
(17,54 kat), HSPA7 (9,47 kat), HSPA1A (19,68 kat), HSPA1B (31,97 kat), HSPAG6 (6,54
kat), HSPAS8 (3,21 kat), HSPAA2 (2,97 kat), HSPB5 (68,55 kat) ekspresyon seviyelerinin
artis gosterdigi izlenmistir.

Arastirmada kullamlan genlerin géreceli gen ifadelerinin (2724¢Y) karsilastirmalar

Sekil 4.3 Sekil 4.4, Sekil 4.5’teki grafiklerde gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Bu calismanin amaci, merkezi sinir sisteminin enflamatuvar ve ndrodejeneratif
hastaliklarinda iizerinde yogun arastirmalarin oldugu 1s1 sok proteinlerinden HSP-70 ve
HSP-90’in  multipl sklerozda inflamasyonun en yogun oldugu atak doneminde,
patogenezinde olasi roliinii arastirmak ve bu proteinler ile iliskili genlerin degisimini ortaya

koymaktir.

Aragtirmamiz yontem olarak ger¢cek zamanli PCR (RT-PCR) ve ELISA’dan
olugmaktadir. Calisgmada RT-PCR yontemi ile son 30 giin igerisinde MS atagi ge¢irmis olan
hastalarda; TRAP, HSP90AB1, HSP90AB4P, HSPB1, HSPA7, HSPAlA, HSPA1B,
HSPA6, HSPA8, HSP90AA2, HSPBS5 genlerinin kontrol grubuna gore ekspresyon
seviyelerindeki degisimi saptamak amaglanmistir. Ornekler iki kopya halinde analiz edilmis

ve MRNA miktar1 2722 yéntemi kullanilarak dlciilmiistiir.

Calismanin ELISA kolunda ise HSP-70 ve 90’nin indiiklenebilen HSPA1A ve
HSP90AA2 ve konstitiitif formlar1 olan HSPA8 ve HSP90OAB1’1n ELISA yo6ntemi ile serum
seviyeleri saptanmaya ¢alisilmis, kontrol grubu ile karsilagtirilmistir. Hastaligin 6zellikle en
yiiksek enflamatuvar aktiviteye sahip olan atak doneminde, remisyondaki hasta grubuna ve

saglikli kontrollere gore degisimi gormek amaglanmistir.

Hasta ve kontrol grubunda kadin-erkek katilimci sayisi esit tutulmustur. Hastalarin
%35 erkek, %65 kadindir. Literatiirde MS hastalarinda kadin cinsiyet baskinlig1 2-3:1 orani

arasinda bildirilmis olup hasta grubumuz ile uyumlu saptanmistir (38).

Glukokortikoid tedavileri hiicre ve hayvan ¢alismalarinda HSF1’i ve HSF aracili
HSR’yi aktive etmekte ve bunun sonucunda HSP70 diizeylerinde artisa neden olmaktadir.
Ay sekilde deksametazonun HSP90 inhibitérii oldugu bilinmektedir (154). Calisma
sonuglarinin etkilenmemesi adina hasta grubu herhangi bir immiinsiipresan tedavi almamis

olan hastalardan olusturulmustur.

Calismamizda atak doneminde olan MS hastalarinin, serum ELISA HSP90AB1,
HSP90AA2, HSPALA, HSPAS seviyeleri, remisyon grubu ve saglikli kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,001). Total hasta ve kontrol grubu
karsilastirildiginda ise serum HSP90ABL1 (p=0,045), HSP90AA2 (p=0,005),
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HSPA1A(p=0,018), HSPAS (p=0,011) seviyeleri istatiksel olarak saglikli kontrol grubundan
diisiik saptanmistir. Bu farkin ana sebebinin MS’in remisyon donenindeki hasta grubunun

serum 1s1 ok protein diizeylerinin ¢ok diisiilk olmasindan kaynaklandig1 goriilmektedir.

Ozellikle MS atak grubundaki bu bulgularin, HSP'lerin saperon aktivitelerinin 6n
plana ¢ikarak MS atagi sirasinda proteinlerin yanls katlanmasini ve birikmesini énlemek
icin noroprotektif bir yanit olarak artmis oldugunu diisiindiirebilir (139, 155). indiiklenebilir
HSP70 seviyeleri hiicre homeostazdayken diisiliktiir; ancak hiicrenin hasar almasi
durumunda ekspresyonunu biiyiik dlgiide artirir. Bu nedenle, HSP70'in hiicrelerde bir stres
belirteci oldugu gosterilmistir (139, 156). Calismamizda atak dénemindeki hasta grubunda

elde ettigimiz sonuglar literatiir ile uyumludur.

