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OZET

Bu caligmada, multipl skleroz (MS)’lu hastalarin BOS ve kan orneklerinde
SIRT7, SEMA3A ve SEMA3F gen ekspresyon diizeylerini saptayarak hastaligin
patogenezine katkilarininin belirlenmesi amaglandi.

SIRTUIN7 (SIRT7), DNA hasarin1 zayiflatmaya ve dolayisiyla genetik stres
kosullarinda hiicresel sagkalimi artirmaya yardime1 olabilir. Baz1 kanser hastalarinda,
SIRT7 vyiiksek oranda eksprese edilir, bu da onun bir onkogen olabilecegini
diistindiirmektedir. Semaforinler hiicreler arasi bir sinyal proteini ailesi olup, ¢cogu
aksonal rehber molekiili olarak goérev yapmaktadir. Semaforinler en Onemli
oligodentrosit progenitor hiicre (OPC) rehber molekiillerdir.

Hastalik grubu olarak MS tanis1 almis hastalar ile MS hastalif1 olmayan
kontrol grubu kisiler secilmis olup bu kisilerin BOS ve kan 6rneklerinden total RNA
izolasyonu yapilarak ACTB, SEMA3A, SEMA3F ve SIRT7 gen ekspresyon
diizeyleri c¢alisildi. Calismaya 31 hasta, 28 kontrol grubu olarak goniilli 59 birey
dahil edilmistir. Beyin Omurilik Sivist ve kan orneklerinden elde edilen RNA
orneklerinden SIRT7, SEMA3A ve SEMA3F genleri ve endojen kontrol igin de
ACTB geni kullanilarak gen ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemi ile elde edildi.

Hasta ve kontrol grubundan aldigimiz kan oOrneklerindeki SIRT7 gen
ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda, hasta grubunda 1,86 kat artis gézlemlendi
(up-regiile). BOS ornekleri karsilastirildiginda, hasta grubunda SIRT7 gen
ekspresyonunda 5 kat artis (up-regiile), SEMA3A igin 36 kat, SEMA3F i¢in ise 17
kat artis oldugunu saptandi. Hasta grubu kan Orneklerindeki gen ekspresyon
diizeyleri, SEMA3A’da 161 kat artis (up regiile), SEMA3F’de ise 69 kat artis olsa da
kontrol grubuna gére down regiile olarak bulundu. Bu c¢alismada MS hastalarinda
SIRT7, SEMA3A ve SEMA3F’nin gen ekspresyon diizeylerinde, kan orneklerinde
daha belirgin olmak iizere anlamli artig gortildii.

Sonug¢ olarak, BOS o0rnegine gerek kalmadan kan orneginden alinacak
numunelerde bu genlerin ekspresyon diizeyleri bakilarak hastaligin progresyonunun
takip edilmesine olanak saglanabilir. Ancak SIRT7, SEMA3A ve SEMAS3F gen
fonksiyonlarinin MS ile iligkisini ortaya koymak i¢in daha genis ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Multipl skleroz, Gen ekspresyonu, Semaforin, Sirtuin



ABSTRACT

DETERMINATION OF SIRTUIN 7, SEMA 3A, SEMA 3F GENE

EXPRESSIONS IN PATIENTS WITH MULTIPLE SCLEROSIS

In this study, we aimed to contribute to the pathogenesis of the disease by
studying SIRT7, SEMA3A and SEMAS3F gene expression levels in the cerebrospinal
fluid (CSF) and blood samples of multiple sclerozis (MS) patients.

SIRTUIN7 (SIRT7) can help weaken DNA damage and therefore increase
cellular survival under genetic stress conditions. In some cancer patients, SIRT7 is
highly expressed, suggesting it may be an oncogene. Semaphorins are a family of
intercellular signal proteins, most of which act as axonal guide molecules.
Semaphorins are the most important oligodendrocyte progenitor cell (OPC) guide
molecules.

Patients diagnosed with MS as the disease group and control group without
MS disease were selected and ACTB, SEMA3A, SEMA3F and SIRT7 gene
expression levels were studied by performing total RNA isolation from CSF and
blood samples. The study included 59 volunteers as 31 patients and 28 control
groups. Gene expression levels were obtained by RT-PCR method using SIRT7,
SEMAS3A and SEMAS3F genes from RNA samples obtained from Cerebrospinal
Fluid and blood samples, and ACTB gene for endogenous control.

When the SIRT7 gene expression levels in the blood samples taken from the
patient and control groups were compared, 1.86-fold increase was observed in the
patient group (up-regulated). When CSF samples were compared, it was found that
there was a 5-fold increase (up-regulated) in SIRT7 gene expression in the patient
group, a 36-fold increase in SEMA3A and a 17-fold increase in SEMAS3F. Although
gene expression levels in the blood samples of the patient group, 161 times increase
in SEMAS3A (up regulated) and 69 times increase in SEMAS3F, it was found down-
regulated compared to the control group. In this study, a significant increase was
observed in the gene expression levels of SIRT7, SEMA3A and SEMAS3F in MS
patients, with a more pronounced blood sample.

As a result, the expression levels of these genes can be monitored in samples

to be taken from the blood sample without the need for a CSF sample, and the



progression of the disease can be followed. However, larger studies are needed to
reveal the relationship of SIRT7, SEMA3A and SEMAG3F gene functions with MS.

Keywords: Multipl Sclerosis, Gene Expression, Semaphorin, Sirtuin
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1. GIRIS

Multipl Skleroz (MS) inflamasyon, demiyelinizasyon ve akson hasari ile
karakterize otoimmiin bir merkezi sinir sistemi hastaligidir. Miyelin kiliflar,
oligodendrositler ve daha az oranda akson ve sinir hiicresinin kendisi hasarlanir.
Hastalik siklikla geng yetiskinlerde ortaya ¢ikar. Prevalanst cografi 6zelliklere bagl
olarak 100.000’de 2 ile 200 arasinda degismektedir (1).

Multipl Sklerozin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte genetik ve
cevresel risk faktorlerinin etkilesimiyle kompleks kalitim paterninde ortaya ¢iktigi en
yaygin goristiir. Geng erigskinlerde nontravmatik ndrolojik hastaliklar arasinda
Oziirliiliige yol agan en dnemli hastaliktir. Kronik, néroenflamatuvar, nérodejeneratif
bir hastalik olarak tanimlanan Multipl skleroz’un, kompleks patogenezi ve farkli
prognozlari ile birlikte g¢esitli klinik alt tipleri bulunmaktadir (1).

Aile calismalarinda, hastalarin akrabalarinda MS riskinin arttig1 saptanmistir
(2). Ikiz galigmalarinda monozigotik ciftlerde %26°Iik uyusum saptanirken, dizigotik
ciftlerde bu oran %2,4°diir (3). Kromozom 6'min kisa kolundaki MHC (Yiiksek
Diizeyde Major Doku Uyusum Kompleksi-Major Histocompatibility Complex)
bolgesinin MS igin genetik belirleyici oldugunu gosteren ¢alismalar vardir. Uzerinde
cok calisilan TNF genlerinin MHC iginde, kromozom 6'nin kisa kolunda kodlaniyor
olmasi ise MS’in genetik yoniine dikkat gekmektedir (4).

Nikotinamid Adenin Diniikleotid (NAD) + bagimli simf III deasetilaz
enzimler olarak bilinen sirtuin (SIRT) ailesi genleri ile ilgili olarak cesitli
hastaliklardaki potansiyel rolii iizerine bir¢ok calisma yapilmistir. Yayimlanmis
literatiire dayanarak Sirtuinlerin; tip II diyabet, obezite, kanser, yaslanma ve ¢esitli
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde 6nemli rol oynadig1 diigiiniilmektedir. Son
yapilan c¢aligmalar sonucu bir¢cok saglik probleminin tedavisine yonelik olumlu
sonuglar veren SIRT genlerinin biyolojik sistemlerdeki roliinii calisabilmek i¢in
molekiiler ve kimyasal yapisin1 anlamak c¢ok onemlidir (5). ilk olarak sirtuinler
mayada kesfedilmistir, protein deasetilaz ve adenozin difosfat (ADP)-ribozil
transferaz faaliyeti igerisindeki protein ailelerinden oldugu anlasilmistir. Sirtuin
ailesinin yedi adet varyanti bulunmaktadir (SIRT 1-7) (6). Yaslanma, transkripsiyon,
apoptoz, inflamasyon gibi ¢ok ¢esitli hiicresel fonksiyonu etkilemekle

iligskilendirilmistir (7). Sirtuinlerin; tip II diyabet, obezite, kanser, yaslanma ve gesitli



norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde onemli rol oynadigi diisiiniilmektedir (5).
SIRT ailesi ile ilgili yapilan aragtirmalara bakildiginda etki ettigi en Onemli
mekanizmalarin  basinda gen ifadesinin  diizenlenmesi gelir. Histonlarin
deasetilasyonu kromatinin yogunlagmasini (heterokromatin), bdylece de gen
ifadesinin baskilanmasini saglar (8). Sirtuin genlerinden SIRT1 ve SIRT7, p53’i
aktive etmeleri ile kanser olusumunu engellemis olurlar. Yapilan caligmalarda
SIRT7, boliinen hiicrelerde ribozom biyogenezini yiiriitiir, bu etkinin ise tiroid ve
meme kanseri ile iligkili oldugu distiniilmektedir (9). Calismayr planladigimiz
SIRT7 geni (17925.3) lizerinde yer almakta olan bir gendir (10). SIRT7 geni, maya
Sir2 proteine homolog proteinlerin sirtuin ailesinden bir liyeyi kodlar. Maya Sirtuin
proteinleri, epigenetik gen susmasimi diizenledigi ve rDNA rekombinasyonunu
bastirdigi da bilinir. SIRT-7 geni tarafindan kodlanan protein, sirtuin ailesinin V.
smifina dahildir (11). Insan hiicresinde SIRT7’nin sadece iki diger molekiil ile
etkilesime girdigi gosterilmistir: RNA polimeraz I (RNA Pol I) ve akis yukari
baglanma faktorii (UBF). SIRT7, karaciger ve dalak gibi metabolik olarak aktif
dokularda daha fazla ve kalp ve beyin gibi proliferasyona ugramayan dokularda daha
az ifade edilir (12). Memeli Sir2 homologu SIRT7, RNA polimeraz |
transkripsiyonunun bir aktivatoriidiir (13). SIRT7, DNA hasarin1 zayiflatmaya ve
dolayisiyla genetik stres kosullarinda hiicresel sag kalimi artirmaya yardimci olabilir
(14). Bu genin, onkojenik transformasyonun siirdiiriilmesinde rol aldigi bulunmustur
(15). SIRT7, H3KI18 deasetilasyonunu kanserojen doniisiimiinden korumak igin
baglar (16).

Semaforinler ilk olarak 1992 yilinda omurgasizlarda tanimlanmistir (17).
Sema3A, bu ailenin vertebrata prototip iiyesidir ve ilk olarak 1993 yilinda kanatli
beyin ekstraktlarindan saflagtirilmigtir. Semaforin ailesi, membrana bagli bulunan ya
da salgilanmis en az 20 iiyeden olusmaktadir ve sekizden fazla alt sinifa ayrilmistir.
[k iki sinif omurgasiz hayvanlarin, 3-7 aras1 simf omurgali hayvanlarin semaforinleri
ve 8. simif ise viral semaforinlerdir (18). Semaforinler hiicreler arasi bir sinyal
proteini ailesi olup, cogu aksonal rehber molekiilii olarak gorev yapmaktadir.
Bunlardan biri immiin sistemdeki sinyalizasyona katilsa da c¢ogunun biyolojik
fonksiyonlar1 hala bilinmemektedir (19). Uciincii smf semaforinler, en iyi

tanimlanmis olanlardir. Sema3A ve Sema3F gelismekte olan sinir sisteminde spesifik



MSS yollar1 ve periferal sinirlerin rehberliginde 6nemli roller oynadigr goriilmiistir.
Semaforinlerin ndronal hiicre Oliimiinde gorev aldiklarina dair bulgular
bulunmaktadir. NRP-1’e (sema reseptorii) karsi olusturulan antikorlar, hiicre
Oliimiinii zayiflatabilir. Sempatik ndéronlarin Sema3A proteinine ya da bundan kéken
alan kiiciik bir peptide maruz kalmast ndronal apoptozun indiiksiyonu ile
sonuglanmistir (18). SEMA3A (Semaforin 3A) geni 7q21.11 bolgesine lokalizedir
(20).

Semaforinler, ilk Once sinir sisteminin gelisiminde ve sinir sistemi
molekiillerini kodlayan genlerin bir ailesi olarak belirtilirken ayn1 zamanda, merkezi
sinir sisteminde aksonal rehberligin negatif aracilar1 olarak tanimlandi (21). Sema3A,
GC lamelli podium i¢indeki aktin filament aginin depolimerizasyonunu indiikleyerek
GC’nin tam bir itismesine neden olabilir (22). Sema3A ve Semaforin 3F
(Sema3F)’nin gelismekte olan sinir sisteminde, spesifik MSS yollar1 ve periferal
sinirlerin rehberliginde 6nemli roller oynadig1 goriilmistiir. Semaforinlerin ndronal
hiicre 6liimiinde gorev aldiklarina dair bulgular bulunmaktadir. NRP-1’e (Sema
Reseptoril) karsi olusturulan antikorlar, hiicre 6limiinii zayiflatabilir. Sempatik
ndronlarin Sema3A proteinine ya da bundan koken alan kiiciik bir peptide maruz
kalmast noronal apoptozun indiikksiyonu ile sonuglanmistir (18). Sema3A'nin
engellenmesinin noron dliimiine kars1 terapotik bir potansiyel saglayabilecegi agiktir
(23). Alzheimer hastaligi, motor noéron dejenerasyonu, serebral iskemi ve
norodejeneratif hastaliklarda, bir dizi Semaforinin rol oynadigi ortaya ¢ikmustir,
noron olimiinde Sema3A aracilik gosteren dogrudan kanit ise de sadece duyu
noronlarmin  gelisiminde kanitlanabilmistir (24, 25). Sema/NRP'nin gelisme
sirasindaki islevleri belirlenmis olsa da beynindeki islevleri heniiz yeni yeni
anlasilmaya baglamistir (24, 26-28). SEMA3F 3p21.3 kromozonunda lokalizedir
(29). SEMAZ3F semaforin ailesinin bir tiyesidir ve bu gen bir aday tiimor baskilayici
olarak goriilmektedir (30).

Bu calismada amacimiz; yeni tan1 konulan, ila¢ tedavisi almamis Multipl
Sklerozlu hastalarin ve kontrol grubu bireylerin BOS ve kanlarindan izole edilen
RNA’lardan (Sirtuin 7, Sema 3a, Sema 3f) ilgili gen bolgelerinde belirlenen
ekspresyonlarin arastiritlmasi ve bu ekspresyon degisikliklerinin MS ile iliskisinin

ortaya koyarak yeni ¢aligmalar i¢in yol gdsterici olmaktir.



1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Multipl Skleroz ve Diger Demiyelinizan Hastaliklar

Beyin ve spinal kordun miyelin yikimi demiyelinizasyon ile Kkarakterize
hastalik grubu olarak uzun zamandan beri bilinmektedir. Miyelin kiliftaki patolojik
degisikligin spesifik olmayisi nedeniyle hastaligi tam olarak tanimlamak zordur.
Demiyelinizan hastalik fikri bir grup patolojik siirecin daha carpict ve belirgin
Ozelliklerine odaklanmay1 saglayan bir soyutlamadir. Bu siireclerin ortak bir
Ozelligide demiyelinizasyona yakin bir inflamatuvar reaksiyona katilmalaridir. En sik
goriilen ve en 6nemli demiyelinizan hastalik multipl sklerozdur (31).

Demiyelinizan hastaliklarin genel olarak kabul edilen kriterleri; (1) baskin
olarak miyelin kilifin yikimi, diger sinir dokularinin ise rélatif olarak etkilenmesi, (2)
inflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonu, 6zellikle perivendz bolgelerde, (3) lezyonlar
primer olarak beyaz cevherdedir, ya multipl dissemine odaklar ya da bir veya daha
fazla merkezde yayilmis daha genis odaklar olmasidir. Demiyelizan hastaliklarin
cogunda ndronal ve aksonal dejenerasyon oldugu bilinir fakat miyelin
dejenerasyonun tanimlanmasi dnceliklidir. Noroloji dilinde demiyelinizasyon bundan
dolay1 6zel bir anlam kazanmstir (31). inflamatuvar demiyelinizan hastaliklarin
siiflandirilmasi Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Inflamatuvar Demiyelizan Hastaliklarin Siniflandirilmasi

1. Multipl Skleroz
A. Relaps-remitting form

B. Sekonder progresif form
C. Primer progresif form
D. Akut Multipl Skleroz
E. Diffiiz Serebral Skleroz
2. Noromiyelitis optika
3. Akut dissemine ensefelomiyelit
4. Otoimmiin hastaliklarla iligkili demiyelinizasyon
5. Sarkoid iligkili demiyelinizasyon
6. Graft versus host hastaligi

Etyolojiye dayali olmayan her siniflandirmada kisithiliklar vardir. Ornegin
nekrotizan hemorajik l6koensefalitlerde damar ve aksonu iceren bolgelerde yikim

meydan gelir, bundan dolay1 demiyelinizan hastalik grubunda diisiiniiliir.



Bir grup hastalikta ise demiyelinizasyon baskin 6zelliktir ve bu yiizden bu
grupta oldugu dusiiniiliir. Anoksik ensefalopatili hastalarin bazilarinda serebral
korteksin derin katmanlarina uzanan sinir liflerinde ya da hastalik tanimlanmis
katmanlarda ve santral beyaz maddede miyelin kiliflar yikilir. Baz1 kii¢iik iskemik
hadiselerde de selektif olarak miyelin kilifin dejenerasyonu ortaya ¢ikabilir.
Pernisiydz anemi ile iliskili spinal kordun subakut kombine dejenerasyonu ve
tropikal spastik paraparezide de hastaligin erken donemlerinde miyelin kilif
etkilenebilir. Progresif multifokal 16koensefalopati, osmotik demiyelinizasyon ve
Marchiafava-Bignami hastaligi i¢inde ayni sey dogrudur. Bazi hastaliklar ise siirecin
primer olarak miyelin {istiinde gergeklesmemesinden dolayr demiyelizan grupta
siniflandirilmaz.

Su anki bilgiler 1s183inda demiyelinizan hastaliklarda miyelin  kilifin
biyokimyasal yapist normaldir. Endojen faktdrler ve/veya ekzojen faktorler

oligodendrositi ve/veya miyelini etkileyerek hastalik tablosuna yol agmaktadir (31).

