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Multipl Skleroz (MS), merkezi sinir sisteminin demiyelinizan, otoimmiin ve
norodejeneratif kronik bir hastaligidir. Etiyolojisinde genetik ve ¢evresel faktorlerin
kompleks etkilesimlerinin rol oynadigi MS’in en yaygin klinik formu RRMS’tir.
MS’te, progresyonun bir gdstergesi olan bilissel bozuklugun prevelans: %40-70
arasindadir. Clusterin, hiicresel yasam ve 6liim yolaklarinda aktif rol oynamaktadir.
Bu proteini kodlayan CLU geninde bulunan tek niikleotit polimorfizmleri (SNP)
bir¢ok hastalikla iligkili bulunmus olup clusterinin dolasimdaki seviyelerinin biligsel
performansla iliskili olduguna dair bulgular literatiirde mevcuttur. Gen ifadesinin
diizenlenmesinde rol alan mikroRNA’lar (miRNA) bir¢ok hastaligin teshisi ve seyri

ile iliskilendirilmis olup biyobelirte¢ kesif ¢alismalarinin 6nemli odaklarindandir.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda RRMS riski ile CLU rs11136000 C/T, rs3087554 T/C,
rs2279590 C/T ve rs1532278 C/T SNP’lerinin iligkilerinin incelenmesi ve plazma
clusterin konsantrasyonu ile CLU ekspresyon seviyesine etki ettigi bilinen miR-21-5p

ve miR-195-5p’nin plazma rolatif ekspresyon seviyelerinin hastalik riski ve bilissel
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bozukluk ile iliskilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda iki
calisma grubu olusturulmustur. Grup-1, 310 RRMS hastasi ve 310 kontrol bireyden
olusurken Grup-2, 30 naif RRMS hastasi, 30 tedavi alan RRMS hastas1 ve 30 kontrol
bireyden olusmaktadir. Grup-1’deki RRMS hastalarinin genotiplemeleri PCR-RFLP
ve RT-PCR ile gergeklestirilmistir. Grup-2’deki katilimcilarin  bilissel
degerlendirilmeleri BICAMS bataryast ile ger¢eklestirilmistir. Grup-2 katilimcilarinin
plazma miR-21-5p ve miR-195-5p ekspresyon seviyeleri qRT-PCR ile; plazma
clusterin konsantrasyonu ise ELISA ile belirlenmistir. Tiim Ornekler Ankara Sehir

Hastanesi Noroloji Poliklinigi’'nden alinmistir.

Bu tez ¢alismasinda rs3087554 T/C SNP’sinin C alelinin hem RRMS riski hem RRMS
progresyonu ile iligkili oldugu goriilmiistiir. RRMS ile iliskileri incelenen miR-21-5p
ve MiR-195-5p’nin plazma rolatif ekspresyon seviyelerinin RRMS teshisi igin
biyobelirteg olabilecekleri goriilmiistiir. Ayrica, miR-21-5p’nin potansiyel bir
terapotik biyobelirteg olabilecegine dair bulgulara ulasilmistir. Buna ilave olarak, hem
mMiR-21-5p’nin hem de miR-195-5p’nin MS’te kullanilan enjektabl immiinomodiilatér

tedavilerin terapdtik hedefi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu tez calismasiyla birlikte clusterinin MS’teki rolii genotip, fenotip ve biligsel
seviyede degerlendirilmistir. CLU rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, rs2279590 C/T ve
rs1532278 C/T SNP’leri ile RRMS riski arasindaki iliski ilk defa bu tezde ¢alisilmistir.
Ayrica, bu calismada ilk defa RRMS hastalarinin plazma clusterin seviyesi, plazma
miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi ile biligsel performanslari
arasindaki iligkiler incelenmistir. RRMS’in teshisi ve prognozunun takibi icin
plazmadaki potansiyel biyobelirteg adaylarin1 ortaya koyan bu c¢aligmanin
gelistirilecek biyosensorlere, tedavi ajanlarina ve tani kitlerine yol gosterecegi
ongoriilmektedir. Multidisipliner bir yaklasimin iirlinii olan bu tez, bahsi gecen

yonleriyle Biyomedikal Miihendisligi alanina katki saglayan bir ¢alisma niteligindedir.

Anahtar Kelimeler: Clusterin, Multipl skleroz, Tek niikleotit polimorfizmi,

mikroRNA, Biligsel performans.
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Multiple Sclerosis (MS) is a demyelinating, autoimmune, and neurodegenerative
chronic disease of the central nervous system. Complex interactions of genetic and
environmental factors play an important role in the etiology of MS, the most common
clinical form of which is relapsing-remitting MS (RRMS). The prevalence of cognitive
impairment, an indicator of progression in MS, ranges from 40% to 70%. Clusterin
plays a major role in cell survival and cell death pathways. Single nucleotide
polymorphisms (SNP’s) in the CLU gene, which encodes clusterin protein, have been
associated with many diseases, and there is evidence in the literature suggesting an
association between clusterin level in circulation and cognitive performance.
MicroRNAs involved in the regulation of gene expression have been associated with
the diagnosis and progression of many diseases and they are important foci of

biomarker discovery studies.

In this thesis, the aim was to investigate the relationships between RRMS risk and the
CLU rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, rs2279590 C/T, and rs1532278 C/T SNPs, as

well as to determine the associations between plasma levels of clusterin and plasma
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relative expression levels of miR-21-5p and miR-195-5p, which are known to target
CLU gene, with disease risk and cognitive impairment. For this purpose, there are two
study groups: Group-1 consisted of 310 RRMS patients and 310 healthy controls,
while Group-2 consisted of 30 treatment-naive RRMS patients, 30 injectable disease
modifying therapy (DMT)-receiving RRMS patients, and 30 healthy controls.
Genotypes of RRMS patients in Group-1 were determined by PCR-RFLP and RT-
PCR. Cogpnitive evaluations of participants in Group-2 were carried out by applying
the BICAMS test battery. Plasma relative expressions levels of miR-21-5p and miR-
195-5p were determined by qRT-PCR, and plasma clusterin concentrations were
analyzed with ELISA. The samples were collected from Ankara City Hospital
Neurology Clinic.

In this thesis, it was observed that the C allele of the rs3087554 T/C is associated with
both RRMS risk and progression. The plasma relative expression levels of miR-21-5p
and miR-195-5p were found to have the potential to be biomarkers for the diagnosis
of RRMS. Moreover, the findings suggested that miR-21-5p could be a potential
therapeutic biomarker. In addition, both miR-21-5p and miR-195-5p are thought to be
therapeutic targets of injectable DMT’s used in MS.

With this thesis, the role of clusterin in MS was evaluated at genotype, phenotype, and
cognitive level. The relationship between rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, rs2279590
C/T, rs1532278 C/T SNP’s, and RRMS risk was investigated for the first time in this
thesis. In addition, for the first time in this study, the relationships between plasma
clusterin levels, plasma miR-21-5p and miR-195-5p relative expression levels, and
cognitive performance of RRMS patients were investigated. With this study, which
identifies potential biomarker candidates in plasma for the diagnosis and prognosis of
RRMS, will guide the development of biosensors, therapeutic agents, and diagnostic
Kits. This thesis, which is a product of a multidisciplinary approach, is a study

contributing to the field of Biomedical Engineering in the aforementioned aspects.

Keywords: Clusterin, Multiple sclerosis, Single nucleotide polymorphisms,

microRNA, Cognitive performance
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1. GIRIS

1.1 Multipl Skleroz

Multipl Skleroz (MS), merkezi sinir sisteminin (MSS) demiyelinizan, otoimmiin ve
norodejeneratif kronik bir hastaligi olup geng eriskinlerde travma harici engellilige
neden olan en yaygin hastaliktir (Efendi & Yandim-Kusgu, 2018; Filippi vd., 2018).
Sinir hiicrelerinin  kendiliginden reaktif olan (otoreaktif) immiin hiicrelerin
saldirilariyla miyelin kiliflarinin  hasar almast sonucunda olusan yara (skar)
goriinlimiinden kaynaklanan lezyonlar, hastalifin karakteristik o6zelligidir (Yigit,
2018) (Sekil 1.1). Bu demiyelinizan lezyonlar beyinde ve omurilikte beyaz ve gri
cevherde goriinmektedir. Demiyelinizasyon nedeni ile sinirsel iletimdeki bozukluklara
eslik eden sinir hiicrelerinin enerji metabolizmasindaki aksakliklar nérodejenerasyona
da neden olabilmektedir (Al-Badri & Castorina, 2018; Lassmann, 2013). MSS’deki bu
hasarlarin yorgunluk, hissizlik ve giic kaybina neden olmasi hastalarin engellilik

derecelerini arttirmaktadir (Hemmer vd., 2015; Thompson vd., 2018).

Normal Sinir Hiicresi Multipl Skleroz

Dendritler
Dendritler

3 9

RS £ 4 - » ' .. ‘ -5
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Sekil 1.1: Normal sinir hiicresi ve MS’e bagli hasarlar sonucu sinir hiicresinin
temsili goriiniimii (URL-1).

MS, farkli hastalik seyirlerinin goriildiigii 4 alt klinik tipe sahiptir. Hastaligin en yaygin
formu olan ataklarla seyreden formunda semptomlar atak donemlerinde artip atak
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sonrasinda kismi veya tam diizelmeler goriiliirken, progresif formlar1 olan primer ve
sekonder progresif MS’te ise zamanla artan ve kalict olan noérolojik hasarlar
goriilmektedir. MSS’de gerceklesen ve objektif klinik bulgularla destekli ilk
mikropsuz enflamatuvar atak ise klinik izole sendrom (KIS) olarak bilinmektedir

(Dobson & Giovannoni, 2019; Efendi & Yandim-Kuscu, 2018).

Hem etiyolojisi hem de patogenezi bakimindan kompleks bir hastalik olan MS’in kesin
bir tedavisi bulunmamaktadir (Filippi vd., 2018; Wildner vd., 2020). Kompleks gen-
cevre etkilesimleri sonucunda ortaya ¢iktig1 diistiniilen MS i¢in belirli risk faktorleri
bulunmasina ragmen bu konuda yeni yapilacak caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir
(Dobson & Giovannoni, 2019; Yamout & Alroughani, 2018). Tek basina 6liimciil bir
hastalik olmasa da hayat siiresine ve kalitesine olumsuz etkileri olan MS’in 6zellikle
geng eriskinlerde goriilmesi sosyoekonomik acidan da topluma zarar vermektedir. Bu
ylizden, yalnizca hastalara degil daha genis kapsamli organizasyonlara etki ettigini g6z

ontinde bulundurmak gerekmektedir (Filippi vd., 2018; Nabizadeh vd., 2022).

1.1.1 Multipl sklerozun tarihcesi

Yazili kaynaklara ge¢mis olan en eski MS hastasi olan Schiedam’l1 “Bakire Lidwina”
yalnizca bu alanda ilk olmasi ile tinli degildi. 30 yili askin yasadig: istiraplarin,
cevresindeki insanlarin giinahlarini yiiklendigi i¢in ¢ektigine olan inanig onu taninir
kilmis ve azize unvani alarak “St. Lidwina” olarak da anilmasini saglamisti (Basoglu-
Koseahmet, 2017; Cakmak, 2009; Murray, 2005). 19. yiizyilin basina kadar birkag
hasta ve hekimin giinliiklerinde MS’i diigiindiirecek bulgular mevcut olsa da MS dahil
bircok hastaligin anlasilmasinda kilometre tasi olacak olan o ¢alisma Charles Prosper
Oliver d’Angers tarafindan 1824 yilinda yayimlanarak omurilik ile bel alt1 felcleri
arasindaki iligkiyi agikliga kavusturmustur (Gezer, 2016; Kasimay, 2017). Norolojik
hastaliklarda siniflandirmanin heniiz ¢ok ilkel oldugu donemde “titremeli felg
(paralysis agitans)” olarak daha genel bir tanim yapilsa da genc¢ insanlarda daha sik
goriilen bu smiflandirilamamis paraplejinin karakteristik 6zelliginin felg olmadig:
fikrini destekleyen parlak zihinlerden biri de Charcot olmustur. Norolojinin babasi
olarak da anilan Charcot, gercek anlamda diger hastaliklardan farkli oldugunu net bir
sekilde “sclérose en plaque disseminée” olarak ifade edip MS’i diger norolojik

hastaliklardan ayirdiginda 19. yiizyilin ikinci yaris1 gecilmisti (Mohammadi, 2021;



Murray, 2005). Takip eden yillarda, 1916-1918 yillar1 arasinda Dawson’in MS’in
patolojisi iizerine c¢aligmalari, hastaligin sinir sistemindeki etkilerinin daha iyi bir
sekilde anlasilmasini sagladi (Gezer, 2016; Mohammadi, 2021). Sonraki yillarda
hastaligin artik bilinir olmasi ile artan caligmalar hastaligin nedenleri lizerine gidip
sorunun kaynagini bulmaya ¢aligsa da MS’in tek bir nedenden kaynaklanmayan bir
hastalik oldugu goriisii son 40 yilda daha ¢ok kabul edilmistir. Giiniimiizde dahi
bilinmeyen bir¢ok yone sahip bu hastalik hakkinda yapilan arastirmalarin nitelikleri

ilerleyen teknolojiyle paralel seyretmektedir (Murray, 2005).

1.1.2 Multipl sklerozun epidemiyolojisi

MS yaygin goriilen bir hastalik olmamakla birlikte geng erigkinlerde travma harici
engelliligin birincil sebebidir (Hauser & Cree, 2020; Labbé vd., 2018). II. Diinya
Savas1 Oncesinde yapilan caligmalarda goriilme oraninin her iki cinsiyette benzer
oldugu goriilse de, giiniimiizde yapilan ¢alismalar agik¢a kadinlarda gériilme oraninin
erkeklerden 2-3 kat daha fazla oldugunu ortaya koymaktadir (Dobson & Giovannoni,
2019). Mevcut verilere gore tiim diinyada yaklasik olarak 2.8 milyon MS hastasi vardir
(MSIF, 2020). MS prevalansi iilkelere gore degisiklik gostermektedir. Avrupa kokenli
soylarda daha yaygin olarak gozlemlenen MS, Asya, Afrika ve Afroamerika kokenli
bireylerde daha az ortaya ¢ikmaktadir (Amezcua & McCauley, 2017; Nakatsuka vd.,
2020). Hastaligin en sik goriildiigii yer Almanya (303/100.000) iken 2.8 milyon
hastanin  900.000’den fazlas1 Amerika Birlesik Devletleri’'nde bulunmaktadir
(208/100.000) (MSIF, 2020) (Sekil 1.2).

MS prevalansi sadece iilke sinirlar1 bazinda degil, cografi konuma gore de degisiklik
gosterebilmektedir. Ozellikle, istisnai durumlar haricinde, MS prevalans: ile enlem
dereceleri arasinda iligski oldugu diisiiniilmektedir. Simpson ve arkadaglarinin, yas,
cinsiyet, caligma yili ve HLA-DRB1 alel frekanslarini da goz onlinde bulundurarak
yaptiklar1 meta-analizde Avrupa kokenli soylarin yogun olarak yasadig: iilkelerde
enlem derecelerinin daha yiiksek oldugu yerlerde MS’in prevalansinin daha yiiksek
oldugu bulunmustur (Simpson vd., 2011). Bunun bir istisnasi olarak Italya’nin
giineyinde prevalansin, kuzeye gore daha yiiksek olmasi ise HLA-DRB1 alel
frekanslarinin bu iilkedeki 6zgiin dagilimina yorulmaktadir (Ballerini vd., 2004). Bu

yluzden, bu cografi etmenin altinda yatan sebebin ultraviyole (UV) i1sinlaria



maruziyetin, D vitamini seviyesinin ve gilineslenme siiresinin etkilesimlerinden
kaynaklanan kompleks bir g¢evresel faktor oldugu da yaygin bir bigimde kabul
gormektedir (Dobson & Giovannoni, 2019; Kim & Patsopoulos, 2022; Wang, 2021).
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Sekil 1.2: MS Atlas’inin 3. Edisyonuna gore prevalanslara gore tilkelerin
goriiniimii. Anahtardaki sayilar 100.000’deki goriilme sikligini
gostermektedir (MSIF, 2020).

Farkli epidemiyolojik ¢alismalarda prevalansi degiskenlik gosterse de 2016 yilinda
global capta yapilan epidemiyoloji ¢alismasinda Tirkiye’de MS goriilme sikligi
61.4/100.000 olarak bulunmusken, MS Atlasinin son verilerine goére bu oran
70.0/100.000’¢ ¢ikmis goriilmektedir (MSIF, 2020; Wallin vd., 2019). Tiirkiye nin
Asya ve Avrupa arasindaki gecis bolgesinde olmasindan kaynaklanan fiziki ve beseri
cesitlilikleri nedeniyle bolgeler arasinda prevalansin degistigi bilinmektedir. Edirne
bolgesinde yapilan galismada prevalans 33.9/100.000 olarak bulunurken, Kuzeydogu
Anadolu boélgesinde 68.9/100.000 oldugu goriilmiistiir (Celik vd., 2011; Tiirk-Borii
vd., 2018). 2006°da Tiirk-Bérii ve arkadaslarmin Istanbul’da yaptig1 ¢alismada ise
101.3/100.000 ile hastaligin hayli yiiksek bir prevalansa sahip oldugu tespit edilmistir
(Tiirk-Borii vd., 2006). Orta Karadeniz’de yapilan ¢alismada ise bu oran 43.2/100.000

olarak bulunmustur (Soydar, 2020).



Cografi olarak Ortadogu ile Avrupa arasinda koprii olarak konumlanmis olan
tilkemizin komsularinin prevalanslarinda farkliliklar gézlemlenmektedir. Dogu ve
giiney smir komsularimizda en yiiksek prevalansa sahip iilke Iran olurken
(90/100.000), Suriye (40/100.000) ve Irak’ta (12/100.000) MS daha nadir
goriilmektedir. Tiirkiye’nin komsulari arasinda en yiiksek prevalansa sahip olan iilke

ise Yunanistan’dir (124/100.000) (MSIF, 2020).

1.1.3 Multipl sklerozun etyopatogenezi

Her ne kadar etiyolojisi hakkinda farkli donemlerde farkli teoriler one siiriilse de
giinimiizde MS’in tek bir nedenden kaynaklanmayan, multifaktoriyel etiyolojiye
sahip bir hastalik oldugu goriisii kabul edilmektedir. Hem genetik hem de ¢evresel
etmenlerin MS’in ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu bilinmekle birlikte bu faktorlerden
bazilar1 digerlerine gore daha fazla 6n plana ¢ikmaktadir (Angeloni vd., 2021;
Mohammed, 2020; Murray, 2005) (Sekil 1.3).

{

Multipl  { Genetik
r,‘; Skleroz / Polimorfizmler

/ \ D Vitamini

Obezite

Sekil 1.3: MS’in gelismesinde rol oynayan baslica ¢evresel ve genetik risk
faktorleri.



1.1.3.1 Cevresel faktorler

Genetik faktorlere nazaran daha genis bir yelpazede ele alinabilen ve bir¢ok ayri
onemli risk faktoriinii kapsayan ¢evresel faktorler, hastaligin ortaya ¢ikmasinda etmen
olmakla birlikte hastaligin seyrine de etki edebilmektedir. MS’in ortaya ¢ikmasi s6z
konusu oldugunda, 6zellikle ¢ocukluk ve genglik doneminde maruz kalinan ¢evresel
faktorlerin etkileri de gbz 6nilinde bulundurulmalidir (Alrouji vd., 2019; Dobson &
Giovannoni, 2019; Thompson vd., 2018).

