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OzET

Giris: Multipl Skleroz (MS) patogenezinde genetik ve cevresel faktérlerin nemi
iyi bilinmektedir. Hastaligin immiin patolojisi, patojen CD4+T lenfositlerine
odaklanmistir. Bu hicrelerin aktivitesi, CD4+CD25+ T regiilator hiicreler tarfindan
kontrol edilmektedir. FOXP3 (forkhead boxP3) transkripsiyon faktériiniin ise
regiilator hiicrelerin gelisimi ve fonksiyonu Uzerinde kilit rolti vardir. Cesitli
otoimmiin hastaliklarda, FOXP3 gen ekspresyonunda fonksiyonel degisiklikler
saptanmistir.

Yontem: Yas ve cinsiyet agisindan uyumlu 102 saglikli kontrol ve 148 Multipl
Skleroz (118 Relapsing Remitting MS ve 30 Sekonder Progressif MS) hastasinda,
FOXP3 genine ait ekzon +2710 C/T (rs2232369) tek niikleotid polimorfizmi
tarandi. Saptanan polimorfik alelin, hastaliga yatkinlik ve hastalik tipi ile
baglantisi arastinildi.

Bulgular: Hasta grubunda tek niikleotid polimorfizmi saptanmadi ancak kontrol
grubunda %3 oraninda polimorfik alel mevcuttu. Bu bulgularla, FOXP3 gen
polimorfizmi ile hastaliga yatkinlik arasinda bir baglanti saptanmadi.

Sonug: Bu polimorfizm daha 6nce baska bir Multipl Skleroz hasta grubunda
taranmamistir. Sonug olarak, hastalikla polimorfik alel arasinda bir baglanti
saptanamasa da, hastaligin patogenezinde son derece 6nemli bir yapi olan
FOXP3 ile ilgili bundan sonraki genetik calismalarda, bu kodlanan bélgenin iyi
bir aday olmadig sdylenebilir. (NGropsikiyatri Arsivi 2014; 51: 69-73)

Anahtar kelimeler: Multipl Skleroz, FOXP3, polimorfizm, genotip

Cikar catismasi: Yazarlar bu makale ile ilgili olarak herhangi bir cikar
catismasi bildirmemislerdir.

ABSTRACT

Introduction: It is well recognized that both genetic and environmental factors
play an important role in the pathogenesis of multiple sclerosis (MS). Immune
pathogenesis of MS focuses on pathogenic CD4+ T lymphocytes. CD4+CD25+
regulatory T cells have suppressive function in this cell group. FOXP3 (forkhead
boxP3) transcription factor is a key structure in the development and function
of regulatory cells. Functional alterations in FOXP3 gene expression have been
observed in various autoimmune diseases.

Methods: We screened a non-synonymous coding single nucleotide polymorphism
(exon +2710 C/T) (rs2232369) of human FOXP3 gene in 148 MS patients (118
with Relapsing Remitting MS, 30 with Secondary Progressive MS) and 102
age- and sex-matched healthy controls. The association of polymorphisms with
susceptibility, and course of the disease was evaluated.

Results: We could not detect any single nucleotide polymorphism in MS
patients, however, polymorphic allele was detected in 3% of the control group.
Consequently, a genetic association between the FOXP3 gene polymorphism and
MS was not revealed.

Conclusion: The distribution of this polymorphism has not been screened in
any other MS populations before. Although we could not succeed to find
any association between susceptibility to MS and screened FOXP3 gene pol-
ymorphisms, we suggest that this particular polymorphism is not appropriate
for these kind of studies in the future. (Archives of Neuropsychiatry 2014; 51:
69-73)
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Giris

Multipl Skleroz (MS), santral sinir sisteminde (SSS)
immin hiicre infiltrasyonu ve inflamasyon ile karakterize
kronik inflamatuar, otoimmiin bir hastaliktir (1,2).

immiin sistem organizmay! ¢ok sayida potansiyel patojen
mikroorganizmaya karsi korurken, kendi (self) dokusuna karsi
immin reaksiyon gostermekten kaginir. Bu cevapsizligi (self
tolerans), oto-reaktif lenfositlerin timusta gelisimleri sirasinda yok
edilmesi ya da inaktive olmasi saglar. Bu klonal inaktivasyona
ragmen periferik dolanima kagan patojen T hiicreleri ise
CD4+ diizenleyici (regulatdr) T hiicreleri (Treg) tarafindan aktif
olarak siiprese edilir. Treg hiicrelerin ¢ogu yapisal olarak CD25
[interldkin (IL)-2 reseptdr -alfa-zinciri] ifade eder (3,4,5,6,7).