1.1.1.1. Multipl Skleroz

Multipl skleroz, doktorlar arasindaki adiyla MS, Ingilizler tarafindan
dissemine skleroz, Fransizlar tarafindan plakta skleroz olarak bilinir. Genis natiirli
bu yaygim lezyonlar 19. yiizyildan beri patologlar tarafindan bilinir. Ik olarak Jean
Martin Charcot, hastaligin klinik ve patolojik taninmasinda ciddi rolii {istlenmistir.
Charcot 34 vakadan bilgi toplamis ayrica hastaligin klinik spektrumu ve histolojik
goriiniimiinii de tanimlamig; inflamasyon ve miyelin kaybinin temel histopatolojik
goriiniim olduguna dikkat ¢cekmistir.

Multipl skleroz klinik olarak optik sinir, spinal kord ve beyinde fokal olarak
bozulmalarla baslayan, gesitli derecelerde iyilesen ve yillar i¢inde tekrar meydana
gelme ile karakterize genellikle progresif seyreden kronik bir durumdur. Norolojik
manifestasyonlar demiyelinizasyon odagmin yaygmligina ve lokalizasyonuna goére
degiskendir. Lezyonlar hi¢bir zaman merkezi sinir sisteminin belli bir boélgesini
tercih etmez. Semptomlar ve goriintiilemede bulgularin goriilmesindeki zorluklar MS
icin ayirt edici olarak tanimlanir.

Multipl Sklerozin tipik o6zellikleri kaslarda zayiflik, paraparezi, parestezi,

gorme kaybi, diplopi, nistagmus, dizartri, tremor, ataksi, derin duyunun bozulmasi ve



mesane fonksiyon bozukluklaridir. Hastaligin baslangicinda ya da erken
donemlerinde eger semptomlar sinir sisteminin bir bdlgesini isaret ediyorsa kesin
tan1 konamayabilir. Daha sonra hastalik tekrarlar, yayginlasir ve tan1 ancak o zaman
kesin olarak konulabilir. Minér baslangi¢ semptomlar: ile tan1 koydurucu daha
karakteristik semptomlar arasinda ¢ok uzun yillar olabilir (1-10 yil). Cogu vakada
baslangigta relaps-remitting karakteri vardir. Hastanin sikayetleri kismen ya da
tamamen diizelir, daha sonra takip eden bir periyotta sinir sisteminin bagka bir
bolgesinde meydana gelen anormallikten dolay1r yeniden ortaya ¢ikar. Bununla
birlikte hastalarin yarisindan fazlasinda hastalik progresif formda baslar, 6zellikle 40
yas Ustll tan1 almis hastalarda boyledir (Primer progresif MS). Bir grupta ise
baslangicta iyilesme olur daha sonra progresif forma doniisiir (Sekonder progresif
MS) (31).

1.1.1.2. Patolojik Bulgular

Lezyonlar 1 milimetreden birka¢ santimetreye kadar gesitli biiyiikliiklerde
olabilirler. Lezyonlar prensipte beyin ve spinal kordun beyaz cevherini etkiler,
kranial ve spinal sinirlerin kok giris zonlarinin 6tesine uzanamaz. Bunun nedeni
lezyonlarin keskin sinirli plaklar seklinde olmasindandir.

Lezyonlarin topografisi dikkate degerdir. Periventrikiiler lokalizasyon
karakteristiktir. Ayn1 zamanda subependimal ven c¢izgisinde olmasida dikkate
degerdir. Diger favori tutulum alanlar1 optik sinir, optik kiazma ve spinal korddur.
Lezyonlar beyinsapi, spinal kord ve serebellar pedinkiillerde geligiglizel olarak
dagilir fakat daima lezyonlar baskin olarak beyaz maddede bulunur. Serebral korteks,
santral niikleer ve spinal yapilarda akut lezyonlarda miyelin kilif yikilir, etkilenen
sinir hiicresi genellikle saglamdir. Siddetli ve kronik lezyonlarda aksonlar ve
ndronlar yikilabilir fakat baskin lezyon sekli halen demiyelinizasyondur.

Lezyonlarin histolojik goriintiisii lezyonlarin yasina baglidir. Yeni lezyonlar
genelikle perivendz yerlesimli, kii¢iik bir zonda miyelin kayb1 veya miyelinin kismi
ya da tam kaybr ile karakterizedir. Ayn1 bolgedeki aksonlar da etkilenir. Genellikle
etkilenen bolgede agik bir oligodendroglia dejenerasyonu, astrositik reaksiyon,
perivaskiiler ve para-advensiyal mononiikleer hiicre ve lenfosit infiltrasyonu vardir.

Daha sonra makrofajlar lezyonu infiltre eder, lezyon iginde ve etrafinda astrositler



say1 ve boyut olarak artar. Diger taraftan yagl lezyonlar ince, matlagmis, aseliiler
glial dokudan olusur. Bazen lezyonda perivaskiiler lenfositler ve makrofajlar birkag
tanede saglam akson goriilebilir. Aksonu etkilenmis yasl lezyonlarda, spinal kordun
inen ve c¢ikan uzun yolak liflerinde wallerian dejenerasyonu goriilebilir. Zarar
gormemis aksonlarin oldugu bolgelerde kismi remiyelinizasyon meydana gelebilir.
Tamamen demiyelinize olmadig i¢in bu alanlar, gélge yamalar olarak goriiliir. Bazi
yash lezyonlarda kavitasyonlar goriilebilir, bu durum sadece miyelinin degil ayni
zamanda aksonlarinda etkilendigini gosterir.

Multipl Skleroz plaklarindaki yetersiz remiyelinizasyon sonucu ince miyelinli
aksonlar olusur, bunlar golge plak olarak adlandirilir. Histolojik kanitlar aktif
demiyelinizasyon alanlarindaki oligodentrositlerin yikildigini, ¢ok az c¢ogalma
yetenegine sahip hiicrenin kaldigimi destekler. Gergekte oligodendroglial prekiirsor
hiicrelerin hiicumu vardir, oligodentrositlere olgunlasirlar ve yeni miyelinli
aksonlarin miktarin1 artirmaya caligirlar. Yetersiz iyilestirici slirecin muhtemel
sebepleri, hasar goren bolgedeki astrositik hiperplazi ve persistan inflamasyondur.

Luchinetti ve ark. (32) 2000 yilinda otopsi ve beyin biyopsileri iizerinde
yaptig1 analizlerle immiinopatolojik karmasikligin i¢ yliziini aydinlatmislardir.
Bunlar lezyonlar1 4 histolojik alt gruba ayirmislardir. Biitiin paternlerde yogun
makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu olmasi ortaktir. Paternlerin birbirinden ayrilmasi
ile ilgili kriter olarak ise; kompleman ve immiinglobulin varligi ve oligodendrosit
apoptozunun olup olmamasidir. Inflamasyonun ne kadar yogun oldugu,
milimetrekiipteki ortalama hiicre sayilarindan net olarak anlagilabilir. Buna gore aktif
bir plak i¢inde milimetrekiipte yaklasik 1000 adet makrofaj, 100-150 adet T hiicre, 5
adet plazma hiicre bulunmaktadir. Oligodendrosit sayist Patern I ve II’de 250/mm3,
Patern III ve IV’te 50/mm3’ tiir. Patern I ve II’de T hiicre ve makrofaj aracili
mekanizmalar 6n planda olup, Patern 1I’de ise, Patern I’den farkli olarak kompleman
aracili sistem ve immiinglobulinler bol miktarda tespit edilmektedir. Patern III’te
plak cevresinde oligodendrosit apoptozu en onemli patoloji iken, immiinglobulin,
kompleman ve remiyelinizasyon goriilmez. Patern IV’de ise oligodendrositler
distrofiktir. Patern I ve II’ye uyan plaklar veniiller etrafinda goriiliirken, Patern I1I ve
IV daha ¢ok damarlardan uzakta, parenkim igerisinde saptanmistir. Patern III’te plak

siirlart belirsizdir. Hatta bazi plaklarda Balo-benzeri konsantrik demiyelinize/



miyelinize alanlar goriilmiistiir. Yine Patern III’te makrofajlarca, 6zgiil olarak MAG
proteinin yikildig1 ve diger miyelin proteinlerinin ise korundugu bildirilmistir. Diger
paternlerde ise biitiin miyelin proteinleri beraber yikilmaktadir (32). Paternlerin
goriilme sikhigina gelince, Lucchinetti ve ark. (32) gore Patern I MS hastalarinin

%15’inde, Patern II %58’inde, Patern III %26’sinda, Patern IV ise %1 ’inde

goriilmektedir.

Sekli 1. MS Hastalarinda Demiyelinizan Plak Goriintiileri

1.1.1.3. Etyoloji ve Epidemiyoloji

Multipl Sklerozin insidansi kadinlarda erkeklere nazaran 2-3 kat daha
fazladir. Bunun nedeni tam olarak bilinmemektedir. Bunun i¢in en iyi acgiklama
kadinlarin genel olarak otoimmiin ve inflamatuvar hastaliklara daha yatkin olmasidir.
Cocuklardaki insidansi daha diistik olup, binde 3-4 civarindadir. Cocukluktan sonraki
donemde hastaligin semptomlart adim adim artar ve 30 yaslarinda pik yapar, 4.
dekadda artar, sonra hizli bir sekilde yavaslar ve 6. dekadda diisiik bir diizeye gelir.
Bu yonden bakilirsa MS yas acisindan unimodal bir dagilim gosterir, bu acidan
infeksiyoz ve konnektif doku hastaliklarina benzemektedir.

Daha kiiciik bir grupta, hastalik ge¢ erigkin yasta ortaya ¢ikar (60 yas civari).
Bu gibi hastalarda erken donem semptomlar1 atlanabilir ya da hi¢ MS akla
gelmeyebilir. Gilbert ve Sadler MS’in gercek insidansinin su anda bilinenden 3 kat
daha fazla oldugunu, yaptig1 caligmalar sonucunda belirtmistir.

Multipl Skleroz’in tam nedeninin bilinmemesine ragmen bazi epidemiyolojik

gercekler vardir. Bu hastaligin prevalansi Ekvator bolgesinde yiizbinde 1’den daha



azdir, Gliney Amerika ve Giiney Avrupa bélgelerinde yiizbinde 6-14, Kanada, Kuzey
Amerika ve Kuzey Avrupa bolgelerinde ise yiizbinde 30-80 arasindadir. Daha
yiiksek ve daha diisiik enlemlerde MS gelisme riskindeki bu artis birgok
epidemiyolojik ¢alisma ile teyit edilmistir. Amerika’da, Afrika kokenli olanlarda risk
biitin enlemlerde beyazlara nazaran daha diisiiktiir. Fakat her iki irk ayni giiney-
kuzey enlemlerinde risk altindadir. Bulgular, genetik predispozanlari dikkate
almaksizin ¢evresel bir faktore isaret etmektedir. Kuzey Atlantikteki Faroe
adalarinda MS’in epidemik olmasi bu goriisii desteklemektedir. Arastirmacilar
hastaligin insidansini beklenenden ¢ok daha yiiksek buldular. 1943-1973 yillan
arasindaki azalma miktar1 sirasinda ii¢ ayr1 salgin goriilmiistiir. En biiyiik salgindaki
vaka sayisinin 21 olduguna dikkat etmek gerekir. Poskanzer ve ark.’lariin belirttigi
gibi hastalik, adayr isgal eden Ingiliz’lerden bulasan, tammlanmamis bir
enfeksiyonun sonucuydu. Kurtzke (3) 1982’de savas sonrasinda adada bir salgin
tanimladilar.

D vitamininin ve gilines maruziyetinin rolii de epidemiyolojik ¢alisma
alanlarindandir. Bazi bilgiler, bu iki c¢evresel faktoriin eksikliginin MS igin risk
oldugunu desteklemektedir. Bu, enlemsel olarak artmis agiklanamayan riski biraz
aciklamaktadir. MS lezyon aktivitesindeki mevsimsel dalgalanmalar da ayni temelde
agiklanabilir.

Birka¢ calismada, yiiksek risk bolgesinden diisiik risk bolgesine go¢ eden
kisilerde, go¢ten sonraki 20 yila kadar hastalik olsa bile goriiniir hale gelmedigine
isaret edilmistir. Benzer bir patern Giiney Afrika ve Israil’de gdsterilmistir. Kurtzke
(3) suna isaret etmektedir; 15 yasindan once go¢ edenlerde risk Giiney Afrika
dogumlu olanlarla benzerdir, 15 yasindan sonra gd¢ edenlerde ise risk dogdugu
bolgedeki ile benzerdir. Avrupa kokenli olup Israil’e go¢ eden kisilerde MS riskinin
daha diisiik, Israil’de doganlara benzer olarak bulmustur. Diger bolgelerden gog eden
kisilerde ise insidansi, kisilerin kendi bolgelerindeki ile benzer bulmuslardir. Gog
etmek i¢in kritik yasin 15 oldugu goriilmektedir. Bu eski epidemiyolojik ¢aligmalar
ve digerleri MS’in belirli cografi lokalizasyonlarla iligkili olduguna isaret eder fakat
genetik siipheleri dislamaz. Bununla birlikte daha c¢ok c¢alisma bunun tersini

desteklemekte olup, toplumda genetik faktorlerin daha baskin oldugu goriisiindedir.



Multipl Sklerozde ailesel bir kiimelenmenin oldugu kabul edilmektedir. MS
hastalarmin  %15’1 etkilenmis bir akrabaya sahiptir. En fazla risk hastanin
kardeslerinde goriilmektedir. Toplum temelli bir ¢alismanin sonuglarina gore indeks
vakalarin yaklagik %20’si etkilenmis bir akrabaya sahiptir ve en riskli grup
kardeslerdir.

Hastaligin genetik gegisini gostermek i¢in yapilan bir bagka ¢aligmada ise bir
yar1 kardes olanlar ile tam kardes olanlar kiyaslanmistir, goriilmiistiir ki tam kardes
olanlarda hastalik gelisme riski 2-3 kat artmistir. Aragtirmacilar bu sonuglar1 genetik
gecis lehine yorumladilar.

Genetik gecis antitesi daha sonraki c¢aligmalar ile desteklenmistir.
Monozigotik ikizlerde risk %34, dizigotik ikizlerde risk %4 olarak bulunmustur.
Daha sonra yapilan iki monozigot ikiz grubu ¢aligmasinda, bu ikizlerin klinik olarak
normal olmasina ragmen MR goriintiilemelerinde lezyon goriilmistiir. Dizigotik
ikizlerde risk ikiz olmayan kardeslerdekine benzerdir. Biitlin bu provakatif bulgulara
ragmen Mendeliyen bir genetik gecis gosterilememistir.

Multipl Sklerozin nedeni igin genetik faktorlerin kaniti, bazi HLA
antijenlerinin MS hastalarinda kontrol grubuna gore daha sik olarak bulunmasidir. En
saglam iligki 6. kromozomun DR lokusudur. Diger HLA haplotipleri de MS’de fazla
prezente edilmektedir (Om. HLA-DR2 ve daha siklikta HLA-DR3, HLA-B7 ve
HLA-A3). Bu markerlar MS i¢in siipheli immiin genlerdir. Bu markerlardan birinin
varligit MS gelisim riskini artirir. Bu antijenlerin varlig1 hastaligin frekansi ile iliskili
bir kanit saglar fakat antijenlerin varlig1 sabit degildir ve kesin rolleri tam olarak
aciklanamamistir. Genom kapsamli bir calisma birkag¢ alel tanimlamistir (Orn. IL-
2Ra ve IL-7Ra). Bunlar MS igin kalitsal risk faktorleridir. Bu bulgular, MS igin
gelisim riskilerinden birininde immiin sistem disregiilasyonunun oldugunu

diistindiirmektedir (31).

1.1.1.4. Patogenez

Bu epidemiyolojik bilgiler hastaligin gelisiminde hem ¢evesel faktorlerin hem
de genetik faktorlerin etkili oldugunu gostermektedir. Etyolojide yillarca enfeksiyon
suglandi, Ozellikle de viral bir ajan oldugu istiinde duruldu. Sayisiz defa MS

hastalarinin lezyonlarinda human retrovirus ailesi {iyesi ajanlar arandi fakat basarili
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olunamadi. Deneysel olarak tatmin edici bir viral MS modeli olusturulamadi.
Borrelia Burgdorferi ve Klamidya Pnomonia gibi bakteriyel ajanlar ve HSV-6 gibi
ajanlar MS plaklarinda izole edilmistir, fakat bunlarin hastalik yaptigina dair direkt
kanitlar su an i¢in yoktur.

Eger bilinmeyen bir enfeksiyon MS’in baslamasina neden oluyorsa daha
sonra da hastaligin tekrarlanmasinda ve alevlenmesinde sekonder faktor olmalidir.
Bir gorlise gore ise, bu goriis sekonder mekanizma olarak bilinir; otoimmiin bir
mekanizma ile biitiin dokularda aksonlarin da yikildigi miyelin kilifa saldir1 olur. Bu
goriisii destekleyen birkag argiiman gelistirilmistir. MS plaklart ve dissemine
ensefalomiyelit plaklar1 arasindaki analoji (benzerlik) gecikmis hipersensitif tip bir
otoimmiin mekanizmay1 isaret etmektedir. Bunun disinda bu goriisii destekleyici
diger bir bulgu, Miyelin Basic Proteinine (MBP) kars1 olusmus antikorlarin hem
serum hemde BOS’ta bulunmasidir. Bu antikorlar MBP ve diger miyelin
proteolipidlerine karsi reaktiftir ve hastalik aktivitesi ile artar. Bunun yaninda MBP,
bazi kizamik virlisu antikorlar1 ile capraz reaksiyon gosterir. Kronik viral
enfeksiyonlarn hastaligin reaktivasyonunda ve devam ettirilmesinde rol aldigi
konusundaki argliman, ‘“hastaligi viriisler baslatir” argiimanindan daha az ikna
edicidir.

Humoral ve selliiler faktorlerin MS plaklarini olusturmadaki rolleri tam
olarak  anlagilamamistir. Akut ve Relaps-Remitting MS’teki  plaklarda
immiinglobiilin birikimi mevcutken, Progresif MS’de bu birikim goriilmez. Humoral
sistemin bu isin i¢inde oldugunun kaniti, BOS’ta oligoklonal immiin protein
antikorlarinin olmasidir. Bu antikorlar B lenfositler tarafindan olusturulur. Yeni
dogmus farelerde sinir sistemlerine kompleman konulmasinin miyelinde hasar
meydana getirdigi, remiyelinizasyonu inhibe ettigi ve aksonal iletimi blokladig:
gorilmistiir. Hastalarin %90’1inin serumunda oligodentrositlere karsi antikor oldugu
bazi ¢aligmalarda gorilmiistiir.