MS’in ortaya ¢ikmasinda potansiyel tehdit olarak goriilen bir¢ok viral ve mikrobiyal
ajan mevcuttur; fakat, yapilan ¢alismalar Eppstein-Barr viriistiniin (EBV) roliiniin
Ooneminin daha fazla oldugunu vurgulamaktadir (Dobson & Giovannoni, 2019;
Mohammed, 2020). Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda MS hastalarinin neredeyse
tamaminin EBV seropozitif olmasi ve EBV negatif bireylerde MS olugma riskinin ¢ok
diisiik olmast bu durumu destekler niteliktedir (Thompson vd., 2018). EBV’nin
genglerde yol actigi enfeksiy6z mononiikleoz gegiren bireylerde MS gelisme
olasiligimin 6nemli dl¢iide artmasi da EBV nin ciddi bir risk faktorii olduguna isaret
etmektedir. Bununla birlikte, tim EBV pozitif bireylerde MS olugsmamas1 nedeniyle
tek basina tiim etiyolojiyi agiklamakta yetersiz kalmaktadir (Filippi vd., 2018; Mathur
vd., 2021). Genelde, EBV epitoplarinin miyelin bazik protein (MBP) epitoplarina olan
benzerligi veya bu epitoplarin olusmasinda rol alan genetik diger faktorlerle
etkileserek hastalia neden oldugu hipotezleri 6ne siiriilse de, simdiye kadar bu
mekanizma net olarak ortaya konulmamistir (Ladderach & Miinz, 2021; Lomakin vd.,

2017).

Epidemiyolojik c¢alismalarda acik¢a goriilen enlem etkisi esasinda D vitamini
sentezlenmesinde Onemli bir role sahip olan ultraviyole B (UV-B) isinlarindan
yararlanmayla iliskilidir (Breuer vd., 2019). Artan enlemlerde daha dar agilarda alinan
UV-B isinlarinin hem kalitesi hem de yararlanim stiresindeki diisiis ile 6zellikle 1sinlar1
daha verimsiz absorbe eden agik ten rengi ile birlestiginde daha diisiik D vitamini
seviyeleri gozlemlenmektedir. Ozellikle gocukluk ve genclik caginda diisiik D
vitamini ilerleyen donemde MS olusma riski ile iligkilidir. Yetiskin MS hastalarinin
saglikli kontrollere nazaran daha diisiik D vitamini seviyelerine sahip olmasi da D
vitaminin hastaligmn farkli evrelerinde rol oynadigimi gostermektedir. Ozellikle MS

olusumuna olan etkisi goz Onilinde bulunduruldugunda, aktif formu olan 25-
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hidroksivitamin D3’tin (25-(OH) D3z) immiin hiicrelerin farklilasmasi ve immiin
hiicrelerin yanitinin diizenlenmesinde aktif olarak rol almasi nedeniyle diisiik 25-(OH)
Dsseviyesinin bir risk faktorii oldugunu desteklemektedir (Parnell & Booth, 2017;
Sintzel vd., 2018; Yadav vd., 2015).

Bir¢ok hastaligin ortaya c¢ikmasma neden olan sigara tiiketiminin MS hastaligi
olusumu riskini de arttirdigin1 gosteren ¢alismalar mevcuttur (Gallucci vd., 2020;
Rosso & Chitnis, 2020; Subhan vd., 2022; Yardimci1 & Ecder, 2019). 2001 yilinda
100.000 kadar hemsire ile yapilan boylamsal bir ¢alismada sigara kullananlarda, hig
kullanmayanlara gore 1.60 kat daha fazla MS gelistigi goriilmiistiir. Bu veri, daha
sonra yapilan geriye doniik meta-analizlerle de desteklenmis ve sigara igenlerde 1.51
kat daha fazla MS gelistigi gézlemlenmistir. Ayrica, diger risk faktorlerinden farkl
olarak, maruziyet yasinin 6nemli olmadig1 ve dolayisiyla her yasta sigara kullaniminin
bu riski kapsadigi da diisiintildiigiinde, gorece diisiik risk oranlarina ragmen yasam
boyu tehdit eden bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Filippi vd., 2018; Michel,
2018). Diger etmenlerle birlikte degerlendirildiginde ise bu oranin daha da arttigini
goriilmektedir. Ornegin, genetik olarak HLA-DRB1*15:01 risk alelini tagtyan ve
koruyucu HLA-A*02 alelini tasimayan kisilerde sigara igmemeleri durumunda MS
olusma riski 5 katken, sigara icenlerde bu riskin 14 kata kadar ¢iktig1r gosterilmistir
(Nishanth vd., 2020). Sigara bilesenlerinin direkt olarak akciger dokusunda yarattig1
tahribatin sonucu olusan kronik enflamasyon veya dolayli olarak peribronsiyal lenfatik
doku tizerinden sistemik bir etki nedeniyle bu riskin arttig1 goriisli 6ne stiriilmektedir
(Filippi vd., 2018). Ayrica, sigaranin bilesenlerinden olan nitrik oksitin kan beyin
bariyerinde (KBB) adezyonu tetiklemekte ve bu bariyerin yapisim1 bozarak

gecirgenligini arttirmaktadir (Alrouji vd., 2019).

Beslenme tarzi ve onun getirdigi durumlar da hem MS olusumunda hem de
progresyonunda yukarida bahsedilen risk faktorleri kadar etkilidirler (Michel, 2018).
Son yillarda artis gdsteren cocukluk cagi obezitesi sistemik bir sekilde viicudun
enflamasyon diizeyini arttirdigt igin MS olusumunda bir risk faktorii olarak
goriilmektedir (Kleinewietfeld vd., 2013). Ileri yaslarda ¢ok etkili olmasa da 20 yas ve
oncesinde goriilen obezitenin MS riskini iki kat arttirdigi goriilmiistiir. Ayrica,
dolagimdaki D vitamini seviyesinin de azalmasina sebep olarak dolayli yoldan da MS

riskini arttirmaktadir. Viicut kitle indeksinden bagimsiz olarak, tuz aliminin da
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proenflamatuvar bir sitokin olan Interlokin-17 (IL-17) seviyelerinin yiikselmesine
neden olup otoimmiin siire¢lerin baslamasina neden olabilen reaktif T hiicrelerinin
seviyesini arttirdig1 bilinmektedir (Calder vd., 2011). Hayvan modelleri ile yapilan
caligmalarda da tuz yoniinden zengin diyete tabi tutulan farelerin MS’in hayvan modeli
olan deneysel otoimmiin ensefalitin (Experimental Autoimmune Encephalomyelitis;

EAE) daha siddetli bir formuna neden oldugu goriilmistiir (Michel, 2018).

1.1.3.2 Genetik faktorler

MS’in olusmasinda genetik faktorlerin Oonemi asikardir (Gourraud vd., 2011).
Ozellikle, kardeslerle ve ailelerle yapilan galismalarda yakinlik derecesi arttik¢a
hastalik olugma riskinin de artmasi genetik risk faktorlerinin onemini vurgulamaktadir.
Kardeslerde %3 olan MS olusma riski, ¢ift yumurta ikizlerinde %6 olarak goriiliirken
bu risk orani tek yumurta ikizlerinde %35’e kadar ¢ikmaktadir (Filippi vd., 2018).
Otoimmiin yonii goz oniinde bulunduruldugunda ozellikle T ve B hiicrelerinin
aktivasyonlar1 ve regiilasyonlarinin bozulmasina yol agacak mekanizmalarla iligkili
olabilecek genler akla ilk gelen adaylar olmaktadirlar (Baranzini, 2011). Bunu
destekler nitelikte, immiin sistemi diizenleme gorevi olan hiicre yiizey proteinleri insan
16kosit antijenlerini (Human Leukocyte Antigen-HLA) kodlayan 6. kromozomdaki
HLA genlerindeki polimorfizmler MS i¢in risk varyantlar1 olarak bilinmektedirler
(Filippi vd., 2018). Bu kesfi takip eden donemlerdeyse HLA olmayan diger risk
varyantlarinin da arayisina girilmistir. Son yillarda yapilan tiim genom analiz
calismalarinda HLA ile iliskili olmayan birgok yeni risk faktorii bulunmustur.
Gilintimiizde MS ile iligskilendirilmis 200°den fazla genetik risk varyant: bulunmaktadir
ve yapilan kapsamli ¢aligmalarda bu risk varyantlarinin sayisi gittikce artmaktadir.
Yakin zamanda International Multiple Sclerosis Genetics Consortium (IMSGC)
tarafindan yapilan tiim genom analizi ¢alismasinda MS’e yatkinlig1 arttirdig1 tespit
edilen 48 yeni varyantin %22’sinin baska otoimmiin hastaliklarla da iligkisi oldugu
gosterilmistir (Beecham vd., 2013). Yine de, MS’in kompleks dogasi goz Oniinde
bulunduruldugunda bu varyantlar1 bagimsiz olarak degil, bir araya geldiklerindeki
kiimiilatif etkiler neticesinde MS’e yatkinlii arttirdiklarint sdylemek daha dogru
olacaktir (Axisa & Hafler, 2016).



1.1.4 Multipl sklerozun patolojisi ve immiinpatogenezi

MS’in en karakteristik patolojisi beyin, beyin sapi, optik sinir, omurilik dahil olmak
tizere MSS boyunca goriilebilen lezyonlardir (Loma & Heyman, 2011). Hem beyaz

2

hem de gri maddede goériilebilen ve “plak” olarak da adlandirilan bu lezyonlar
demiyelinizasyonun fokal olarak gergeklestigi yerlerdir (Filippi vd., 2018). Hastaliga
adin1 da veren skar goriiniimiiniin MSS’de bir¢ok yerde bulundugu 150 yildan fazladir
bilinse de bu lezyonlarin zamansal ve mekansal yayilim gosterdigi manyetik rezonans
goriintiileme (MRG) sayesinde kesfedilmistir (Reich vd., 2018). Lezyonlarin mekansal
yayilimi ve anatomik konumlar1 hastaligin farkli klinik tipleri ile iliskili olmakla
birlikte hastaligin erken evrelerinde daha heterojen bir tablo mevcuttur. Ayrica,
hastahigin erken evrelerinde, dzellikle klinik izole sendromlu (KIS) ve ataklarla
seyreden formunda olan hastalarda, demiyelinizan beyaz madde lezyonlar1 lenfosit,
makrofaj ve zaman zaman da mikroglia bakimindan yiikli ve aktif haldedirler.
Progresif klinik seyre sahip veya hastalik siiresi uzun olan hastalarda ise beyaz
maddede smirlart keskin bir sekilde belli olan inaktif lezyonlar daha hakim
goriinmektedir. Gri madde lezyonlar1 ise ozellikle kortikal bolgedeki enflamatuvar
demiyelinizasyona isaret etmekte olup korteks ve beyincikte goriilmektedir. Bu
lezyonlar genellikle menenjlerde ve beyin omurilik sivisinda halihazirda salinmis olan
proenflamatuvar mediyatorlerin yonlendirmesiyle olustugu i¢in beyaz madde
lezyonlarina nispetle daha az enflamasyonun, KBB yikiminin oldugu fakat daha hizli
rejenerasyonun oldugu goriilmektedir. Buna ragmen, 6zellikle bu bolgelerde sinaps ve

noral yogunlugun azaldigi gozlenmistir (Filippi vd., 2018).

Tiim bu patolojiye yol agan mekanizmanin nasil isledigine dair bir¢ok veri mevcut olsa
da nasil basladigina dair kuvvetli fakat kesin olmayan farkli varsayimlar
bulunmaktadir. Hastaligin seyrinde néroenflamasyonun, ndrodejenerasyona sekonder
olarak ortaya c¢ikti§ini one siiren goriislerin de olmasina ragmen bugiin bilinmektedir
ki MS, otoimmdin siireglerin sonunda ortaya ¢ikan noéroenflamatuvar yanitin gorildiigii
bir hastaliktir (Yadav vd., 2015). Bu duruma yol acan otoimmiin yanitin 6zellikle
CD4" T lenfositleri aracihig1 ile gerceklestigine dair isaretler bulunmaktadir. Bu T
lenfositlerinin aktivasyonlarinin nedeni miyelin epitopu ile capraz reaksiyon
verebilecek benzer bir antijeni igeren mikrobiyal ajanlar olabilecegi gibi miyelin

proteininin yikilmasina neden olan bir olay sonrasi kendi miyelin antijenlerinin CD4"
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T hiicrelerine sunulmasi da muhtemel olarak goriilmektedir (Comabella & Khoury,
2012). Buna ek olarak bu durumun her zaman MS’e yol agmamasi otoreaktif T
lenfositlerinin aktivitesinden ziyade diizenleyici T lenfositlerinin 6z toleransim
kaybetmelerinin de otoimmiin siirecin baslamasinda etkili oldugunu gostermektedir
(Comabella & Khoury, 2012; Hemmer & Selter, 2013) (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4:MS’in patogenezinin temsili bir 6zeti (Dendrou vd., 2015).

Aktivasyonlarina miiteakip, miyelin-reaktif T hiicrelerinin MSS’nin immiin-
ayricalikli bir alan olmasini saglayan KBB’nin belirli bolgelerinden igeriye dogru gog
ettikleri bilinmektedir. Bu go¢ stireci, adezyon molekiilleri, kemokinler ve matriks
metalloproteinazlar (MMP) ile saglanmaktadir (Yamout & Alroughani, 2018).
Ozellikle, aktive olan lenfositler yiizeylerindeki 04p1 integrinin (Very Late Antigen-
4; VLA-4) KBB’deki vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (Vascular Cell Adhesion
Molecule; VCAM-1) ile  etkilesime  girmesiyle  ekstravazasyonlarini
gerceklestirmektedir. MMP’lerin bu noktadaki rolii KBB yapisini bozarak lenfosit ve
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l16kosit goclinii kolaylastirmak olsa da demiyelinizasyon ve aksonal hasara da sebep

olduklar1 gosterilmistir (Comabella & Khoury, 2012).

KBB’yi asip MSS’ye giris yapan lenfositler burada enflamatuvar bir yanit baglatirlar
(Sekil 1.4). Miyelin-reaktif CD4" T hiicreleri miyelin antijenini tanidiktan sonra
enflamatuvar siireci baslatmak igin proenflamatuvar kemokin ve Interferon-y (IFN-y)
gamma basta olmak iizere proenflamatuvar sitokinlerin salinimini uyararak
makrofajlarin, mikroglialarin ve sitotoksik CD8" T hiicrelerinin KBB’yi asarak
MSS’ye girmesini saglar. Yakin donemlerde yapilan ¢alismalar 1s183inda CD4" T
hiicrelerine yardimci olarak Th17 hiicrelerinin de enflamasyon siirecinde graniilosit-
makrofaj koloni uyarici faktorii (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor;
GM-CSF) salgilanmasin1 saglayarak nodroenflamasyona yol ag¢tigi EAE modeli
lizerinde yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir (Yadav vd., 2015). CD8" T hiicreleri ise
patogenezde direkt etkili olarak CD4" T hiicrelerinin yonlendirmesiyle miyelin
antijenini major doku uygunluk kompleksi-1 (Major Histocompatibility Complex-I;
MHC-I) ile ifade eden ndron ve oligodendrosit hiicrelerine saldirarak hasar

vermektedir (Hemmer & Selter, 2013)

B lenfositleri, MS’in immiinopatogenezinde rol oynayan bir diger 6nemli faktordiir.
Onceleri T hiicre aracili bir hastalik oldugu diisiiniilen MS’in ortaya ¢ikmasinda ve
progresyonundaki rolii deneysel bulgular 1s1ginda aydinlatilmistir. MS hastalarinin
beyin-omurilik sivilarinda (BOS) oligoklonal bantlarin bulunmasi ve MSS’deki
lezyonlarda CD20" B hiicrelerinin bulunmasi B hiicrelerinin hastalikta dogrudan rolii
oldugunu gostermektedir. Periferde otoreaktif T hiicrelerine miyelin benzeri antijeni
sunulduguna dair bulgulara ilave olarak MSS’de oligodentrositleri hedef alan antikor
tiretimi ve IL-6 salmimi ile demiyelinizasyona katki vermektedirler (Hemmer &
Selter, 2013; Yadav vd., 2015). Antikor iireten plazma hiicrelerinin klonal olarak
cogalmalarinin hastaligin kroniklesmesine neden oldugunu one siiren calismalar

mevcuttur (Comabella & Khoury, 2012).

Lenfositler haricinde, monosit tiirevi makrofajlar ve mikroglialar da proenflamatuvar
bir role evrilirler. CD4" T, Thl ve Th17 hiicreleri aracilig1 ile salinan IFN-y, IL-1p,
Timor Nekroz Faktor-o (TNF-a), GM-CSF gibi proenflamatuvar sitokinlerle bu
yonde programlanan makrofajlar ve mikroglialar lezyon bdlgelerinde

demiyelinizasyonda aktif rol oynamaktadirlar (Yadav vd., 2015).
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Remiyelinizasyon siireci ise, regiilator T hiicrelerin (Treg) ve naif B hiicrelerinin
devreye girip antienflamatuvar sitokinleri salmasi ve sitotoksik T hiicreleri olan CD8"
T hiicrelerin yardimiyla bu siirecin sonlandirilip iyilesme donemine girilmesiyle
saglanir (Loma & Heyman, 2011). Hastaligin baslangicinda ve ataklarla seyreden
formlarinda proenflamatuvar/anti-enflamatuvar dengenin bozulmasi ve/veya Treg
hiicrelerinin toleransinin zayiflamasindan dolay1 hafiza B hiicreleri araciligiyla ayni

stirecler tekrar goriilmekte ve klinik atak dénemleri yasanmaktadir (Comi vd., 2021).

Hastaligin ilerlemesiyle birlikte periferden KBB’yi asip MSS’de gerceklesen bu
tekrarl siireglerin artik iyice yerlestigi ve noroenflamatuvar siireglerin kroniklestigi
goriiliir. Demiyelinizasyonu takip eden oligodendrosit hasariyla remiyelinizasyonda
yetersizlik olusur (Chen vd., 2016; Koudriavtseva & Mainero, 2016). ince ve tamir
edilememis yetersiz miyelin kilifin iletim aksakliklarindan veya aksonal tahribattan
dolay1 enerji metabolizmasi bozulan néronun immiin sistemin aktivasyonlarinin da
etkisiyle oksidatif stresinin artmasi, hiicre disi demir birikimi, yetersiz norotrofik
faktorlerle birlikte ilerleyen nérodejeneratif siiregler noral ve aksonal kayb1 zamanla
arttirmakta ve bu durum hastada fiziksel ve biligsel kayiplara yol agmaktadir (Filippi
vd., 2018)

1.1.5 Multipl sklerozun tanisi ve klinik tipleri

1.1.5.1 Multipl sklerozun tanisi

MSS’deki lezyonlarin farkli lokasyonlarda bulunabilmelerinden dolay1 heterojen bir
klinik tabloya sahip olan MS hastalig1 i¢in bilim ve teknikteki ilerlemelerle farkli tani
kriterleri konulmus ve zamanla revize edilmislerdir (Cizelge 1.1)(Efendi & Yandim-
Kuscu, 2018; Filippi vd., 2018). MS’in tanisin1 koyarken MSS i¢indeki lezyonlarin ve
bunlara bagli olarak ortaya ¢ikan klinik tablonun hem zamansal hem de mekéansal
olarak yayiliminin gosterilmesi ve diger benzer hastaliklarin diglanmasi metodu
izlenir. Alternatif klinik tablolarin ¢okluguyla birlikte MS’in klinikte ve laboratuvarda
ayirict bir biyobelirteci olmadig1 goz 6niinde bulunduruldugunda bir dizi standardize
edilmis tani1 kriterlerinin belirlenmesinin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir (Efendi & Yandim-

Kuscu, 2018).
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20. ylizyilin ikinci yarisindan bu yana birgok farkli tani kriteri, doneminin de imkan
ve birikimleri diizeyinde, standardize edilmistir (Basoglu-K&seahmet, 2017). Alaninda
ilk olmasiyla daha sonraki tiim tani kriterlerine de onciiliik eden ve temel olusturan
tan1 kriterleri 1965 yilinda Schumacher ve arkadaslari tarafindan belirlenmistir. Temel
olarak MSS’deki tablonun zamansal ve mekansal yayiliminin klinik sonuglar1 {izerinde
duran bu kriterler zamanla revize edilmis olsa da zamansal yayilim, mekansal yayilim,
atak gibi terimler i¢in yaptigi tanimlar giinimiizde de korunmaktadir (Efendi &

Yandim-Kuscu, 2018; Soydar, 2020).