HSP gen regiilasyonu HSF1 ile saglanir. Hiicredeki akut stres durumunda,
katlanmamis proteinlerin konsantrasyonu HSP70'in protein katlama kapasitesini asar.
HSP70, HSF1'den uzaklasarak HSF1'i daha fazla HSP70 indiiklemesi igin serbest birakir.
Proteostazi yeniden saglamak icin yeterli HSP70 {iretildiginde, HSP70 HSF1'i baglar ve
devre dis1 birakir. HSF1'in HSP70 ekspresyonunu pozitif olarak diizenledigi ve HSP70'in
HSF1 aktivitesini negatif olarak diizenledigi modellenmistir (157, 158). Ayni zamanda
HSP90''m HSF1 aktivitesini kontrol eden ana diizenleyicilerden biri olarak islev gordiigii,
HSP70’e benzer sekilde, hiicre havuzunda HSP90 miktarinin artig1 ile  HSF-1 miktarinin
azaldig1 gozlenmistir. Dolayisiyla kendi ekspresyonlarinin negatif diizenleyicileri oldugu

One stirtilmistiir (158).

Akut stres doneminden sonra yiiksek miktarda eksprese edilen bu proteinlerin negatif
geri besleme ile HSF iizerinden kendi sentezini azalttig sonucu ¢ikmaktadir. Ozellikle akut
ve ciddi hiicresel stres sonrasinda iiretilen HSP’ler sitoplazmada ¢ok yiiksek diizeylere
ulastiginda, HSF-1’1 deaktive ederek kendi iiretimini de ile ciddi oranda baskilamaktadir.
HSF-1 ‘in stirekli devam eden yiiksek ekspresyonu organizma igin tehdit olusturur bu
inflamatuvar hastaliklarin ve karsinogenezin altinda yatan patolojilerden biridir (157). Baz1
calismalar, MS hastalarinda HSP70 seviyelerindeki artisin daha ciddi hastalik sonuglariyla
iliskili oldugunu gostermistir (159). Bu durum remisyon donemindeki hastalarimizda
inceledigimiz tiim 1s1 sok proteinlerindeki serum seviyelerinde izlenen baskilanmay1

aciklayabilir.

Remisyon donemindeki hastalarda, en son ataklarinin {izerinden gegen siireye gore
HSPA1A, HSPAS8, HSP90AA2, HSP90AB1 serum ELISA seviyeleri arasinda yapilan fark

analizinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar hesaplanmistir. Ataktan sonraki 1s1 sok
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proteinlerinin seviyelerindeki belirgin diislis 3.aydan sonraki grupta goriilmektedir (p<0,05).

Bu azalma diger aylarda da sabit kalmakta daha da artmamaktadir.

HSP70’in serum seviyesinin KiS ve RRMS hasta grubunda incelendigi bir
calismada, atak ve remisyon grubu karsilastirildiginda, HSP70 serum diizeyleri agisindan
anlamli bir fark bulunmamistir. S6z konusu ¢alismanin atak grubundaki 8 hastanin atak
tedavisi nedeniyle kortikosteroid aldig1 ve 22 hastanin ise DMT kullandig1 not edilmistir.
Calismanin sonucunda KIS ve RRMS grubunda saglikli kontrollere kiyasla yiiksek serum
HSP70 seviyeleri tespit edilmistir. Bu ¢alismada progresif hasta grubunun dahil edilmesi ile
daha yiiksek EDSS ve hastalik siireleri elde edilmistir ve 6zellikle progresif hasta grubunda
daha yiiksek HSP70 seviyeleri saptandigi belirtilmistir. Bu s6z konusu ¢alismada remisyon
gruplaridaki yiiksek HSP70 sonuglarini agiklayabilir. Oncelikle ¢alismamiz hasta grubunun
herhangi bir medikal tedavi almamis olmasi ile bu calismadan farklilasmaktadir.
Arastirmamizda calisma gruplarinda toplam hastalik siiresi daha kisadir ve hastalarin
EDSS’leri daha diisiiktiir. Bu ¢alisma ile benzer sekilde bizim ¢alismamizda da HSP70

seviyeleri yas ve cinsiyet ile anlamli sekilde degismemistir (159).

HSP70'1 kodlayan ii¢c gen (HSPA1A, HSPA1B ve HSP-HOM) HLA siuf III alt
bolgesinde (kromozom 6p21.3) bulunur ve HSPALA ile HSPA1B %99 oraninda aynidir
(148). HSP70 ailesinin stres ile en ¢ok indiiklenen proteinlerin iki tiyesi HSPAL1A ve
HSPAIB geni tarafindan, Indiiklenebilir olmayan protein formu (yani HSP70-hom)
HSPAIL geni tarafindan kodlanir (161). HSP 70 biiyiik dl¢iide eksprese edildiginde hiicre
dis1 ortama salinmaktadir. HSP70'lerin asir1 ekspresyonu inme, epilepsi, Alzheimer ve

Parkinson hastaliginda koruyucu bir rol ile iliskilendirilmistir (162).