Miyelin Oligodentrosit Glikoprotein (MOG) ve MBP’ye karsi olusan
antikorlar tutarsiz olarak bulunmustur. MBP’nin T hiicresinin bir alt grubunu (CD41
Th2) aktive ettigi, MOG’un ise B hiicrelerini uyardigi ve buna bagl olarak da
oligoklonal band ve membran atak kompleksi olusumunu, TNFa, interferon gama

gibi sitokin ve interlokinleri aktive ettigi goriilmistiir. Bu inflamatuvar siire¢ kan
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beyin bariyerini hasarlandirir ve eninde sonunda oligodendroglia ve aksonlara zarar
verir. Diger vakalarda, gbze carpan bir inflamasyonun olmayisindan dolay1
oligodendroglial ve aksonal dejenerasyonda bir uyusma olabilir.

Immiinologlar miyelinin baz1 komponentlerine kars1 T hiicre duyarlanmasi ile
ilgili bir goriis ileri siirmiislerdir. Bu goriisii destekleyici olarak, deneysel allerjik
ensefalomiyelit lezyonlarinin olusmasini T hiicrelerinin baglatmasi gibi farkli kanitlar
mevcuttur. Bir diger kanit ise, otoreaktif T hiicrelerinin merkezi sinir sistemine
girmesi ile perivaskiiler inflamasyonu baslatmasidir, fakat bunun MS ile iliskisi tam
olarak acik degildir.

Yukarida tartisilanlar g6z oOnline alindiginda, MS plaklarinin olusumunda
etkili olabilecek dort farkli mekanizma oldugu goriilmektedir. Bunlardan birincisi
otoimmiinite, ikincisi genetik yatkinlik, tiglinciisii gevresel faktorler ve enfeksiyonlar

ve dordiinciisii ise rastlantisal demiyelinizasyondur (31).

1.1.1.5. Demiyelinizasyonun Fizyolojik Etkileri

Demiyelinizasyonun ana fizyolojik etkisi Ranvier bogumlarindaki sigrayici
elektrik akimin kesintiye ugramasidir. Hem periferal hem de merkezi
demiyelinizasyon hastaliklarindaki fonksiyon bozukluklarmin altinda yatan
mekanizma elektriksel iletimin basarilamamasidir. Ornegin optik sinirdeki elektriksel
iletimin gecikmesi demiyelinizasyon hakkindaki birgok noktay:1 agiklar. Hastalara
viziiel stimiilasyon yapilarak bu gecikme gosterilir.

Demiyelinizasyon siireci ilk birka¢ gilin i¢inde akut ve reverzibldir.
Remiyelizasyon olmadan iyilesme pek olasi degildir. lyilesme, muhtemelen lezyon
etrafindaki 6dem ve akut inflamatuvar degisikliklerin azalmasi sonucu olusur.
Remiyelinizasyon meydana gelir, fakat bu siire¢ yavastir. Bu siirecin fonksiyonel
etkisi merkezi sinir sisteminde sinir iletiminin yavaslamasi olarak goriiliir.

Multipl Skleroz igin tipik bir diger 6zellik ise egzersiz ya da sicakla ortaya
cikan gecici kotiilesmedir [Orn. bulanik gérmede artma (Uhthoff fenomeni), ya da
ekstremitelerde zayiflik]. Uhthoff fenomeni deneysel olarak gosterilmistir. Isida 0.5
santigrad derecelik bir artis demiyelinize ya da ince miyelinli sinir liflerinde
elektriksel iletimi bloklayabilir. Ayni sekilde hiperventilasyon da gorsel uyarilmig

cevabi yavaglatabilir. Metabolik ya da cevesel degisiklikler MS semptomlarinda
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dalgalanmalara neden olabilir. Sigara i¢gme, yorgunluk, hiperventilasyon ve ¢evresel
sicaklikta artma norolojik fonksiyonlar1 kotiilestirir ve kolayca hastaligin atag ile

karistirilabilir (31).
1.1.1.6. Klinik Manifestasyonlar

1.1.1.6.1. Erken Semptom ve Bulgular

Zayiflik ya da uyusma semptomlarindan bazen biri bazende her ikisi
hastalarin  yaklagik yarisinin  baslangic semptomu olabilir. Ekstremitelerde
karmmcalanma ve govde ya da uzuvlarda band benzeri karincalanma muhtemelen
posterior kord ile iliskili bir patoloji sonucudur. Semptomlar genellikle saatler ya da
giinle ricinde azalir. Bazen bu sikayetlerin 6nemsenmemesi sonrasinda daha daha
biiyiik sikayetlerle hasta doktora gelebilir. Klinik sendrom hafif bir sikayetten bir ya
da iki ekstremitenin zayif kontroliinden spastik ya da ataksik paraparezisine kadar
cesitlidir. Tendon refleksleri kaybolmaz daha ekstansor plantar refleks hiperaktif
olur. Bu durum derin ya da yiizeyel duyu kaybi ile iliskili olabilir. MS hastasi sadece
bir bacaginda semptom tarif etmesine ragmen her ikisinde bulgu olmasi, 6rnegin
bacaklarda zayiflik, koordinasyon bozuklugu, uyusma, alt ekstremitede Babinski
bulgusu gibi bulgular bilateral kortikosinal veyya posterior kolon patolojisine ait
bulgulardir.

Ek olarak birka¢ tane daha sendrom vardir, ki bu durumlar MS i¢in baslangi¢
semptomlar1 olabilir. Bunlarin baslicalari; optik ndrit, tranvers miyelit, cerebellar
ataksi, beyin kokii sendromlar1 (vertigo, fasial agri, dizartri, diplopi)’dir. MS’e ait
diger 6zelliklerde tek basina bulunabilir, buna klinik olarak izole sendrom denir.

Boynun fleksiyonu ile omuzdan asagi ve bacaklara dogru elektrik ¢arpmasina
benzer bir karincalanma meydana gelir. Buna Lhermitte bulgusu denir. Bu bir
sikayetten cok bir bulgudur. Ilk defa Babinski tarafindan servikal travmali hastalarda
tanimlanmistir. Bu bulgunun varhigr dikkatlerin MS’e ¢evrilmesine neden olur.
Servikal fleksiyon sonrasi demiyelinize liflerde meydana gelen basing ve gerilmeye
bagl olarak bu bulgu ortaya ¢ikar. Bunun disinda servikal spondiloziste de ortaya
¢ikar. MS merkezi sinir sistemi disinda bagka bir organi etkilemez. Tablo 2’de MS’in

baslangic bulgular1 verilmistir.
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Tablo 2. MS’de Baslangig Semptomlari

Semptom tiirii %
Motor 50
Duyusal 30
Gorme bozuklugu 22
Ataksi/tremor 20
Diplopi 12
Vertigo 7
Sfinkter kusuru 6
Diger 5

Baslangi¢ monosemptomatik veya polisemptomatik olabilir.

1.1.1.6.2. Optik Norit (Retrobulber norit, Papillit)

Multipl Skleroz hastalarinin %25°i baslangic manifestasyonu olarak optik
norit ile gelir. Karakteristik olarak birkag giinliik periyotta bir gdzde total ya da kismi
gérme kaybi vardir. Cogu hasta gérme kaybindan bir ya da iki giin 6nce orbitada agri
hisseder. Agr1 palpasyon veya goz hareketi ile artar. Nadiren gérme kaybi progresif
olarak ilerler. Baz1 hastalarda her iki optik sinir tutulabilir. Ya simultane olarak
tutulur ya da daha yaygin formu olan haftalar icinde yeni bir optik norit atagiyla
hastanin gelmesi seklinde olabilir.

Seri degerlendimelerle hastalarin onda birinde optik sinir basindaki 6dem
gosterilebilir. Papillitin meydana gelme nedeni lezyonun demiyelinizasyonunun sinir
bagma yakin olmasidir. Papillit, papil 6demden akut gérme kaybina refakat eden
artmis intrakranial basing ile ayirt edilir. Optik sinir basi retrobulber ndritte normal
ya da normale yakin olarak goriiliir.

Optik norit gelismis yetiskin hastalarin yarisina yakini baska bir MS bulgusu
ile tekrar prezente olurlar. Prospektif bir ¢alismanin sonuglarina gore MS gelismis
kadin hastalarin %741, erkek hastalarin %34’ 15 yil i¢inde gérme kaybi hadisesi
ile karsilasmaktadir. Bu risk ¢ocukluk ¢agi MS’inde daha diisiiktiir. Bu hastalar
%26’s1 takip eden 40 yilda optik norit atag1 gecirmistir.

Uveit ve retinal ven kilifina ait diger oftalmik sikintilar MS hastalarinda
beklenenden daha siktir. Retinal vaskiiler kilifda tipki plaklarda oldugu gibi T hiicre
infiltrasyonu vardir (31).
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1.1.1.6.3. Akut Tranvers Myelit

Bu durum spinal kordun akut demiyelinize inflamatuvar lezyounun en yaygin
goriniimiidiir. Miyelitik lezyon optik noritin analogudur. Transvers terimi ise
lezyonun transvers kesitte ortaya ¢ikmasindan dolayidir. Aslinda MS’de spinal kord
bulgular asimetriktir ve tam degildir, inen ya da ¢ikan yolaklarin sadece bir kismini
icerir ve tam duyu kayb1 beklenmez.

Klinik olarak hastalik hizli gelisen simetrik ya da asimetrik paraparezi,
parapleji, assending parestezi, ayaklarda derin duyunun kaybi, gévde seviyesinde
duyu kaybi, sfinkter disfonksiyonu ve bilateral babinski bulgulari ile karakterizedir.
Hastalar genellikle norolojik bulgular 6ncesinde gecirilmis bir infeksiyon hastaligi
rapor eder. MR’da genellikle spinal kordda klinige uygun seviyede gadolinyum
tutulumunun oldugu lezyon goriiliir. Fakat bu bulgularin higbiri siirekli degildir.

Bagka bir spesifik problem rekiirren miyelittir. Bu hastalarin MR’larinda ya
da dikkatli yapilmis klinik muayenelerinde demiyelinizasyona ait bir bulgu
goriilmez. Hastalarin bazilarinda BOS’ta oligoklonal band goériilebilir ki bu durum
genellikle MS ile ilgilidir. Rekiirren miyelit ya da miyelopatiler Sjogren Sendromu,
SLE, Mikst bag doku hastaliklarinda, Antifosfolipid Antikor Sendromu gibi
durumlarda goriiliir (31).

1.1.1.6.4. Akut Atagin Diger Klinik Ozellikleri

Multipl Skleroz ‘in erken donem diger semptomlar: yiiriimede zorluk, beyin
sap1 semptomlar1 (diplopi, vertigo, kusma), parestezi, kol ve bacaklarda uyusukluk,
fasial agri, idrar sorunlaridir. Ornegin hemipleji, agr1 sendromlari, fasiyal paralizi,
sagirlik gibi miinferit semptomlar vakalarin ¢ok az bir kismini olusturur. Bahsi gecen
bu semptomlarin bir ya da birkag1 bir arada ortaya ¢ikar. Bir baska tablo olan izole
sendrom sadece kadinlarda ortaya ¢ikar ve zayiflik ve ataksi ile karakterizedir. Bunu
servikal spondilozisten ayirt etmek zordur.

Uzuvlarda zayiflik ve spastisite ile birlikte ya da bunlar olmaksizin nistagmus
ve ataksi hastaligin sik goriilen 6zelliklerinden degildir. Bu semptomlar genellikle
serebellum veya kortikospinal yolakta sorun olduguna isaret eder. Serebellar tip
ataksi bas ve boyunda ritmik instabilite, kol ve bacaklarda tremor, istemli

hareketlerde inkordinasyon ve konusmanin bozulmasi ile tanimlanir. Nitagmus,
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konusmanin bozulmasi ve esansiyonel tremor Charcot triad olarak bilinir. Serebellar
ataksinin en siddetli formu kol ve bacaklarda siddetli kontrol edilemeyen ataksik
tremordur. Genellikle uzun dénem MS hastalarinda goriliir. Bundan sorumlu olan
lezyon muhtemelen orta beynin tegmentumunda ve dentatorubrotalamik yolak
yapilarindadir. Serebellar ataksi genellikle spinal kordun posterior kolonu ve
beyinsap1 medial lemniscus tutulumunu i¢eren duyusal ataksi ile birliktedir.

Diplopi bir baska yaygin sikayettir. Genellikle medial longitudinal fasikiiliin
tutulumu sonucu ortaya c¢ikar. Bu semptomun nedeni medial rektus kasinin
parezisidir. Birlikte kaba nistagmus da goriiliir. Bu nistagmus unilateral interniikleer
oftalmoplejiden kaynaklanir. Sonu¢ olarak genc¢ yetiskin birinde bilateral
interniikleer oftalmopleji varligi MS i¢in diagnostiktir. Bunun yaninda gegici fasiyal
hiperestezi ya da anestezi ya da trigeminal nevralji geng bir hastada goriiliiyorsa bu
durum MS’i destekler. Bacaklarda tanimlanamayan agr1 da yaygindir fakat bunun

MS lezyonlar ile iligkisi kesin degildir (31).

1.1.1.7. Klinik Olarak Yerlesmis MS’in Semptom ve Bulgulari

Multipl Skleroz tanisi kesinlestikten sonra klinik sendromun bir¢ok formu
diizenli olarak ortaya ¢ikar. Yaklasik olarak hastalarin yarist optik sinir, beyinsapi,
serebellum ve spinal kordun iginde oldugu mikst ya da jeneralize tip bir klinikle
prezente olurlar. Spina korda ait sikayetler genellikle posterior kord veya
kortikosipnal yolaga ait semptomlardir. Ozellikle spinal form hastaligi olan kisilerin
icinde oldugu hastalarin %30-40’1 degisen derecelerde spastik ataksi ve derin duyu
degisiklikleri ile gelir. Diger taraftan muhtemelen progresif MS’in en yaygin formu
olarak eklemlerde pozisyon ve vibrasyon duyusunun bozuldugu asimetrik spastik
paraparezi ile de hastalar gelebilir. Serebellar ya da serebellar-beyinsap: formu
genellikle hastalarin %5’inde ortaya ¢ikar.

Kognitif bozulmaya da bazi derecelerde rastlanir. Uzun dénem hastalarin
yarisinda bu tiir bozulmalar goriilebilir. Bu proses dikkatin azalmasi, akici konusma
ve yonetici yeteneklerde azalma, hafiza azalmasi ve diger entellektiiel fonksiyonlarda
bozulmadir. Buna subkortikal demans denir. Giiglii hafiza kaybi, global demans ve
konflizyonel-psikotik durumlar da ileri diizey hastalarda ortaya ¢ikabilir. Kognitif

fonksiyon bozulmalari ile beyaz cevher miktarinin kaybi arasinda MR goriintiilerinde
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korelasyon mevcuttur. Bu bozulmalarin nedeni korpus kallozum incelmesi ve beyin
atrofisidir.

Geleneksel 6grendiklerimiz 6forinin tistiinde ¢ok durur, patolojik bir nese hali
ve norolojik defisite uygun olmayan yiikselme hali olabilir. Buna morbid optisizm
denir. Bazi hastalarda bu durum goriilebilir, genellikle serebral bozulmanin bir
bulgusudur. Bazi hastalar psddobulbar palsi sendromu ile gelebilir. Hastalarin biiyiik
bir kismi deprese, irritabl ve sinirlidir. Hastalarin depresyon insidansinin %25-40
oldugu tahmin edilir. Yapilan bi c¢alismada bir grup travmatik parapleji MS
hastasinda emosyonel bozukluklarin sik oldugu bulunmustur. Ozellikle relaps
donemlerinde bu oran artmaktadir.

Mesane disfonksiyonuna ait semptomlar ise idrara acil ¢ikma hissi, sikisma,
idrar kagirma gibi spinal kord lezyonlarma bagli olarak ortaya ¢ikar. Genellikle
sakral bolge lezyonlarina bagli olarak ortaya ¢ikan iiriner retansiyon siklig1 azdir. Bu
semptomlar genellikle erektil disfonksiyon ile birliktedir.

Paroksizmal ataksi bazen birka¢ saniye, dakika, bazen giin zaman dilimi
icinde ortaya ¢ikabilir. Fakat bu MS i¢in tam olarak iyi tanimlanmis bir 6zellik
degildir. Atak genellikle relaps-remitting fazi boyunda ortaya ¢ikar nadiren de
baslangi¢ semptomu olabilir. Bu klinik fenomen santral sinir siteminin herhangi bir
bolgesine refere edilebilir fakat stereotipi gosterme egilimindedir. En yaygin
fenomenler genellikle dizartri, ataksi, paroksizmal agri ve uzuvlarda dizestezi, 11k
flashingi, paroksizmal kasinma, el-dirsek-bilek bolgelerinde tonik fleksiyon ve
uzuvlarin alt kisimlarinda ekstansiyon kasilmalaridir. Paroksizmal semptomlar,
ozellikle tonik spazmlar hiperventilasyonla tetiklenebilir. Eger bir vesile ile distonik
bir el ya da ayak semptomu ilk bulgu ise aklimiza kars1 internal kapsiilde bir lezyon
oldugu gelmelidir. leri vakalarda spazm dért uzvu da igerebilir hatta opustotonus
durumuna ilerleyebilir. Bunun nedeni lezyon iginde birbirine dokunan aksonlarin
olmasidir.

Gegici semptomlar aniden ortaya ¢ikar, siklikla birkag giin ya da hafta devam
edebilir ve tamamen iyilesir. Bazen bu semptomlarin bir atak m1, yeni bir lezyon mu
olup olmadigini belirlemek zordur. Yillar 6nce yapilan bir ¢alismada 60 hastanin 105
atag1r incelenmis ve hastalarin sadece %19’unda yeni semptomlar oldugu

goriilmiistiir. Bir bagka semptom orijinal lezyonun asemptomatik olmasidir. Bu
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ozellikle gorsel wuyarilmig yanitlarda goriiliir, yanitlart bozulmustur fakat
semptomatik gorsel yakinmalari olmayabilir. Bundan dolayr semptom ve bulgular
onceden olusmus fakat asemptomatik plaklarin manifestasyonu olabilir. Bazen yeni
plak olmaksizin semptom ve bulgular ilerleyebilir. Karbamazepin genellikle bu tiir
spontan ataklarin kontrolunde etkilidir, asetozolamid de hiperventilasyona bagl
agrili tonik spazmlar1 bloklamada etkilidir.