Sakaguchi ve ark., Treg hiicrelerin fonksiyonu konusunda
bir déniim noktasi olan arastirmalarinda; CD4+CD25+ Treg
hiicreleri yok edilen farelerde, cesitli sistemik otoimmiin
hastaliklarin ortaya ¢iktigini saptamistir (8). Yine son yillarda
yapilan diger ¢calismalarda da, miyelin ya da diger “self” doku
antijenlerine yonelimi olan patojen T hiicrelerinin cogalmasini
kontrol eden tolerans mekanizmalarindaki bozuklugun,
MS ve diger otoimmiin hastaliklarin ortaya cikisina neden
olabilecegi gosterilmistir (9,10). Yapilan az sayida insan
calismasindan ise celiskili sonuclar elde edilmistir (11,12,13).

Son  arastirmalar, Treg  hiicrelerin  diizenleyici
fonksiyonlarini gerceklestirmede FoxP3 (forkhead boxP3-
scurfin)  transkripsiyon  faktoriintin -~ 6nemli  oldugunu
gostermistir (6,14,15,16).

Tek niikleotid polimorfizmi (TNP), bireyler arasinda gériilen
en basit DNA farkliliklaridir. TNR genin kodladigr aminoasidi
degistirebilir, sessiz kalabilir ya da kodlanma yapilmayan
bolgelerde olabilir. Bu nedenle gen dretimini, mRNA
olusumunu ya da protein (retimini etkileyerek otoimmiin
hastaliklarin gelisiminde nemli rol oynayabilir (17).

Bu ¢alismada, MS hastalarinda ve saglikli kontrollerde
tanimlanan FOXP3 gen polimorfizmleri arastinlarak, bu
mutasyonlarin toplumumuzda MS hastaligina yatkinlik ve diger
fenotipik 6zelliklerle bir baglantisi olup olmadigi arastinldi.

Yontem

Hasta ve Kontrol Grubu

Hasta grubu, hastanemiz, Multipl Skleroz Poliklinigi’nde
izlenmekte olan ve hepsi McDonald kriterlerine (18) gére
kesin MS tanisi almis 148 hastadan olustu. Hastalarin 118’
Relapsing Remitting (RR) MS iken 30’u Sekonder Progresif
(SP) MS idi. MS ile ilgili herhangi bir 6yki, bulgu ve ailesinde
MS hastaligi olmayan, hasta grubuna yas ve cinsiyet olarak
denk 102 saglikli génilli (68 kadin, 34 erkek) kontrol
grubunu olusturdu.

Deneklere calisma hakkinda bilgi verilerek kan &rnegi
alimi &ncesi aydinlatilmis onam formu dolduruldu.

DNA Izolasyonu

Hasta ve kontrollerden EDTA’lL tliplere 10cc vendz kan
alindi. DNA’nin ayrilmasi icin gerekli (I6kositlerin ayrilmasi,
hticre patlatma, cekirdek patlatma, proteinlerin yok edilmesi)

islemler uygulandiktan sonra etanol eklenerek gériiniir hale
gelen DNA iplikgikleri steril DNA tiiptine alindi. Elde edilen
DNA 200 l steril distile su ile homojen hale getirildikten sonra
tekrar 1:50 oraninda sulandirldi ve spektrofotometrede (260
nm’de) optik yogunluklan &lglilerek miktar tayinleri yapildi.
Elde edilen degerlere gére 30 pg/ml olacak sekilde DNA’lar
sulandirildr ve ¢alisilincaya kadar +4 °C’de bekletildi.

Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu (PCR)

FOXP3 geninde kodlayan bélgede (ekzon) yer alan
ve aminoasit degisikligine neden oldugu bildirilen +2710
C/T (rs2232369, 220.aa A/NV) TNPB hedeflenen genomik
bélgenin PCR ile amplifikasyonu, daha sonra da restriksiyon
enzimi ile kesilme paterninin saptanmasi [poymerase
chain reaction-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP)] yoluyla tarandi. Y6ntemin temeli FOXP3
geninin arastirilan polimorfizm noktasindaki nikleotid
farkliliklarina gére secilen uygun enzimle kesilme ozelligini
kaybetmesine dayaniyordu. Bu c¢alisma igin Primer3
(Whitehead Institute for Biomedical Research) programi
kullanildi. Amplifikasyon 5 -CTGAGGGGCATGTGTTAAGG ve
5 -TTTGCGCACTATCCCTATCC primerleri ile yapildi ve 360
baz cifti uzunlugundaki {riin Ecil enzimi ile kesilerek C ya
da T alelinin varligi saptandi. C aleli restriksiyon enzimi igin
bir kesim noktasi olusturuyordu.

istatistik

Hasta ve saglikli kontrollerde saptanan alel ve genotip
frekanslari x2 testi ile karsilastirildi. Olasi haplotip frekanslari
Arlequin programi kullanilarak hesaplandi.