MS gibi otoinflamatuvar hastaliklarda literatiirde c¢eliskili durumlar mevcuttur.
Gergekten de HSP'lerin 1limli yiiksekligi koruyucu bir rol ile iliskilendirilebilir, ancak
HSP'lerin giiglii bir yukar1 regiilasyonu bagisiklik sistemini tetikleyen bir uyar1 sinyali olarak
hareket edebilir (163). Yiiksek miktarda salinan HSPA1A, T hiicrelerle hiicre yiizey
reseptorleri araciligiyla etkilesime girerek baglanabilir. Hiicre dist HSPA1A'nin miyelin
peptitlerine kars1 gelisen otoimmiin yanitta bir adjuvan gorevi goriip, proinflamatuvar bir
sitokin olarak hareket ederek immiin yanit1 siddetlendirebilir. HSPA1A’ 1 MHC simif I ve
simif II iligkili yolaklar {izerinden T hiicre aracili antijen sunumunu arttirdig1 bildirilmistir
(141, 164).

Ist Soku Proteini 90'm bir iiyesi olan HSP90OAB1, HSP70 ile antijen sunumu
stirecinde yer alir. HSP70'in agir1 ekspresyonu miyelinlere karsi oto-antijen sunumunu tesvik

ediyor gibi goriinmektedir (163). HSP70'in MS beyin dokusunda MBP ile spesifik olarak
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birlestigini gosterilmistir. Bu iliski, MS’de MBP'nin bagisiklik sistemi tarafindan daha fazla
taninmasiyla da ilgili olabilir (165). HSP 70 indiiksiyonu ilk olarak bir inme modelinde
calisilmigtir, global iskemi modellerinde de benzer olarak iskemiden en ¢ok etkilenen
alanlarda HSP70 mRNA’smnin tespit edilmesine ragmen proteinin indiiklenmemesi, HSP70
ekspresyonunun hasarin bir epifenomeni mi oldugu yoksa hiicrenin hayatta kalmasini mi1

kolaylastirdig1 konusunda tartisma yaratmistir (143).

Mansilla ve ark. MS hastalarinin PBMC'lerinde saglikli kontrollere kiyasla HSPALA
geninin artmis ekspresyonunu saptamislardir. Gen ekspresyon bulgularinin, T lenfositlerde
(CD4 ve CDB8) ve monositlerde HSP70-1A/B'nin artmis protein ekspresyonu ile de iliskili
oldugu belirlenmistir (166). Calismamizda benzer sekilde HSPA1A geninin total kan RNA
ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla 19,68 kat artmis oldugunu saptadik, atak
déneminde olan bu hastalarin serum HSPA1A ELISA diizeyleri remisyon (p<0,001) ve
kontrol grubuna (p<0,003) kiyasla anlaml1 derecede yiiksek saptandi.

HSP70 ‘nin hiicre igerisinde protein-protein etkilesim yoluyla niikleer faktor-kB ile
etkilesime girdigi bulunmustur (167). HSP70, proinflamatuvar yaniti zayiflatan, NF-kB
inhibisyonundan sorumludur. Inme modelleri ve TNF-alfa ile indiiklenen apoptoz
modellerinde NF-kB'nin inhibisyonu, ¢esitli immin genlerin transkripsiyonunun
azalmasina, noéroproteksiyona yol agmistir. Bu yanita indiiklenebilir nitrik oksit diizeylerinin
azalmasi da katkida bulunmustur (168, 169). EAE modellerinde 1s1 sok tepkisi sonrasinda
elde edilen sonuglara paralel olarak; MS’da atak doneminde HSP70'in hiicre i¢i asiri
ekspresyonunun, astrositlerde NF-kB aktivasyonunu azaltarak proinflamatuvar yanitin

modiilasyonuna etki edebilecegini diisiindiirmektedir.

Enflamasyon MS’in tiim evrelerinde goriiliir. En fazla aktif plaklarda goriilmekle
beraber normal goriilen ak madde, inaktif ya da yeniden miyelinize olan plaklarda da
goriilebilir (170). MS de gelisen kortikal atrofinin hastaligin en erken agamalarindan itibaren
basgladigi ve progresyon ile ilerledigi bilinmektedir (171). MS’in 6zellikle progresif
doneminde daha siklikla izlenen yavas genisleyen lezyonlar hastaligin patogenezinde kronik
aktif inflamasyonun 6nemli bir yer kapladigimi gostermektedir (96). Mansilla ve ark. MS
hastalarinda, lipopolisakkarit aracili inflamatuvar uyaridan sonra HSP70-1A/B protein
ekspresyonuna, CD4 T lenfositlerinin yani sira monositlerin de azalmig yanit gosterdigine
dair kanitlar saglamistir. Bu durum 6zellikle hastaligin kronik inflamasyon fazinda
bagisiklik yanitinin degistigine isaret etmektedir ve MS hastalarinda ise kronik stres
durumuna isaret ediyor olabilir (166). S6zii gegen calisma ile paralel olarak, remisyon

donemindeki hastalarin serum HSP seviyelerinin atak doneminden sonra diisiis gostermesi;
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akut ve siddetli bir inflamasyon sonras1 devam eden kronik enflamatuvar siirecte, degisken

immiin yanitlar ile iligkili olabilir.