Nadiren siddetli yorgunluk da MS’e 06zgii bir semptom olabilir. Siklikla
gegicidir ve ates oldugu zaman ortaya ¢ikar. Kaydedeger bir distres varsa siirekli de
olabilir. Yorgunluk haline depresyon da neden olabilir.

Bir diger ilging manifestasyon ise yiiz nevraljisidir. Geng hasta bilateral yiiz
nevraljisi olan bir kiside MS’den siiphelenmek gerekir.

Nobet sikligi MS hastalarinda artmistir fakat sikligi yapilan ¢aligmalara gore
degiskendir. Nobet genellikle yillar icinde gelisir ve serebral lezyonlarla iligkilidir.
Hastaligin erken donemlerinde nobet goriilmesi siklikla 6nceki bir kafa yaralanmasi,
idiyopatik epilepsi ya da uyku bozuklugu ile iligkilidir fakat MS ile ilgili degildir.

Bir bagka hasta grubunda baglangic semptomu uyuklamadir. Bir baska nadir bulgu
ise serebellar ataksi ile birlikte entellektiiel azalmadir (31).

1.1.1.8. Akut Atag Presipite Eden Faktorler

Bazi faktorler MS atagini ya da baslangicini tetikleyebilir. En yaygin nedenler
enfeksiyon, travma ve gebeliktir. Hastaligin akut alevlenmeleri 6ncesinde iiriner,
gastrointestinal ve solunumsal viral enfeksiyonlarin oldugunu gosteren ve %35-50
arasinda degisen oranlarda bunun yasandigini sdyleyen ¢alismalar mevcuttur.
Influenza asismin 1976 yilinda Amerika’da Guillain-Barre’yi artirdig1 gosterilmistir
fakat MS’1 arttirmamustir.

Travmanin MS’i presipite edici olas1 roliinii agiklamak oldukca zordur.
McAlpine ve ark. yaptig1 calismada MS gelisimi Oncesindeki 3 aylik periyotta
travma insidansinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu bulmustur. Travma ile

MS arasindaki iliski, diger ¢alismalar da incelendiginde insidental olabilir (31).
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1.1.1.9. Multipl Sklerozun Cesitleri

Norolojik bulgularin sinsi ilerlemesi, merkezi sinir sisteminde tek bir bolgeye
sinirlt olmas1 multipl sklerozda goriilebilir; fakat diger olas1 nedenler arastirilmalidir.
Multipl sklerozun seyri 4 grupta incelenebilir:

1. Relapsing-remitting (RR) (yineleyici)

2. Progresif “relapsing (PR) (ilerleyici yineleyici)
3. Primer progresif (PP) (birincil ilerleyici)

4. Sekonder progresif (SP) (ikincil ilerleyici)

Iyi gidisli veya selim (benign) multipl skleroz terimi genellikle uzun siireden
beri (>10 yil) multipl sklerozu olan ve ¢ok az oziirliilik gelismis (<3.5 EDSS) ya da
hi¢ 6ziirliiliigli olmayan hastalar i¢in kullanilir.

Koti gidisli (malign) multipl skleroz bazen sik ve tam diizelmeyen ataklar
gecirip, Oziirliliigi hizla ilerleyen, bazen de akut fulminan demiyelinizan sendromlu
hastalar i¢in kullanilir (33).

Tablo 3. Multipl Skleroz Tanisinda Klinik Tablolar

Multipl sklerozu diisiindiiren klinik tablolar

15-50 yaslar arasinda baglama

MSS’de ¢ok sayida odagin etkilenme bulgulari
Optik ndropati

Lhermitte bulgusu

Interniikleer oftalmopleji

Yorgunluk

Viicut 1s1sinin artmastyla kotiilesme

Multipl sklerozu diisiindiirmeyen klinik tablolar

10 yasindan 6nce 60 yasindan sonra baslangic¢

Periferik sinir sisteminin tutulmasi

Hemianopsi

Rijidite, sabit distoni

Afazi, apraksi, agnozi, aleksi, ihmal (“neglect”) gibi kortikal bulgular
Erken demans

1.1.1.9.1. Akut ve Tiimér Benzeri MS (Marburg formu)

Nadiren MS hizl1 progresif ve yiliksek malign bir forma doniisebilir. Buna
Marburg formu denir. Hastada serebral, beyinsap1 ve spinal manifestasyonlar birkag
hafta i¢inde ortaya ¢ikar, hasta koma haline girer. Herhangi bir iyilesme olmaksizin

birkag hafta i¢inde 6liim meydana gelir. Otopsi sonuglarinda ¢ok genis akut plaklar
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goriilmistiir. Olagan MS formundan farki, ¢cogu plagin ayn1 yasta ve perivonodz
zonda olmasidir. BOS’ta oligoklonal band goriilmez, genellikle hiicresel cevap

goriiliir (31).

Sekil 2. Tiimor Benzeri Lezyon

1.1.1.10. Labaratuvar Bulgulari

1.1.1.10.1. BOS Bulgular1

Multipl Skleroz hastalarmin yaklasik iticte birinde ozellikle akut alevlenme
doneminde orta derecede mononiikleer pleositozis olabilir (6-20 hiicre/mm?®). Hizh
progresif néromiyelitis optika ve beyinsapinin siddetli demiyelinizan hastaliklarinda

3 nadiren de hiperakut durumlarinda 1000

total hiicre miktar1 100 hiicre/mm
hiicre/mm? civarinda olabilir. Hiicrelerin biiyiik bir kism1 polimorfoniikleer 16kosit
olabilir. Bu pleositozis gercekte, sadece hastaligin aktivitesi sirasinda 6lgiiliir.

Multipl Skleroz hastalarinda, serebrospinal sivida gama globulin proteini
gortilebilir. Bu proteinler merkezi sinir sisteminde sentezlenir ve elektroforezde
anormal toplanma gosterir. Bu yapilara oligoklonal bant denir. BOS’ta oligoklonal
bant bakilmasi, taninin dogrulanmasinda sikg¢a kullanilir. MS hastalarinin %90’indan
fazlasinda oligoklonal IgG vardir.

Bunun yaninda hastalarin %40’mmda BOS’ta total protein miktar1 artmigtir.
Protein konsantrasyonu 100 mg/dL’nin istiindedir. Daha az kullanilan bir diger
diagnostik test ise BOS’ta IgG ve IgG indeksi bakilmasidir.

Radyo-immiinoassay yontemi kullanilarak gosterilen diger bir bulgu da akut

atak hastalarinda BOS’ta MBP konsantrasyonunun artmasidir. Bu miktar normal
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zamanlarda ya da yavas seyirli MS’te daha diisiiktiir. Enfarkt gibi miyelin yikimina
neden olan durumlarda da serebrospinal sivida MBP artabilir.

Multipl Skleroz tanis1 konmus hastalarin gogunda hiicre, total protein, gama
globiilin ve oligoklonal band anormallikleri biiyiik ihtimalle goriilecektir. BOS’ta
oligoklonal band tayini MS tanisi i¢in yaygin sekilde kullanilmaktadir (31).

1.1.1.10.2. Goriintiileme

Manyetik Rezonans goriintiilemesi MS tanist koymak igin yardimci bir
yontemdir. Serebrum, beyinsapi, optik sinir ve spinal korddaki semptomatik ve
asemptomatik plaklarin tespit edilmesinde kullanilir. MS tanis1 almis hastalarin
%90’ indan fazlasinda, beyin ve spinal kordda demiyelinizan plak oldugu
gosterilmistir.

Birkag MR goriintiisii MS lezyonlar1 icin karakteristiktir. Genellikle MS
plaklar1 T2-agirlikli ve T2-FLAIR gériintiilerde hiperintenstir. T2 sekans1 beyinsapi,
serebellum ve spinal kordaki lezyonlar1 tespitte daha sensitiftir. Akut lezyonlar
O6demden dolayr meydana gelen doku genislemesinden dolayr T1 hipointens, T2
hiperintens olarak goriiliir. Kronik lezyonlar genellikle kontraktedir ve T2 sekansinda
hiperintens goriiniir. T1 hipointens goriintii varlifi, genis remiyelinizasyon
lezyonlarinda goriiliir. Eger remiyelinizasyon yoksa kronik lezyon siyah delik olarak
goruliir.

Akut dénem MS lezyonlarinin bulgusu, gadolinyum uygulamasi sonrasi
anormal T1 hiperintensitesidir. Bu hiperintensite inflamasyonun bulgusudur.
Gadolinyum tutulumu haftalar boyunca devam edebilir. MS lezyonlar1 igin
karakteristik patern, C-sekilli paterndir. Bu patern, MS lezyonlarin1 abse ve
neoplazm lezyonlarindan ayiran paterndir. Ileri MS vakalarmda periventrikiiler

lezyonlar birlesik goriilebilir (31).

1.1.1.10.3. Uyarilmis Potansiyeller ve Diger Testler

Klinik bilgi merkezi sinir sisteminde sadece bir lezyon oldugunu sodylerken,
diger sensitif birgok fizyolojik ve radyolojik test, ek asemptomatik lezyonlarin
varhigimi gosterebilirler. Bu testler gorsel, isitsel, duyusal uyarilmig potansiyellerdir.
Gorsel anormallikler MS hastlarmin %70’inde, olast MS hastalarinin ise %60’1nda

goriliir. Duyusal uyarilmis potansiyelde anormallikler ise %0-60 oraninda goriiliir.
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Beyinsap1 uyarilmis potansiyelleri ise %20-40 oraninda bozuk ¢ikar. Bu testler son

zamanlarda sik olarak kullanilmistir ve MR’da goriintiilenemeyen demiyelinize

lezyonlarin tespitinde kullanilir (31).

1.1.1.11. Multipl Skleroz’un Tani Kriterleri

Multipl Skleroz tani kriterleri Tablo 4’de gosterilmistir (33).
Tablo 4. Multipl Skleroz Tam Olgiitleri (Revize McDonald kriterleri)

Objektif klinik bulgulu

Atak MS tanist icin gerekli ek veri
lezyon sayisi
>2 atak >2 Yok?
1 + oykiide bagka bir a

22 atak alandaki lezyona ait atak® Yok
SSS’de farkl bir alandaki lezyona ait yeni bir

>2 atak 1 atak veya MRG® ile mekanda yayilimin
gosterilmesi
Ek bir klinik atak veya MRG" ile zamanda

1 atak >2 yayilimin gosterilmesi veya BOS-spesifik
OKB?® varligi
SSS’de farkl bir alandaki lezyona ait yeni bir

oo atak veya MRGEile mekanda yayilimin
1 atak é V-zyonggobjektigi gosterilmesi ve ek bir klinik ailalzlveya MRG!
ulgu ; . . .
ile zamanda yayilimin gosterilmesi veya BOS-
spesifik OKBE® varligi
Asagidakilerin 2’si
1 y1l klinik progresyon -MS tipik (periventrikiiler, kortikal /
Sinsi (retrospektif veya jukstakortikal veya infratentoryal alanlarda >1
progresyon  prospektif, ataktan lezyon

bagimsiz olarak)

-Spinal kordda >2 lezyon

-BOS-spesifik OKB varligi

8 : Mekanda ve zamanda yayilimi gostermek igin ek bir teste gerek yoktur. Ancak beyin MRG tiim hastalara
yapilmalidir. Taniy1 destekleyecek yetersiz klinik ve MR bulgular1 olanlarda, tipik KIS olmayanlarda, atipik
ozellikleri olan hastalarda ek olarak spinal kord MRG ve BOS tetkiki yapilmalidir. Bu tetkikler yapilmadiysa ya
da negatifse MS tanis1 koymadan dnce dikkat edilmeli ve alternatif tanilar g6z dniinde bulundurulmalidir.

b : Atak igin objektif nérolojik bulgular temelinde konulmus klinik tani en giivenilirdir. Oykiideki ataga ait
dokiimante edilmis objektif norolojik bulgular yoksa, dykii enflamatuvar demyelinizan olaya ait tipik semptom ve
klinik gelisim ozelliklerini igermelidir. Ancak en az bir atak objektif bulgularla desteklenmelidir. Objektif
kanitlarin yoklugunda dikkatli olunmalidir.

¢ MRG’de alanda yayilim; MS tipik (periventrikiiler, kortikal / jukstakortikal, infratentoryal ve spinal kord) 4
alanin >2’sinde >1 lezyon olmasi.

d: MRG’de zamanda yay1lim; herhangi bir zamanda ¢ekilen MRG’de kontrast tutan ve tutmayan lezyonlarm ayni
anda bulunmasi veya takip MRG’sinde ilk MRG (¢ekildigi zamandan bagimsiz olarak) referans alindiginda yeni
bir T2 hiperintens lezyonun ya da kontrast tutan lezyonun olmast.

€: BOS spesifik OKB varlig1 zamanda yayilimi gostermez ama tanida onun yerine geger.

MS: Multipl skleroz, SSS: Santral sinir sistemi, MRG: Manyetik rezonans goriintileme, BOS: Beyin omurilik
stvisi, OKB: Oligoklonal band

1.1.1.12. Ayiric1 Tam

Merkezi Sinir Sisteminde islev kaybina yol agan ve geri diizelebilen az sayida

norolojik durum vardir. MS, hastalifinin heterojen yapisi yiiziinden birgok hastalikla
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karisabilir. Asagidaki Tablo 5°te, MS ile karigsabilecek hastaliklar gosterilmistir.
Ayirict tanida bu hastaliklarin diistiniilmesi gerekir (33).
Tablo 5. MS Ayirict Tanisi

inflamatuar hastaliklar

Graniilomatdz anjiitis
Sistemik lupus eritematozus

Sjogren hastaligi

Behget hastalig1

Poliarteritis nodosa

Paraneoplastik ensafalomiyelopatiler
Akut dissemine ensefalomiyelopati
Postinfeksiydz ensefalomiyelitler

Enfeksiyoz hastahiklar

Lyme hastaligi
Insan T-hiicre lenfotropik virus tip 1 enfeksiyonu (HTLV-I)

HIV enfeksiyonu
Progresif multifokal 16koensefalopati
Norosifiliz

Graniillomatoz hastahklar

Sarkoidoz
Wegener graniilomatozu

Lenfomatoid graniilomatozis

Genetik miyelin hastahklar:

Metakromatik 16kodistrofi
Adrenoldkodistrofi

Dig’ er

Spinoserebellar bozukluklar
Kraniyovertebral anomaliler

Vitamin B12 eksikligi

1.1.1.13. Tedavi

Multipl Skleroz tedavisi ii¢ kategoride incelenir:
1- Akut atak tedavisi
2- MS’in biyolojik aktivitesini azaltici, hastaligi modifiye edici tedavi

3- Semptomatik tedavi

1.1.1.13.1. Akut Atak Tedavisi

Hastalarda, akut bir bozulmayla karsilasildiginda ilk dnce yapilmasi gereken
kotiilesmenin ates, sicaklik artis1 ve enfeksiyona bagli bir psddo-atak olup olmadigini
ayirt  etmektir. Ciinkii  psodo-atakta glukokortikoid tedavisi  gerekmez.

Glukokortikoidler ya ilk atagi ya da akut alevlenmeyi yonetmede kullanilir.
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Glukokortikoidler, kisa donem klinik faydanin saglanmasi, ataklarin siddetinin ve
stiresinin kisaltilmasi i¢in kullanilir. Bu tedavinin uzun dénemde fayda saglayip
saglamadig1 konusu tam olarak acik degildir.

Glukokortikoid tedavisi genellikle intraven6z metilprednizolon olarak
uygulanir. Giinde 500-1000 mg/giin olarak 3-5 giin verilir. Tedavi sonlandirildiginda
ya doz azaltilmadankesilir ya da giinde 60-80 mg oral prednizon verilir ve dereceli
olarak azaltilarak 2 haftada kesilir.

Kisa donem glukokortikoid tedavisinin yan etkileri; sivi retansiyonu,
potasyum kaybi, kilo alimi, gastrik yakinmalar, akne ve emosyonel labilitedir. Diisiik
doz tuz alim1 ve potasyumdan zengin diyet dnerilir, potasyum atici diiiretiklerden ise
kaginilmasi uygun olur. Lityum karbonat, emosyonel labilitenin ve glukokortikoide
bagli insomnianin yonetilmesinde yardimci olabilir. Gastrik yakinmasi olan kisilere
proton pompa inhibitorleri, ranitidin, simetidin gibi ilaglar verilebilir.
Glukokortikoide cevap vermeyen hastalarda plazma degisimi faydali olabilir. Bunun

yaninda bu tedavi pahalidir ve sonug verici etkinligi bulunmamaktadir (34).

1.1.1.13.2. MS’in Biyolojik Aktivitesini Azaltici, Hastah@1 Modifiye Edici
Tedavi

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi onayiyla 10’a yakin ilag kullanilmaktadir; (1)
IFN-B-1a (Avonex), IFN-B-1a (Rebif), (2) IFN-B-1b (Betaseron, Betaferon, Extavia),
(3) glatiramer acetate (Copaxone), (4) natalizumab (Tysabri), (5) fingolimod
(Gilenya, Fingya), (6) dimethyl fumarate (Tecfidera), (7) teriflunomide (Aubagio),
(8) mitoxantrone (Novantrone), (9) ocrelizumab (Ocrevus) ve (10) alemtuzumab
(Lemtrada). Bu ilaglarin hepsi hem RRMS hem de SPMS formunda kullanilir.
Mitoxantrone ise immiinsiipresif toksik etkilerinden dolay1 sadece progresif formdaki
hastalarda kullanilir (34).

Interferon-p: IFN-p smif 1 interferondur, orijinal olarak antiviral 6zelligi
tanimlanmistir.  MS  etkinligi muhtemelen immiinmodiilatér  6zelliginden
kaynaklanmaktadir. Bunlar; (1) antijen sunan hiicreler tizerinde MHC molekiillerinin
ekspresyonunun down regiilasyonu (2) proinflamatuarlar1 azaltmak, diizenleyici
sitokinleri arttirmak (3) T hiicre ¢ogalmasini inhibe etmek (4) BOS’taki inflamatuar

hiicrelerin gegisini sinirlamaktir. IFN-B atak sikligini azaltir, hastalik siddetinin
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progresyonunu yavaslatir. [FN-f hem RRMS hem de SPMS’de iist iiste atak gelisen
hastalarda diistiniilmelidir. SPMS olup relapst olmayan hastalarda etkinligi
gosterilmemistir. Deneyimler yiiksek doz IFN-f’nin daha etkili oldugunu
gostermektedir; muhtemelen notralize edici antikorlarin tiretimini indiikler. IFN-B-1a
(Avonex) 30 pg haftada bir kez kas igine, IFN-B-1a(Rebif) subkutan 44 ug haftada 3
kez yapilir. IFN-B-1b (Betaseron, Betaferon, Extavia) 250 pg subkutan giinasir
yapilir.