Laboratuvar ve norogoriintilleme ¢aligmalarindaki ilerlemeler sayesinde 1983 yilinda
Poser tarafindan belirlenmis olan tani kriterlerinde MRG ve BOS incelemeleri de yer
almistir. Burada kesin MS ve olast MS tanisi olmak {izere derecelendirilmis teshis
olmakla birlikte bu iki ihtimal de Kklinik veya laboratuvar destekli olabilmektedir
(Soydar, 2020). Uzun yillar kullanilan bu tan1 kriterleri yerini 2001 yilinda McDonald
tan1 kriterlerine birakmistir. MRG’nin 6neminin arttirilmasi, progresif MS tani
kriterlerinin belirlenmesi, gorsel uyarilmis potansiyellere (VEP) 6nem arz edilmesi,
BOS bulgularimin katkilarina ilave olarak IgG indeksinin de tani destekleyici olmasi
gibi yenilikler sayesinde ilk atakta bile MS tanisi koyma imkan1 sunmustur (Efendi &
Yandim-Kuscu, 2018). 2005°te revize edilen bu kriterlerde BOS ve MRG bulgularinin
yorumlanmasint kolaylastiracak sadelestirilmelere gidilirken 2010 revizyonuyla
birlikte zamansal ve mekénsal yayilimin tanimlar1 sadelestirilerek daha az MRG ile
kesin tan1 sunmaya olanak saglayacak hale getirilmistir (Polman vd., 2011). 2016 ve
2017 yillarinda kriterlerin revizyonu igin tekrar bir araya gelen kurul 2017 yilinda bir
dizi karar alarak gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan 2017 Revize McDonald
Kriterleri'ni belirlemistir. Onceki temel prensiplere ilave olarak, BOS’a &zgii
oligoklonal bant (OKB) bulgusu ve mekansal yayilimin olmasi durumunda OKB
varlig1 zamansal yayilim yerine ge¢mistir. Ayrica jukstakortikal lezyonlar ile kortikal
lezyonlar es olarak degerlendirilmistir. Kontrast tutan lezyonlar i¢in zamansal; spinal
ve infratentorial lezyonlar i¢inse mekansal yayilim kriterlerinde semptomatik ve
asemptomatik ayrimi da kaldirilmistir (Cizelge 1.1) (Efendi & Yandim-Kuscu, 2018;
Yamout & Alroughani, 2018).
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Cizelge 1.1: MS tanisi i¢in 2017 Revize McDonald kriterleri.

Atak Sayisi Lezyon Sayisi? Tam icin Gerekli Ilave Veri
1’den fazla 2 veya daha fazla | YokP
1’den fazla 1 ve dykiide 1 atak®® | Yok®

1’den fazla

1 lezyon

MSS’de farkli bir lezyona iliskin yeni atak veya MRG’de mekanda yayilim goriilmesi®

1 atak 2 veya daha fazla | 1 Kklinik atak veya MRG® ile zamanda yay1limin gosterilmesi veya BOS’a 6zgii OKB' bulgusu.
1 atak 1 lezyon MSS’de farkl1 bir lezyona iliskin yeni atak veya MRG’de mekanda yayilim gériilmesi® ve ek bir
atak veya MRG’de zamanda yayilimin goriilmesi® veya BOS’a 6zgii OKB'bulgusu.
Sinsi ilerleme 09 Infratentoryal, kortikal/jukstakortikal, periventrikiiler (MS Tipik) alanlarda en az bir lezyon veya

omurilikte 1ki veya daha fazla lezyon veya BOS’a 6zgii OKB bulgusu sartlarindan en az ikisi.

3: Lezyon sayis1, yansiz klinik bulgulara dayanmalidir. : MRG zamanda ve mekanda yay1ilim igin yeterlidir fakat tiim hastalara uygulanmalidir. Eger klinik ve MRG bulgulari
taniy1 desteklemekte yeterli gelmezse ve hasta tipik 6zellikler digindaysa ek olarak omurilik MRG’si ve BOS incelemesi yapilmalidir. Bu testler negatif sonuglandiysa ya
da imkan yetersizliginden yapilamazsa kesin MS tanisi koymadan 6nce alternatif tanilarin d oldugu géz 6niinde bulundurulmalidir. ©: Atak s6z konusu oldugunda en giivenilir
tani, yansiz nérolojik bulgulara dayanarak konulandir. Eger bu sekilde bir nérolojik bulgu kayda gegirilmemisse, hasta 6ykiisiindeki bulgunun klinik gelisme karakteristikleri
ve semptomlart tipik bir enflamatuvar demiyelinizan olaya ait olmalhidir. Yansiz klinik bulgular yoksa dikkatli olmak gerekmektedir. 9: MRG’de mekanda yayilim, MS tipik
4 alanin (infratentoryal, kortikal/jukstakortikal, periverntrikiiler) en az ikisinde bir veya daha fazla lezyon bulunmas: anlamma gelir. ¢ Herhangi bir zamanda uygulanan
MR ile goriintiilenen lezyonlarin kontrast tutan ve tutmayanlarin ayni anda bulunmasi veya ¢ekildigi zamandan bagimsiz olarak takip MRG’si referans alindiginda yeni bir
kontrast tutan lezyonun veya T2 hiperintens lezyon varligit MRG’de zamanda yayilim anlamima gelmektedir. ©: BOS’a 6zgii OKB bulgusu zamanda yayilim gostergesi
olmamakla birlikte tan1 kriterlerinde zamanda yayilima ikamedir. 9: Lezyon bulunmasa bile ileriye veya geriye doniik dykiide ataktan bagimsiz bir ilerleme goriilmesi

gerekmektedir.
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1.1.5.2 Multipl sklerozun semptomlari ve klinik tipleri

Klinik olarak heterojen bir tablo sergileyen MS’in semptomlari, lezyonlarin tutulum
gosterdigi anatomik bolgeler ile iliskili olup gorsel, duyusal, motor, beyin sap1 ve
omurilikteki yolaklar1 etkileyip bir¢ok farkli sekilde ortaya cikabilirler. Yorgunluk,
spastisite, tremor, bosaltim sistemi sorunlari, agr1 ve yanma hissi, uyusma, gérme
bozukluklari, cinsel islev bozukluklar1 ve biligsel bozukluklar en sik goriilen

semptomlardir (Yamout & Alroughani, 2018; Yigit, 2018).

MS, hastaligin seyrinde goriilen farkliliklart tanimlamak igin alt klinik tiplerine
smiflandirilmistir (Sekil 1.5). MSS’de goriilen ve atak Oykiislinii igeren ilk
enflamatuvar demiyelinizan olayin objektif klinik bulgularla desteklendigi norolojik
tablo KIS olarak adlandirilir (Efendi & Yandim-Kuscu, 2018). Optik nérit, beyin sap1
sendromlart ve transversal miyelit en sik gériinen klinik bulgulardir. KIS’li hastalarm
kesin MS tanis1 almasi ise degiskenlik gosterebilmektedir. Cekya’da yapilan bir
calismada 2 yil boyunca takip edilen 64 KiS hastasinin 2 yi1l sonunda %70.7’sinin
kesin MS tanist aldigr goriilmistiir (Kolcava vd., 2020). Ayni siire i¢inde Dogu
Hindistan’da yapilan benzer bir ¢aligmada ise bu oran yalnizca %37.8’dir (Banerjee
vd., 2019). Ulkemizde yakin dSnemde yapilan benzer bir calismadaysa 24 aya kadar
takip edilen 41 KIS’li hastanin %85.4’iiniin bu siire i¢cinde kesin MS tanis1 aldig
goriilmustiir (Piri-Cinar & Ozakbas, 2018).

Kesin MS tanisini alan hastalarin bir¢ogu, hastaligin en yaygin (%385) klinik tipi olan
Relapsing-remitting MS (RRMS) fenotipini gostermektedir. Buradaki relapsing,
hastalik seyrindeki ‘“‘atak” terimine tekabiil etmekte olup, akut enfeksiyon ve ates
haricinde MSS’de akut demiyelinizan enflamasyon sonucu Onceki hastalik
bulgularinin arttig1 veya yeni bulgularin ortaya ¢iktig1 en az 24 saat siiren kotiilesme
durumu anlamina gelmektedir (Efendi & Yandim-Kusgu, 2018; Yamout &
Alroughani, 2018; Yigit, 2018). Tedavi edilmedikleri durumda sekeller birakan bu
atak donemleri sonucu remisyon denilen tam ya da tama yakin iyilesmelerin
gerceklestigi doneme girilir. Atak donemlerinde ekstremitelerde giigsiizliik ve/veya
ataksi, Lhermitte etkisi, mesane bozuklugu, diplopi, bilissel bozukluk gibi semptomlar

goriilebilir. Ataklarla ve kismi iyilesmelerle gecen bu donemde kiimiilatif bir engellilik
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durumu hastalarda gozlenebilir (Oztiirk, 2014). Ilerleyen donemlerde hastalik atakli
formdan progresif bir forma evrilmektedir.

Klinik izole Sendrom Relapsing-Remitting MS

Engellilik Engellilik

g

Zaman
B Aktif, MR aktiviteli, ilerley'ici Atak déonemi

M ilerleme olmayan aktif dénem

it Lt

Zaman

B Aktif degil, ilerlemesiz
W Atak sonrasi tam olmayan iyvilesme, kétiilesme

W Stabil dénem
4 Yeni MR aktivitesi

Atak veya ilerleme igceren MR aktivitesi

Sekonder Progresif MS Primer Progresif MS

Engellilik Engellilik
1 1/1i 1 t + t

Zaman Zaman
M RRMS dénemi B ilerlemeli (atak veya MR aktivitesi) aktif dénem
M ilerlemeli (atak veya MR aktivitesi) aktif dénem B Stabil dénem
ilerleme olmayan aktif dénem Aktif olmayan ilerleme dénemi
Aktif olmayan ilerleme dénemi ¥ ilerleme olmayan aktif donem
W Stabil dénem 4 Yeni MR aktivitesi

# Yeni MR aktivitesi

Sekil 1.5 Klinik MS tipleri ve zaman igerisindeki aktivitelerinin engellilige
olan etkilerinin temsili gorinimii (URL-2).

Ikincil progresif MS (Secondary Progressive MS, SPMS), RRMS fazindan sonra bazi
hastalarda ortaya ¢ikabilen, akut ataklarin sik goriilmedigi fakat fiziksel engellilik ile
norodejenerasyonun ataktan bagimsiz bir sekilde arttigir ve iyilesme donemlerinin
olmadig klinik tiptir. RRMS hastalarinin %25-40’1 hastaligin baslangicindan sonraki
15 yil i¢inde bu faza gegmektedir (Filippi vd., 2018).

MS’in bir diger formu olan primer progresif MS (Primary Progressive MS, PPMS)
hastalarinda ise baslangictan itibaren ataktan bagimsiz olarak hastaligin devamh
ilerledigi ve ndrolojik engelliligin arttig1 goriiliir (Thompson vd., 2018). Genellikle

daha ileri yasta teshis alan hastalarda goriilen bu formun goriilme oranit %10-15
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arasinda degismektedir (Loma & Heyman, 2011). PPMS, hastaligin progresyonuna

veya aktifligine gore donemsel olarak da degisebilen su dort farkli formda olabilir:

e Aktif, progresif
e Aktif olmayan, progresif
e Aktif olmayan, progresif olmayan

e Aktif, progresif olmayan

Burada aktiflik, akut atak veya MRG’de goriintiilenen bir aktiviteye karsilik gelirken;
progresyon, hastada klinik olarak goriilen ilerlemeye karsilik gelmektedir (Lublin vd.,
2014).

Baz1 vakalarda, hastanin MRG sonuglarinda MS’i diisiindiiren verilerin olmasina
karsin hastalarda herhangi bir semptom olmadigi goézlemlenebilir. Bu hastalar
radyolojik izole sendrom (RIS) olarak simiflandirilir; fakat, objektif gerekli klinik
bulgular elde edilene kadar MS teshisi almamaktadirlar (Soydar, 2020). Bunlara ilave
olarak, 15 yillik siiregte EDSS’s1 3°1i gegmeyen ve ataklari sekel birakmayan hastalara
geriye doniik olarak “benign MS” tanisi koyulabilmektedir (Amato vd., 2019).

1.1.6 Multipl sklerozda fiziksel engelliligin degerlendirilmesi

Klinik tipinden bagimsiz olarak MS hastalarinda farkli seviyelerde goriilebilen bu
Oziirliiliik durumunun seviyesini belirtmek i¢in klinikte kullanilan lgek, genisletilmis
engellilik durum 6lgegidir (Expanded Disability Status Scale, EDSS). Ilk olarak 1954
yilinda Kurtzke tarafindan olusturulan engellilik durum 6lgegi (Disability Status Scale,
DSS), MS hastalarinin izoniazid tedavisine yanitinin degerlendirilmesinde fiziksel
engelliligin derecesini tayin etmek amaciyla kullanilmistir (Kurtzke & Berlin, 1954).
Daha sonra Kurtzke, DSS’nin MS hastalari i¢in bir engellilik skalas1 olabilecegini 6ne
stirmiis ve bu degerlendirmede kullanilacak olan 8 fonksiyonel grubu tanimlamistir
(Kurtzke, 1970). Ilerleyen donemde “fonksiyonel grup” terimi yerine “fonksiyonel
sistem” terimi kullanilmaya baglanmig ve son halini 1983 yilinda alarak EDSS olarak

yaymlanmistir (Kurtzke, 1983; Piri-Cinar & Giiven-Yorgun, 2018).

MS hastalar1 i¢in hazirlanmis olan EDSS, klinikte hastanin takibi ve durumunun
degerlendirilmesi i¢in diizenli olarak kullanilmaktadir. Bu degerlendirmede piramidal,

serebellar, beyin sapi, gorsel, duyusal, serebral, bagirsak ve mesane fonksiyonlari,
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diger fonksiyonlar ile ambulasyon durumu dikkate alinmaktadir. Bu skalada 0-10
arasinda degisen Oziirliiliikk dereceleri degerleri 0.5 araliklarla artmakta olup EDSS=0
ozirliliglin olmadig1 duruma karsilik gelirken, EDSS=10, MS’e bagli nedenlerden
oliim anlamina gelmektedir (Kurtzke, 1983) (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6: EDSS skorlarinin engellilik durumlara goére derecelendirilmesi
(Buzzard vd., 2012)

Kullanilmaya baglandigi 1983 yilindan bu yana major bir degisiklik gecirmeyen
EDSS, bircok farkli zamanda ve diinyanin dort bir tarafinda farkli kliniklerde
kullanilmasina ragmen tutarli sonuglar vermektedir. 1991 ve 2001 yilinda iki farkl
kohort ile yapilan ¢alismada gruplardaki EDSS dagiliminin benzemesi de tutarliliginin
bir gostergesidir (Piri-Cinar & Giiven-Yorgun, 2018). Buna ragmen MS hastalarinin
durumlarmm degerlendirmede yetersiz kaldig1 yonler de bulunmaktadir. Ozellikle iist
ekstremitenin ve biligsel fonksiyonlarin degerlendirilmesinde eksik kalmasi en bilinen
dezavantaji olarak 6ne gikmaktadir (Oztiirk, 2014; Yigit, 2018). Ayrica, dereceli bir
skala olmasina karsin 1 birimlik artis her seviyede ayni anlama gelmemekte ve bu
derecelerde gegirilen hastalik siireleri arasinda farkliliklar gériilmektedir. Yine de bu
dezavantajlarina ragmen EDSS klinikte 6nemini muhafaza etmektedir (Piri-Cinar &

Giiven-Yorgun, 2018).

1.1.7 Multipl sklerozda bilissel bozukluklar

Bilis, bilgi isleme, algisal-motor islev, dil, 6grenme, bellek, karmasik dikkat ve sosyal

bilis gibi birbiriyle iligkili ve birbirine bagh birka¢ biligsel alan dahil olmak tizere
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beyindeki bilgilerin islenmesinde yer alan g¢esitli noral yolaklarin iglevini temsil
etmektedir (Islas & Ciampi, 2019). MS hastalarinin bilissel durumlarina dair
degerlendirmeler tarih boyunca farklilik géstermektedir. Jean Charcot’nun MS iizerine
ikinci dersine ait 1877 yilinda yazdigi notlarinda ‘“hafizanin mecalsiz kaldig,
diisiincelerin olusmasinin daha yavas gerceklestigi” vurgulanmaktadir (Benedict vd.,
2017). 1920’lerin basina kadar bir¢ok ndrolog duygudurumunda yasanan ofori,
depresyon gibi bozukluklar1 ve biligsel bozukluklar1 hastaligin organik bir parcasi
olarak gormekteydi. Takip eden yillarda ise bu goriis yerini, bilissel bozukluklarin
ancak ileri diizey fiziksel engelliligi olan hastalarda goriildiigii savina birakmusti. Oyle
ki, biligsel bozukluklarin incelenmesi i¢in uluslararasi MS kongrelerinde goriis
bildirenlere 1970’li yillarda bile tepki gosterilmekteydi. Bu durum, biligsel
calismalarin ve psikometrik yoOntemlerin henliz ¢ok yaygin bir sekilde
kullanilmamasindan kaynaklaniyordu (Murray, 2005). MRG tekniklerindeki
ilerlemeler ve psikometrik yontemlerdeki gelismeler sayesinde son 30 yildir MS
hastalarinin bilissel fonksiyonlarinin etkilendigi ve bunun fizyolojik temellerinin

oldugu bugiin yaygin ve gegerli olan yaklagimdir (Sumowski vd., 2018).

Bilissel bozuklugun MS hastalarinda prevalanst %40-70 arasinda olup bu oranlar alt
klinik tiplerde degisebilmektedir (Amato vd., 2019). MS’in progresif fenotiplerinde
bilissel bozukluk, RRMS’e gore daha yaygin olmakla birlikte KiS hastalarinda nadiren
goriilmektedir. Bu oranlardaki degisikliklerin bir nedeni de MS hastalar1 i¢in tizerinde
goriis birligine varilmig bir biligsel test olmadigi i¢in farkli psikometrik bataryalarin
kullanilmasi olabilir. Bu bdliimde yalnizca bu tez kapsaminda da kullanilmis olan
Brief International Cognitive Assessment of MS (BICAMS) bataryasinin kullanildig
caligmalardan elde edilen sonuglara deginilecektir. Cek popiilasyonunda yapilan bir
calismada MS hastalarinda bilissel bozukluk goriilme oran1 %55 olarak bulunmustur.
Bu oran, Macar popiilasyonunda %57.1, Brezilya popiilasyonunda ise %70’tir (de
Caneda & de Vecino, 2016; Sandi vd., 2017). Yunanistan’da yapilan validasyon
calismasinda MS hastalarinda biligssel bozuklugun goriilme oran1 %47 olarak
belirlenmistir (Polychroniadou vd., 2016). Ulkemizde Ozakbas ve arkadaslari
tarafindan yapilan validasyon calismasinda tiim MS hastalarinda biligsel bozuklugun
goriilme oranm1 %45.1 olup bu oran progresif hastalarda %66.7’ye ¢ikarken RRMS
hastalarinda %42.4’tiir (Ozakbas vd., 2017). Her ne kadar bu sonuglar ayn1 biligsel
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bataryadan ¢ikmis olsa da BICAMS i¢in su ana kadar belirlenmis normatif degerler
bulunmadigini ve iizerinde uzlasilmis bir kesme degeri olmadigini da g6z Oniinde

bulundurmak gerekmektedir.

Noropatolojik agidan degerlendirildiginde bilissel yolaklarin karmasik yapisindan,
biligsel rezervler ve Odiinleyici mekanizmalarin hastalar arasinda farklilik
gostermesinden dolayr bilissel fonksiyonlardaki bozukluklar ve MRG sonuglar
arasinda gii¢lii bir korelasyon bulunmamaktadir (Lisak vd., 2021). Bu yiizden, biligsel
fonksiyonlardaki bozukluklarin ne tam olarak subkortikal ne de kortikal hasarlardan
kaynakli olarak ortaya g¢iktigini sdylemek miimkiin degildir (Calabrese vd., 2011).
Yine de baz1 gdze ¢arpan patolojik 6zellikler mevcuttur. Beyaz madde lezyonlarinin
biligsel bozuklukla iligkisi géz Oniline alindiginda, total lezyon yiikiinden ziyade
biligsel yolaklarda goriilen normal goriiniimlii beyaz madde (Normal Appearing White
Matter; NAWM) hasarlariin biligsel disfonksiyonlar ile iligkili olabilecegi
goriilmektedir. Biligsel bozukluklarda daha c¢ok ilgi géren neokortikal ve subkortikal
hasarlar incelendiginde kortikal kalinliktaki azalmanin biligsel bozukluk goriilen
hastalarda daha fazla oldugu goriilmistiir (Calabrese vd., 2011). Anatomik olarak
merkezi bir konumda bulunup bir¢ok diizenleyici ve entegre edici bilissel islevin
gerceklestigi niikleuslardan olusan talamusta goriilen atrofi ve lezyonlar da MS
hastaliginin bir parcasi olup bilgi isleme hizi, hafiza ve dikkat gibi bilissel siire¢lerdeki
bozukluklar ile iliskilidir (Amin & Ontaneda, 2021).