Bir arastirmada MS ve motor noron hastaligt (MNH) olan 25 hastanin BOS
numunelerinde HSP70 ve HSC70 proteinlerine kars1 gelisen antikor titreleri incelenmistir.
MS'li hastalardan elde edilen BOS'ta HSP70 ve HSC70 proteinlerine kars1 antikor titreleri,
MNH ile karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek bulunmustur. HSP70'e kars1 antikor
titrelerinin progresif vakalarda remisyon vakalarina gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir
ancak bu c¢alismada HSP’lerin serum diizeyleri incelenmemistir. Stabil hastalik
durumundaki MS hastalar1 ise kortikosteroid tedavisi altindadir. BOS'daki ¢esitli HSP
tiirlerine kars1 olusan bu antikorlarin patofizyolojik rolii hala net olmamakla birlikte anti
HSP70 antikorlart HSP70 aracili antijen sunumunu degistirebilir. HSP'ler anti-HSP
antikorlar1 tarafindan modifiye edilebilir, inhibe edilebilir ya da gii¢lendirilebilir (172).

Postmortem MS ve saglikli beyin parankiminde yapilan bir c¢alismada; HSP70
ailesinden HSPA1A, HSPA1B, HSPA7, HSPA6, HSPH1 ve HSPA4L’nin yukar
reglilasyonu gosterilmistir; bunlar arasinda HSPA1A ve HSPA1B tiim beyin alanlarinda
yukar1 regiile edilmistir (163). Bizim calismamiz bu calismadan farkli olarak stabilize
edilmis total kandan RNA izolasyonu ile yiiriitiilmiis olup bu calismaya benzer sekilde
HSPA1A, HSPA1B, HSPAG6, HSPA7 genlerinin ekspresyon seviyelerinde artis izlendi.
HSP’lerin ekspresyonunda diisiik diizeyde artis hiicreleri stresten korurken, asir1 yukari
regiilasyon MS gibi otoimmiin inflamatuvar hastaliklarin patogenezine katkida bulunabilir.
HSP'lerin giiclii yukar1 regiilasyonu bagisiklik sistemini tetikleyen bir uyari sinyali olarak

hareket edebilir (173).

Calismamizda atak grubunda HSPA®8’in serum seviyesi kontrol grubundan anlamli
derecede yiiksek (p<0.001) iken remisyon grubunda, kontrol gurundan anlamli olarak diisiik
saptanmistir (p=0.011). RT-PCR sonuglarimizda ise atak doneminde HSPAS8 geninin
ekspresyon seviyesinin 3,21 kat artmis oldugu izlenmistir. Mycko ve arkadaslarinin
calismasinda normal kosullar altinda, HSPAS8'in miyelin kilifinin 2 ana miyelin proteininden
biri olan MBP i¢in bir saperon gorevi gordiigii gézlemlenmistir (174). HSPA8'in MS'in
iyilesme evresindeki lezyon onarimi silirecinde remiyelinizasyon ig¢in gerekli oldugu
diisiiniilebilir. Saperon aktivitesi gdsteren HSPAS’in miyelin proteinleriyle birlesmesi, ayn1
zamanda bagisiklik tepkisinin ek bir hedefi haline gelebilir. Remiyelinizasyon, hiicresel
HSPAS icerigindeki azalma nedeniyle de bozulabilir. Postmortem MS lezyonlarindaki
HSPAS igeriginin normal beyin dokusundakinin %30-%50 altinda oldugu ve kronik

lezyonlarda bu diizeyin daha da diisiik oldugu saptanmistir (141). Bu sonug¢ postmortem
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doku arastirmalarindan elde edilen bir sonu¢ olmakla beraber kronik lezyonlardaki HSPAS8
seviyelerinin azalmas: basarisiz remiyelinizasyon ile uyumlu olabilir. Bu sonuca paralel
olarak akut inflamasyon sonrasi remisyon donemindeki hastalarda inflamatuvar siirecin

azalmasi ile serum HSPAS diizeyleri bir miktar azalma gosteriyor olabilir.

HSP90 proteinleri hiicresel lokalizasyonlarina gore siniflandirilabilir; sitoplazmik
tiyeler arasinda HSPC1 (HSP90AAL), HSPC2 (HSP90AA2-HSP90ALPHA) ve HSPC3
(HSP90OAB1-HSP90BETA), Endoplazmik retikulum'da; HSPC4 veya GRP94 (GP96)
mitokondride; HSPC5 (TRAP1) bulunur. HSP90B Konstitiitif olarak ifade edilirken,
HSP90a stres kosullarinda indiiklenir (147).