Interferonun yaygin yan etkileri, grip benzeri semptomlar (ates, miyalji vb.)
ve laboratuvar degerlendirmelerinde orta derece anormalliklerdir (yiikselmis
karaciger fonksiyon testleri ya da lenfopeni). Nadiren, daha siddetli hepatotoksisite
ortaya ¢ikabilir. Subkutan interferon, enjeksiyon yerlerinde reaksiyona neden
olabilir. Yan etkiler genellikle beraberinde kullamlan NSAII ilaglarla kompanse
edilir. Depresyon, artmig spastisite ve kognitif degisiklikler tarif edilmistir fakat bu
yan etkiler hastaliktan kaynaklantyor olabilir.

Yaklagik olarak IFN-B-1a (Avonex) kullananlarin %2-10’u, IFN-B-1a (Rebif)
kullananlarin %15-25%1, IFN-B-1b (Betaseron, Betaferon, Extavia) kullananlarin
%30-40’1 IFN-B’y1 nétralize eden antikorlar gelistirir ama bu uzun zaman goriilmez.
2000’in tstlinde hastanin katildigr bir calismada antikorlarin ilacin etkinligini
azaltigr, MR bulgular ile gosterilmistir. Paradoksal olarak, ayni ¢alismanin
sonuglar1 klinik sakatlik ve relaps hizi tizerine etkisini gdstermeyi bagaramamustir.
Bu tartigma ¢ozliimsiizdiir. Terapinin etkinliginin azaldigi hastalarda ise antikor
olmasa bile alternatif tedaviler diistiniilmelidir (34).

Glatiramer acetate: Bu ilag sentetiktir ve 4 aminoasidli bir polipeptidtir (L-
glutamik asit, L-lisin, L-alanin ve L-tirozin). Bu ilacin mekanizmasi sunlar1 igerir:
(1) antijen spesifik siipressér T hiicrelerini indiikklemek (2) MHC molekiillerini
baglamak (3) proinflamatuar ve regiilator sitokinler arasindaki dengeyi degistirmek.
Glatiramer asetat, RRMS’de atak sikligin1 azaltir. Ayn1 zamanda hastaligin siddetinin
ve klinik sakatliginin azaltilmasinda da faydalidir. Fakat interferon kadar etkili
degildir. Iki tane biiyiik ¢alismanin sonuglarma gére ise glatiramer asetatin, relaps
hizina ve sakatliga etkisinin interferonla kiyaslanabilir oldugunu gosterdi. Bu yiizden
glatiramer asetat RRMS hastalarinda interferonun alternatifi olarak diisiiniilebilir. Bu

ilacin progresif MS’deki faydasi bilinmemektedir. Glatiramer asetat, ya hergiin
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ginde 20 mg subkutan ya da haftada 3 defa 40 mg kullanilir. Enjeksiyon
bolgelerinde reaksiyon ortaya c¢ikabilir. Bununla birlikte hastalarin %15’inde bir
veya daha fazla flashing epizodu, gogiiste sikisma, dispne, ¢arpinti ve enjeksiyon
sonrasi anksiyete gelisebilir. Son oalrak bazi hastalarda lipoatrofi gelisebilir. Bu
durumlarda tedavi degistirilmelidir (34).

Natalizumab: Lenfosit yiizeyindeki bir hiicresel adhezyon molekiilii olan
asP1 integrine karst olusturulmus yapay bir monoklonal antikordur. Bu ilag
lenfositlerin endotelyal hiicrelere baglanmasini engeller boylece lenfositlerin kan
beyin bariyerini gecmesini engeller. Natalizumab etkili bir sekilde atak hizin1 azaltir,
klinik ve MR goriintilemede 6nemli diizelme saglar. Uygulama sekli, aylik
intravendz olarak verilir. Bunun yaninda natalizumabla tedavi edilen hastalarin
%0,3’tinde, JC viriisti tarafindan olusturulan Progresif Multifokal Lokoensefalopati
(PML) gelisir. PML gelisme riski ilk y1l diistiktiir fakat ikinci yildan sonraki her yil
1000 hastadan 2’sinde gelisir. Serumda JC viriisiine kars1 olusan antikor diizeyini
6lgmek bu riski tanimlamada kullanilabilir. Antikor saptanmayan hastalarda bu risk
cok azdir ya da hi¢ yoktur. Tersine antikor saptanan kisilerde ise risk %0,6 civarinda
artmistir. Bu risk daha Once immiinsupresif almis kisilerde de yiiksektir.
Natalizumab, simdilik diger tedavilere cevap vermemis, agresif seyreden ve JC viriis
antikor negatif kigilere tavsiye edilmektedir. Birebir bilgiler dogrultusunda
bakildiginda natalizumab RRMS hastalarinda IFN-B-1a’dan daha istiindiir. Fakat
diger ajanlarla etkinligi karsilastirildiginda etkinligi acik degildir.

Natalizumab 300 mg dozunda ve aylik olarak intravendz yolla verilir. Tedavi
genellikle iyi tolere edilir fakat hastalarin %10’ undan azinda anaflaksi, %6’sinda ise
notralizan antikorlar gelisir. Uzun donem tedavide ise en Onemli risk PML
gelisimidir. Yetiskin popiilasyonunun yaklasik yarisinda JC viriis antikor pozitiftir bu
da bize kisilerin ge¢miste asemptomatik enfeksiyon gecirdigini gdstermektedir.
Natalizumab kullanan hastlarda ilk bir yil JC viriis enfeksiyonu gelisme riski
diigiiktiir bu yiizden ilk 12 ay giivenle kullanilabilir. Bundan sonraki yillarda, antikor
diizeyi pozitif olanlarda alternatif bir tedaviye gecilmesi diisiiniilmelidir. Bazen basta
antikor negatif kisilerde, beklenmedik bir sekilde antikorun pozitiflesmesi goriiliir.
Bu nedenle 6 aylik periyotlarla antikor varlig1 bakilmalidir (34).
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Fingolimod: Fingolimod, bir sfingozin-1-fosfat inhibitoriidiir. Lenfositlerin
dalak, lenf nodu gibi sekonder lenfoid organlardan g¢ikmasini engeller. Bu ilacin
muhtemel mekanizmasi, periferdeki lenfositleri yakalayarak onlarin santral sinir
sistemine girisini engellemektir. Fingolomid etkili bir sekilde atak hizimi azaltir,
klinik ve MR goriintilemede 6nemli diizelme saglar. lyi tolere edilir ve giinliik
olarak oral sekilde alnir. Caligmalar, fingolimodun diisiik doz haftalik IFN-B-1a’dan
daha iistiin oldugunu gostermistir. Fakat diger ajanlarla karsilastirildiginda etkinlik
iistiinliigii kesin degildir.

Fingolimod 0.5 mg’lik dozu, oral olarak giinlik bir defada alinir.
Kontrollerde en yaygin anormallik Karaciger (KC) fonksiyon testlerinde yiikselme
ve lenfopenidir. Bu durum tedavinin kesilmesine neden olabilir. Bazen tedavinin
baglangicinda 1. veya 2. derece kalp blogu ve bradikardi meydana gelebilir.
Hastalarin ilk dozu almasindan sonraki 6 saatlik periyodda EKG monitorizasyonu
tavsiye edilir. Fingolimod tedavisine baslanacak kisilerde kesinlikle kardiyak bir
hastalik olmamalidir. Diger bir yan etki de, nadiren goriilen makiiler 6dem ve yaygin
varisella zoster enfeksiyonudur. Tedaviye baslamadan 6nce oftalmik degerlendirme
ve seronegatif kisilere VZV asis1 yapilmalidir (34).

Dimethyl fumarate (DMF): Etki mekanizmasi tam olarak bilinmemesine
ragmen, proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin etkinligini modiile
etmesinden dolay: anti-inflamatuar etkinliginin oldugu diisiiniilmektedir. DMF, Nrf2
(niikleer faktor E2 iliskili faktor)’yi inhibe eder. Bu faktér, DNA’da lokalize bazi
antioksidan faktorleri baglar. Bundan dolayr DMF birkag tane antioksidan proteinin
trankripsiyonunu indiikler. DMF atak hizin1 azaltir, klinik ve MR goriintiilemede
onemli diizelme saglar. Bu ilag¢ giinde iki defa oral olarak alinir. Bu kullanim sekli
hastalar i¢in ¢ok uygun degildir fakat tek doz DMF de etkin degildir. Kargilagtirmali
caligmalarda DMF nin glatiramer asetattan bazi agilardan iistiin oldugu goriilmiistiir.

Glinde iki defa DMF 240 mg oral olarak alinir. Baslangi¢ tedavisinde
gastrointestinal sistem (GIS) yan etkileri sik goriiliir. Bunun disinda nétrofil ve
lenfosit sayisinda orta derecede diislis, karaciger enzimlerinde hafif yiikselme
yapabilir. DMF tedavisi genelde iyi tolere edilir fakat tedavide kullanilmaya

baslanmasindan sonra 4 tane PML vakasi rapor edilmistir. Bu hastalarin hepsi
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lenfopenikti ve daha 6ncesinde immiinsiipresif tedavi almist1 ve bu yiizden PML’nin
DMF ile iliskili oldugu kesin degildir.

Teriflunomide: ~ Teriflunomid  mitokondrial ~ enzim  dihidro-ororat
dehidrojenazi inhibe eder. Bu enzim karbamoil fosfat ve aspartattan de-novo
pirimidin biyosentezi i¢in anahtar rol oynar. Teriflunomid, leflunomidin aktif
metabolitidir ve hizli bdlinen T ve B lenfositleri siirlar ve anti-inflamatuar etki
gosterir. Teriflunomid atak hizimi azaltir, klinik ve MR goriintilemede 6nemli
diizelme saglar.

Iyi tolere edilir ve giinliik olarak oral alinmasi, hastalar agisindan da uygunluk
saglar. Karsilastirmalar terflunomidin IFN-B-1a’ya istiin olmadigini, etkisinin esit
oldugunu gostermektedir. 7 mg ve 14 mg olan her iki formu da oral olarak kullanilir.
Yan etkileri orta dercede sag incelmesi ve GIS semptomlaridir, fakat genel olarak iyi
tolere edilir. Diger yeni ajanlar gibi uzun dénem etkinligi kisa donem sonuglarla
garanti edilemez. Asil biiyiik etkisi gebelik kategorisinin X olmasidir. Teriflunomid
kanda 2 yil boyunca kalabilir, bu ilact kullanan kadin ve erkekler ilact viicuttan hizl
bir sekilde elimine edecek kolestiramin gibi ilaglar alabilirler (34).

Mitoxantrone: Mitoksantron bir androstenedion tiirevidir. Antineoplastik
etkinlik gosterir. Etki mekanizmasi sunlari igerir (1) DNA’nin igine girer, kollarda ve
kollar arasinda kiriklar olusturur (2) RNA sentezini engeller (3) topoizomeraz 2’yi
inhibe eder. FDA bu ilacin MS igin kullanimina onay vermistir. Ote yandan ilacin
etkinligine dair veriler zayiftir. Bu ilag kardiyotoksiktir ve sol ventrikiil ejeksiyon
fraksiyonunu azaltir ve geri doniigsiiz konjestif kalp yetmezligi yapar. Sonug oarak
kiimiilatif dozunun <140 mg/m? olmas: tavsiye edilir. Su anda her 3 ayda bir
12mg/m? olarak verilmektedir. Tedavi siiresi maksimum 2-3 yil olmalidir. Kadinlarin
%40’1indan fazlasinda amenore geligsmistir. Mitoksantron tedavisine bagli akut 16semi
gelisme riski vardir. Risk biitiin yasam boyunca %1 civarindadir ve birkagc MS
hastasinda bu durum rapor edilmistir (34).

Alemtuzumab: Alemtuzumab hem monosit hem de lenfositlerde bulunan
CD52 antijenlerine kars1 gelistirilmis monoklonal antikordur. Bu ilag T ve B lenfosit
sayisim azaltir hem de lenfosit subgruplarmin kompozisyonunu degistirir. Ozellikle
lenfosit altgruplarinda yaptigi degisiklikler uzun siirelidir. Alemtuzumab atak hizin

azaltir, klinik ve MR goriintiilemede 6nemli diizelme saglar. Avrupa ve Kanada ilag
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sirketlerine gore bu ilactn RRMS icin kullanimi uygundur. Fakat yapilan
caligmalarda, bu ilacin klinik sakatlik siddetini azaltmasi agisindan ikna edici
sonuglart bulunamamistir. Bu nedenle ikna edici sonuglarin olmamasi ve potansiyel
toksik etkilerinden dolay1 baslangi¢ tedavisi olarak kullanilmasi uygun degildir.
Olas1 toksik etkileri (1) otoimmiin tiroidit, Graves hastaligi, trombositopeni,
hemolitik anemi, pansitopeni, antiglomeriiler bazal membran hastaligi, membranoz
glomeriilonefrit (2) tiroid kanseri, melanoma, meme kanseri, HPV iliskili kanserler
(3) ciddi enfeksiyonlar (4) infiizyon reaksiyonudur (34).

Okrelizumab: Okrelizumab B hiicreleri yiizeyine baglanir. Viicudunuzdaki
tim B hiicrelerine baglanmaz, MS'de rol oynayabilen spesifik B hiicrelerini
hedefleyerek uzaklastirir. Okrelizumabin interferon beta-la ile kiyaslamali
etkinligini degerlendiren iki paralel faz 3 calismada; okrelizumab kolunda yillik
relaps oranmin 0,16 ve diger kolda 0,29 oldugu, okrelizumabin yeni MR lezyonu
olasiligin1 %99, dizabilite progresyonunu %40 azalttig1 ve beyin atrofisi riskinde de
azalma sagladig1 gosterilmistir. Akabinde PPMS grubunda gergeklestirilen plasebo
kontrollii ¢alismada, 3 aylik disabilite progresyonunda %?24°liik bir risk azalmasi
sagladig ve pek ¢ok parametrede plaseboya iistiinliik sagladigi gosterilmistir. EDSS
skoru 7 ve altinda olan primer progresif MS hastalarinda, EDSS skoru 7 ve altinda
olan ve ataklarla seyreden RRMS ve/veya SPMS hastalarinda; en az bir yil siire ile
INF-B veya teriflunomid veya dimetil fumarat veya glatiramer asetat tedavisine

yanitsiz oldugunun gosterilmis olmasi halinde kullanilabilir (34).

1.1.1.13.3. Semptomatik Tedaviler

e Hastalar i¢in yasam kalitesinin arttirilmas: onemlidir, bu yilizden hastalar
yasam tarzi degisiklikleri yoniinde egitilmelidir. Ornegin saghkli diyet,
optimistik bakis acis1, tolere edilebilir egzersiz (soguk suyun sogutucu
etkisinden dolay1 ylizme iyi tolere edilir) hastalara tavsiye edilebilir. D
vitamini ve omega-3 takviyesi hastalarda faydali olabilir.

e Ataksi/tremor siklikla inatgidir. Klonazepam, pirimidone, propranolol ya da

ondansetron faydal olabilir.
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e Spastisite ve spazmlar igin fizik tedavi ve diizenli egzersizler faydali olabilir.
Tetikleyicilerden kaginmak onemlidir. Etkili ilaglar ise baklofen, diazepam,
tizanidin, dantrolen, siklobenzopirin kullanilabilir.

e Agn antikonviilzanlar, antidepresanlar ya da antiaritmiklerle tedavi edilebilir.
Antikonviilzan olarak karbamazepin, fenitoin, gabapentin, pregabalin;
antidepresan olarak amitriptilin, nortriptilin, desipramin ya da venlafaksin,
antiaritmik olarak ise meksiletin kullanilabilir.

e Mesane disfonksiyonu igin ise sivi kisitlamasi, sik istekli idrara ¢ikma,
detriisor hiperrefleksisine yardimci olabilir.

e Uriner yol enfeksiyonlari hizli bir sekilde tedavi edilmelidir.

e Kabizlik tedavisi, yiiksek lifli diyet ve stvi alimini igerir.

e Laksatifler yardimci olabilir.

e Depresyon varsa tedavi edilmelidir.

e Yorgunluk halinin tedavisine amantadine, metilfenidat ya da modafinil
kullanilabilir.

e Kognitif sorunlar i¢in donepezil hidroklorid kullanilabilir.

e Paroksizmal semptomlar diisiik doz antikonviilzanlara dramatik olarak cevap
Verir.

e Isi duyarlilif1 igin sicaktan kaginmak gerekir.

o Seksiiel disfonksiyona genital kayganlastiricilar kullanilabilir

e Erektil disfonksiyon igin sildenafil, tadalafil, vardenafil cinsel iliskinin 1-2

saat oncesinden alinabilir (34).

1.1.1.13.4. RRMS ve SPMS icin Endikasyon Dis1 Tedaviler

Azatiopirin (2-3 mg/kg, hergiin): Primer olarak SPMS’de kullanilir.
Yaymlanmis metaanalizler atak hizin1 marjinal olarak azalttigini desteklemektedir.
Ayni zamanda hastaligin progresyonunu da yavaslattigi gésterilmistir (34).

Metotreksat (7.5-20 mg/hafta): Bir c¢alismada SPMS’de  {ist
ekstremitelerdeki progresyonu yavaslattigi gdsterilmistir. Irreverzibl karaciger hasar
yapmasindan dolay1, uzmanlar tedavi sonrasindaki 2 yilda biopsi dnermektedir (34).

Siklofosfamid (700 mg/m? bir ay atlayarak): Baska bir tedaviden fayda
gormemis, 40 yasindan sonra baslamis kisilerde faydali olabilir (34).
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Intravenéz Immunglobulin (1V1g): Aylik olarak 1 g/kg olarak verilebilir.
Beklenmedik ataklari azaltir. Fakat kullanim1 sinirlidir, ¢linkii gok pahalidir (34).

Metilprednizolon: Aylik yiiksek doz IV uygulamalar progresyonu ve
sakatlig1 azaltir (34).