MSS’deki beyaz madde, gri madde ve kortikal lezyonlarin yogunlugu ve yerine gore
degiskenlik gostermekle birlikte MS hastalarinda en ¢ok etkilenen islevler bilgi isleme
hizi ve epizodik hafiza olarak 6ne ¢ikmaktadir (Benedict vd., 2017). Bunlara ilave
olarak yiiriitiicii islev, gérsel mekansal islevler, dikkat, dil ve sosyal bilis de diger zarar
goren bilissel islevlerdir (Amin & Ontaneda, 2021). Bu bilissel islevler farkli
norobiligsel etki alanlarinin alt pargalari olmakla birlikte bilisin karmagik dogasindan

dolay1 birbirlerinden ayr1 olarak degerlendirilmemektedirler.

1.1.7.1 Bilgi isleme hi1z1 & ¢calisan bellek

Bilgi isleme hizi, secici dikkat, siirekli dikkat, boliinmiis dikkatle birlikte bir¢ok
uyarandan ilgili olanlar1 segip ilgisizleri gbz ardi etme becerisi olarak tanimlanan

kompleks dikkatin dort bileseninden biridir ve ¢alisan bellek modeli ile iligkilidir.
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Calisan bellek ise, sozel veya gorsel bilginin kisa siireli tutuldugu ve manipiile edildigi
aktif bir hafiza modelidir. Zihinsel veya duyumsal uyaranlarin dikkat siiregleri ile
getirildigi yiiriitiicli islevler (executive functions) bilgileri fonolojik dongii ile sozel,
gorsel-mekansal yazi tahtasi ile uzamsal, epizodik tampon araciligi ile de kronolojik
olarak tutup aktif olarak bu alt birimleri yonetmekte ve bilgiyi islemek i¢in diger
biligsel birimler ile etkilesmektedir (Radvansky & Ashcraft, 2014). Bu uyaranlarin
islenmesi ve gerekli dikkat islevlerinin yonlendirilmesinin siiresi ise bilgi isleme
hiziyla iliskilidir (Islas & Ciampi, 2019). MS hastalarinda genellikle bilgi isleme
hizinin diistigli ve ¢alisan bellek iglevlerinin bozuldugu goriilmektedir (Yigit, 2018).
Yirtitiicii islevler karar alma, planlama, inhibisyon, esneklik gibi temel bircok
fonksiyona sahip olup MS hastalarinin %25’inde bu islevlerin bozuldugu
bildirilmektedir. Bilgi isleme hiz1 ise MS hastalarinda bozuklugu en ¢ok gdze ¢arpan
fonksiyon olup %15-50 oraninda bu bozukluk goriillmektedir (Islas & Ciampi, 2019).
Bu agidan miihim olan bilgi isleme hizin1 degerlendirmek i¢in kullanilan en hassas ve
etkili test Sembol Sayisal Modaliteler Testi (Symbol Digit Modalities Test; SDMT)
olarak kabul edilmektedir (Sumowski vd., 2018).

1.1.7.2 Bellek islevleri

Bellek, bilgilerin kodlanmasi, tutulmasi ve geri ¢agrilmasi yetenegidir. Atkinson &
Shiffrin’in standart bellek modelinde kisa ve uzun siireli olmak {izere bilginin tutulma
stiresine gore ikiye ayrilmaktadir. Tulvig, uzun siireli bellegi bilincin herhangi bir
miidahalesi olmadan diisiince ve davranisi etkileyen ortiik bellek ve bilingli bir sekilde
cagrilan bilgiyi ifade eden agik bellek olmak {izere iki kisimda incelemistir. Agik
bellegin iki bileseninden biri olan epizodik hafiza kisisel deneyimlerin tutuldugu
kisimdir ve bilgi bu kisimda sozel, gorsel gibi bir¢ok farkli formda tutulabilir
(Radvansky & Ashcraft, 2014). MS hastalarinin yaygin olarak bellek ile iliskili
fonksiyonlarda zorluk cektikleri bilinmekle birlikte, en ¢ok zarar goren kisim epizodik
hafiza olarak on plana ¢ikmaktadir (Amin & Ontaneda, 2021; Islas & Ciampi, 2019).
Bazi c¢alismalar, bilginin geri ¢agrilma asamasinda yasanan problemleri sorunun
kaynagi olarak gosterirken, bu durumun 6grenme asamasinda yasanan bozukluklardan
ortaya ¢iktigini da One siiren ¢alismalar bulunmaktadir (Benedict vd., 2017; Oreja-
Guevara vd., 2019). Ozellikle vyiiriitiicii islevler, dikkat ve bilgi isleme hizindaki

olumsuzluklar da 6grenmeyi bozucu etkilere neden olabilmektedir (Oreja-Guevara
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vd., 2019). Epizodik bellekteki bu aksakliklari telafi etmede, 6grenme siiresi ve
tekrarin artmasi ile birlikte saglikli bir bireyin seviyesine gelebildigi gosterilmistir
(Benedict vd., 2017). Bu bilissel bolgenin degerlendirilmesi igin kullanilan testler
olarak Secici Hatirlama Testi (Selective Reminding Test; SRT) ve California Verbal
Learning Test-11 (CVLT-II) 6n plana ¢ikmaktadir.

1.1.7.3 Gorsel algilama islevleri

Gorsel algilama beynin gorsel olarak gelen uyarilari alma, yorumlama ve yanit verme
becerilerinin toplamidir. Bu islev gorsel ayrim, gorsel hafiza, gérsel-mekéansal bellek,
gorsel form tutarliligi gibi farkl bilissel beceri ve kapasitelerin bir arada ¢aligmast ile
yuritiiliir. Kortekste iyi bilinen 6zellesmelerden biri olan gorsel algi, gorsel uyaranin
talamustaki lateral genikulat niikleusta degerlendirilip birincil gérme alanina geldikten
sonra (V1) iki farkli yolakta ilerleyerek tanimlamayi ve konumlandirmay: saglar.
Ventral akista uyari, V1-V2-V4-Inferiyotemporal korteks yolunu izler ve obje, form
tanima islemleri bu akista gerceklesir. Bu akisa “ne yolag1” da denir. Dorsal akista ise
V1-V2-V6-V5 iizerinden posterior parietal kortekse ulasir. Bu yol “nerede-nasil
yolag1” olarak adlandirilip uyaranin nerede oldugunu ve nasil hareket ettigini
islemektedir (Radvansky & Ashcraft, 2014). MS hastalarinda optik nérite baglh gérme
kayb1 yaygin olmakla birlikte gorsel algilama islevlerinin, optik noritten bagimsiz
olarak %25 oraninda azaldig1 gériilmektedir (Oreja-Guevara vd., 2019). Ozellikle yiiz
tanima ve gorsel-mekansal bellek iglevlerinde bozulmalar goriilen MS hastalarinin bu
durumu dorsal ve ventral akis bolgelerindeki demiyelinizasyondan kaynaklaniyor
olabilecegi gibi yonetici islevlerdeki aksakliklar ve dikkate bagli organizasyon
becerilerindeki bozulmalar da bu durumun ortaya ¢ikmasinda etkendir (Benedict vd.,
2017; Oreja-Guevara vd., 2019; Yigit, 2018). MS hastalarinin goérsel mekansal
algilarin1 degerlendirmek igin farkli testler uygulansa da gilinlimiizde en yaygin
uygulama olarak Revize Kisa Gorsel-Mekansal Bellek Testi (Brief Visuospatial
Memory Test-Revised; BVMT-R) kullanilmaktadir.

1.1.8 Bilissel fonksiyonlarin degerlendirilmesi

Biligsel bozuklugun ve biligsel performanstaki azalmanin hastaligin progresyonunun,
tedavi yanitinin ve agresifliginin bir gostergesi oldugu géz dntinde bulunduruldugunda

klinigin bir pargas1 olmasi gerektigi kabul edilmektedir (Efendi & Yandim-Kuscu,
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2018; Islas & Ciampi, 2019). Bununla birlikte, iilkemizde ve diinyada birgok yerde
kliniklerdeki istthdam ve imkanlarin yetersizliginden dolayt MS hastalarinin
noropsikolojik degerlendirmeleri birinci planda bulunmamaktadir (Islas & Ciampi,
2019). Ayrica, MS’te bir¢ok bilissel islevin yaygin olarak etkilenmesi ve bunlarin
hepsini bir arada Olcebilecek tek bir test olmayacagi igin tek bir test yerine test
bataryalar1  kullanilarak  hastalarin  biligsel durumlarinin  degerlendirilmesi
gerekmektedir. Biitlin bu durumlar birlikte degerlendirildiginde MS hastalarinin
biligsel durumlarimin degerlendirilmesi icin kisa, spesifik, secici, glivenilir test
bataryalarina ihtiya¢ oldugu goriilmektedir (Benedict vd., 2017). Giiniimiize kadar bu

amagcla kullanilan baz test bataryalar1 asagidaki gibidir:

1.1.8.1 Brief Repeatable Battery of Neuropsychological Test (BRB-N)

1991 yilinda Rao ve ekibinin MS’li hastalarin biligsel profillerini ¢ikarmak igin
yaptiklar1 kapsamli ¢aligmadan ilham alinarak ABD’deki Ulusal MS Dernegi’nin
Bilissel Islevler Calisma Grubu tarafindan olusturulmustur (Benedict vd., 2002; Oreja-
Guevara vd., 2019). Yaygin kullanimi olan bu bataryanin yiiksek spesifikligi (%94)
olsa da hassasiyeti %71 seviyesindedir. Bu batarya ile MS hastalarinin epizodik
hafizalari, kompleks dikkati ve yonetici islevleri yaklasik 45 dakikada
degerlendirilmektedir. Sozel bellek degerlendirilmesi icin SRT, gorsel-mekansal
bellek i¢in 10/36 Uzamsal Hatirlama Testi (Spatial Recall Test; SPART), bilgi isleme
hiz1 igin SDMT, yine bilgi isleme hiz1 ve calisan bellek islevleri icin Tempolu Isitsel
Ardisik Toplama Testi (Paced Auditory Serial Addition Test; PASAT) ve sozel
akicilik degerlendirmesi i¢in S6zel Akicilik Testi (Word List Generation; WLQG) testi
uygulanmaktadir (Cinar vd., 2017; Oreja-Guevara vd., 2019; Sumowski vd., 2018).

1.1.8.2 Minimal Assessment of Cognitive Function in MS (MACFIMYS)

Benedict ve arkadaslar1 tarafindan BRB-N bataryasinin kapsaminin genisletilmesiyle
2001 yilinda olusturulan bu bataryanin uygulanma siiresi 90 dk’dir. Bataryanin
tanitilmast sonras1 bircok lilkede validasyonu gergeklestirilmis ve yaygin olarak
aragtirmalarda kullanilmis olsa da klinik agidan pratik goriilmemistir (Benedict vd.,
2017; Oreja-Guevara vd., 2019). Bu bataryada WLG’nin yerine Kontrollii So6zel
Kelime Cagrisim Testi (Controlled Oral Word Association Test; COWAT) ile sozel

akicilik degerlendirilmis ve gorsel mekéansal bilgi isleme i¢in Cizgi Oryantasyonu
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Yargist (Judgement of Line Orientation; JOLO) testi kullanilirken gorsel mekansal
bellek icin BVMT-R testi bataryaya dahil edilmistir. Bilgi isleme hizi ve bellek
islevleri i¢in PASAT’in {glincii siirimiiniin yan1 sira SDMT testi de bataryada
bulunmaktadir. Bunlara ilave olarak yonetici islevlerin degerlendirilmesi de Delis
Kaplan Yonetici Islev Sistemi (Delis-Kaplan Executive Function System; D-KEFS)
ile gerceklestirilmektedir. Sozel bellek degerlendirilmesi i¢in ise BRB-N’de bulunan
SRT yerine CVLT-II testi bu bataryaya dahil edilmistir (Sumowski vd., 2018; Yigit,
2018).

1.1.8.3 Brief International Cognitive Assessment of MS (BICAMYS)

Klinik olarak MS hastalarinin bilissel durumunu takip etme amaciyla kisa ve
uygulanabilir bir test bataryasinin ihtiyacinin belirginlesmesiyle birlikte bu konuda
uzmanlarin  bulundugu BICAMS komitesince olusturulan bu bataryada MS
hastalarinin en ¢ok etkilenen bilissel islevleri géz 6niinde bulundurulmustur (Langdon
vd., 2012). SDMT, CVLT-II’nin 6grenme asamast ve BVMT-R’dan olusan bu batarya
ile bilgi isleme hiz1, s6zel bellek, gorsel mekansal bellek ve bunlarla iliskili ¢alisan
bellek islevleri, gorsel tarama gibi biligsel islevler 15 dk. igerisinde
degerlendirilebilmektedir (Benedict vd., 2017; Efendi & Yandim-Kuscu, 2018;
Sumowski vd., 2018). Yiiksek hassasiyetinin (%94) yani sira giivenilir derecedeki
spesifikligi (%84) ile kisa ve klinik agidan pratik olmasi sayesinde yaygin kullanima
miisait olan bu batarya, iilkemiz de dahil olmak iizere bir¢cok yerde valide edilmis ve
kullanilmaktadir (Cinar vd., 2017). Ozakbas ve arkadaslari tarafindan yapilan
validasyon ¢alismasi ile Tiirkge olarak da uygulanabilen bu batarya, tez kapsami

caligmasinda katilimcilarin biligsel degerlendirilmesinde kullanilmigtir (Ozakbas vd.,
2017).

1.1.9 Multipl sklerozda tedavi

MS’in kesin bir tedavisi mevcut degildir. Buna karsin, hastalik seyrini olumlu yonde
degistirebilecek hastalik modifiye edici tedaviler (Disease-Modifying Therapies,
DMT), akut atak tedavileri ve semptomatik tedavilerden faydalanilarak hastanin hayat
kalitesi arttirilabilmektedir. Bu tedaviler birinci, ikinci ve ti¢lincii basamak tedavileri
olarak siniflandirilabilecegi gibi, kullanim ve etkileri gbz Oniinde bulundurularak

immiinomodiilator enjektabl tedaviler, oral immiinomodiilator tedaviler, oral immiin
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baskilayic1 tedaviler, intravenéz immiin baskilayic1 tedaviler ve immiin
rekonstriiksiyon/indiiksiyon tedavileri olarak da smiflandirilabilir (Dobson &
Giovannoni, 2019; Efendi & Yandim-Kuscu, 2018; Soydar, 2020). Bu tez ¢aligsmasi
kapsaminda MS’te birinci basamak tedavisinde kullanilan immiinomodiilatér
enjektabl tedaviler (interferon beta ve glatiramer asetat) hakkinda kisaca bilgi

verilecektir.

1.1.9.1 interferon beta

Interferon beta (IFN- B), IFN-B 1a ve IFN-B 1b olmak iizere iki rekombinanta sahiptir.
1993 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi’nden (Food and Drug
Administration, FDA) MS’te kullanim i¢in onay alan ilk ilag olan enjektabl IFN-
1b’nin (Betaferon) lilkemizde kullanimi i¢in 2000 yilinda ruhsat alinirken IFN- 8 1la
(Avonex) igin 2007 yilinda kullanim ruhsati alinmistir (Coyle, 2009; Efendi &
Yandim-Kusgu, 2018). Bu rekombinantlar farkli uygulama dozu ve frekansina sahip
olsa da etkileri bakimindan 6zdestirler (Aharoni, 2010). Ozellikle proenflamatuvar bir
sitokin olan IFN-y’nin etkilerini inhibe etmesi amaciyla kullanilmaya baslasa da daha
sonralar1 ayn1 etkiyi TNF-a iizerinde de gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica Th17 de dahil
olmak iizere T hiicrelerinin aktivitelerini inhibe ederek proenflamatuvar sitokinlerinin
azalmasi, KBB gegirgenligini arttiran adezyon molekiillerinin ekspresyon seviyesini
azaltmas1 ve MMP-9 seviyesini azaltarak KBB yapisint korumasi gibi birgok farklh
yoldan hastaligin etkilerini azalttigi goriilmistiir (Aharoni, 2010; P. K. Coyle, 2009).
Enjektabl bir tedavi ajan1 olan IFN-f’larin en yaygin yan etkileri ise enjeksiyon yeri
reaksiyonlar1 ve grip benzeri semptomlardir. Ulkemizde EDSS skoru 0-5.5 arasinda
olan RRMS tanili hastalarin tedavilerinde noroloji uzmani doktorlarin uygun gérmesi

durumunda kullanilabilmektedir (Efendi & Yandim-Kuscu, 2018).

1.1.9.2 Glatiramer asetat

MS tedavisinde kullanilan bir diger immiinomodiilator enjektabl tedavi de glatiramer
asetattir. Ulkemizde 2006 yilinda 20 mg/mL’lik dozu igin ruhsat verilmis olup MS
tedavisinde kullanilmaktadir. Asil amact miyelin otoantijeni olan MBP’yi taklit etmek
olup belirli molar oranlarinda L-alanin, L-lizin, L-tirozin ve L-glutamik asitin bir araya
getirilmesiyle olusmaktadir (Aharoni, 2010; Cetin, 2020). MBP ile yarisa girip

dendritik hiicreler ve monositlere etki edip Th2 ve Th3 hiicrelerini uyararak
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antienflamatuvar sitokinlerin salinimini indiikledigi goriilmiistiir. Ayrica, CD4" ve
CD8" T hiicrelerinin, Th17 hiicrelerinin proenflamatuvar yonlerini modiile ederek
antienflamatuvar yoniinde diizenleme saglamaktadir (P. K. Coyle, 2009; Loma &
Heyman, 2011). Enjektabl tedavi olmasi nedeniyle enjeksiyon yerinde reaksiyon
goriilmesi yaygin bir yan etki olup ani enjeksiyon sonrasi reaksiyonlar da

goriilebilmektedir (Efendi & Yandim-Kusgu, 2018).

1.2 Clusterin

Clusterin, 8. kromozomda bulunan ve yalnizca CLU (8p.21.1) geninde kodlanan farkli
izoformlara sahip multifonksiyonel bir glikoproteindir (Jones & Jomary, 2002;
Nuutinen vd., 2009). 1983 yilinda Irving Fritz ve ekibinin laboratuvarinda kesfedilen
bu protein adimi kirmizi kan hiicrelerini ¢oktiiriip 6beklestirmesinden almaktadir
(Charnay vd., 2012; Jones & Jomary, 2002). Evrimsel siirecte olduk¢a korunmus olan
CLU geni neredeyse tiim memeli hayvanlarda ifade edilmektedir. Farkli izoformlara
sahip clusterinin ilk olarak salgilanan formu (sCLU) bulunmus olsa da ilerleyen
zamanlarda niiklear bir formu (nCLU) oldugu da kesfedilmistir (Charnay vd., 2012).
Salgilanan formu saperon benzeri islev gorerek hiicresel yasam yolaklarini
desteklerken niiklear formu proapoptotik yolaklarda gorev almaktadir (Woody &
Zhao, 2016). Bu ikili dogas1 ve farkli izoformlari ile hiicresel yasam ve Olim
yolaklarinda kritik rollere sahip bir protein olarak karsimiza ¢ikan clusterinin bir diger
ad1 da Apolipoprotein J’dir (Demirkaya-Budak, 2018). Indirgeyici kosullarda 40
kDa’luk iki alt birime ayrilan, totalde 80 kDa biiyiikliigiindeki ve 449 amino asitten
meydana gelen sCLU heterodimer yapida olup a ve B alt birimleri 5 disiilfit bag1 ile
birbirlerine baglidir (Jones & Jomary, 2002). Niiklear formu ise ¢ogunlukla ikinci
ekzonunun, diger durumlarda besinci ekzonunun alternatif splays yoOntemiyle
cikarilmasiyla olusturuldugu icin salgilanan formundan daha kiigiiktiir (416 amino
asit, 55 kDa) (Nuutinen vd., 2009). Clusterinin ti¢ boyutlu (3D) yapis1 Sekil 1.7’de
gosterilmektedir. Burada renklendirmeler, modelin giivenirligini gostermektedir. En
giivenilir bolgeler koyu maviyken renk spektrumunda a¢ik maviden sar1 ve turuncuya

gidildik¢e 3D yapinin giivenilirligi azalmaktadir.
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Sekil 1.7: Clusterin proteinin 3D yapist (URL-3).