TRAP1, HSP90'n mitokondriyal versiyonudur ve c¢ogunlukla mitokondriyal
matrikste lokalizedir. Mitokondri igindeki protein agregasyonuna karsi koyar ve protein
katlanmasin1 destekler (175). TRAP1'in ana islevi mitokondriyal biitiinliigi korumak ve
mitokondriyal apoptoza kars1 koruma saglamaktir. Serbest oksijen radikallerinin veya reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) artan iiretiminden kaynaklanan oksidatif stres, mitokondriyal
disfonksiyonun ve hiicre 6liimiiniin ana nedenidir. Norodejeneratif, kardiyak, neoplastik ve
inme gibi cesitli hastaliklar agir1 ROS fiiretiminin potansiyel sonuglaridir. TRAP1'in asir1
ROS iiretiminin neden oldugu apoptoza karsi koruma saglayabildigi gosterilmistir. Asirt
eksprese edilen TRAP1, ROS birikimini azaltabilirken, asagi regiilasyonunda ise ROS
olusumu artirmistir (147).

TRAP1, diger tim HSP90'larla birlikte Alzheimer demansta (AD) azalmis oldugu
gosterilmistir (164). Sitozolik HSP90'larin AD’de noronlarda kiimelenen Tau ile etkilesime
girmesi bunun nedenlerinden biri olabilir. En ¢ok azalmanin TRAPI seviyelerinde oldugu
saptanmis ancak heniiz TRAP1 ig¢in benzer bir baglanti kurulamamistir. TRAP1

seviyelerinin azalmasi, AD'de oksidatif strese ve mitokondriyal disfonksiyona katkida
bulunabilir (177).

TGF-B/Smad yolagi, MS’de kritik oneme sahip olan bagisiklik tepkisini ve
enflamatuvar siiregleri diizenler. MS lezyonlarinda Smad sinyal yolagmmin CD4* T
hiicrelerinin gelisimini ve islevini diizenledigini ve bunun da MS patolojisi ile iliskili oldugu
gosterilmistir. TGF-p ve IL-6'nin Th17 hiicre farklilagmasina yol ac¢tig1i, TGF-p ve IL-4'lin
de in vitro olarak Th9 hiicre farklilasmasina yol actig1 gdsterilmistir. Inflamasyon siirecinde

TGF-B, Thl hiicrelerinin proliferasyonunu ve sitokin tiretimini uyarir (178).

Qingxiu Zhang ve arkadaglarinin rat ¢alismasinda TGF-B, TRAP1, TGFBRIL p-
Smad2/3 ve Smad 4'lin yiiksek ekspresyonunun ve IL-17 tarafindan aktive edilen

astrositlerde GFAP ve pro-inflamatuvar sitokin tiretimi ile uyumlu oldugunu gostermistir.
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TRAPI1'in Smad4 ile etkilesimi EAE'de (in vivo) ve IL-17 ile aktive edilmis astrositlerde (in
vitro) meydana gelmistir. Astrositlerde TRAP1'in devre dis1 birakilmasi hem in vivo hem de
in vitro proinflamatuvar sitokin iretimini baskilamakla kalmamig, ayni zamanda EAE
farelerinde inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu ve demiyelinizasyonu da inhibe etmistir.
Hastaligin atak fazinda periferik kan hiicrelerinde aldigimiz sonuglar ile paralellik gostererek
TRAPI seviyesinin artig1 proinflamatuvar sitokinlerin saliniminin artisina ve hastaligin

patogenezine katkida bulunuyor olabilir (178).

Literatiirde MS’da periferik kan hiicrelerinde TRAP1 geni ile ilgili heniiz bir
arastirma bulunmamakla beraber, bizim sonuc¢larimizda total kan hiicrelerinde TRAP1
geninin ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna kiyasla 10,12 kat artmis oldugu
saptanmistir. MS atak doneminde artan bu ekspresyon seviyeleri Alzheimer veya Parkinson
hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarin patogenezinden ayr1 degerlendirilmesini

gerektirir.

Houlihan ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda, HSP90 izoformlariin potansiyel olarak
yabanci antijenlere karsi gelisen T hiicre yanitlarin1 diizenleyebilecegini 6ne stirtilmiistiir
(179). Cristina ve arkadaglar1t MS hastalarinin BOS unda oligodentrosit progenitor hiicreler
(OPC)’nin yiizeyindeki antijeni taniyan HSP90B'ye karsi IgG tipinde antikorlar
saptamiglardir. MS hastalarindaki anti-HSP90 antikorlarinin hiicre kiiltiirtinde OPC'leri
hedefi alabildigini gostermislerdir (180). Yine Cristina ve arkadaslarinin monoklonal ve
poliklonal anti-HSP90 antikorlar1 kullanilarak yapmis oldugu c¢alismalarda, OPC'lerde
HSP90'n spesifik ekspresyonu dogrulanmistir. MS hastalarinin BOS antikorlarinin OPC
yilizeyine baglanmasi kompleman aktivasyonuna ve OPC popiilasyonunun 6nemli 6l¢iide
apoptozuna yol agmistir. Bu sonuglar, OPC'lerin MS hastalarinda anti-HSP90 antikorlarinin

hedefi olabilecegini ve bunun remiyelinizasyonu dnleyebilecegini diisiindiirmektedir (181).