1.1.2. MS Hastalarinin Beyin Omurilik Sivisindaki Molekiiler
Biyomarkerlar

Multipl Skleroz genellikle genglerde goriilen merkezi sinir sisteminin kronik
hastaligidir (35, 36). Bu hastalik MSS’de inflamasyon, demiyelinizasyon ve aksonal
hasarla karakterizedir. MS bir taraftan histopatolojik degisikliklerle taninabilirken
diger taraftan klinik olarak da taninabilir (37). MR goriintiilemesi su anda tani
kriterlerinde kullanilmaktadir (38). Bazen bu kriterleri karsilamak, tan1 koymak igin
hayli zor olabilir. Molekiiler biyomarkerlar taninin dogrulanmasi, hastaliginin
progresyonunun ve tedavinin etkinliginin degerlendirilmesinde destekleyici
olabilirler (39).

Bir biyomarker; normal biyolojik siireglerde, patolojik siireglerde ya da
farmakolojik bir tedaviye cevaben objektif olarak yiikselen bir belirteg olarak
tanimlanir (40). Biyomarkerlar tan1 koymak amagli, hastaligin evresinin belirlenmesi
amaciyla, prognozun takibinde ve tedavi sonuglarmi monitorize etmek igin
kullanilabilirler (40). Bir diger gereklilik ise biyomarkera kolay ulasiimasidir. Ornek
olarak, MS igin ulasim yeri viicut sivilaridir. Bu sivilar BOS, kan, idrar ve gozyasi
olabilir.

Multipl Skleroz gelisimi ve progresyonunda {i¢ ana 6zellik vardir; (1) miyelin
iretiminin bozuldugu molekiiler doku hasar1 ve cesitli intraselliiler proteinlerin
noroflaman ve tau gibi proteinlerin ekstraselliiler siviya salinimi (2) BOS’ta, santral
sinir sisteminde inflamatuar lezyona bagli olarak seviyesi yiikselen mRNA ve
microRNA (miRNA), intratekal antikor sentezi, yiikselmis adhezyon ve sitokin
molekiileri (3) kan-beyin bariyerinin bozuldugunun gostergesi, BOS’ta alblimin
yiikselmesi, endotel hiicrelerinden, astrositlerden ve cesitli immiin hiicrelerden

sentezlenen adhezyon molekiillerinin seviyelerindeki degisikliklerdir (41-44).
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1.1.2.1. BOS’taki Molekiiler Biomarkerlar

1.1.2.1.1. Antikorlar

Multipl Skleroz immiin sistemle ilgili bir hastalik oldugundan BOS’ta birgok
anormal antikor tiretimi tanimlanmaistir.

Bunlardan en ¢ok bilineni oliogoklonal banttir. Hastalarin yaklasik %95’inde
pozitiftir (45). OKB pozitifligi taninin konfirme edilmesinde hala kullanilan énemli
bir parametredir. Klinik olarak izole olan hastalarda OKB varligit MS gelisimi igin
onemli bir gostergedir (39, 43, 45-47). Kiigiik bir grup hastada ise antikor varlig
goriilmez. Spesifik immiinglogiilin izotipleri bize, belki daha iyi prognostik faktorler
olarak yardimci olabilir. IgG indeksi bize intratekal IgG sentezi hakkinda bilgi
saglar.

IgG indeksi= (19Ggos / 19Gserum) /'  (ALBUMINgos / Albuminserum)

Yiiksek IgG seviyesi daha yiiksek hastalik aktivitesi ile iligkilidir. Ayni
zamanda intratekal IgM seviyeside kotli prognostik faktordiir (48-50). Fakat baska
calismalarda MS progresyonu ve IgM OKB arasinda korelasyon bulunamamistir
(51). Bu yiizden IgM OKB’nin prediktif degerini gosteren daha standartize
caligsmalara ihtiya¢ vardir.

Multipl Sklerozda daha tahmin giicii yiiksek bir faktor olarak BOS’ta Ig’nin
sublinitesi olan serbest kappa hafif zincir bakilabilir. Kappa hafif zincir MS i¢in daha
spesifiktir, OKB’si negatif hastalar uzun yillar stabil olarak kalirlar (52-55).
Noroflamanlara karsi olusan antikorlar daha ¢ok hastaligin patolojik mekanizmasi
hakkinda bilgi verir. Baz1 caligmalarda anti-NF diizeyleri ve norodejenerasyon
arasinda korelasyon gosterilmistir (56-58). Bir bagka ¢alismada ise klinik olarak izole
MS igin anti-NF diizeyinin tahmin ettirici oldugu gostermistir (59).

Ozellikle proteolipid protein 1 (PLP1), miyelin oligodendrosit glikoprotein
(MOG) VE major basic protein’e (MBP) kars1 olusan antikorlar MS’de onemlidir.
Ciinkii bunlara karst gelismis antikorlarin hayvan deneylerinde otoimmiin
ensefalomiyelit gelisimine neden oldugu gosterilmistir. Klinik olarak faz 1 ve faz 2
calismalarinda MBP proteinini kodlayan DNA kullanilarak iiretilen DNA asis1 BH-
3009’un, anti-MBP antikorlarin1 azaltmasi beklenmektedir. Bu asimmin MS
hastalarinda anti-PLP1, anti-MOG, anti-oB kristalin diizeylerini hem BOS’ta hem de
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serumda oOnemli derecede diisiirmesi umulmaktadir. Bununla birlikte plasebo
tedavilerle BH-3009 ile tedavi edilen hastalarda klinik olarak farklilik gériilmemistir.
Tedavi oncesinde en yiiksek anti-MBP konsantrasyonuna sahip MS hastalar1t MR
gorintiilerinde 6nemli bir iyilesme gosterdiler. MBP’ye karsi olusmus antikorlarin
BOS konsantrasyonlari, DNA asisina gosterilecek tedavi etkinliginin tahmin
edilmesinde kullanilabilir (60, 61). Beyin Omurilik Sivisinda olusan diger IgG ya da
IgM’ler daha ¢ok aksonal hasar1 gosterir (62).

Bunlarin  disinda ndromiyelitis optica hastalarinin  serumlarinda anti-
aquaporin 4 antikorlar1 bulunmustur. Bu antikor MS hastalarinda bulunamamistir
(62). Bir bagka antikor ise MS hastlarinin %60°nda gosterilen anti-KIR4.1
antikorudur (63).

Multipl Skleroz hastalarinin %90’inda farkli viriislere karsi tanimlanmis
antikorlar mevcut olup bu antikorlar MS i¢in OKB’den daha spesifiktir. EBV,
rubella, herpes zoster ve HHV-6 karsi olusmus antikorlar MS hastalarinda saptanir
(64-66). MS hastalarinda OKB pozitif olmasa bile kizamik, rubella, herpes zoster ve
herpes viriislerine karsi antikorlar 6l¢iilebilir (67).

Natalizumab ile tadavi edilen hastalarda JC viriis antikorlart 6nemli miktarda

artmistir. Bu ilag ile tedavi edilen hasta grubunda PML riski artmistir (68).

1.1.2.1.2. Sitokinler/Kemokinler

Bir¢ok c¢alismada cesitli proinflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokin ve
kemokinlerin MS’de seviyelerinin degistigi gosterilmistir. MS hastalarinda
proinflamatuvar faktorlerin (TNF-a, IFN-y, IL-12, IL-6, CXCL10, CXCL13)
yiikseldigi, anti-inflamatuvar sitokin ve kemokinlerin (IL-4, IL-10, CCL2, CCL5) ise
diistiigli gorilmiistiir (43, 69).

Multipl Skleroz hastalarinda proinflamatuvar faktorlerinden CXCL13
proteininin BOS seviyesi, MS hastalarinda hastalik aktivitesi ile korelasyon gosterir.
Bunun yaninda CXCL13 seviyesi daha yiiksek olan klinik izole hastalar, daha fazla
klinik MS’e evrilirler. BOS CXCL seviyeleri metilprednizolon, natalizumab ve
rituksimab tedavileri ile diisiiriiliir (69).

Deneysel otoimmiin ensefalomiyelit bulgulari, Th17 hiicresinin MS’de

merkezi bir rolii oldugunu gostermektedir. MS lezyonlarinda IL-17 {ireten ¢ok sayida
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T hiicresi bulunmustur (70, 71). MS hastalarindan izole edilmis T hiicreleri saglikli
kontrol grubundaki hiicrelerden uyari sonrasinda daha fazla IL-17 salgilamistir (72).
BOS’ta Th17 hiicre seviyesi, RRMS hastalarinin atak donemlerinde remisyon
doénemlerinden daha yiiksek bulunmustur (73).

Bu sitokin ve kemokinlerin kullanimi; MS hastalarinin  heterojenite
gostermesi ve bu faktorlerin enfeksiyon, stres gibi faktorlerde de seviyesinin

degismesi gibi sebeplerden dolay1 smirlidir (43).

1.1.2.1.3. Yapim ve Yikim Molekiileri

Multipl Sklerozin ayiric1 6zelliklerinden biri MSS’nin yikimi olup bu yikim
hastalar1 sakat birakir. Yikimin ardindan gelisen yapim mekanizmasi
remiyelinizasyon ve rejenerasyondur. Bu yapim ve yikim mekanizmasi diger
norodejenaratif hastaliklarda da goriiliir. Noroflamanlar hasar sonrasinda BOS’a
salinir. Birkag calismada noroflaman subiiniti H ve L’nin atak sonrasinda artmis
oldugu bulunmustur (74, 75).

Multipl Skleroz hastalarinda artmis bir diger yapisal protein, glial fibriler
asidik protein (GFAP)’dir. BOS GFAP seviyesi noéromiyelitis optika hastalarinda
daha yiiksek olarak bulunmustur. Bundan dolayr GFAP seviyesi MS tanisi igin
giivenilir degildir (76).

Remiyelinizasyonu yansitan noral hiicre adhezyon molekiilii (NCAM), beyin
tiirevli norotrofik faktor, sinir biiylime faktor, norotrofin-3 gibi faktorler ise tamir
mekanizmasinda etkili ilaglarin gesitlendirilmesinde daha faydali olabilir (42).

Fetuin-A ise kan dolagiminda maddelerin tasinmasina aracilik eden protein
baglayic1 grubundandir. Birka¢ c¢alisma bu proteinin tani, prognoz ve tedaviye
cevapta kullanilabilecek bir biyomarker oldugunu gostermistir. RRMS hastalarinda
kontrol grubundan daha diisiik fetuin-A seviyeleri olglilmistiir. Tersine SPMS
hastalarinda daha yiiksek seviyeler Olglilmiistiir. MS ataklarinda ise fetuin-A
seviyesinin arttigi bulunmustur. Natalizumab tedavisinden sonraki 6-12. aylarda
fetuin-A seviyesinde ciddi disiisler tespit edilmistir (77-80).

Bu 14-3-3 proteini hiicre sinyali ve iletisiminde gorevli bir proteindir. Santral
sinir sisteminde hasar gostergesidir. BOS’ta yiiksek seviyeleri hizli progresyon ile

iliskilidir (81, 82).
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1.1.2.1.4. Adezyon Molekiilleri

Hiicre adezyonu doku sekillenmesinde ve immiin hiicrelerin dokulara
gecisinde onemlidir. CAMs molekiilleri hiicre-hiicre iletisiminde dnemlidir. MS’de
bu proteinlerin bozulmus regiilasyonu sonucunda kan-beyin bariyerinin gegirgenligi
artabilir ve immiin hiicrelerin santral sinir sistemine gecisi kolaylasabilir. MS
hastalarinin BOS’larinda E-selektin ve soliibl VCAM-1 seviyelerinin artti1
goriilmiistiir (83). Bununla birlikte RRMS hastalarinin hastalik aktivitesi ile BOS
solubl CAM ve solubl interselliiler CAM-1 indeksi arasinda korelasyon bulunmustur.
MS ile kiyaslandiginda noéromiyelitis optika hastaliginda, BOS sICAM-1 ve
SVCAM-1 seviyeleri daha yiiksek bulunmustur (84). Ayrica bu molekiiller hastaligin
progresyon takibinde de kullanilabilir.

1.1.2.1.5. mRNA ve miRNA

Gelisen teknolojik gelismeler transkripsiyon seviyelerini 6lgmeyi mimkiin
kilmaktadir. Su ana dek sadece birka¢ ¢alisma, MS hastalarinda BOS’da mRNA ve
miRNA seviyelerine bakmistir. Brynedal ve ark. (85) BOS’un mMRNA
biyomarkerlarinin énemli bir kaynagi oldugunu vurgulamistir. Bu ¢alismada BOS’da
farkli mRNA ekspresyonlart belirlenmigtir fakat periferik kandaki mononiikleer
hiicrelerde bu ekspresyonlar bulunamamustir. Ozellikle immiinglobiilinleri kodlayan
gen segmentlerinin, MS hastalarinda dramatik olarak daha yiiksek olarak eksprese
edildigi goriilmistiir. Tersine, RRMS evrelerinde (relaps ve remisyon) BOS’ta
mRNA ekspresyonunda farklilik yokken, periferik kandaki mononiikleer hiicrelerde
farkli ekspresyonlar goriilmiistir (85). Bu bilgi MS arastirmalarinda BOS’un
Oonemini gostermektedir. Farkli viicut sivilarinda biyomarkerlarin farkli seviyeleri
Ol¢iilebilir. Kesfedilen RNA molekiilerinin ¢ogu, kandan gb¢ eden immiin sistem
hiicrelerinden izole edilir. Bunlardan bazilart MS’in tanisin1 ve monitdrizasyonunu
destekleyici olabilir. Kana gére BOS’da IL-17 mRNA ekspresse eden monosit tespit
edilmesi MS tanisin1 destekleyebilir (86). Ayrica BOS hiicrelerinde IL-10 mRNA
ekspresyonu non-inflamatuvar nérolojik hastaliklarla kiyaslandiginda relaps
donemlerinde azalmis olarak bulunmustur. Natalizumab tedavisinden sonra ise 1L-10
MRNA ekspresyonu artmis olarak bulunmustur. Bu nedenle I1L-10 mRNA,

natalizumab tedavisinin etkinliginin izlenmesinde kullanilabilir (87, 88).
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Bir bagka yaklasim ise BOS’da T hiicre klonlarindan TCR (T cell receptor)
sublinit gen ekspresyonunun karakterizasyonudur. Bir MS hastasinda yapilan
degerlendirmede remisyon doneminde ¢esitlilik artmigken atak doneminde sadece bir
TCR alt iinitesi bulunmustur. Bu oligoklonal T hiicre cogalmasini yansitmaktadir. Bu
bize TCR listesinin, MS hastalarinda kana kiyasla BOS’da daha az oldugunu ve
natalizumabla tedavi edilenlerde edilmeyenlere kiyasla TCR heterojenitesinin daha
kisitl oldugunu gostermektedir (89). Natalizumab TCR ¢esitliliginde azalmay1
tetikler ve hafiza T hiicelerinin kaybina yol agar. Bu durum bize natalizumabla tedavi
edilen hastalarda neden PML gelistigini agiklamada yardimci olabilir (89). TCR
cesitlerinin  karakterizasyonu bize MS’in patofizyolojisinin ac¢iklanmasinda,
immiinmodiilatér tedavilerin yan etkilerinin agiklanmasinda ve ek olarak TCR
temelli immiinoterapilerin gelistirilmesinde yol gosterici olabilir (89-91).

Bir ¢alismada, MS hastalarinin BOS’unda Homo Sapiens microRNA-922
(hsa-miR-922), hsa-miR-181c, hsa-miR-633 seviyelerinde diger ndrolojik
hastaliklarla kiyaslandiginda onemli farkliliklar bulunmustur. Hsa-miR-181c, hsa-
mMiR-633 seviyeleri RRMS hastalarinda SPMS hastalarina kiyasla 6nemli derecede
upregiile olarak bulunmustur (92). Bu miRNA’larin ikili kombinasyonlari; hsa-miR-
181c ve hsa-miR-633 MS’in alt tiplendirmesi i¢in, hsa-miR-922 ve hsa-miR-633 ise

MS tanisi igin spesivite ve sensitiviteyi arttirmistir.

1.1.2.1.6. DNA

Bugiin BOS’ta DNA tayini ana olarak bakteriyel ve viral DNA’larin tayini
icin kullanilmaktadir. En iyi bilinen oportunistik MSS enfeksiyonu natalizumab
sonrast gelisen PML’dir. MS hastalarinda PML norolojik degerlendirme ya da MR
ile tespit edilemez, bu yiizden yiiksek sensitiv PCR analizi tavsiye edilir (93).

1.1.2.1.7. Diger Proteinler

Son c¢aligmalarda Bri2-23 ve chitinase 3-like 1 (CHI3L1)’in MS’de potansiyel
biyomarker olduguna yonelik sonuglar elde edilmistir. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda SPMS ve PPMS hastalarinda bu proteinlerin BOS seviyelerinde
diisme oldugu goriilmiistiir (88).
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1.1.3. Remiyelinizasyon ve Bu Siirecin Basarilamamasi

MS merkezi sinir sisteminin en aygin demiyelinizan hastaligidir. MS’in
patolojik  gostergeleri  inflamasyon, kan beyin Dbariyerinin  bozulmasi,
demiyelinizasyon,  remiyelinizasyon, = multifokal  lezyonlar ~ve  aksonal
dejenerasyondur. Bazi hastalarda remiyelinizasyon hastaligin erken ddéneminde
meydana gelir fakat hastalarin ¢ogunda iyilesme siireci dereceli olarak basarilamaz.
Bu siire¢ devam ederse aksonal dejenarasyon meydana gelir ve sonugta néron oliimi
ile sonuglanir. Klinik sakatlik gozlenen hastalarda, néron kaybinin altinda kronik
olarak devam eden demiyelinizasyon siireci yatmaktadir. Giiniimiizde tedavide
kullanilan ilaglar ya immiin modiilatdr ya da antiinflamatuvar ilaglardir. Bu ilaglar
primer olarak immiin sistemi veya inflamasyonu ya modiile eder ya da baskilarlar.
Bunlar, demiyelinizasyonu azaltir ve klinik olarak kotiiye gidisi yavaslatir. Endojen
remiyelinizasyonu arttiran tedavi yaklagimlari hala eksiktir.

Remiyelinizasyon olgun oligodentrosit progenitor hiicreler (OPCs) tarafindan
yiiriitiilmektedir. OPC’ler sinir sistemine yayilmistir ve gri maddenin yaklasik %3-4
hiicesi, beyaz maddenin ise %7-8 hiicresini kaplarlar (94). Bununla birlikte
subventrikiiler zonda bulunan olgun ndral prekiirsor hiicreler, oligodentrositlerin
rejenerasyonuna ve remiyelinizasyonuna o6nemli dercede katki sunarlar (95).
Noronlarin tersine OPCs’ler 6nemli derecede prolifere olma ve olgun oligodentrosit
olusturma kapasitesine sahiptirler. O zaman bu rejenerasyon kapasitesine ragmen
neden MS hastalarinda ¢ogu akson demiyelinize olarak kalmaktadir (96). Endojen
remiyelinizasyonun neden gerceklestirilemedigi, etkili remiyelinizasyon tedavilerinin
gelistirilmesi i¢in ¢ok 6nemlidir.