Bulgular

Calisma grubunun demografik ozellikleri Tablo 1’de
Ozetlendi. Hasta ve kontrol grubu arasinda yas ve cins
acisindan fark yoktu. FOXP3 geni +2710 (C/T) polimorfizmi
icin MS hastalari ve saglikli kontrollerde elde edilen dagilim
Tablo 2’de gosterildi.

Tanimlanmis olan ancak daha ©nceden herhangi
bir toplumda taranmayan bu polimorfizmin dagilimina
bakildiginda, sadece kontrol grubunda %3 oraninda
polimorfik alel gosterildi. MS hastalarn ve saglikli kontrol
gruplarinda saptanan alel frekanslar karsilastirildiginda, iki
grup arasinda anlamli bir dagilim farki gézlenmedi (Tablo 2).

Tartisma

Otoimmiin bir hastallk olan MS’in etiyoloji tam
bilinmemekle birlikte, biylik olasilikla heterojen bir yapisi
oldugu, hem genlerin, hem de cevresel faktdrlerin hastaligin
gelisiminde 6nemli oldugu dusinilmektedir ancak agik ve
homojen bir aktarim sekli saptanamadigi icin calismalarda,
klasik genetik epidemiyolojik teknikler uygulanamamaktadir.
Tum kompleks gecisli hastaliklarda gen calismalari icin en
uygun yaklasim, ilk olarak baglanti analizleri ile genomik
etkinin kromozomal bdlgesini tespit etmektir. Daha sonraki
basamak ise, hastalikla direk iliskisi acisindan aday bolgelerin
belirlenmis kisimlarinda (ekzon, promotor bélge veya intron)
cesitliligin derecesini ortaya koymaktir (19,20).



Isik ve ark. 7 1
Multipl Skleroza Genetik Yatkinlik: FOXP3 Gen Polimorfizminin Rold

Tablo 1. Kontrol ve hastalarin demografik verileri ve
klinik 6zelliklerinin dagilimi

Erkek Kadin Toplam
MS grubu 48 100 148
Yas 40,99 37,58 38,39
Hastalik stiresi (yil) 119 95 9,56
EDSS (ortalama) 2,7+1 1,9+1 2,1+1
RR MS 34 84 118
SP MS 14 16 30
Kontrol grubu 34 68 102
Yas 41,2+8 35,2+9 37,98
MS: Multipl Skleroz, EDSS: Expanded Disease Status Scale, RR: Relapsing Remitting,
SP: Sekonder Progressif

Tablo 2. FOXP3 +2710 (C/T) polimorfizminin MS ve
saglikli kontrol grubundaki dagilimi

MS Kontrol
+2710
/m n=148 % n=102 %
Alel frekansi
C 296 100 198 97
T o] 0 6 3
Genotip frekansi
cC 148 100 99 97
T 0 0 3 3
TC o] [0} 0 [0}
MS: Multipl Skleroz, C:cytosine, T: Thymin

Tek nikleotid polimorfizmi, insan genomunda en sik
rastlanan DNA dizisi ¢esitlilikleridir. TNP’lerin  genomun
timinde bulunan eski ve stabil mutasyonlar oldugu
disliniilmektedir. Bu &zellikleri onlarn genetik ¢alismalar
icin iyi birer hedef yapmaktadir. Bu mutasyonlar ¢ogunlukla
n6tral olmasina ragmen, bazilar hastaliga yatkinlikta veya
direncte rol oynayabilir (21,22).

Otoimmiin hastaliklarin immiin etiyopatogenezinde
onemli oldugu disiiniilen, CD4+CD25+Treg hiicreleri, timusta
santral toleransi gerceklestirirken, periferde de diizenleyici
fonksiyonlarini  gdsterirler. Immiinolojik self toleransda
bozukluk otoimmiin hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden
olur (7). MS hastalarinda Treg hicrelerinin periferik kan
ve beyin omurilik sivisinda bir farkliligi bulunmasa da bu
hiicrelerin otoimmiiniteyi baskilamada sorunu olduguna dair
onemli kanitlar vardir (13).