Clusterinin yapisi itibari ile asil fonksiyonunu saperon olarak gorev almasi olsa da
stres ve hasar durumlarinda apoptoz yolaklarinda gorev alan formu da bulunmaktadir.
Salgilanan formunun yapisinda tipki 1s1-sok proteinlerinde oldugu gibi iic amfipatik ve
iki a sarmali bulunmaktadir. Ikincil yapisinda bulunan eriyik globiil alani (molten
globule domain) sayesinde biyomolekiillere yiiksek afinite fakat diisiik 6zgiilliik ile
baglanarak birgok proteinle etkilesimde bulunabilmektedir (Nuutinen vd., 2009). Bu
sayede, yanlis katlanmis proteinleri ve biyomolekiil birikimlerini temizleyerek
sitoprotektif 6zelligini 6n plana ¢ikarmaktadir ve ilk ¢aligmalarda clusterinin bu rolii
tistlenerek hiicresel yasami destekledigi diistiniilmekteydi (Daimon vd., 2011;
Nuutinen vd., 2009). ilerleyen zamanlarda CLU knock-out farelerde yapilan
caligmalarda hipoksi-iskemi ile indiiklenmis beyin hasar1 sonucu artmasi beklenen
hiicre 6liimiiniin azalmas1 nedeniyle farkli bir rolii oldugu da tespit edilmistir. Daha
sonralar1 hiicresel Oliim yolaklar1 g¢aligmalarinda hiicre c¢ekirdeginde farkli bir
izoformu bulunan clusterinin zit ¢alisan farkli bir izoformu oldugu da ortaya ¢ikmustir.
Monomerik polipeptit yapisinda ve cogunlukla glikolize olmamis niiklear formu
hiicresel 6liim yolaklarinda gorev alarak proapoptotik yiiziinii gdstermektedir (Jones

& Jomary, 2002).

Neredeyse tim doku ve salgilarda bulunan clusterinin hiicresel stres ve hasar
durumlarinda, normal olmayan hiicre c¢ogalmalarinda, doku farklilasmasinda ve
yaslanmada ¢okc¢a ifade edildigi goriilmiistiir (Garcia-Aranda vd., 2017). Basta
norodejeneratif hastaliklar, ateroskleroz, kanser ve travmalarda olmak iizere bir ¢ok
hastalikta ekspresyon seviyesinin arttigin1 gosteren caligmalar bulunmaktadir

(Charnay vd., 2012; Daimon vd., 2011; Demirdégen vd., 2020). Ozellikle patolojik
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hiicre dis1 matriks birikimlerinde bolca bulunan clusterinin Alzheimer hastaligindaki
amiloid plaklarda ve damar sertligine neden olan aterom plaklarda fiziksel olarak
mevcut oldugu bilinmektedir (Aghajanpour-Mir vd., 2019; Nuutinen vd., 2009).
Apoptotik rolii nedeniyle birgok kanser tiirlinde ifade seviyesinin degistigi bilinen
clusterin, genetik seviyede de bir kemoterapi yanit belirteci olarak karsimiza
¢ikmaktadir (Charnay vd., 2012; Garcia-Aranda vd., 2017; Wiggs vd., 2018). Yine
basta Alzheimer olmak iizere Parkinson ve MS hastalarinda da ifade seviyesinin
arttigina dair bulgular bulunmaktadir (Polihronis vd., 1993; Rithidech vd., 2009;
Schrijvers vd., 2011; Vranova vd., 2010). Parkinson hastalarmin erken evrelerinde,
kontrollere gore BOS’ta daha ¢ok eksprese edilen clusterinin ifade seviyesi travmatik

beyin hasarlarinda da artis gostermektedir (Troakes vd., 2017).

1.2.1 Clusterin ve multipl skleroz

Clusterinin ekspresyon seviyesini MS hastalarinin ¢esitli dokularinda inceleyen
caligmalar literatiirde mevcuttur (Polihronis vd., 1993; Rithidech vd., 2009; Van Luijn
vd., 2016). MS ile clusterin arasindaki iligskinin incelendigi ilk ¢aligmalardan birinde
aralarinda MS hastalarinin da oldugu, noropatolojik bir bulgusu olan hastalarin ve
kontrol grubunun BOS’unda clusterin konsantrasyonu 6l¢iilmiistiir. Bu calismada, MS
hastalarinin BOS’unda clusterin seviyesinin kontrollere gore daha fazla oldugu
goriilmistiir (Polihronis vd., 1993). Bununla birlikte, postmortem MS hastalarinin
lezyonlarinda yapilan bir bagka ¢aligmada CLU ekspresyon seviyesinin ak madde
lezyonlarinda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Van Luijn vd., 2016). Yakin
zamanda yapilan bir bagka ¢alismada ise MS hastalarinin periferik kan mononiikleer
hiicrelerinde (PKMH) kontrollere gore CLU mRNA rolatif ekspresyon seviyesinin
arttig1 goriilmistiir (Razia vd., 2022). Pediatrik MS hastalarinin plazma proteomik
profilini arastiran bir diger calismada da pediatrik MS hastalarinin plazma clusterin
seviyesinin saglikli kontrollere gore daha yiliksek oldugu bulunmakla birlikte
(Rithidech vd., 2009), bunun haricinde MS’te plazma clusterin konsantrasyonunu

Olctimleyen bir bagka caligsmaya rastlanmamustir.

1.2.2 Clusterin ve bilissel performans

Yasglanma, yaralanma ve hiicresel stres durumlarinda ifade edilme seviyesi artan

clusterin proteininin MSS hasarlarini tespit ve takipte iyi bir biyobelirtec olabilecegine
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dair ipuglart da bulunmaktadir. Plazmanin ve serumun BOS’a gore daha kolay
erisiminin olmasi ve protein agisindan zengin olmasi, MSS hastaliklar ile iligkili
biyobelirte¢ arastirmalarinda kaynak olarak kullanimin1 kolaylagtirmaktadir
(Rithidech vd., 2009). Clusterinin kandaki seviyesi ile bilissel performans arasinda
iligski olduguna dair bulgular da literatiirde mevcuttur. Norodejeneratif bir hastalik olan
Alzheimer hastaliginda amiloid plaklarinin  birikiminde, depolanmasinda ve
toksisitesinde 6nemli rol oynayan clusterinin plazmadaki seviyesi ile hastalik
arasindaki iligki birgok ¢alismada incelenmistir (Guven, 2020; Schiirmann vd., 2011;
Thambisetty vd., 2012). Alzheimer, Hafif Biligsel Bozukluk (HBB) ve saglikli
kontrollerle yapilan ¢ok merkezli ve genis kapsamli bir ¢alismada plazma clusterin
seviyesi ile Alzheimer hastaliginin progresyonu ve bilissel performans arasinda
anlamli iligskiler bulunmustur Bu ¢alismada, plazma clusterin konsantrasyonu daha
yiiksek olan hastalarin biligsel performanslarinin daha hizli diistiigii ve entorhinal
korteksteki atrofinin plazma clusterin seviyesini ile arttig1 ortaya konmustur
(Thambisetty vd., 2010). Dolasimdaki apolipoproteinlerin (ApoAl, ApoA2, ApoB,
ApoC3, ApoE, ApoH ve Apol) seviyelerinin yaslanma ve bilissel performansla
iliskisini arastiran bir baska calismada da plazma clusterin seviyesi arttikga genel
olarak bilissel performansin diisiis gosterdigi ve ilerleyen yasla birlikte plazma
clusterin seviyesinin arttig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte dikkat ¢ceken bir baska sonug
da plazma clusterin seviyesi yiiksek olan hastalarda daha fazla beyaz madde atrofisi
oldugunun goriilmesidir (Song vd., 2012). Alzheimer ve HBB hastalariyla yapilan
baska bir ¢alismada ise plazma clusterin konsantrasyonu yiiksek olan bireylerin sag
posterior atrofisinin daha fazla oldugu bulunurken, bilissel performansla bir iliskisi
bulunmamustir (Hsu vd., 2017). HBB hastalar1 ve saglikli kontrollerle yapilan bir
baska ¢aligmada ise HBB hastalarinin plazma clusterin konsantrasyonu arttik¢a beyin
atrofi hizinin da arttig1 goriilmiistiir (Thambisetty vd., 2012). HBB igin 6nemli bir risk
faktorii olan tip-2 diyabet (T2D) hastalariyla yapilan bir ¢alismada ise HBB goriilen
bireylerin plazma clusterin konsantrasyonunun, goriilmeyenlere kiyasla daha fazla
oldugu tespit edilmistir (Cai vd., 2016). Kandaki clusterin konsantrasyonu ile biligsel
performans arasindaki iliskinin ¢alisildig1 hastaliklar yalnizca HBB ve Alzheimer ile
sinirl1 degildir. Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) teshisi koyulmus
kisilerden olusan bir ¢alismada katilimeilarin serum clusterin konsantrasyonu arttikca
MMSE (Mini Mental State Examination) skorlarinin, bir baska ifadeyle, biligsel
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performanslarinin, diistigii gosterilmistir (Li vd., 2013). Bu calismalar plazma
clusterin konsantrasyonunun hem beyinde bolgesel atrofiler ile hem de biligsel

performansla iligkili olabilecegini acik¢a gostermektedir.

1.3 Genetik Polimorfizmler

Her ne kadar popiilasyonlar tiirdes canlilar1 icerse de kalitsal veya c¢evresel etmenler
nedeniyle DNA dizileri bireyler arasinda farklilik gosterebilmektedir. Niikleotit
dizilerindeki bu farkliliklarin, popiilasyonda goriilme sikliginin %1’den fazla olmasi
durumu genetik polimorfizm olarak adlandirilmaktadir. DNA dizisindeki farkliliklar
tek bir niikleotitten olabilecegi gibi bir diziden de kaynaklaniyor olabilir. Gen
tizerindeki tek bir niikleotitten kaynaklanan genetik polimorfizmler tek niikleotit
polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism; SNP) olarak adlandirilmaktadir

(Kogan, 2018). Bu tez calismasi kapsaminda yalnizca SNP’ler iizerinde durulacaktir.

1.3.1 Tek niikleotit polimorfizmi (SNP)

Yukarida da bahsedildigi tizre bir popiilasyondaki bireyler arasinda tek niikleotitten
kaynaklanan gen dizilimi farkliliklarmin goriilme sikliginin %1°den fazla olmasi
durumunda bu varyasyon SNP olarak adlandirilir (Kogan, 2018). Insan genomunda
yaklasik 1000 niikleotitte 1 goriilebilen SNP’ler genomda oldukca yaygin olmakla
birlikte genin farkli bolgelerinde bulunabilmektedirler (Pratt vd., 2014). Genomda
milyonlar seviyesinde bulunan SNP’lerin konumlar1 ve etkileri farklilik
gostermektedir (Auton & Abecasis, 2015; de Sousa vd., 2021; Shastry, 2009). Genin
protein kodlayan sekansi olan ekzonlarda bulundugu durumlarda SNP’ler aminoasit
degisikliklerine neden  olarak  sentezlenen  proteinin  post-translasyonel
modifikasyonunu ve fonksiyonunu etkileyebilmektedir. Ayrica, ekzonlardaki SNP’ler
aminoasit degisikligine neden olmadigi durumlarda da mRNA’nin yapisina,
stabilitesine ve ifade edilen proteinin katlanmasina etki edebilir (Deng vd., 2017). Her
ne kadar translasyona ugramasa da introndaki polimorfizmler, splays sirasinda taninan
bolgelerin niikleotit dizisini degistirerek {iretilen proteinde farkliliklara neden
olabilmektedir. Genin 5’ transle edilmeyen bolgesinde (Untraslated Region; UTR)
bulunan SNP’ler translasyon verimine ve transkripsiyon aktivitesine etki etmektedir

(Deng vd., 2017). Gen ifadesinin verimliliginde 6nemli bir rol oynayan bir diger bolge
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olan 3° UTR’de bulunan SNP’ler translasyonun sonlanmasina veya mikroRNA
(miRNA) aracili post-transkripsiyonel inhibisyonuna etki ederek genin ifade
seviyesinde degisikliklere neden olabilmektedir (Demirkaya-Budak, 2018; Deng vd.,
2017). Promotor bolgesindeki SNP’ler de transkripsiyon faktorii baglanma
bolgelerinde ve epigenetik mekanizmalarda degisikliklere yol agmak suretiyle genin
ifade seviyesini degistirebilmektedir (Deng vd., 2017). Kisacasi, SNP’ler bulunduklari
genlerin ifade seviyelerine ve iirlinlerine ¢esitli sekillerde etki etmekte ve bu durumlar

hastaliklara yol a¢abilmektedir (Demirkaya-Budak, 2018; Kogan, 2018).

1.3.2 CLU geni ve tek niikleotit polimorfizmleri

Insanlarda 8p.21.1 lokasyonunda bulunan CLU geni 11 ekzon icermektedir. Farkli
izoformlar1 mevcut olan clusterin proteininin niiklear formunda ikinci veya besinci
ekzon ¢ikarilmaktadir (Koltai, 2014; URL-4). Yapisinda bir¢ok polimorfizm

bulunduran CLU geninin su 4 SNP’si bu ¢alisma kapsaminda incelenecektir:

rs11136000 C/T
rs3087554 T/C
rs2279590 C/T
rs1532278 C/T.

1.3.21 CLU rs11136000 C/T

CLU rs1113600 SNP’si, genin 3. intronunda bulunan 8:27607002 pozisyonundaki tek
niikleotit varyantidir. Minor aleli T olan bu SNP’nin global mindr alel frekansi
(gMAF) 0.392 olmakla birlikte diinya capinda bolgelere gore farkliliklar
gozlemlenmektedir (URL-5). Bu SNP’nin intronda bulunmasi dolayisiyla alternatif
splays mekanizmasina etki ederek clusterin proteininin farkli izoformlarinin ifade
seviyesini degistirebildigini gdsteren ¢alismalar mevcuttur. Bu calismalarda
rs1136000 SNP’sinin C aleli sSCLU formunun ifade seviyesini azaltirken T alelinin de
nCLU formunun ifade seviyesini arttirdigi goriilmistiir (Ling vd., 2012; Szymanski
vd., 2011). Buna karsin, yapilan bir in-silico analizde bu SNP’nin transkribe edilen
mRNA’nin yapisinda veya ifade seviyesinde onemli bir degisiklige yol agmadigi
goriilmistir (Aghajanpour-Mir vd., 2019). rs11136000 SNP’sinin C alelinin

Alzheimer hastalarinda daha diisiik plazma clusterin seviyesiyle iliskili oldugunu
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gosteren caligmalar literatiirde mevcuttur (Schiirmann vd., 2011; Woody & Zhao,
2016). Bunun yani sira, hem Parkinson hem de T2D hastalarinda bu SNP ile biligsel
bozukluk goriilme riski arasinda anlamli iliskiler bulunmustur (Cai vd., 2016;
Sampedro vd., 2020). Alzheimer hastalik riski igin yapilan ¢alismalarda ise Avrupa
popiilasyonlarinda rs11136000 ile Alzheimer arasinda anlamli 6l¢iide bir iliski oldugu
goriilmistiir (Lambert vd., 2009; Seshadri vd., 2010; Woody & Zhao, 2016). Buna
ilave olarak Cin popiilasyonunda da rs11136000’1n Alzheimer hastalig1 ile iliskili
oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Liu vd., 2014; Ma & Qiu, 2022). Liu ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada rs11136000 Cin popiilasyonunda Alzheimer ile
iligkili bulunsa da ayni popiilasyonunda bu SNP ile Alzheimer arasinda bir iliski
olmadigimi gosteren yayinlar da mevcuttur (Liu vd., 2014; Lu vd., 2014; Zhu vd.,
2018). Bu ¢alismalarin bulgularinin detaylari tartisma boliimiinde ayrica ele alinmustir.

Bu SNP ile MS arasindaki iliski daha 6nce ¢alisilmamustir.

1.3.2.2 CLU rs3087554 T/C

CLU 1rs3087554 T/C SNP’si, pozitif iplikte 8:27597925 baz c¢ifti konumunda
bulunmaktadir. Minér aleli olan C aleli igin MAF degeri popiilasyonlara gore farklilik
gostermekte olup global seviyede 0.184°tiir. CLU geninin 3’ UTR’sinde bulunan bu
SNP ayni zamanda ¢oziiniir epoksit hidrolazi kodlayan EPHX2 geninin asagi akis
yoniinde bulunmaktadir (URL-6). Bu SNP’nin C aleli olmas1 durumunda, clusterin
proteininin sSCLU formunun nispeten daha fazla ifade edildigi goriilirken nCLU
formunun ifade seviyesini etkilememektedir (Szymanski vd., 2011). Genin 3’
UTR’sinde bulunmasi dolayistyla miRNA’larin da baglanma bolgesinde bulunan bu
SNP, CLU ifade seviyesiyle iligkili oldugu bulunan miR-195-5p’nin baglanma
bolgesinin 33 niikleotit uzagindadir (Ma vd., 2018). Ayrica, yapilan veri tabani
aragtirmalarinda T alelinden C aleline doniisiimiiniin genin ifade seviyesinin
etkilenecegini ongoren sonuglarla birlikte bu degisimin nétr bir sonucu olacagini
gosteren veriler de mevcuttur (URL-7). Etiyolojisinde oksidatif stresin énemli rol
oynadig1 eksfoliasyon sendromu (XFS) ve eksfoliyatif glokom (XFG) hastaliklariyla
iligkisini inceleyen bir ¢aligmada ise TT ve CC genotipli XFG hastalarinin akoz
hiimérlerindeki clusterin miktarinin, XFS ve kontrollere gore daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. XFS ve XFG riski i¢in yapilan ¢alismalarda ise hem hastalikla iliskili

olduguna hem de iliskili olmadigina dair karsit sonuglar elde edilmistir (Burdon vd.,
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2008; Demirkaya-Budak, 2018; Fan vd., 2015). Alzheimer hastaligi ile iliskisini
inceleyen baska bir ¢calismada ise hastalik riskiyle iligkili bulunmamistir (Guerreiro
vd., 2010). Bu ¢alismalarin bulgularinin detaylar1 tartisma boliimiinde ayrica ele

alinmistir. Bu SNP’nin MS ile iliskisi daha 6nce ¢alisiilmamustir.

1.3.2.3 CLU rs2279590 C/T

CLU rs2279590 SNP’si, 7. intronda ve 8:27598736 lokasyonunda bulunmaktadir.
Farkli popiilasyonlara gére MAF degeri degisen bu SNP’nin gMAF degeri 0.386’dir
(URL-8). Bu SNP’nin fonksiyonuna dair yapilan ¢alismalarda, CLU ifade seviyesini
diizenleyici rolii olabilecegi goriilmiistir. HEK293 hiicre hattinda yapilan bir
calismada rs2279590 C/T SNP’nin de bulundugu 115 b¢’lik bolge ¢ikarildiginda hem
sCLU hem de nCLU seviyesinin azaldig1 goriilmiistiir. Yine bu ¢alismada, T alelinin
CLU ifade seviyesini azalttig1 goriilmiistiir. (Padhy vd., 2017). Bir bagka ¢alismada da
CC genotipli XFS hastalarinin lens kapsiillerinde, TT genotiplilerden 2 kat daha fazla
CLU ekspresyonu oldugu gorilmiistir (Padhy vd., 2014). Ayni ekibin bir diger
calismasinda, bu SNP’nin ndronal gelisim ve enflamatuvar yanit olusumunda rol alan
protein-tirozin kinazi kodlayan PTK2B ve noroprotektif bir rol oynayan ¢oziiniir
epoksit hidrolazi kodlayan EPHX2 genlerinin ifade seviyelerini de etkiledigi
goriilmistir (Padhy vd., 2023). Bunlarin yani sira, Alzheimer hastaliginin
baslangicinda frontal, singulat ve temporal korteksteki amiloid beta birikimleriyle
iligkili bulunmustur (Tan vd., 2016). Yine Alzheimer hastalarinda yapilan bir
caligmada T alelini tasiyan bireylerde yiiksek yogunluklu lipoprotein (High Density
Lipoprotein, HDL) kolesterol seviyesinin daha fazla, serum trigliserit seviyelerinin
daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Alzheimer riski bakimindan da ¢alisilan bu SNP’nin
hastalik riskini arttirdigini1 gosteren ¢alismalar olsa da herhangi bir iliskisi olmadigimn
gosteren caligmalar da literatiirde mevcuttur (Chen vd., 2012; Lambert vd., 2009; Yu
vd., 2010; Zhang vd., 2020). Bu c¢alismalarin bulgularinin detaylar1 tartisma

boliimiinde ayrica ele alinmistir. Bu SNP nin MS ile iliskisi daha 6nce ¢alisiimamastir.