Remiyelinizasyonun meydana gelmesi i¢in OPCs ¢ogalmali ve olgun
oligodendrositlerin lezyon bolgesine taginmalart gereklidir. Matiir oligodendrositler
aksonlara dogru ilerlemeye meyilli olup onlarla kontakt kurarlar ve aksonlarin
etrafin1 konsantrik miyelin tabaka ile kusatirlar. Teoride remiyelinizasyon siireci
herhangi bir noktada bloke edilebilir. Ornegin OPCs’lerin proliferasyonun
durdurulmasi, OPC’lerin lezyon bolgesine gitmelerinin engellenmesi, oligodentrosite
olgunlagmalarinin engellenmesi ve aksona tutunma asamalarinin herhangi birinde bu
stireg bloklanabilir (97).
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Asagida remiyelinizasyon siirecinin basarilamamasi ile ilgili bazi nedenler

ileri stirilmiistiir.
1.1.3.1. Remiyelinizasyonun Bloklanmasinda Intraseliiler Yollar

1.1.3.1.1. Notch 1 yolu

Notch 1 reseptorii oligodendrositlerden eksprese edilir ve santral sinir
sisteminde OPC matiirasyonunun regiilatorii olarak bilinir. Notch 1, membran
bagimli ligand Jaggedl ve Delta ile etkilesime girer ve bu etkilesim Hes5’1 aktive
eder. Hes5 ise OPC farklilasmasini inhibe eder, OPC olgunlasmayi basaramaz (98).

1.1.3.1.2. LINGO 1 yolu ve Nogo reseptorii

LINGO-1 merkezi sinir sistemine spesifik tek transmembran glikoproteinidir
ve noron ile oligodendrositlerde sentezlenir, astrositlerde bulunmaz (99). Yapilan
hayvan caligmalarinda LINGO-1’in OPC farklilagmasinin ve miyelinizasyonun
negatif diizenleyicisi oldugu goriilmistiir (103). LINGO-1’in overekspresyonu,
RhoA’nin aktivasyonuna ve oligodenrosit farklilasmasinin ve miyelinizasyonun

inhibisyonuna neden olur (100).

1.1.3.1.3. Wnt yolu

Wnt yoluda iyi tanimlanmis, gelisim boyunca miyelinizasyonu engelleyen bir
yolaktir. Bu yol, OPCs’in hiicre dongiisiinden ¢ikmasini engeller ve hiicrenin

farklilasmasini durdurur (101).

1.1.3.1.4. RXR-y yolu

Bu RXR-y sinyalinin, remiyelinizasyonu igeren bir yol olduguna dair kanitlar
mevcuttur. RXR-y niikleer bir reseptordiir ve diger reseptdrlerle dimer yapar.
Ornegin retinoik asit reseptorii, tiroid hormon reseptorii, vitamin D reseptdrii ve
PPARs reseptorleri ile dimer yapar (102). Farelerde yapilan mikroarray analizler,
RXR-y’nin endojen remiyelinizasyonun pozitif bir regiilatorii oldugu gostermektedir
(103).
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1.1.3.2. Remiyelinizasyon Modiilatorii Olarak Estraseliiller Matriks

Komponentleri

Multipl Skleroz hastalarinda hem aktif lezyonlarda hem de kronik lezyonlarda
ekstraseliiler matriks degisiklikleri meydana gelir. Bu komponentlerin asir1 birikimi
kan beyin bariyerinin zayiflamasina ve reaktif glial hiicrelerin sekresyonunun
degismesine neden olur. Lezyon c¢evresinde ECM molekiillerinin asir1 birikimi,
oligodenrosit artis1 ve aksonal remiyelinizasyonu inhibe edici etki gosterir ve boylece

noronal hasarda ve hastaligin progresyonunda artisa yol agar (104).

1.1.3.3. OPC’lere Rehberlik Eden Faktorlerin Basarisiz

Remiyelinizasyona Katkisi

Demiyelinizasyon sahalarinda OPC iyilestirmelerindeki basarisizlik, OPC
migrasyonuna onciiliikk eden isaretlerin bozuklugundan kaynaklanabilir. Birgok OPC
rehber isareti, itici ya da ¢ekici, MS remiyelinizasyonu ve gelisimsel
miyelinizasyonda OPC migrasyonunun diizenleyicisi olarak gorev almaktadir (105).
En Onemli rehber isarctler semaforinler, netrinlerdir. Kemokinlerde baslica
astrositlerde tiretilir ve glial hiicrelerin migrasyonu ve matiirasyonunda gorev alirlar

(105). Burada sadece semaforinlerden bahsedilecektir.

1.1.3.3.1. Semaforinler

Semaforinler en 6nemli OPC rehber molekiilleridir. Semaforinlerin iki iyesi;
semaforin 3A (sema3A) ve semaforin 3F (sema3F)’nin OPC migrasyonunda 6nemli
bir rol oynadigi gosterilmistir (106). OPCs’ler norofilinl (NF1) ve norofilin2 (NF2)
eksprese ederler, bunlar sirasiyla sema3A ve sema3F reseptoriidiirler. Gelisim
boyunca sema3A’nin NFI reseptoriine baglanmast OPCs migrasyonunun
tekrarlanmasini saglarken, tersine sema3F’nin NF2’ye baglanmasi bu hiicrelerin
cekiciligine yol agar (107).

Yetiskinlik doneminde sema 3A ve sema3F mRNA eckspresyonu beyaz
maddede goriilmez. Toksinle indiiklenmis demiyelinizasyon modellerinde yapilan
caligmalar  sonucunda, bunlarin yeniden eksprese edilebilecekleri  ve
demiyelinizasyon alanlarinda OPC  migrasyonunu regiile edebilecekleri

gosterilmistir. MS lezyonlarinda her iki semaforin yeniden eksprese edilir.
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Bunlarin ekspresyonu lezyon tipi ve inflamasyon derecesine gore farklilik gosterir.
Aktif lezyonlarda (siirmekte olan remiyelinizasyon ve daha ¢ok inflamasyon)
kemoatraktant sema3F sema3A’dan daha fazla bulunur, kronik lezyonlarda (daha az
inflamasyon ve daha az remiyelinizasyon) ise kemorepellent sema3A sema3F’den
daha ¢ok bulunur (108). Ilging bir sekilde bu reseptdrlerin ekpresyonu plak ve
periplak alanlarinda bulunan hiicrelerle sinirhidir. Tersine noérofilinl/2  pozitif
hiicreler, normal beyaz maddede goriilmez (109). Sema3A ayrica reverzibl doz
bagimli OPC farklilasmasinin inhibisyonunu indiikler. Bundan dolay1r sema3A’nin
fazla iiretilmesi potansiyel olarak OPCs’lerin demiyelinize alana gitmesini ve orada
miyelin sentezleyen oligodendrosite farklilasmasimi  engeller. Demiyelinize
lezyonlarda sema3A varligi, remiyelizasyonun bozulmasi ile iliskilidir (110).

Tablo 6. Sema3A’nin MSS’deki ve immiin Sistemdeki Rolleri

MSS Immiin Sistem
Glial skar bolgelerinde akson Dendtritik hiicrelerin lenf nodlarina
rejenarasyonunu sekteye ugratir. migrasyonunu arttirir.
Sema3A  OPC migrasyonunu inhibe eder BOS’tan derive edilen makrofajlarin

apopitozisini indiikler.

Inflamasyon siirecinde ndronal stesten ~ immiin cevabi sonlandirir.
dolay1 mikroglia apopitozisini indiikler

Merkezi sinir sisteminde ise sema3A’nin inhibisyonu, demiyelinize alanlara
OPC migrasyonunu saglayabilir ve remiyelinizasyon siirecini kolaylastirabilir. Bu

yiizden yeni yaklasimlara ihtiyag vardir.

1.1.3.4. Sirtuin 7

Son c¢alismalarda SIRT7’nin onkojenik aktivite gosterdigi bulunmustur.
SIRT7’nin overekspresyonu bir¢ok kanser tiirii ile iliskilidir (111, 112). SIRT7
cekirdekgikte lokalizedir ve ribozom biyogenezi i¢in merkezidir (113-115). Ayrica
SIRT7, rDNA transkripsiyonunu Pol 1 kompleksinin deasetilasyonu ile regiile eder
(116). SIRT7’nin ribozom biyogenezisindeki tam olarak tanimlanmamis roli, timor
hiicrelerinin proliferasyonuna katki saglayabilir. Hiicrenin biiyiimesi ve boliinmesi
arasindaki koordinasyon, ribozom biyogenezinide i¢eren birtakim molekiiler yollarla
saglanir. SIRT7, rDNA transkripsiyonunu diizenler ve azalmis SIRT7 seviyesi timor
biliylimesini inhibe eder. Bu antitiimor etkisi azalmis Poll aktivitesi ve karisik

ribozom biyogenezisinden kaynaklaniyor olabilir (117).
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. Gereg

2.1.1. Cahisma Grubu

Bu c¢alisma, T.C. Firat Universitesi Tip Fakiiltesi'nde (F.U. Tibbi
Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 26.10.2017 tarihli 14 sayili karar no ve 06.02.2020
tarihli 2020/03-18 oturum sayili karar ile onay alinarak), Helsinki Deklarasyonu
Kurallarina uygun olarak yapildi. Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim
Dali’nda, hasta grubu olarak revize McDonald 2017 kriterlerini karsilayan ve yen
tam almis RRMS hastalardan 31 birey, kontrol grubu olarak Benign Kafa ici
Hipertansiyon tanisi alan 28 birey olmak {izere toplam 59 birey calismaya dahil
edildi. Bireylerden alinan 5 ml BOS ve 2 ml kan numuneleri Firat Universitesi Saglik
Bilimleri Fakiiltesi Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda ileri analizler ile
degerlendirildi. Caligmaya katilan her birey calismanin tiim detaylart konusunda
bilgilendirildi ve bireylerden yazili onaylar alindi. Caligmaya alinma ve ¢alismadan
dislanma kriterleri tabloda belirtilmistir.

Tablo 7. Calismaya Alinma ve Diglanma Kriterleri

Caliymaya Alinma Kriterleri

e  Revize McDonald 2017 kriterlerine gore RRMS tanis1 konulmasi
e Oykiisiinde baska nérolojik/otoimmun hastaligin olmamasi
. Benign Kafa I¢i Hipertansiyon tanis1 almis olmasi

Cahismadan Dislanma Kriterleri

e Son 40 giin icinde RRMS atak dykiisii olmasi

e Son 40 giin i¢inde herhangi bir nedenle enfeksiyon tedavisi almig olmasi

e Son 40 giin i¢inde herhangi bir nedenle yiiksek doz antiinflamatuar tedavi almis olmasi

e Benign Kafa i¢i Hipertansiyon tanisi disinda, ek olarak Santral sistemi ile iliskili olabilecek
hastaliginin olmast

2.1.2. Materyal

Calisma grubu bireylerinden biyokimya tiiplerine 5 cc BOS alindi ve BOS
ornekleri 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine boliinerek -80 °C’de ¢aligma tarihine
kadar muhafaza edildi.

Calisma grubu bireylerinden EDTA (Etilendiamin Tetraasetikasit)’l1 tiipe 2
ml periferik kan alindi, tiip 5-10 kez alt list ederek iyice karigsmasi saglandi, tiip

icinden 1.2 ml kan bir ependorf tiipe saklanmasi i¢in aktarildi, EDTA’ tiip iginde
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kalan 0.8 ml kan iizerine 2 ml RNA Later eklendi, tiip alt iist edilerek iyice karigmasi

saglandi ve -20 °C’de muhafaza edildi.

Onalt1 Multipl Sklerozlu hasta ve 14 Benign Kafa I¢i Hipertansiyonu olan

kontrol grubu olgularindan beyin omurilik sivilart alindi.

Onbes Multipl Sklerozlu hasta ve 14 Benign Kafa I¢i Hipertansiyon kontrol

grubu olgularindan kan 6rnekleri alind.

2.2. Calismada Kullamlan Olcekler ve Yontemler

2.2.1. BOS Sivis1 ve Kandan RNA izolasyonu

2.2.1.1. BOS’tan RNA izolasyonu

Beyin Omurilik Sivisindan ve total kandan RNA izolasyonu gergeklestirmek
icin EXTRACTME Total RNA Kit (BLIRT, EM09.1) kullanildi. Kit protokoliine

gore total RNA izolasyon isleminin hepsi oda sicaklifinda siirdiiriildii. Protokol

asagida siralanmustir.

BOS orneklerinin oda sicakliginda buz iizerinde erimesi saglandi.
10.000xg ve 5 dakika siire ile 6rnekler santrifiij edildi.

Ust s1v1 faz alttaki pelet dagitilmadan tamamen uzaklastirildi.

Pelet tizerine 600 pl lizis tamponu (B-merkaptoetanol igerir) ve 20 ul
AF reaktifi eklenerek hiicrelerin pargcalanmasi saglandi.

1 dakika vorteks yapildi.

12.000xg’de 2 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda olusan iist fazin % 80’1 yeni ependorf tlipe
aktarildi.

Uzerine 600 pl etanol eklendi.

20 saniye vorteks yapildi.

700 pl 6rnek toplama tiiplerine eklenmis RNA saflagtirma kolonuna
aktarildi.

12.000xg‘de 20 saniye santrifiij edildi.

Toplama tiipii i¢indeki sivi bosaltilip RNA saflastirma kolonu tekrar
toplama tiiplerine takildu.

Kalan 6rnek tekrar RNA toplama tiipiine eklendi.
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12.000xg de 20 saniye santrifiij edildi.

RNA saflagtirma kolonuna 500 ul RW2 yikama ¢dzeltisi eklendi.
12.000xg‘de 1 dakika santrifiij edildi.

Toplama tiipii igindeki sivi bosaltilip RNA saflastirma kolonu tekrar
toplama tiiplerine takildu.

RNA saflastirma kolonu i¢ine 95 pl DNase I karisimi (90 pl 10x
RNase I reaksiyon tamponu ve 10 ul DNase I) eklendi.

5 dakika inkiibe edildi.

RNA saflagtirma kolonuna 500 ul RW1 yikama ¢ozeltisi eklendi.
12.000xg*de 20 saniye santrifiij edildi.

Toplama tiipli igindeki s1v1 bosaltilip RNA saflagtirma kolonu tekrar
toplama tiiplerine takildu.

RNA saflagtirma kolonuna 500 pul RW2 yikama ¢ozeltisi eklendi.
12.000xg‘de 20 saniye santrifiij edildi.

Toplama tiipli i¢indeki s1v1 bosaltilip RNA saflagtirma kolonu tekrar
toplama tiiplerine takildi.

RNA saflagtirma kolonuna 500 pl RW2 yikama c¢dozeltisi eklendi.
12.000xg de 20 saniye santrifiij edildi.

Toplama tiipii igindeki sivi bosaltilip RNA saflastirma kolonu tekrar
toplama tiiplerine takildi.

12.000xg‘de 90 saniye santrifiij edildi.

2 dakika kurumaya birakildu.

RNA saflagtirma kolonuna 50 pl niikleaz igermeyen su eklendi.
12.000xg‘de 1 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen RNA’larin optik dansiteleri ve konsantrasyonlar1 260/280
nm dalga boyunda UV-Vis Spektrofotometre/Nano Drop (Beckman
Coulter, ABD) ile olgiildi ve RNA Ornekleri RNA ekspresyon
analizleri yapilincaya kadar -20°C de sakland.
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2.2.1.2. Kandan RNA izolasyonu

e RNA Later i¢eren kan 6rneklerinin oda sicakliginda erimesi saglandi.

e 500 pl kan 6rnegi 14.000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Tiip dibindeki pelet dagitilmadan biitlin s1iv1 uzaklastirildi.

e Pelet lizerine 600 pul Lizis tamponu (B-merkaptoetanol igerir) ve 20 pl
AF reaktifi eklenerek hiicrelerin parcalanmasi saglandi.

e 1 dakika vorteks yapildi.

e 12.000xg’de 2 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasinda olusan lst fazin % 80’1t yeni ependorf tiipe
aktarildi.

e Uzerine 600 pl etanol eklendi.

e 20 saniye vorteks yapildi.

e 700 pl drnek toplama tiiplerine eklenmis RNA saflastirma kolonuna
aktarildi.

e 12.000xg‘de 20 saniye santrifiij edildi.

e Toplama tiipii i¢indeki sivi bosaltilip RNA saflagtirma kolonu tekrar
toplama tiiplerine takildu.

e Kalan 6rnek tekrar RNA toplama tiipiine eklendi.

e 12.000xg ‘de 20 saniye santrifiij edildi.

¢ RNA saflastirma kolonuna 500 ul RW2 yikama ¢ozeltisi eklendi.

e 12.000xg‘de 1 dakika santrifiij edildi.

e Toplama tiipii i¢indeki sivi bosaltilip RNA saflagtirma kolonu tekrar
toplama tiiplerine takildi.

e RNA saflastirma kolonu i¢ine 95 pl DNase I karisimi (90 pl 10x
RNase I reaksiyon tamponu ve 10 pul DNase I) eklendi.

e 5 dakika inkiibe edildi.

e RNA saflagtirma kolonuna 500 pl RW1 yikama ¢ozeltisi eklendi.

e 12.000xg‘de 20 saniye santrifiij edildi.

e Toplama tiipii i¢indeki siv1 bosaltilip RNA saflastirma kolonu tekrar
toplama tiiplerine takild.

e RNA saflastirma kolonuna 500 ul RW2 yikama ¢ozeltisi eklendi.
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e 12.000xg‘de 20 saniye santrifiij edildi.

e Toplama tiipii icindeki siv1 bosaltilip RNA saflastirma kolonu tekrar
toplama tiiplerine takildi.

e RNA saflagtirma kolonuna 500 pl RW2 yikama ¢o6zeltisi eklendi.
12.000xg de 20 saniye santrifiij edildi.

e Toplama tiipii i¢indeki sivi bosaltilip RNA saflagtirma kolonu tekrar
toplama tiiplerine takildi.

e 12.000xg‘de 90 saniye santrifiij edildi.

e 2 dakika kurumaya birakildi.

e RNA saflastirma kolonuna 50 pl niikleaz igermeyen su eklendi.

e 12.000xg‘de 1 dakika santrifiij edildi.

e Elde edilen RNA’larin optik dansiteleri ve konsantrasyonlar1 260/280
nm dalga boyunda UV-Vis Spektrofotometre/Nano Drop (Beckman
Coulter, ABD) ile olgiildi ve RNA 0Ornekleri RNA ekspresyon
analizleri yapilincaya kadar -20°C de saklandi.