MS ve Tip 1 diabetes mellitusta ortak genleri ve otoimmiin yolaklar1 inceleyen bir
arastirmada, MS'li atak ve remisyon donemindeki 26 hasta ¢alismaya alinmistir. MS
hastalarinin BOS ve PMBC’lerinde 1s1 sok proteini HSP 90-beta (HSP90AB1) kompleksinin
asag1 regiile edildigini saptanmistir. HSP9OAB1’1n T ve B hiicrelerinin apoptoz yolagina
dahil oldugunu belirtmisleridir. T hiicresi olgunlagsmasinda apoptoz ¢ok dnemli bir role
sahiptir. Gelisim sirasinda islevsel olmayan veya oto reaktif TCR'lerin ortadan kaldirilmasi
ve immiin yanitlar sirasinda efektor T hiicrelerinin kontrolii apoptoz ile gergeklesmektedir.
Bagisiklik sistemindeki apoptozun diizensizligi otoimmiin hastaliklarla sonuglandig:

bilinmektedir (182).
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Bizim calismamizda ise atak doneminde olan MS hastalarin total kan RNA ile
yapilan RT-PCR da HSP90OAB1 ve HSP90AA2 ekspresyon seviyesinin artis gosterdigi ve
bunun serum ELISA diizeylerinin de paralel olarak remisyon ve kontrol grubuna gore arttig1
saptanmustir (p<0,001). Calismalarda HSP90OAB 1 nin Akt ifadesini ve Akt’nin SMARCCI1
ifadesini diizenleyebildigi, Ayrica SMARCCI, T hiicre aktivitesini diizenlemek i¢in AP-1
ekspresyonunu azaltabildigi gosterilmistir. in vitro olarak HSP90ABI asir1 ekspresyonu, p-
Akt, SMARCC1, p-c-Fos ve p-c-Jun ekspresyon seviyelerini artirarak ve reaktif oksijen
seviyesini azaltarak T hiicre apoptozunu 6nemli 6l¢iide inhibe etmektedir (183). HSP90OAB1
asirt ekspresyonu MS’in patogenezinde de yer alan otoreaktif T hiicrelerin apoptoz
yolaklarina girmesinde engelleyici bir faktor olabilir. Otoreaktif T hiicrelerde artmis
HSP90ABI1 ekspresyonu hastaligin atak doneminde artan otoimmiin inflamasyon ile de

paralellik gostermektedir.

HSPB'ler beyinde diisiik seviyelerde konstitiitif olarak ifade edilir. HSPB1 (HSP27)
ve HSPBS5 (aB kristallin) hiicresel strese yanit olarak indiiklenir. HSPB'lerin anti apoptotik
islevleri oldugu da bildirilmistir. HSPB1 ve HSPBS AD gibi ¢esitli norolojik hastaliklarla
iliskilendirilmistir. Hem HSPB1 hem de HSPB5 ekzozomlar yoluyla salgilanabilir, bu da
hiicre disinda ek rolleri olabilecegini diisiindiirmektedir. Hiicre dist HSPB'lerin genel bir
islevi, enflamasyon sirasinda makrofajlarin  veya makrofaj benzeri hiicrelerin
aktivasyonudur. Diger HSP'lerde oldugu gibi, bu etkiye TLR'ler veya diger ¢opgi

reseptorlerinin aracilik etmesi muhtemeldir (141).

Ce ve arkadaglarinin toplam 50 RRMS ve sekonder progresif MS hastasinda yapmis
oldugu bir ¢alismada; MS hastalarinin serum HSPB1 diizeyleri akut ataklar sirasinda ve her
bir ataktan 2 ay sonra Ol¢iilmiistiir. Atak geciren tiim MS hastalari, intravendz
metilprednizolon 1 gr/giin ile 5 giin siire ile tedavi edilmistir. Yazarlar MS'in atagi sirasinda
HSPBI seviyelerinde ciddi diizeyde bir artis gozlemlemiglerdir. MS hastalarinda serum
HSPB1 seviyeleri remisyon doneminde kontrol grubuna kiyasla sadece hafif bir artis

gosterdigi saptanmugtir (158).