CD25+ T hiicre grubunun, CD4+ patojen hiicre artisini
ve sitokin salinimini engelleyebildigi gosterilmistir. Son
donemlerde, CD4+ CD25+ Treg hiicrelerinin otoimmiiniteyi
FoxP3 (zerinden engelledigi distincesi, yaygin olarak
kabul gérmektedir (6). FoxP3, IL2 reseptdr o zinciri (CD25)
eksprese eden Treg hiicrelerinin gelisimi ve fonksiyonundaki
anahtar faktdrdir ve hem dogal hem de kazanilmis immiin

sistemin regiilasyonunda etkilidir. FOXP3 geni X kromozomu
lizeinde yer alir. FOXP3 transkripsiyon faktorli temel olarak
T hiicre dizisi tarafindan olusturulur ve sitokin Uretimi ve
efektér T hiicre aktivasyonunun inhibisyonundaki ana
diizenleyici olarak rol alir (14,15,16). FOXP3’l kodlayan
gendeki delesyon, aktif T hicrelerinin artmis proliferasyonu
ve hem otoimmiin hem de alerjik hastaliklarin gelisimi ile
sonuclanmaktadir. FOXP3 genindeki mutasyonun insanlarda
nadir bir otoimmi{in genetik hastalik olan IPEX sendromuna
neden oldugu gosterilmistir. IPEX sendromu (immiin
disregiilasyon, poliendokrinopati, enteropati, X’e bagli
gecis) T hiicrelerinin hiper reaktivitesi ile karakterize bir
immun sistem hastaligidir (23).

MS etyopatogenezinde FOXP3’lin rollnli arastiran
calisma sayisi son yillarda artis gdstermistir. Putheti ve ark.
2003 yilinda CD4+ CD25+ T hiicrelerinin arttigini (11), 2004
yilinda ise degismedigini bildirmislerdir (12). Fakat 2004
yilinda Viglietta, MS hastalarinda CD4+ CD25+ T hiicrelerinin
baskilayici fonksiyonlarinin azaldigini  gdstermis ancak
bu azalmanin FOXP3 geninin ekspresyon diizeyine bagli
olup olmadigina dair bir bilgi verememistir (13). 2005
yilinda ise Huan ve ark. MS hastalarindaki periferik CD4+
CD25+ T hiicrelerinin fonksiyonel baskilayiciliklarindaki
azalmanin FOXP3 ekspresyon diizeyindeki azalma ile iligkili
oldugunu gosterdi (17). Yine benzer sekilde Venken 2008
de yayinladigi calismasinda, RRMS hastalarinda hem CD4+
CD25+ T hiicrelerinin baskilayici fonksiyonlarinda hem de
FOXP3 protein miktarinda azalma oldugunu bildirdi (24).
Son yillarda bu konuda yapilan ¢alismalar daha ¢ok Treg
hicrelerinin tedavi edici ajanlarla iliskisini g&stermeyi
amaclamaktadir. Multipl skleroz tedavisinde kullanilan ve
1. sira immiinmoddlatér ilaclardan olan Interferon beta
(IFN B) tedavisinin Treg hiicreleri (izerine olan etkisini
arastiran bir ka¢ calisma yayinlanmistir. Bu calismalardan
birinde, Namdar ve ark. 18 RRMS hastasinda, IFN B’nin,
Treg frekansini ve baskilayici fonksiyonunu anlamli oranda
arttirdigini ancak tedaviden sonraki 6. ayda FOXP3 gen
ekspresyonunda bir degisiklik gérilmedigini saptayarak, bu
tedavinin bazi RRMS hastalarinda regulatuar T hiicrelerinin
fonksiyonunu diizenledigini ve bdylece kontrolsiiz giden
immiin aktiviteyi baskiladigini ifade ettiler (25). Yine
bir baska calismada ise, IFN B tedavisi alan ve almayan
hastalarda, CD4+ CD 25(high) T hiicre fenotipinin,
FOXP3, ITCH ve CBLB (FOXP3 transkripsiyon faktérlerinin
reglilasyonunu saglayan molekiiller) gen ekspresyonu ile
baglantisi calisilarak; FOXP3 mRNA ile korelasyon gdsteren
ve CD4+ CD 25 (high) hiicre ylizeyinde sunulan sitotoksik T
lenfosit antijen 4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4 -CTLA 4)
diizeyinin, tedavi almayan hastalarda, diisiik oldugu ve IFN
B injeksiyonundan sonra anlamli olarak arttigi saptanmistir.
Ayrica, FOXP3 mRNA ekspresyonunun CBLB, ITCH ve T
helper 2 sitokin diizeyi ile korelasyonu gosterilmistir (26).
Literatlirde gorildiigt gibi FOXP3’tn fonksiyonuna iliskin
baslangictaki calismalar celiskili sonuglar gésterirken daha
sonraki saptamalar FOXP3’{in roltinii desteklemistir. Hatta,
Treg hiicrelerin tedavide etkisini gdsterebilmek i¢in yapilan
onemli bir calismada; lentiviral vektor sistemi kullanilarak
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CD4+ T hiicreleri, T reg hiicrelerine donistirilmis ve bu
hicreler, EAE olusturulmus farelerin tedavisi icin intranazal
olarak verilmistir. Uygulamadan sonra Treg hiicrelerinin
beynin c¢esitli bolgelerine ulastigi ve klinik olarak da
EAE semptomlarinin geriledigi saptanmis, ayrica beyin
dokusunda IL-12 ve IFN-gama gibi inflamatuar sitokinlerin
mRNA diizeylerinin azaldigi gézlenmistir (27).