2.2.2. Elde Edilen total RNA’larin Miktar ve Kalite Tayini

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon 0Ozelligi gosterirler. Bu nedenle 260 nm dalga boyunda Oolgiilen
absorbsiyon degerleri olduk¢a saf olarak izole edilen niikleik asitlerin ng/uL veya
puL/ml  diizeyinde  miktarlarinin ~ belirlenmesinde  kullanilir.  RNA’nin
konsantrasyonunun saptanmasinda kullanilan spektrofotometrik yontemler DNA’nin
spektral analizi ile tamamen aymidir. Sadece tek zincirli RNA’nin miktarmin
belirlenmesinde kullanilan formiil farklidir (Total RNA (ng/ul) =260 nm’deki
absorbans x 50 x Diliisyon faktoérii). RNA molekiilleri i¢in 1 optik dansitenin 40
ul/ml’de karsilik geldigi bilinmektedir. Bununla birlikte 260 ve 280 nm dalga
boylarinda okunan degerler arasindaki oran niikleik asitlerin safligi hakkindabilgi
vermektedir. Proteinlerde bilindigi gibi 280 nm’de absorbsiyon 6zelligi gosterirler.
Bu nedenle 280 nm’de olciilen bir degerdeki artig A260/A280 oraninda diismeye
neden olur. izole edilen total RNA 6rneklerinin safligindan bahsetmek igin bu oranin

2,00 olmasi gerekmektedir.
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Calismamizda izole edilen RNA oOrneklerinin miktar ve kalitesi nanodrop
cihazinda olgiilerek ekspresyon analizleri i¢in uygunlugu degerlendirildi.

2.2.3. BOS ve Kandan cDNA Sentezi

Ribo Niikleik Asitten cDNA sentezlemek icin cDNA Synthesis Kit (High-
capacity) (WIZ Biosolutions, W2211) kullanildi. Kit protokoliine gore RT
reaksiyonu belirtilen kosullarda hazirlandiktan sonra 25 °C’de 10 dakika, 37 °C’de
120 dakika, 85 °C’de 5 dakika ve 4 °C’de inkiibe edildikten sonra ¢cDNA’lar elde
edildi. cDNA’lar -20 °C’de saklanda.

Tablo 8. RNA ekspresyonu i¢in RT-PCR karisiminin hazirlanmasi

RT-PCR karisim

10x Reaksiyon buffer 2.0 ulL
Nukleaz icermeyen su 8.5 uL
RT Enzimi 1.0 uL
20x dNTP karisimi1 1.0 uL
RNase inhibitor 0.5 uL
Random hexamer 2.0 uL
RNA 5.0 uL
Toplam hacim 20 uL

Tablo 9. RNA ekspresyonu i¢in PCR reaksiyonunun hazirlanmasi

1 reaksiyon
AMPLIFYME SYBR Universal Mix 10 pl
Primer Forward 0.6 ul
Primer Reverse 0.6 ul
Diliie cDNA 2 ul
50x High ROX boyasi 0.4 ul
Nukleaz igermeyen su 6.4 ul
Toplam hacim 20 pl
Tablo 10. RNA ekspresyonu i¢in qPCR kosullar
Asamalar Sicaklik (°C) Siire

Polimeraz Aktivasyonu/ Denatiirasyon 95 3dk
Amplifikasyon (40 dongii) 95 Ssn

60 30 sn
Erime egrisi analizi 95 15 sn

60 1dk

60 =95
(0,3 artisla)
95 15 sn
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2.2.4. Ekspresyon Analizi

Gene Expression Assay (GENEX-250, Suarge Biyoteknoloji, TURKIYE)
icindeki SIRT7, SEMA3A ve SEMAS3F genlerine 0zgii Forward ve Reverse
Primerler, AMPLIFYME SYBR Universal Mix (AMO02, BLIRT, Polonya)
protokoliine gore qPCR deneyleri hazirlanarak StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (ThermoFisher Scientific, USA) cihazinda RNA ifade diizeyleri dl¢tildi.
RNA ifade diizeyleri ACTB endojen kontrol ile yapilan normalizasyona gére AACT

yontemi ile belirlendi.

2.2.5. Verilerin Analizi

Vakalara ait veriler, gen ekspresyon skorlari, “SPSS® for Windows
computing program, Version 21,0°’ ile gergeklestirildi. Sonuglar ortalama + standart
deviasyon kullanildi. Gruplardan elde edilen veriler arasinda fark olup olmadigim
degerlendirmek i¢in varyans analizi ile degerlendirildi. Analizler RT? Profiler Data
Analysis Software-Qiagen’in data analysis ile ve 2’Average delta CT degerleri
kullanildi. Relative Gen ekspresyonu igin 224t metodu kullamildi. P degerinin <0.05

olmasi istatistiksel acidan anlamli olarak kabul edildi.

2.2.6. Klinik Degerlendirme

Elde edilen RNA ekspresyon diizeyleri ¢alismaya dahil edilen bireylerin yas

Ve cinsiyet parametreleri ile karsilagtirilarak istatistiksel olarak analiz edildi.
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3. BULGULAR

Calismamizda hastalik grubu olarak MS tanis1 almis hastalar ile MS hastalig1
olmayan kontrol grubu kisiler segilmis olup bu kisilerin BOS ve kan 6rneklerinden
total RNA izolasyonu yapilarak ACTB, SEMA3A, SEMA3F ve SIRT7 gen
ekspresyon diizeyleri ¢alisildi. Calismaya 31 hasta, 28 kontrol grubu olarak goniillii
59 birey dahil edilmistir.

Otuzbir hastanin 16’sindan BOS ve geriye kalan 15 hastanin da kan
orneklerinden calisilirken, kontrol grubundan 14 bireyden BOS o&rnegi ve geriye
kalan 14 bireyden de kan 6rnegi ¢alisildi.

Toplam 31 hastanin yaslar1 16-50 arasinda degisirken, yas ortalamalar1 31,19
olarak hesaplandi. Erkek kadin dagilimi (E/K) 4/27 idi.

Kontrol grubu 28 hastanin yaslar1 19-82 arasinda degisirken, yas ortalamalari
50,17 olarak hesaplandi. Erkek kadin dagilimi (E/K) 9/19 idi.

Hasta ve kontrol grubunun BOS 6rnegine gore genel ozellikleri tablo 11°de
verilmistir. Kan 6rnegine gore genel 6zellikleri ise Tablo 12°de verilmistir.

Beyin Omurilik Sivis1 ve kan 6rneklerinden elde edilen RNA orneklerinden
SIRT7, SEMA3A ve SEMAG3F genleri ve endojen kontrol i¢cinde ACTB geni
kullanilarak gen ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemi ile elde edildi.

Hasta ile kontrol BOS 6rnegi karsilastirildiginda elde edilen sonuglar tablo
13’de, Hasta ile kontrol BOS 6rneginin karsilastirilmasi ise Sekil 3 de gosterilmistir.
BOS oOrneklerine ait SEMA3A, SEMA3F ve SIRT7 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; hasta grubunda SEMA3A 36 kat, SEMAS3F i¢in 17 kat ve SIRT7
igin ise 5 kat artis gozlemlendi (up- regulation).

Hasta ile kontrol kan 6rnegi karsilastirildiginda elde edilen sonuglar tablo 14
de, Hasta ile kontrol kan 6rneginin karsilastirilmasi ise Sekil 4 de gosterilmistir.

Hasta kan orneklerine ait SEMA3A, SEMA3F ve SIRT7 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; kontrol grubunda SEMA3A 151 kat artis goriiliirken hasta
grubunda 161 kat artig goriilmiistiir (up- regulation), kontrol grubunda SEMA3F igin
212 kat artig, hasta grubunda 69 kat artis goriilmiistiir (down-regulation), kontrol
grubunda SIRT7 i¢in 0,59 kat artig, hasta grubunda 1,86 kat artis gozlemlendi (up-

regulation).
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Tablo 11. BOS Ornegine Gore Genel Ozellikler

Yas
Erkek
Kadin

Hasta (n:16)

Kontrol (n:14)

31,62 (19-43)
1 (%6)
15 (%94)

44 (19-82)
4 (%29)
10 (%71)

Tablo 12. Kan Ornegine Gore Genel Ozellikler

Yas
Erkek
Kadin

Hasta (n:15)

Kontrol (n:14)

30,73 (16-50)
3 (%20)
12 (%80)

56,35 (25-82)
5 (%36)
9 (%64)

Tablo 13. Hasta ile Kontrol BOS 6rnegi karsilastirildiginda

Gen Kontrol Grubu Hasta
27(-Avg. (Delta(Ct) 2n(-Avg. (Delta(Ct)) Fold
Change
SEMA3A 0 -5,1818 36,299"
SEMA3F 0 -4,1698 17,998*
SIRT7 0 -2,3189 4,989"

A, up-regulation
v, down-regulation

50

10

30

20

10

-10

Fold Change

36,29948171

17,99847734

4,989 i50887

i

ACTB

SEMA3A | SEMAS3F

SIRT7

| B Fold Change

36,29948171 | 17,99847734

4,989750887

Sekil 3. Hasta ile Kontrol BOS 6rneginin karsilastirilmast
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Tablo 14. Hasta ile Kontrol kan 6rnegi karsilastirildiginda

Gen Kontrol Grubu Hasta
2\(-Avg. (Delta(Ct)) 2(-Avg. Fold
(Delta(Ct)) Change
SEMA3A -7,2456 -7,3374 161,735"
SEMA3F -7,7314 -6,1099 69,068
SIRT7? 0,7535 -0,8987 1,864"

A, up-regulation
v, down-regulation

300

250

212,5333205

200

150

-

20-AACT
"
o
3

-100

ACTB SEMNMA3A SEMA3F
2M-AACTEK 1 151,7639425 212,5133205
20-AACTH 1 161,7356612 69,06835864

]
l 0,593124545
-50

|

SIRT7
0,593124545
1,864414829

Sekil 4. Hasta ile kontrol kan 6rneginin karsilastirilmasi
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4. TARTISMA

Multipl Skleroz merkezi sinir sisteminin en yaygin demiyelinizan hastalig
olup patolojisinde inflamasyon, demiyelinizasyon, remiyelinizasyon, kan beyin
bariyerinin  bozulmasi, multifokal lezyonlar ve aksonal dejenerasyonlar
goriilmektedir. MS insidansi diinya ¢apinda artis gostermektedir ve bu hastaliktan
etkilenen yaklasik 2,1 milyon kisi vardir (118). Lezyonlar baslica beyin ve spinal
kordun beyaz cevherini etkilemektedir.

Klinik semptomlar lezyonlarin bulundugu yere gore degisiklik gosterir ve
siklikla demiyelinizasyon ve oOdem ile sonuglanan kan-beyin bariyeri boyunca
enflamatuar hiicrelerin invazyonu ile iliskilidir (119).

Multipl Sklerozun insidansi, nedeni tam olarak bilinmemekle beraber
kadinlarda erkeklere oranla 2-3 kat daha fazla goriilmektedir (120). Ancak ileri
stiriilen hipotez kadinlarin genel olarak otoimmiin ve inflamatuvar hastaliklara daha
yatkin olmasidir (121). Calismamizda da kadin orami yiiksek bulunmustur
(E/K:4/27). Hasta yas ortalamasi1 31,19 (16-50) olarak bulundu.

Multipl Skleroz, hem genetik yatkinligin hem de ¢evresel faktorlerin sonucu
olugmaktadir, yani multifaktoriyel bir hastaliktir.

Calismamizda, MS’li hastalarim BOS ve kan orneklerinde SIRT7, SEMA3A
ve SEMA3F gen ekspresyon diizeylerini ¢alisarak hastaligin patogenezisine olan
katkisin1 amagladik.

Sirtuin gen ailesinin fonksiyonu, ¢ogunlukla protein asilasyonu ile iliskilidir.
Proteinin asilasyonu, translasyondan sonraki modifikasyonlardan biridir ve
proteinlerin yiizey yiikiinii degistirir, protein konformasyonunu veya fosforilasyona
benzer protein-protein etkilesimini diizenler. Sirtuin gen etkilerinin diyabet,
metabolik sendrom, kanser, enflamasyon, norodejeneratif hastaliklar ve benzeri
kronik hastaliklarda ortaya ¢ikarilmis olmasi bu gen ailesinin bu alanlarda
arastirilmasina neden olmustur (122). Simdiye kadar sirtuinlerin memeli hiicrelerinde
yedi izoformu (SIRT1-7) tanimlanmistir. SIRT1 sitoplazma ve ¢ekirdekte; SIRT 6 ve
7 ¢ekirdekte; SIRT 3, 4 ve 5 mitokondride lokalizedir. SIRT2 ise fizyolojik sartlarda
sitoplazmada bulunurken bazi durumlarda c¢ekirdege transloke olabilmektedir.
SIRT’larn hiicre i¢inde birgok fonksiyonu bulunmaktadir. Oksidatif stres, hiicresel

immiinite, otofaji indiiksiyonu, apoptosis, inflamasyon ve sinir hasarinin inhibisyonu
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basta olmak tlizere (123), fibrozisin ve metabolizmanin diizenlenmesinde, mitokondri
biyogenezinde, glukoz metabolizmasinda, insiilin duyarliliginda, kan basincinin
diizenlenmesinde ve sinir hiicresi yenilenmesinde o6nemli rolleri bulunmaktadir
(124).

Sirtuin 7, sirtuin izoformlariin en esrarengiz olanidir. Niikleolusta lokalize
olup, RNA polimeraz I yoluyla ribozomal gen ekspresyonunun diizenlenmesinde,
hiicre proliferasyonunda ve ribozom sentezinde rol oynadigi goriilmektedir.
SIRT7’nin asir1 ekspresyonu, RNA polimeraz-1 aracili transkripsiyonu artirir. Meme
ve karaciger kanserinde asir1 eksprese edilir. Bu asir1 ekpresyonun azaltilmasi kanser
hiicrelerindeki apoptozisi uyarir ve hem epitelyal hem de mezensimal timdrlerde
metaztazi tersine gevirir (125). SIRT7 ayrica katlanmamis proteinlerin neden oldugu
endoplazmik retikulum stresi, genotoksik stres ve oksidatif stres gibi stres altindaki
hiicreleri de korur (126). SIRT7 &zellikle kalp, beyin ve iskelet kaslarinda daha az
bulunurken; testis, dalak ve karaciger gibi proliferatif dokularda daha yiiksek oranda
bulunmaktadir (127). Bazi kanser hastalarinda, SIRT7 yiiksek oranda eksprese edilir,
bu da onun bir onkogen olabilecegini diisiindiirmektedir. SIRT7 ekspresyon
diizeyleri normal hiicrelerle karsilastirildiginda over ve meme kanseri hiicrelerinde
daha yiiksek bulunmustur (125). Ancak MSS’deki rolii konusunda bilgiler kisithdir.
SIRT7 gen ekspresyonu, apoptozisin artmasi ile karakterize olan yasl insan kok
hiicrelerinde azalir. SIRT7 gen ekspresyonunun azalmasi ¢esitli hastaliklar, apoptozis
ve DNA hasarinda artisla iligkilidir (128).

Calismamizda, hasta ve kontrol grubundan aldigimiz kan orneklerindeki
SIRT7 gen ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda hasta grubunda 1,86 kat artis
gozlemlendi (up-regiile) (Tablo 14). Hasta ve kontrol grubu BOS 6rnekleri
karsilastirildiginda ise hasta grubunda SIRT7 gen ekspresyonunda 5 kat artis
gozlemlendi (up-regiile) (Tablo 13).

Semaforinlerin, santral sinir sistemindeki noronlarda patogenezis sirasinda
anormal sekilde eksprese edildigi gosterilmistir. Ornegin, Sema3A Amiyotrofik
Lateral Sklerozda (ALS) noromiiskiiler kavsakta ve Alzheimer hastaliginda
noronlarda eksprese edildigi gosterilmistir (129).

Sema3A ve Sema3F’nin OPC migrasyonunda rol oynadigi ve MS

lezyonlarinin ¢evresinde ekspresyonlarmin artmis oldugu gézlenmistir.
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Multipl Sklerozlu hastalarin santral sinir sistemi ndéronlarinda Sema3A'nin
anormal bir sekilde eksprese olmasi (130), Sema3A'nin oligodendrositlerin veya
aksonlarin rejenerasyonunda rol oynadigini diistindiirmektedir.

Biz de MS hastalarinda bu genlerin ekspresyon diizeylerine bakarak
hastaligin patogenezine olan katkisini ortaya koymay1 amagladik.

Yaptigimiz ¢alismada hasta ve kontrol grubundan aldigimiz BOS
orneklerinde SEMA3A ve SEMAS3F gen ekspresyon diizeylerini kontrol grubuyla
karsilastirdigimizda; hasta grubunda SEMA3A igin 36 kat, SEMAS3F i¢in ise 17 kat
artis oldugunu saptadik (Tablo 13).

Hasta ve kontrol grubundan aldigimiz kan orneklerinde ise SEMAS3A ve
SEMAG3F gen ekspresyon diizeyleri, hasta grubunda SEMA3A’da 161 kat artis (up
regiile), SEMA3F’de ise 69 kat artis olsa da kontrol grubuna gore down regiile olarak
bulundu (Tablo 14).

Bu calismada dikkat ¢eken diger bir konu ise gen ekspresyon artislarinin
kanda daha fazla gbzlenmis olmasi. Daha genis ¢aligmalarla bu artisin desteklenmesi
onemli olacaktir.

Hastalardan girisimsel bir yontemle alinan BOS &rnegine gerek kalmadan,
kan o6rneginden alimacak numunelerde bu genlerin ekspresyon diizeyleri bakilarak
hastaligin progresyonunun takip edilmesine olanak saglayabilir.

Multipl Skleroz, multifaktoriyel bir hastalik oldugu icin genetik yonden
patogenezisinin agiklanmasi hastaligin progresyonu ve tedavi yaklagimlarina katki
saglanmasi agisindan 6nemlidir. MS hastalarinda SIRT7, SEMA3A ve SEMA3F nin
gen ekspreyon yoniinden artis gostermesi anlamliydi. Ancak SIRT7, SEMA3A ve
SEMAS3F gen fonksiyonlarinin MS ile iligkisini ortaya koymak igin daha genis
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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