Van Noort ve meslektaslart hem MS hastalarindan hem de saglikli bireylerden alinan
periferik kan mononiikleer hiicrelerinin MS beyinlerinden elde edilen HSPBS iceren miyelin
fraksiyonuna reaktivitasyon gosterdigini sdylemislerdir. Bu fraksiyonun TNF, IL-17, CCL5
ve CCLI1 gibi 16kosit ¢agiric1 faktorlerin ve 1L-10, TGF-beta ve IL-13 gibi bagisiklik
diizenleyici sitokinlerin salgilanmasini uyararak mikroglia tarafindan verilen tepkileri aktive
ettigini gostermislerdir. Bu bulgular, HSPB5'in MS'te bir otoantijen olabilecegini ve MS

patogenezinin bir pargasi olarak bagisiklik hiicrelerinin endojen HSPBS5'e saldirdigini
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diistindiirtmistiir (184). HSPB5'in plazma diizeylerinin MS hastalarinda normal bireylere
kiyasla artmis oldugu gosterilmistir (185). MS omurilik lezyonlarinda beyin dokusundan
farkli olarak, belirgin olarak astrositlerde artmis HSPB1 ve HSPB5 ekspresyonu
gozlenmistir (186). Baska bir calismada beyaz maddede Ozellikle kronik aktif MS
lezyonlarmin merkezinde HSPB1, HSPB6 ve HSPB&'in ekspresyonunun onemli olgiide
arttig1, ancak HSPB11'in artmadigi bulunmustur (187).

Bagka bir ¢alismada MS’li hastalarin PBMC’lerinde HSP70 ve HSP27 ekspresyon
seviyeleri RT-PCR yontemiyle incelenmis ve serum protein diizeyleri ELISA yontemiyle
arastirilmistir. HSP70 ve HSP27°nin hem gen ekspresyonunda hem de serum diizeylerinde
artig gozlenmistir. Bu ¢aligma, MS hastalarinda hiicrelerdeki gen ekspresyonu ve protein
konsantrasyonu arasinda giiglii korelasyonlar oldugunu ortaya koymaktadir. Calismada
ozellikle bu 1s1 sok proteinlerinin anti-apoptoz etkileri ve protein yanlis katlanmasi ve

agregasyonunu 6nlemeleri nedeniyle noroprotektif etkilerine atifta bulunulmustur (188).

Calismamizda literatiire benzer olarak total kan RNA RT-PCR sonuglarinda HSPB1
ve HSPBS ekspresyon diizeyi sirasiyla 17,54 ve 68,55 kat artisg gostermistir. HSPB5’in gerek
MS hastalarinin beyin dokularinda gerek serumda MS'in seyri sirasinda ekspresyon
seviyeleri artis gosteriyor olsa da hastaliktaki rolii patolojik olabilecegi gibi ekstraseliiler

ortamda saperon aktiviteleri ile noroprotektif 6zellikler de gosteriyor olabilir (141).

HSPAI1L geni lizerinde HSP70-hom rs2227956 C tasiyicilarinda artmig MS riskini
ve hastaligin daha agir bir formuna sahip MS hastalarinda HSP70-hom'un artmis
ekspresyonu gosterilmistir. Patogenez hala ¢ok net olmasa da HSP-70 kodlayan HSP70-
hom'un MSS hiicrelerini enflamatuvar hasardan koruma roliine kiyasla, proenflamatuvar
bagisiklik sistemi aktivasyonunu ve miyelin antijenlerine kars1 etkili bir T hiicresi yanitini
tesvik etmede daha 6nemli bir rol oynayabilecegi sdylenmistir (189). HSPA1B geninde
+1267 A/G polimorfizmi, genin resesif olarak kalitilmasi halinde MS'e yatkinlig: artirtyor
gibi goriinmektedir, oksidatif strese karsi koymaya katkida bulunabilecek HSP70-2
proteininin ifadesini azalmasi ile bu durum agiklanabilir (190). Ist sok proteinlerinin
kodlayan genlerin izoformlar1 ve genlerdeki mutasyonlar bu proteinlerin hastaliklarin
patogenezindeki fonksiyonlar1 tanimlamamizda zorluk ¢ikarmaktadir ve bu alanda daha

fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamiz literatiirdeki cogu calismadan farkli olarak hasta gruplarinin tamamen
naif hastalardan olusturulmus olmasiyla ayrigmaktadir. Calismamizda atak dénemindeki
Multipl Skleroz hastalarinin serum O6rneklerinde ELISA yontemi ile HSPA1A, HSPAS