1.3.2.4 CLU rs1532278 C/T

CLU rs1532278, 8:27608798 konumunda bulunan ve genin 3. intronunda lokalize bir
SNP’dir. Minér alel olan T alelinin frekansi toplumlar arasi farklilik gostermekle

birlikte global 6lgekte bakildiginda 0.374 olarak tespit edilmistir (URL-9). Bu tez
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kapsaminda caligilan bir diger SNP olan rs11136000 C/T ile ayni intronda bulunan
rs1532278 C/T’nin de CLU geninin ifade seviyesinde diizenleyici bir rolii olabilecegi
one stirilmektedir (Bettens vd., 2012). Yapilan in-silico bir ¢alismada transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasiyla iliskili bulunmus olan rs1532278 SNP’sinin CLU geninin
ifade seviyesine etki edebilecegi gosterilmisse de deneysel olarak bu sonucu
destekleyecek c¢aligmalar bu asamada mevcut degildir (Rosenthal vd., 2014).
Alzheimer hastalariyla yapilan bir ¢alismada, bu SNP’nin hastaligin baslangicinda
frontal ve singulat korteksteki amiloid beta birikimleri ile iliskili oldugu bulunmustur
(Tan vd., 2016). Ayrica, Serebral Amiloid Anjiyopati (SAA) hastalarindaki ciddi
beyaz madde hiperintensiteleri ile de iligkili oldugu goriilmistiir (Montafiola vd.,
2016). Farkli popiilasyonlarda Alzheimer ile iligkisi ¢alisilan rs1532278’in beyaz irkta
bu hastalik i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu goriilmektedir (Lambert vd., 2009; Naj
vd., 2014). Buna karsin, Lu ve arkadaslariin Cin popiilasyonunda yaptig1 ¢alismada
Alzheimer ile herhangi bir iligkisi bulunmamistir (Lu vd., 2014). Bu ¢aligmalarin
bulgularinin detaylar1 tartigsma boliimiinde ayrica ele alinmigtir. Bu SNP’nin MS ile

iliskisi daha 6nce ¢alisiilmamustir.

1.4 mikroRNA’lar

Yaklagik 18-24 niikleotitten olusan miRNA’lar genlerin ifade seviyelerine post-
transkripsiyonel diizenlemelerle etki edebilen kiigiik kodlamayan RNA’lardir (Zhao
vd., 2019). 1993 senesinde Cell dergisinde yaptiklari yayinda Ambros, Lee ve
Feinbalum model organizmalardan olan ipliksi solucanda (Caenorhabditis elegans)
gelisim doneminde lin-14 genini baskilayan lin-4 genini izole ettiklerinde, onun
protein kodlamadigi, hatta lin-14 genine komplementer bir diziye sahip oldugu
sonucuna ulasmislardir (Lee, 1993). Hedef mRNA’lara baglanmasini saglayan bu
komplementer diziler “¢ekirdek dizi” olarak adlandirilmakla birlikte miRNA’larin
hedef ve fonksiyonlarin1 anlamakta kullanilan dizi eslesme kuralinda da
kullanilmaktadir. Transkripsiyon sonrast mRNA’lara ¢ekirdek dizilerinin eslesmesi
durumunda komplementer olarak baglanmak suretiyle genlerin ekspresyonlarini
inhibe eden miRNA’lar protein kodlayan genlerin yaklasik %80’inin ifade seviyesini
regiile etmektedir (Melo & Esteller, 2014). Genellikle mRNA’larin 3 UTR kismina

baglanarak islevlerini gerceklestirdikleri bilinse de giiniimiizde yapilan ¢alismalarda,
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miRNA’larin baglandig1 bolgeler olarak bilinen miRNA yanit elementlerinin 5 UTR
ve kodlayan bolgelerde de olabildigi ve hatta bazt miRNA-hedef etkilesimlerinin
klasik ¢ekirdek dizi eslesme yolu haricinde de gergeklestigi goriilmiistiir (Catalanotto
vd., 2016).

Tek hiicreli alglerden memelilere kadar neredeyse tiim Okaryotlarda bulunan
miRNA’lar bulunduklar1 canlilara gore adlandirilmakta ve adlandirmalar1 belirli
kurallar dahilinde yapilmaktadirlar. ilk olarak tiir adin1 simgeleyen kisaltmalarla
baslayan miRNA adlar1 (Or: hsa: Homo Sapiens; cel: Caenorhabditis Elegans) “mir”

TRy
T

kisaltmasi ile devam eder. Olgun miRNA’larin kisaltmada harfi biiytik olarak

IR
T

yazilirken (6r: hsa-miR-) olgun olmayan miRNA formlarinda harfi kiigiik olarak
(6r: hsa-mir-) yazilmaktadir. Takip eden sayilar, kesfedilme siralarina gore verilirken
(6r: hsa-miR-21-) benzer dizilere sahip olma durumunda birbirlerinden ayirt edilmeleri
icin harf alabilirler (6r: hsa-miR-24a ve hsa-miR-24b). Son olarak miRNA’nin
biyogenezinde 6nciil miRNA’nin hangi kolundan orijin aldigina gére “-5p” (hsa-miR-
24a-5p) veya “-3p” (hsa-miR-24b-3p) son ekini almaktadirlar (Desvignes vd., 2015;

Guerau-de-Arellano vd., 2012).

Gen ifadesinin diizenlenmesinde kritik role sahip miRNA’lar pek cok hastalikta
tanisal, terapotik ve prognostik biyobelirte¢ kesif arastirmalart kapsaminda sikca
calisilmaktadir (Kacperska vd., 2016). Bu alandaki arastirmalar sayesinde miRNA’lar
hem biyobelirte¢ hem de terapotik hedef olarak degerlendirilmektedir. Giiniimiizde
bircok 6nemli biyoteknolojik ilag¢ firmasi tarafindan miRNA tabanli tedavi stratejileri
gelistirilmektedir.  Gelistirilen iirlinler, miRNA’larin hastaliktaki roliine gore
degismektedir. Genel olarak hastaliklardaki miRNA disregiilasyonunu diizeltmek
amaciyla izlenen stratejilerden biri ekspresyon seviyesi patolojik sebeplerden dolay1
baskilaniyorsa bunu arttirmak i¢in spesifik miRNA mimiklerinin kullanimina
gidilmesidir. Aksine, miRNA eger hastaligin ortaya ¢ikmasinda ve ilerlemesinde aktif
rol oynuyorsa ekspresyonunu azaltmak igin antagomiR’ler kullanilarak bu spesifik
miRNA’larin fonksiyonlarini engellenmeye yonelik tedavi yontemleri gelistirilmek de

bir diger stratejidir (Bonneau vd., 2019).
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1.41 mikroRNA’larin genomik yerlesimi ve biyogenezi

Bir¢ok hastalikla olan iliskisinden dolayr miRNA’larin genomik lokasyonlar1 ve
ekspresyon seviyelerinin nasil diizenlendigi 6nem arz etmektedir (Liu vd., 2019).
Giliniimiizde tansimlanmis miRNA’lar genlerin i¢inde (intragenik) veya genler arasinda
(intergenik) bulunabilmektedir (O’Brien vd., 2018). Intragenik miRNA’lar ise gen
icindeki bulunduklar1 yerlere gore adlandiriimaktadir. Intron bélgesindeki miRNA’lar
intronik miRNA; ekzon bolgesindeki miRNA’lar ekzonik miRNA, genin kodlandig:
ipligin kars1 ipliginde kodlanan miRNA’lar ise antisens miRNA olarak adlandirilir
(Liu vd., 2019). Intragenik miRNA’larin, genellikle bulunduklar1 genlerle es zamanl
ve bir bakima bagimli olarak RNA polimeraz II aracilifiyla regiile edildigi bilinse de
son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda bu miRNA’larin her zaman bulunduklar1 genle
birlikte es zamanl olarak regiile edilmedigi, hatta bulunduklar1 genin transkripsiyon
sonras1 stabilizasyonuna etki ederek ifade seviyesini degistirdigi gosterilmektedir
(Gao vd., 2012; Liu vd., 2019). intergenik miRNA’lar ise kendi promotorlartyla
birlikte genler arasinda bolgelerde bulunarak tiim tanimlanmis miRNA’larin yaklasik
yarisim olusturmaktadirlar. ifade seviyeleri ise kendi promotorlar1 araciligryla RNA
Polimeraz II veya RNA Polimeraz III araciligiyla diizenlenebilmektedir (Liu vd.,
2019; O’Brien vd., 2018).

Genomik yerlesimde oldugu gibi biyogenezleri bakimindan da kanonik ve kanonik
olmayan yolak olmak iizere ikiye ayrilsalar da miRNA’lar genellikle kanonik yolak ile
tiretilmektedir (Goodall vd., 2013; O’Brien vd., 2018). Kanonik yolda RNA Polimeraz
IT aracilig ile transkripsiyonu sonrasi sa¢ tokasi yapisint alan miRNA’larin onciili
olan uzun pri-miRNA’lar, bir RNA baglayici protein olan DiGeorge Sendromu Kritik
Bolge 8 (DGCRS) ve bir RNAz I1I endoniikleazi olan Drosha’dan olusan mikroislemci
birimi tarafindan kesilerek pre-miRNA’lara doniisiirler (Bielska vd., 2022; Kinoshita
vd., 2021). Niikleusta gergeklesen bu kesim sonrasi 3’ tarafinda iki niikleotidi bosta
kalacak sekilde sa¢ tokas1 yapisini koruyan yaklasik 70 niikleotit uzunlugundaki pre-
miRNA, eksportin 5/RanGTP kompleksi esliginde sitoplazmaya geger.
Sitoplazmadaki pre-miRNA, bir baska RNaz III endoniikleazi olan Dicer tarafindan
sa¢ tokasi yapisinin terminal dongli kismindan kesilerek olgun miRNA dupleksine
dontigiirler. Bu dupleksin hangi tarafinda olduguna gore -5p veya -3p son ekini alan

olgun miRNA’lar, Argonaute (AGO) proteinlerinden birine baglanarak (Insanlar igin
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AGO-1, AGO-2, AGO-3, AGO-4) RNA-tesvikli susturma komplekslerini (RNA-
induced silencing complex, RISC) olusturup islevlerini yerlerine getirirler (O’Brien
vd., 2018). Transkribe edilmis mRNA’larin 3> UTR’leri ile etkilesime girerek
translasyonel baskilama veya mRNA yikimina neden olabilirler (Kinoshita vd., 2021)
(Sekil 1.8).
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Sekil 1.8: miRNA biyogenezinin temsili gosterimi.

1.4.2 Dolasimdaki mikroRNA’lar

Kan, BOS, g6z yasi, idrar gibi pek ¢ok viicut sivisinda da bulunabilen miRNA’lar daha
once de belirtildigi lizere pek c¢ok hastalikta tanisal, terapotik ve prognostik
biyobelirte¢ aday1 olarak odak konusudur (Kacperska vd., 2016). Apoptoz,
enflamasyon, doku hasar1 vb. etmenlerden dolayr pasif olarak hiicre disina
salinabilecegi gibi mikro vezikiiller veya HDL, AGO-2, niikleofozmin-1
(Nucleophosmin-1; NPM-1) gibi RNA bagimli proteinler araciligiyla aktif olarak
hiicre disina ¢ikarilabilirler. Diger RNA’larin aksine viicut sivilarinda da eksprese
edildiginin ve olduk¢a dayanikli oldugunun kesfi ile hiicreler arasi iletisimdeki rolleri
lizerine aragtirmalar da gergeklestirilmistir (Turchinovich vd., 2013). Biyogenezinin
gerceklestigi hiicrede oldugu gibi dolasima gecerek baska dokularda da gen
ekspresyonuna etki edebilen miRNA’lar nérogenez, anjiyogenez, hiicre ¢ogalmasi ve
apoptoz sinyallerinin iletilmesi gibi bir¢cok diizenleyici yolakta gdrevler alabilirler
(Kacperska vd., 2016; Zhao vd., 2019).
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Dolasimdaki miRNA’larin hiicre icine girmesi ise vezikiil bagimli veya serbest
olmasina gore degisebilmekle birlikte, hakkinda daha az bilginin oldugu bir konudur.
Mikrovezikiillerdeki miRNA’lar endositoz, fagositoz veya direkt fiizyon yoluyla hiicre
icine girebilirken serbest miRNA’lar i¢in yiizeyde 0zel reseptorlerin bulunmasi
gerekebilmektedir. Ayrica, HDL-bagli yolakla hiicre disina ¢ikan dolasimdaki
miRNA’larin HDL reseptorleri ile hiicre i¢ine alinabildigini gosteren caligsmalar

mevcuttur (O’Brien vd., 2018; Zhao vd., 2019).

1.4.3 Multipl sklerozda mikroRNA’larin rolii

Kesfedildikleri glinden beri miRNA’larin dolasimda ve viicut sivilarinda stabil
olmalar1 sayesinde hastaliklarin teshisi, aktivitesi ve prognozuna dair biyobelirteg
kesif ¢alismalarinda birgok hastalikla iliskisi ¢alisilmistir (Bajan & Hutvagner, 2020;
Eftekharian vd., 2019; Peng & Croce, 2016). Etiyolojisi ve prognozunda genetik ve
cevresel bircok faktdriin rol oynadigi MS hastaliginin karanlikta kalmis yonlerinin
aydinlatilmas1 ve goriinen yiiziiniin anlagilmas1 umuduyla bir¢ok kompleks hastalikta
oldugu gibi MS ile de iliskisi olduk¢a ¢alisilmistir (Baulina vd., 2018; Fenoglio vd.,
2016; Kacperska vd., 2016).

MSS’nin otoimmiin bir hastalig1 olarak bagisiklik hiicrelerindeki anormal aksiyonlarin
MS’in patofizyolojisinde rol oynamasindan dolayr bu hiicrelerdeki bozulmalarla
iligkilerini inceleyen c¢aligmalarda bazi miRNA’larin seviyelerinin degistigi
goriilmiistiir (Mansoor vd., 2020). MS hastalarinda CD4* T hiicrelerinde miRNA’larin
rollerini incelemeye yonelik yapilan Onciil calismalarin  birinde T hiicre
farklilagsmasinin negatif regiilatorii olan Ets-1’1 baskilayan miR-326’nin RRMS
hastalarinin Th17 hiicrelerinde ¢okca eksprese edildigi goriilmiistiir (Du vd., 2009).
Lindberg’in CD4", CD8" T hiicreleri ve B hiicreleri ile gerceklestirdigi 365 miRNA’y1
inceledigi calismada ise lenfosit gelisimini diizenleyen PI3K/Akt yolaginin
regiilasyonunda gorev alan miR-17-5p’nin CD4" T hiicrelerinde ifade seviyesinin
arttig1 goriiliirken B hiicrelerinde miR-193a’nin ekspresyonunun azaldigi goriilmiistiir
(Lindberg vd., 2010). 723 miRNA’nin incelendigi bir baska c¢alismada ise Treg
hiicrelerinde CDKN1A ve BCL2L11 genlerini susturarak Timor Biiylime Faktorii-f
(Tumor Growth Factor-B; TGF-B) sinyalinin regiilasyonunu saglamakla gorevli miR-

106, miR-25, miR-19a ve miR-19b’nin anlaml Glglide arttigi goriilmiistiir (Guerau-
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de-Arellano vd., 2012). Miyazaki ve arkadaslarinin yaptiklar: bir bagka ¢aligmada ise
lenfotoksin ve TNF-a ekspresyonuna etki eden miR-132’nin RRMS hastalarinin B
hiicrelerinde yiiksek seviyede ifade edildigi goriilmistir (Miyazaki vd., 2014). Bu
ornek calismalar, MS’te miRNA’larin rollerinin anlasilmasina yonelik arastirmalarin
cok kiiciik bir kismini temsil etmekle birlikte bu kapsamda yapilan diger caligmalara

tartisma boliimiinde deginilecektir.

Hiicre seviyesindeki miRNA calismalar1t MS de dahil olmak iizre bir¢ok hastalikta
benzer sekilde devam etmektedir. Buna karsin, miRNA’larin viicut sivilarinda ¢okga
bulunmasi ve hiicrelerden bagimsiz olarak serum ve plazma gibi sivilardan direkt
olarak ¢alisilabilmeleri avantajlarina sahip olmalari nedeniyle dolagimdaki miRNA’lar
da MS’te biyobelirte¢ ¢alismalarinin konular1 arasinda bulunmaktadir (Jagot &
Davoust, 2016; Kacperska vd., 2016). Bu miRNA’lar hem MS’in teshisinde hem de
ayirici tanisinda kullanilabilecegi gibi tedavi yanitinin degerlendirilmesinde de dnemli
bir parametre olabilmektedirler. Fenoglio ve arkadaslarinin yaptiklari ¢aligmalarda
PPMS ve saglikli kontrolleri miR-223{in %80, miR-15b’nin %75 dogruluk oraninda
aywrabildigi goriilmistir (Jagot & Davoust, 2016). Sondegaard’in PKMH’lerde,
serumda ve plazmada yaptig1 miRNA profilleme ¢alismasinda bu ti¢ numune tipinde
de anlamli 6l¢iide kontrollere gore daha fazla ifade edilen miR-145’in plazmadaki
seviyesi ile MS hastalar1 ve kontrolleri %78.5 dogrulukta ayirabildigi goriilmiistiir. Bu
oran PKMH’de ayni kalirken serum numunelerindeki belirlenen kesme degeri ile
%98.1 oraninda MS hastalar1 ve kontrolleri ayirt edebildigi goriilmiistiir (Sendergaard
vd., 2013). Bunlara ilave olarak, miRNA’lar atak doneminde ve sonrasi i¢in de belirteg
olabilmektedir. Niwald ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada plazma miR-310 ve
mir-155 seviyelerinin post-akut ve stabil donemde atak donemine gore plazmada daha
fazla eksprese edildigi gortilmistiir (Niwald vd., 2017). Bunun yani sira, kullanilan
tedavilerin etkinliginin degerlendirilmesi i¢in de uygun olabilecegine dair 6rnek bir
calisma Giuliani ve ekibi tarafindan gergeklestirilmistir. Dimetil fumarat tedavisi
baslayan naif hastalarin 4 ay sonunda plazmalarindaki miR-125a-5p ve miR-146a-5p
ekspresyon seviyelerinin azaldigi gézlemlenmistir. Bu miRNA’lardan miR-125a-5p
baslangigta RRMS hastalarinda saglikli kontrollere gére daha fazla eksprese edildigi
goriiliirken miR-146a-5p ise saglikli kontrollerde RRMS hastalarina gore daha fazla
eksprese edilmektedir. 1 yillik bir periyot sonunda degerlendirildigindeyse, EDSS ve
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yillik atak orani artan RRMS hastalarinin plazma miR-146a-5p ve miR-125a-5p
seviyelerinin daha diisiikk oldugu bulunmustur (Giuliani vd., 2021). Kisacasi, plazma
miRNA ekspresyon seviyelerinin MS’in teshisinde, ayirici tanisinda, tedavi yanitinda
ve prognozunun degerlendirilmesinde kullanigh bir biyobelirte¢ kaynagi olabilecegine

dair 6nemli 6rnek ¢aligsmalar bulunmaktadir.