T reg hiicreleri ve fonksiyonlari ile ilgili calismalarin sayisi
artmakla birlikte, FOXP3 gen polimorfizminin MS hastaligi
ile birlikteligini arastiran calisma mevcut degildir. Bu
amacla, baska bir toplumda taranmayan bu polimorfizmin
dagiimina bakildiginda polimorfik alel sadece kontrol
grubunun %3’tinde bulunurken hastalarda rastlanmadi
(Tablo 2).

Bassuny ve ark. 2003 yilinda, Japon toplumunda, 199 tip
1 diyabet hastasi ve 289 saglikli kontrolii hastaliga yatkinlik
acisindan karsilastirip, mikrosatelit ve FOXP3 geninin protein
kodlayan bolgesinde, intron ve promotor alanlarindaki tek
niikleotid polimorfizmlerini taradiklarinda, FOXP3 geni ve
tip 1 diyabete yatkinlik arasinda anlamli bir iliski bulurken
(28), Zavattari ve ark. ise Sardunya adasinda yasayan
popiilasyonda, FOXP3 geni ile tip | diyabet arasinda herhangi
bir iliski olmadigini gosterdiler (29). Yine son ddnemde
yapilan bir baska calismada da otoimmiin tiroidit ve
Addison hastaliginda FOXP3 gen polimorfizmi ile birliktelik
bulunamadigi bildirilmistir (30).

Fonksiyonel agidan bakildiginda, Treg hicreleri ve
FOXP3 molekdliniin otoimmiin hastaliklar ve dolayisiyla
MS’e yatkinlik agisindan dnemli immiin islevleri olabilecegi
disinilebilir. Ancak bu konuda yapilan ve ¢ok da fazla
saylda olmayan genetik calismadan celiskili sonuglar elde
edilmistir. Bunun nedeni, taramak amaciyla secilen genetik
bélgenin uygun olmamasi, oldukga sofistike ve zahmetli olan
y6ntemin yaratabilecegi farkliliklar olabilecegi gibi, genetik
calismalarda genellikle ¢ok 6nemli bir konu olan denek
sayisinin yetersizligi de olabilir ki tim bu faktorler bizim
calismamizin da kisithiliklarnydi.

FOXP3 geninin ekzon +2710 (C/T) bélgesindeki TNP ve
MS’e yatkinlik arasindaki iliskiyi ortaya koymak icin bir
kanit bulamadik. Yine de simdiye kadar MS’de FOXP3 gen
polimorfizminin tarandigi baska bir ¢alismanin olmamasi
ve bundan sonraki calismalarda bu bdlge polimofizminin
taranmamasi bilgisini paylasmak amaciyla sonuglarimizi
yayinlamaya deger bulduk. Kromozomal bdlgelerin ve
spesifik aday genlerin tespitinin MS’in patogenezinin
anlasilmasina yardim ederek, hastaligin tedavisi agisindan
yeni ve daha etkili yontemlerin gelismesine yardimci
olacagini disiintiyoruz.
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