seviyelerini, remisyon ve saglikli kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek saptadik.
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Literatiirde yeni olarak MS hastaliginda, HSP90AB1 ve HSP90AA2 serum seviyelerini
inceledigimiz ¢alismamizda HSP70 ailesine benzer sekilde atak déoneminde bu proteinlerin
remisyon ve kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artis gosterdigini tespit ettik. Serum HSP
70 ve HSP90 tiyeleri arasinda pozitif yonlii giiclii iliski saptadik. Atak donemindeki
hastalarin total kan RNA’da RT-PCR yontemi ile HSPA1A, HSPA8, HSPO90AB1 ve
HSP90AA2 gen ekspresyon seviyelerinde artis oldugunu gostermis olduk. Boylelikle
ELISA yontemi ile almis oldugumuz bu sonuglari RT-PCR ile de desteklemis
bulunmaktayiz. Calismamizda ek olarak c¢esitli 1s1 sok proteinlerinin ekspresyonu
gerceklestiren TRAP, HSP90AB4P, HSPB1, HSPA7, HSPA1A, HSPAG, HSPBS genlerinin
RT-PCR yontemi ile ekspresyon seviyelerinin atak donemindeki hastalarda artmis oldugunu

saptanmis olduk.
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6. TEZIN KISITLILIKLARI

e Multipl skleroz gerek atak donemi gerek ise takibinde medikal tedaviye baglama
siirecinin  geciktirilmemesi gereken bir hastaliktir. Calismanin sonuglarini
etkileyebilecek herhangi bir medikal tedavi kullanmama sarti ve diger genis

dislama kriterlerimiz nedeniyle ¢alismaya alinan hasta sayis1 sinirlidir.

e (alismadaki atak donemindeki hastalarin ¢ogunlugu yeni tan1 MS hastalarindan
olugsmaktadir. Remisyon grubu ise RRMS klinik alt tipinden olusmaktadir. MS
hastaligin progresif formlarin1 iceren c¢alisma gruplarn ile daha genis hasta

popiilasyonu ile aragtirma yapilmasi daha giivenilir sonuglar sunacaktir.

e Atak grubuna dahil edilen hastalarin remisyon doneminde takip edilmesi ve ayni
yontemlerle ¢alismaya dahil edilmesi incelenen 1s1 sok proteinlerinin hastaligin
stire¢ iceresinde nasil bir degisim gosterdiginin anlasilmasi agisindan daha
objektif sonuglar verecektir. Calismanin kesitsel olmast bu acidan kisitliliklar
tasimaktadir. Klinik degerlendirme anindaki verileri inceledigi i¢in nedensellik

acisindan smirli yorum imkéani vermektedir.

e Biyobelirteg calismalarinda RT-PCR, ELISA yontemine gore daha gilivenilir
sonuclar vermektedir. PCR yoOnteminin maliyeti fazla olup klinik pratikte
kullanim1 ve ulasilmast zordur. ELISA ¢aligmalar1 daha uygulanabilir olup
maliyeti daha dusiiktiir. Bir hastalikta kullanilabilecek biyobelirteglerin
ulasilabilir ve diisilk maliyetli olmast 6nemli bir husus oldugundan 6ncelikle
amacimiz serum 1s1 sok proteinlerinin ELISA yontemi ile atak ve remisyon hasta
gruplarinda degiskenligi saptamak oldu. Calismanin PCR basamagi atak
donemindeki hastalarda HSP’lerin gen ekspresyon diizeylerinin ELISA sonuglari
ile benzer sonuglar vermesi ile dogrular nitelikteydi. Calismanin mali
destekleyicisi olmamasi nedeniyle PCR caligma grubu hasta ve kontrol grubu

kiigiik bir popiilasyondan olusturulabilmistir.

63



7. SONUC

Calismamizda atak doneminde olan MS hastalarin serum ELISA HSP90ABI1,
HSP90AA2, HSPA1A, HSPAS seviyeleri, remisyon grubu ve saglikli kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur.

Total hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda ise serum HSPY0AB1
HSP90AA2, HSPAL1A, HSPAS8 seviyeleri saglikli kontrol grubundan diisiik

saptanmistir.

Serumda HSPA1a, HSPAS, HSP90AA2, HSP90OABI seviyeleri analiz edildiginde
MS hastalarinda atak doneminde en yiiksek oldugu, atak sonrasi giderek bu
seviyelerin diistiigii ve 3. ay itibariyle en diisiik seviyelerde izlendigi daha sonra
bu proteinlerin diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermedigi

saptanmuistir.

Is1 sok proteinlerinin serum seviyesi yas, atak sayis1 ve atagin klinik
prezantasyonundan etkilenmemistir. IgG indeks diizeyleri ile serum 1s1 sok
proteinleri arasinda istatistiksel iliski saptanmamistir. Serum HSP70 ve HSP90
gruplar1 arasinda ve kendi lyeleri igerisinde pozitif yonlii giiclii bir iligki

hesaplanmustir.

Atak doneminde olan hastalarin total kan RNA RT-PCR analizinde incelenen tiim
genlerin ekspresyonlar1 artis gostermistir. Bu sonuglar HSPAL1A, HSPAS,
HSP90AA2, HSP9OABL1 serum ELISA diizeyleri ile paralellik gdstermistir.
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