1.4.4 hsa-miR-21-5p

Insanlarda 17. kromozomdaki TMEM49 geninin 10. intronunda bulunan MIR21
geninde kodlanan hsa-miR-21-5p, birgok kanserle olan iliskisinden dolay1 baslangigta
“onkomir” olarak smiflandirilmistir. Intronik bir miRNA olan hsa-miR-21-5p,
TMEM49’un promotorundan bagimsiz bir promotora sahip olup bu promotor aktivator
protein-1 (Activator Protein-1;AP-1) ve PU.1 aktivasyon proteinleri i¢in uygun
baglanma bolgelerine sahiptir (Garo & Murugaiyan, 2016; Jazbutyte & Thum, 2010).
Birgok kanser tiirii ile olan iligkisinin yan1 sira immiin sistemin bir regiilatorii olarak
da gorev yapmaktadir. Genellikle Niiklear Faktor-«B (NF-kB) ve miyeloid farklilasma
birincil yanit1 88 (Myeloid differentiation primary response 88; MyD88) aracilig ile
Toll-benzeri reseptoriiniin (Toll-like Receptor; TLR) uyarilmasi sonucu ifade edilme
seviyesi artan miR-21-5p, bazi durumlarda programlanmis hiicre 6liimii proteini 4
(Programmed Cell Death 4; PCDDA4)’ii hedefleyerek NF-«kB’nin seviyesinin
azalmasiyla antienflamatuvar bir sitokin olan IL-10’un seviyesinin artmasina da etki

etmektedir (Garo & Murugaiyan, 2016; Slota & Booth, 2019).

Makrofajlarda TNF-a salimimimi engelleyerek antienflamatuvar etkileri diizenleyen
miR-21-5p T hiicrelerinde ise iki yonde de etki etmektedir. Yardimci T hiicrelerinin
farklilagsmasinda rol oynayarak Th2 hiicrelerine doniisii tesvik eden ve Th1/Th2
dengesini diizenleyerek antienflamatuvar 6zellik gdsteren miR-21-5p’nin IL-17
proenflamatuvar sitokinini tireten Th17 hiicrelerine farklilagmay1 da tesvik ettigi
goriilmektedir. Ozellikle EAE modeli ile yapilan ¢alismalarda elde edilen bu sonug,
miR-21-5p’nin MS’le olan iliskisini ortaya koymaktadir. EAE modeli ile yapilan bir
baska calismada da MIR21 °/° farelerde EAE gelisimine karsi anlamli dlgiide bir
direncin oldugu ve bu farelerde EAE gelisme ihtimalinin azaldig1 gézlemlenmistir (Al-
Ghezi vd., 2019). Bir baska ¢alismada da EAE gelisen farelerde miR-21-5p ekspresyon

seviyesinin kontrollere gore daha fazla oldugu ve stres gelisen farelerde bu ekspresyon
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seviyesinin daha da arttig1 gozlemlenmistir (Gerrard vd., 2017). CD4" T hiicrelerinin
aktivasyonlar1 ve miRNA’lar arasindaki iligkiyi inceleyen bir baska ¢alismadaysa
mMiR-21-5p’nin RRMS hastalarinda kontrollere gore daha ¢ok ifade edildigi fakat
progresif MS hastalarinda kontrollerle benzer profillere sahip oldugu goriilmiistiir
(Fenoglio vd., 2011). Ayrica, miR-21-5p’nin MS hastalarinin lezyonlarinda da daha
cok eksprese edilmekte ve atak doneminde PKMH’lerde ifade seviyeleri artmaktadir

(Wang vd., 2016).

Immiin yanitin diizenlenmesinde proenflamatuvar ve antienflamatuvar siireclerde
etkin rol alan hsa-miR-21-5p MS’in farkli donemlerinde basvurulabilecek bir
biyobelirteg adayidir. MS hastalarinin BOS’larinda yapilan bir ¢alismada hsa-miR-21-
5p seviyesinin MS’te Onemli bir biyobelirte¢ olan nodrofilament hafif zincir
(Neurofilament Light Chain; NF-L) seviyesi ile pozitif korelasyon gosterdigi ve
kontrast tutan lezyonu olan MS hastalarinin BOS’larinda, olmayanlara goére anlamli
seviyede daha fazla ifade edildigi gosterilmistir (Mundz-San Martin vd., 2019). MS’te
dimetil fumaratin etkisini incelemek {izere yapilan bir diger ¢alismada, dimetil fumarat
tedavisi alan MS hastalarinin CD4* ve CD8" T hiicrelerinde MIR21 geninin promotor
bolgesinde metilasyonun arttig1 gozlemlenmis ve in-vitro ortamda da CD4" ve CD8"
T hiicreleri fumarik asit esterleri ile muamele edildiginde de yine ayn1 sonucun alindig:
goriilmistir (Ntranos vd., 2019). RRMS hastalarinin atak ve remisyon donemleri
incelendigindeyse PKMH’lerdeki hsa-miR-21-5p seviyesinin remisyon déneminde,

atak donemine nazaran daha fazla oldugu goriilmiistiir (Baulina vd., 2018).

MS hastalarinin BOS unda, T hiicrelerinde ve lezyonlarinda goriilen miR-21-5p ifade
seviyesindeki artisin, hastaligin patofizyolojisinde énemli bir rol oynayan oksidatif
stres ve Thl7 hiicre farklilasmasinda gorev alan TGF-B ile iligkili olduguna dair
bulgular literatiirde mevcuttur (Cheng vd., 2009; Li vd., 2021). Literatiirdeki
caligmalar incelendiginde, kardiyak miyosit hiicrelerinde oksidatif hasar
olusturuldugunda miR-21-5p seviyesinin arttig1 goriilmiistiir (Cheng vd., 2009). Li ve
arkadaglarinin ¢caligmasinda ise karaciger fibr6z dokularinda TGF-B’nin indiiklendigi
durumda bu dokulardaki miR-21-5p seviyesinin arttig1 gorilmiistiir (Li vd., 2021). Bu
bulgular, MS hastalarinda miR-21-5p’nin ifade seviyesinin artmasina agiklik

getirmektedir.
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Bir¢ok hastalikla iligkili olan miR-21-5p’nin biligsel performansla da iliskili
olabilecegine dair bulgular literatiirde mevcuttur (Giuliani vd., 2021; Sessa vd., 2019;
Szwed vd., 2021; Varma-Doyle vd., 2021; Yuan vd., 2022). Alzheimer hastalariyla
yapilan bir caligmada agir bilissel bozukluk teshisi alan hastalarda, bilissel bozukluk
goriilmeyenlere gore plazmada miR-21-5p’nin rolatif ekspresyon seviyesinin daha
yiiksek oldugu gériilmiistiir (Giuliani vd., 2021). Inme geciren hastalarda yapilan bir
calismadaysa hastalarin MMSE skorlar1 ile serum miR-21-5p ekspresyon seviyesi
arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur (Yuan vd., 2022). Post mortem beyin
dokusunda yapilan bir ¢alismadaysa miR-21-5p’nin yasa bagl biligssel bozuklukla
iliskili olabilecegi belirtilmistir (Sessa vd., 2019). By-pass ameliyat1 gegiren hastalarda
operasyon sonrasi bilissel bozukla iligkisinin incelendigi bir ¢alismada ise bilissel
bozukluk goriilen hastalarda plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (Szwed vd., 2021). Bu miRNA ile MS hastalarinin

biligsel performanslari arasindaki iliski ise daha 6nce ¢alisilmamustir.

MS’le birgok agidan iliskili olan, bir¢cok farkli yoldan hastaligin seyrine etki eden ve
biligsel performansla iligkili olduguna dair bulgular olan miR-21-5p’nin deneysel
olarak kanitlanmis hedeflerinden biri de clusterin mRNA’sidir. Yapilan bir in vitro
calismada miR-21-5p’nin CLU ekspresyonunu azalttigi ve miR-21-5p’nin CLU’nun
3’ UTR’sinde baglanma bdlgesi oldugu yine lusiferaz bildirici (luciferase reporter
assay, LRA) test ile teyit edilmistir (Mydlarz vd., 2014). Hamile kadinlarda yapilan ve
anormal invazif plasentasyon tanisi igin biyobelirte¢ kesfi ¢alismasinda hsa-miR-21-
5p’nin plazmadaki ekspresyon seviyesi arttiginda plazma clusterin seviyesinin anlamli
oOlglide azaldig goriilmiistiir (Timofeeva vd., 2021). Bu agidan bakildiginda, miR-21-
5p’in hem MS hem de clusterin ile olan iligkisinden dolay1 bu tez calismasinda

bulunmasi ile daha kapsamli ve detayli sonuglara ulasmak miimkiin olacaktir.

1.45 hsa-miR-195-5p

Insanlarda 17. kromozomda bulunan MIR195 geninde kodlanan hsa-miR-195-5p, aym
ailede bulunan microRNA-15a/b/16/195/49 diger tiyeler gibi 5’ ucunda AGCAGC
niikleotit dizisine sahiptir (He vd., 2011; Yu vd., 2018). Bircok onkogen ve timor
baskilayic1 genle olan iliskilerinden dolay1 disregiilasyonu basta meme, akciger,

prostat olmak tizere farkli kanser tiirleriyle iliskilendirilmis olan miR-195-5p, esasinda
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koruyucu bir rolde olup, hiicre dongiisiinde ve apoptozda gorevli proteinlerin
mRNA’larinin  seviyelerinin  diizenlenmesinde  6nemli  gorevlere sahiptir.
Hepatoseliiler karsinoma hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada miR-195-5p’nin siklin D1,
siklin bagimli kinaz-6 (Cyclin Dependent Kinase 6; CDKG6), ve E2F3’iin
mRNA’larinin 3° UTR’sine baglanarak ifade seviyelerinin azalmalarina yol actig1 ve
hiicrenin G1/S gecisini gergeklestiremedigi goriilmiistiir. Insan embriyonik kok hiicre
calismalarinda ise G2/M faz1 gegisinde gorev alan WEEL geninin ekspresyon
seviyesini baskilayarak G2/M gecisini diizenledigi goriilmiistiir. Ayrica, kolorektal
kanser hiicre hatlar1 olan HT29 ve LoVo hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda miR-
195-5p’nin BCL2 ekspresyon seviyesini azaltarak apoptozu indiikledigi goriilmiistiir
(He vd., 2011). Bu sonuglar, miR-195-5p’nin timor olusumunu onleyici ve azaltici
rollerde gorev aldigin1 gostermekle birlikte bir¢ok kanser tiiriiyle neden iligkili oldugu

sorusuna da cevap vermektedir.

MS’te doku seviyesinde, hiicre seviyesinde veya dolasimda yapilan miRNA
profilleme calismalarinda 6n plana ¢ikmamis ve daha 6nce MS ile iliskisi de ayrica
calisilmamis olan miR-195-5p’nin MSS’nin ndrodejeneratif hastaliklarindan olan
Parkinson ve Alzheimer ile iligkili oldugunu gosteren calismalar mevcuttur
(Ardashirova vd., 2020; Dobricic vd., 2022; Samadian vd., 2021). Ding ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada, Parkinson hastalarinin dolasimdaki miRNA’lar1
incelendiginde kontrollere gore daha fazla eksprese oldugu goriilen 5 miRNA’dan biri
de miR-195-5p’dir (Ding vd., 2015). Parkinson hastalarinin serumlarinda yapilan bir
diger calismada, miR-195-5p’nin ekspresyon seviyesinin anlamli olgiide arttigi
gozlemlenmistir (Ardashirova vd., 2020). ApoE kaynakli fosfatidil inositol bifosfat
(Phosphatidylinositol  Bisphosphate; PIP2) homeostazindaki  degisikliklerinin
Alzheimer hastaliginin ortaya ¢ikmasinda etkili olmas1 ApoE/PIP2 yolagina etki eden
miRNA’larin kesif calismalarini da tetiklemistir. Cao ve arkadaslarinin bu yolaktaki
en etkin miRNA olarak tespit ettikleri miR-195-5p’nin ApoE4 aleli bakimindan
heterozigot olan hastalarin beyin dokularinda, ApoE4 aleli tasimayanlara nazaran daha
diisiik seviyede eksprese edildigi goriilmiistiir. Ayrica, hastalik ve yas ilerledikce
beyindeki miR-195-5p seviyesinin de azaldigi goriilmiistiir (Cao vd., 2021).

Yukarida bahsedildigi iizere bircok yolakta etkili olan miR-195-5p’nin immiin

sistemle iligkisini gosteren c¢aligmalar da bulunmaktadir. Alkol kaynakli olmayan
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karaciger yaglanmasi gelistirilmis olan farelerde yapilan ¢aligmalarda, miR-195-
5p’nin CD40" B hiicrelerini inhibe ettigi ve Th17 hiicrelerinin oranimi azalttig
goriilmistiir (Li vd., 2020). Difiiz biiyiik B hiicreli lenfoma hastalar1 ile yapilan bir
calismada ise artan miR-195-5p seviyesi ile PD-1* T hiicrelerindeki IFN-y ve TNF-a.
ve IL-10 seviyesini indiikledigi goriilmistir (He vd., 2018). Bu sonuglar, MS’in
immiinopatolojisinde proenflamatuvar rol oynayan IFN-y, TNF- a gibi sitokinlerle ve
hastaligin ortaya ¢ikmasi veya atak donemlerinde etkin bir faktor olan Th17/Treg

dengesiyle iliskili olmas1t MS’te miR-195-5p’nin rolii olabilecegini gostermektedir.

MSS’nin norodejeneratif hastaliklariyla iliskisinden yukarida bahsedilmis olan miR-
195-5p’nin biligsel performansla da iligkili olabilecegine dair bulgular literatiirde
mevcuttur (Cao vd., 2021; Huang vd., 2020; Pan vd., 2021; Papa vd., 2018; Zhai vd.,
2020).  Alzheimer  hastalarinin = BOS’lar1  ve  MMSE  performanslari
degerlendirildiginde BOS’larindaki miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi ve MMSE
skorlar1 arasinda pozitif bir korelasyon goriilmiistiir. Benzer sekilde, ApoE4 aleli
tastyan farelerde ise miR-195-5p ifade seviyesinin artmasiyla birlikte amiloid plak
birikiminin, tau hiperfosforilasyonun ve bilissel bozukluklarin azaldigir goriilmiistiir
(Cao vd., 2021). Alzheimer hastalar1 ve saglikli kontrollerin post-mortem beyin
dokular1 ile yapilan bir bagka c¢alismadaysa, Alzheimer hastalarinin entorhinal
korteksindeki miR-195-5p ekspresyonunun saglikli bireylerinkine nazaran anlamli
Olciide daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bunu takip eden validasyon calismasinda
Alzheimer hastaligt modeli olan P310S farelerinde de aymi sonucun alindig
goriilmiistiir (Dobricic vd., 2022). inme gegiren hastalarla yapilan bir ¢alismadaysa
serum miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesiyle Montreal Biligsel Degerlendirme
(Montreal Cognitive Assessment; MoCA) skorlar1 arasinda negatif bir korelasyon
goriilmistir (Zhai vd., 2020). Amerikan Futbolu oyunculariyla yapilan bir
calismadaysa serum miR-195-5p seviyesi yiiksek olan oyuncularin bilissel
performanslarinin daha diisiik oldugu gozlemlenmistir (Papa vd., 2018). Tedavi
almayan sizofreni hastalariyla yapilan bir ¢aligmada kadin hastalarin serum miR-195-
5p rolatif ekspresyon seviyesi arttikga biligsel performanslarinin diistigii gortiliirken
sizofreni hastalariyla yapilan bir baska calismadaysa PKMH hiicrelerinde artan miR-
195-5p ekspresyon seviyesiyle bilissel performansin azaldigi goriilmiistiir (Huang vd.,
2020; Pan vd., 2021). Bu sonuglar miR-195-5p’nin biligsel performansla iliskili
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olabilecegini gostermektedir. Bu miRNA’nin MS hastalarinin biligsel performansiyla

iligkisini inceleyen herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Clusterin mRNA’sinin, miR-195-5p’nin hedefi oldugu deneysel olarak gosterilmistir.
Kemoterapi ilag direncinde 6nemli bir faktor olan clusterinin ifade seviyesinin artmasi,
tedavinin etkilerini 6nemli dlglide azaltabilmektedir (Koltai, 2014). Prostat kanseri
hiicre hatti olan DUI145 ve dosetaksel direngli DU145 hiicrelerinde yapilan
calismalarda miR-195-5p ekspresyon seviyesinin artmasiyla CLU ekspresyon
seviyesinin ve ila¢ direncinin azaldig1 goriilmiistiir. Ayrica, miR-195-5p’nin clusterin
mRNA’sinin 3’UTR’sinde baglanma bolgesi oldugu LRA ile dogrulanmistir (Ma vd.,
2018). Gastrik kanser hiicre hatlari olan MGC-803 ve MGC-803/5 FU ile yapilan
calismalarda da miR-195-5p seviyesinin artmasiyla clusterin seviyesinin azaldigi;
miR-195-5p seviyesinin azalmasiyla da clusterin seviyesinin arttigi goriilmiistir (Mu
vd., 2020). Bu sonuglar, deneysel olarak clusterinin miR-195-5p hedeflerinden

oldugunu gostermektedir.

1.5 Cahsmanin Amaci

MS, daha ¢ok geng yetiskinleri etkileyen ve bu yas grubunda travma harici engelliligin
en yaygin sebebi olan otoimmiin, noroenflamatuvar ve norodejeneratif bir MSS
hastaligidir (Filippi vd., 2018). Oliimciil olmamakla birlikte hastanin yasam siiresi ve
yasam kalitesini 6nemli 6l¢lide olumsuz yonde etkileyen MS’in ortaya ¢ikmasinda tek
bir etmen bulunmadigi gibi kesin bir tedavisi de mevcut degildir (Dobson &
Giovannoni, 2019). ikizlerde ve ailelerde yapilan ¢alismalarla genetik yonii de ortaya
¢tkan MS’in risk faktorlerinin kesfine olan ihtiya¢ giinlimiizde de devam etmektedir.
Fiziksel engelliligin yan1 sira bilissel olarak da kisileri etkilemekte ve bu biligsel
bozukluklar hastaligin ilerlemesiyle veya tedavinin yanitsizhigryla da iliskili

olabilmektedir (Benedict vd., 2017; Comabella & Khoury, 2012; Reich vd., 2018).

Apolipoprotein ailesinin bir iiyesi olan clusterin proteini hiicresel 6lim ve yasam
yolaklarinda rol oynayan ve basta beyin olmak iizere tiim dokularda eksprese edilen
multifonksiyonel bir glikoproteindir (Charnay vd., 2012; Jones & Jomary, 2002). CLU
SNP’lerinin, ndrodejeneratif bir MSS hastaligi olan Alzheimer’in risk faktorii oldugu
bircok caligmada gosterilmis olup bu SNP’ler bilissel bozukluklarla da iligkili
olabilmektedir (Chen vd., 2020; Montafiola vd., 2016; Tan vd., 2016; Woody & Zhao,
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2016). Ayrica, plazmadaki clusterin seviyesinin Alzheimer, KOAH ve HBB
hastalarinda bilissel bozukluk ve bdlgesel atrofilerle iligkili oldugu bilinmektedir
(Aghajanpour-Mir vd., 2019; Li vd., 2013; Thambisetty vd., 2010, 2012). Buna karsin,
su ana kadar yetiskin MS hastalarinin plazmadaki clusterin seviyesinin hastalikla
ve/veya biligsel performansla iliskisine dair bir calisma yapilmamistir. Ayrica,
clusterin genetik polimorfizmleri MS hastalik riski bakimindan daha 6nce kapsamli

olarak calisilmamustir.

Bu c¢alismanin amac1 MS hastaligi riski ile CLU SNP’lerinin iliskilerini incelemek ve
plazma clusterin seviyesi ile plazma miR-21-5p ve miR-195-5p rélatif ekspresyon
seviyesinin hem hastalik riski hem de biligsel bozukluk ile iliskilerini belirlemektir.
310 RRMS hastast ve 310 kontrolden olusan biiyiikk calisma grubunda CLU
rs11136000, rs3087554, 1s2279590 ve rs1532278 SNP’lerinin RRMS hastalig1 riski
ve klinik bilgileri ile iliskisinin kapsamli bir sekilde incelenmesi amaglarimizdan
ilkidir. 30 naif (herhangi bir MS tedavisi almayan) RRMS hastasi, enjektabl tedavi
alan 30 RRMS hastas1 ve 30 saglikli kontrollerden olusan kiiciik ¢alisma grubuyla
gerceklestirilen calismalarda katilimcilarin plazma clusterin konsantrasyonu, plazma
miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleri ile hastalik riski ve biligsel
performanslari arasindaki iliskiler incelenecektir. Yetigkin RRMS hastalarinda ilk defa
olgiilecek olan plazma clusterin seviyesi CLU SNP genotiplerine gore analiz edilecek
olup, ayrica enjektabl tedavi alan ve naif RRMS hastalarindaki seviyeleri de
karsilastirilacaktir. Plazma clusterin seviyesinin kapsamli bir sekilde MS hastaligiyla
iligkisini inceleyen bu ¢alismada ayrica CLU ekspresyon seviyesine etki ettigi bilinen
hsa-miR-21-5p ve hsa-miR-195-5p miRNA’larinin dolagimdaki seviyesi ile
clusterinin plazma seviyesi arasindaki iliski de belirlenmis olacaktir. Ayrica, bu
miRNA’larin MS riski, tedavi durumu ve biligsel performansla iliskisi de ortaya
koyulacaktir. Bu sayede, clusterinin, CLU genetik polimorfizmlerinin ve CLU ifade
seviyesine etki eden miRNA’larin MS i¢in faydali biyobelirtecler olup olamayacagi
belirlenecektir. Bu kapsamda belirlenen hedeflere ulagsmak icin tasarlanan caligma

plan1 agagidaki gibidir:

e Genetik polimorfizmlerin belirlenecegi biiyiik calisma grubunda, kesin RRMS

tanist alan bireylerden ve saglikli kontrollerden tam kan alinmasi,
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Bu ¢alisma grubundan alinan tam kandan, modifiye edilmis tuzla ¢oktiirme
yontemi ile DNA izolasyonunun gerceklestirilmesi,

Bu calisma grubunda, polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction; PCR) kullanilarak rs11136000 ve rs3087554 SNP bolgelerini igeren
spesifik bolgelerin cogaltilmasi,

PCR ile ¢ogaltilan bu bolgelerin uygun enzimler kullanilarak restriksiyon parca
uzunlugu polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism; RFLP)
yontemi kullanilarak genotiplerinin belirlenmesi,

Yine bu biiylik ¢alisma grubundan elde edilen DNA’lar kullanilarak es zamanli
PCR (Real-Time PCR) metodu kullanilarak rs2279590 ve rs1532278
SNP’lerinin genotiplerinin belirlenmesi,

Plazma clusterin seviyesinin belirlenecegi ve biligsel test yapilacak kiigiik
calisma grubundaki naif RRMS hastalari, enjektabl tedavi alan RRMS hastalari
ve saglikli kontrollerden tam kan alinmasi ve bu katilimcilara BICAMS
testinin yapilmast,

Bu calisma grubundan alinan tam kan numunelerinden iki saat iginde
plazmalarin elde edilmesi,

Bu elde edilen plazma numunelerinden RNA izolasyonunun
gerceklestirilmesi,

Elde edilen RNA’lardan ters transkriptaz PCR metodu kullanilarak
cDNA’larinin sentezlenmesi,

Bu ¢cDNA’lar kullanilarak kantitatif es-zamanli PCR (Quantitative Real-Time
PCR; gRT-PCR) yontemi ile plazma hsa-miR-21-5p ve hsa-miR-195-5p rolatif
ifade seviyesinin belirlenmesi,

Yine bu elde edilmis plazmalardan enzim bagli immiinosorban testi (Enzyme-
linked Immunosorbent Assay; ELISA) ile clusterin seviyesinin belirlenmesi,
Elde edilen CLU SNP genotiplerinin ve alel frekanslariin MS hastalar1 ile
kontrol bireyler arasinda karsilagtirilmasi, hastalik riski acisindan ve klinik
parametrelerle iliskilerinin incelenmesi,

Plazma clusterin konsantrasyonu ile hastalik riski ve tedavi alma durumu

arasindaki iligskinin incelenmesi,
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Plazma hsa-miR-21-5p ve hsa-miR-195-5p ifade seviyesi ile hastalik riski ve
tedavi alma durumu arasindaki iliskinin incelenmesi,

Plazma hsa-miR-21-5p ve hsa-miR-195-5p ifade seviyesi ile plazma clusterin
seviyesi arasindaki iligskinin incelenmesi,

Plazma clusterin konsantrasyonu ile CLU genotipleri arasindaki iligkinin
incelenmesi,

Plazma clusterin konsantrasyonu ile BICAMS test skorlar1 arasindaki iligkinin
incelenmesi,

Plazma hsa-miR-21-5p ve hsa-miR-195-5p ifade seviyesi ile BICAMS test
skorlar1 arasindaki iligkinin incelenmesi,

Plazma clusterin konsantrasyonu, hsa-miR-21-5p ve hsa-miR-195-5p ifade
seviyelerinin MS hastalariin diger klinik parametreleri arasindaki iliskilerin
incelenmesi,

Elde edilen deneysel veriler ile klinik bulgularin uygun istatistiksel analiz

yontemleri kullanilarak analizlerin gerceklestirilmesi.
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2. MATERYALLER VE METOTLAR

2.1 Kullanilan Materyaller

2.1.1 Calisma gruplar ve popiilasyonlar

Bu tez ¢alismasi kapsaminda MS hastaligi i¢cin CLU genetik polimorfizmleri risk
faktorii olarak incelenmis ve plazma clusterin seviyesinin ve CLU geninin ifade
seviyesine etki eden miRNA’lardan hsa-miR-21-5p ve hsa-mir-195-5p’nin MS
hastalarinin bilissel performanslari ile iliskisi irdelenmistir. Bunun i¢in, ¢alismamiz iki
farkli popiilasyonla yiiriitiilmiistiir. Genetik polimorfizm c¢aligsmasi i¢cin Ankara Sehir
Hastanesi Etik Kurulu’na basvurulmus ve E1-21-1957 nolu ¢alisma 06.10.2021
tarihinde oy birligi ile etik bakimdan uygun bulunmustur (EK-1).

Plazma clusterin seviyesi ve dolasimdaki mikroRNA’larin biligsel performansla
iliskinin incelenmesi i¢in ikinci bir ¢alisma grubu bulunmaktadir (Grup 2). Bu ¢alisma
i¢cin de Ankara Sehir Hastanesi 1 No’lu etik kurula bagvurulmus ve E1-21-1588 kodlu
calismanin 03.03.2021 tarithinde etik agidan uygun olduguna oy birligi ile karar
verilmistir (EK-2).

Genetik polimorfizm ¢aligmasi icin (Grup-1) Ankara Sehir Hastanesi Noroloji
Klinigi’ne bagvuran ve 2017 McDonald Revize Kriterleri’ne gore kesin MS teshisi
konmus hastalardan RRMS tanisi alanlar arasindan arastirma kriterlerine uyan ve
goniillii olanlar hasta grubuna dahil edilmistir (Efendi & Yandim-Kuscu, 2018;
Thompson vd., 2018). Benzer sekilde ¢aligmaya dahil edilme kriterlerine uygun
goniillii saglikli bireyler de kontrol grubunu olusturmustur. Bu kriterler klinik
muayene, MRG, hasta oykiisii, dislayic1 kriterler iceren bir dizi kompleks siireci
icermekle birlikte bir dnceki bolimde Cizelge 1.1°de verilmistir. Bu tani kriterleri
aralarindaki hiyerarsik iliskiye gore su sekilde siniflandirilmaktadir: Atak sayisi,

objektif klinik olarak tespit edilmis lezyon sayis1 ve diger gerekli ek verilerdir.
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Bu kapsamda 310 RRMS hastasi ve 310 kontrol birey ¢alismaya dahil olma kriterlerini
karsilayip dahil olmama kriterlerini  dislamiglardir.  Genetik ¢alismalarin

gergeklestirilecegi Grup-1 igin bu kriterler asagidaki gibidir:

Hasta grubu igin:

e 18-65 yas grubunda olmasi

e Revize McDonald 2017 kriterlerine gore kesin MS hastalig1 tanis1 konmus
olmasi

e RRMS tanisi konmus olmasi

e Bu calisma i¢in onay veren hastalar

Kontrol grubu i¢in:

e 18-65 yas grubunda olmasi
e Demografik 6zellikleri vaka grubuna benzer olmasi
e Klinik gegmisinde MS kaydi bulunmamasi

e Bu caligsma i¢in onay vermesi

Bu ¢alisma icin arastirmaya dahil olmama kriterleri ise asagidaki gibidir:

e Serebrovaskiiler hastalig1 olanlar

e Akut enfeksiyon, atesli hastaliklar, travma

e Bilinen malign hastalig1 olanlar

e Romatolojik hastaliklar

e Kardiyovaskiiler olay veya kardiyovaskiiler cerrahi gegirenler

e Renal replasman tedavisi yapilan son donem bobrek yetmezligi

Arastirma kriterlerinin tamamin1 yerine getirmeyen veya aragtirmaya dahil edilmeme

kriterlerinden en az birine sahip olanlar ¢aligmaya dahil edilmemistir.

Plazma clusterin seviyesi ve dolagimdaki mikroRNA’larin biligsel performansla
iliskinin incelenmesi i¢in olusturulan ikinci ¢alisma grubu (Grup-2) 30 naif RRMS
hastasi, 30 enjektabl immiinomodiilatér tedavi géoren RRMS hastas1 ve 30 saglikli
kontrol bireyden olusmaktadir. Bu gruptaki MS hastalarin1 da 2017 Revize McDonald
Tan1 Kriterleri’ne gore MS teshisi almis olan RRMS hastalar1 olusturmaktadir. Bu

calisma kapsaminda hasta gruplar1 ve kontrol gruplari i¢in arastirmaya dahil edilme
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kriterleri bulunmaktadir. Naif hastalar i¢in ¢alismaya dahil edilme kriterleri asagidaki

gibidir:

18-65 yas grubunda olmasi

Revize McDonald 2017 kriterlerine gore kesin MS hastaligi tanist konmus
olmasi

RRMS tanis1 konmus olmasi

Daha 6nce MS tedavisine baglanmamis olmasi

Eger MS disinda baska bir nedenden dolay1 kullandiysa, en az {i¢ aydir
immiinomodiilatdr veya immiinosiipresif ilag kullanmamis olmasi

En az 4 haftadir atak gecirmemis olmasi ve herhangi bir atak semptomu
gostermemesi

Bu ¢alisma i¢in onay vermis olmasi

Immiinomodiilatér tedavi alan gruba dahil olan hastalar icin ¢alismaya dahil edilme

kriterleri asagidaki gibidir:

18-65 yas grubunda olmasi

Revize McDonald 2017 kriterlerine gore kesin MS hastaligi tanis1 konmus
olmasi

RRMS tanis1 konmus olmasi

Glatiramer asetat veya IFN-f ilag gruplarindan birini kullantyor olmasi

En az 4 haftadir atak ge¢cirmemis olmasi

Herhangi bir atak semptomu gostermemesi

Bu calisma i¢in onay vermis olmasi

Kontrol grubu i¢in ¢alismaya dahil edilme kriterleri agagidaki gibidir:

18-65 yas grubunda olmasi

Demografik 6zellikleri hasta grubuna benzer olmasi

Klinik ge¢misinde MS kaydi bulunmamasi

Bu ¢alisma i¢in onay vermesi

Son 3 ay i¢inde immiin-modiilatér ve immiin-baskilayici ilag kullanmamasi

Bilinen biligsel bozuklugu olmamasi
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Bu c¢alisma i¢in goniilliilerin ¢alismaya dahil edilmeme kriterleri asagidaki gibidir:

e Akut enfeksiyon, travma, atesli hastaliklar1 olanlar

e Bilinen malign hastalig1 olanlar

e Romatolojik veya diger otoimmiin hastalig1 olanlar

¢ Bilinen noérodejeneratif bir hastaligi olanlar

e Arastirma kriterlerinin tamamini yerine getirmeyen hastalar
e (alismaya katilmak istemeyen hastalar

e Katilimecinin kendi istegiyle arastirma grubundan ¢ikmak istemesi

Arastirma kriterlerinin tamamini yerine getirmeyen veya arastirmaya dahil edilmeme

kriterlerinden en az birine sahip olanlar ¢alismaya dahil edilmemistir.
2.1.2  Numunelerin toplanmasi

2.1.2.1 Genotipleme i¢in tam kan érneklerinin toplanmasi

Genetik polimorfizm ¢alisma grubu olan Grup-1’e katilmak i¢in goniillii olan RRMS
tanil1 hastalar ve kontrol bireyler arastirmaya dahil edilme kriterlerini saglayip dahil
edilmeme kriterlerini disladiklar1 durumda ¢alismaya alinmiglardir. Bu calismaya
dahil olan bireylerin tam kan 6rnekleri Na-EDTA’l1 tiiplere alinmis ve teslim alinana
kadar -20 °C’de derin dondurucularda saklanmistir. Hastaneden teslim alinan kan
ornekleri soguk kutu igerisinde laboratuvara getirilmelerinin ardindan -86 °C’ye

kaldirilarak DNA izolasyonu gergeklestirilene kadar saklanmislardir.

2.1.2.2 Plazma érneklerinin toplanmasi

Dolasimdaki mikroRNA ekspresyon seviyesinin ve plazma clusterin seviyesinin
Olclimiiniin yapilacagl calisma grubu olan Grup-2’ye katilmak i¢in goniillii olan
bireyler arastirmaya dahil edilme kriterlerini saglayip dahil edilmeme kriterlerini
disladiklar1 durumda calismaya alinmislardir. Katilimcilarin Ankara Sehir Hastanesi
Noroloji Poliklinigi’nde bilissel degerlendirmeleri yapilmig ve 10 mL’lik Na-EDTA’I1
tiiplere tam kan 6rnekleri alinmistir. Alinan kan 6rnekleri en fazla iki saat igerisinde
laboratuvara soguk kutular igerisinde getirilmis ve +4 °C’de santrifiij edilerek plazma
fazlar1 ayrilmistir. Plazma fazi, RNAse ve DNAse igermeyen tiiplere alikotlanarak

kullanimlarina kadar -86 °C’de saklanmuslardir. Santrifiijleme islemleri Hettich
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Universal 320R (Tuttlingen, Almanya) ile ger¢eklestirilmistir. Plazma alikotlarinin
hacimleri, dondurma-¢ozme dongiisii yasanmasini engellemek igin ¢alismalarda
gerekli olacak miktarlar dikkate alinarak belirlenmis ve herhangi bir alikot

¢Ozdiiriildiikten sonra tekrar saklanmamustir.

2.1.3 Kullanilan malzemeler

Bu caligmada kullanilmis olan malzemeler, liretici firma adlar1 ve tliretim yerleriyle
birlikte EK-3’te liste halinde verilmislerdir. Kullanilan malzemelerin, molekiiler

biyoloji ve genetik ¢aligmalarina uygun olmasina 6zen gosterilmistir.

2.1.4 Kullanilan cihazlar

Bu calisma igin kullanilan cihazlar, iiretici firma adlar1 ve tiretim yerleriyle birlikte

EK-4’te liste halinde verilmislerdir.
2.1.5 Primerler

2.1.5.1 Genotipleme ¢alismalarinda kullamilan primerler

Genetik polimorfizm c¢alisma grubunun SNP’lerinden PCR-RFLP metodu ile
genotipleri belirlenecek olan rs11136000 ve rs3087554 i¢in birer ¢ift primer temin
edilmistir. Bu primerlerin dizileri i¢in, ekibimizde daha 6nce bu SNP’leri XFS ve XFG
hastalarinda ¢alismis olan Sinem Demirkaya Budak’in tez ¢alismasina bagvurulmustur
(Demirkaya-Budak , 2018). Primerlerin dizileri ve iiretim yerleri EK-5’te verilmistir.
Yiksek performansli  sivi  kromatografisi (High Performance Liqudid
Chromotography, HPLC) saflastirmali olarak temin edilen liyofilize primerler tiretici
firmanin 6nerdigi miktarda distile su ile ¢ozdiiriilerek 100 pmol/mL konsantrasyona
getirilmis ve kullanilacaklar1 zamana kadar alikotlanarak -20 °C’de saklanmustir.

Primerler, 10 pmol/mL konsantrasyonda kullanilmislardir.

Es zamanli PCR (RT-PCR) ile genotipleme caligmalar1 yapilacak olan rs2279590 ve
rs1532278 SNP’leri i¢in TagMan SNP Genotyping Assay kitleri kullanilmistir. Bu
genotipleme Kkitleri floresan isaretli TagMan prob teknolojisine sahiplerdir. Bu
SNP’lerden rs1532278 i¢in iiretilmis olan kit valide edilmisken rs2279590 SNP’si i¢in
tiretilmis kit fonksiyonel olarak iiretici firma tarafindan test edilmistir. Genotipleme

kitlerinin bilgileri EK-5’te verilmistir.
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2.1.5.2 Plazma mikroRNA ekspresyon seviyesi belirlemede kullanilan primerler

Bu calisma kapsaminda plazmadaki hsa-miR-21-5p ve hsa-miR-195-5p ifade
seviyelerini tespit etmek i¢in qRT-PCR metodu kullanilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda
iki hedef miRNA (hsa-miR-21-5p ve hsa-miR-195-5p), sentetik spike-in kontrol
(UniSp6) ve referans miRNA (hsa-miR-16-5p) i¢in valide ve optimize edilmis olan
miRCURY LNA miRNA PCR Assay primerleri kullanilmistir. Bu primerlerin

bilgileri, liretim yerleri ve miRNA’larin olgun dizileri Cizelge 2.11°de verilmistir.

2.2 Metotlar
2.2.1 Tam kandan DNA izolasyonu ve genotipleme ¢cahismalarma hazirlanmasi

2.2.1.1 Tam kandan DNA izolasyonu prosediirii:

Genotiplerin belirlenmesi i¢in tam kan numunelerinden DNA izolasyonu, Lahiri ve
Schnabel’in tarif ettigi tuzla c¢oktiirme metodunun modifiye edilmis versiyonu
kullanilarak gerceklestirilmistir (Kogan, 2018). 750 uL. tam kan numunesinin 2 mL’lik
DNAse/RNAse icermeyen mikrosantrifij tiiplerine alinmasinin ardindan esit hacimde
TKM tamponu (pH 7.6; 10 mM Trizma bazi, 10mM KCI, 2mM EDTA.H?0, 4 mM
MgCly) ile diltie edilir ve hafif¢e karistirildiktan sonra 20 pL Triton X-100 bu karisima
ilave edilerek tiip kapagi kapali bir sekilde alt {ist edilir. Sabit agili rotora sahip
santrifiijde 10 dk 1.000 g’de santrifiij edildikten sonra kirmizi kan hiicreleri
yogunluklu siipernatant atilir ve 750 pL TKM tamponu eklenerek pelet
¢ozdiiriildiikten sonra tekrar ayni kosullarda santrifiij islemi gerceklestirilir. Kirmizi
kan hiicrelerinin kontaminasyonu elimine edilene kadar bu islem tekrarlanir. Pelette
goriintir bir kirmizilik kalmamasinin ardindan 200 pL. TKM tamponunda ¢6zdiiriiliir
ve akyuvarlari igeren bu karigima %10’luk sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisinden 10 uLL
eklenip 58 °C’de 10 dk inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda soguk ve doymus NaCl
¢ozeltisinden 75 pL ilave edilip tiipler birkag defa alt-iist edilir. +4 °C’de 10 dk
boyunca 14.000 g’de santrifiij edilen tiipler santrifiij islemi sonrasinda yavasca
alinarak olusan faz farkinin kaybolmamasina dikkat edilmelidir. Dipteki peleti rahatsiz
etmeyecek sekilde, siipernatanttan yaklasik 300 pL almip yeni bir 1.5 mL’lik
mikrosantrifiij tiipiine aktarilir. Bu yeni tiipte bulunan silipernatantin iistiine, hacminin

iki misli kadar soguk etanol ilave edilerek DNA’nin presipitasyonu saglanmis olur.
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Tiiplin birka¢ defa hizli bir sekilde alt-list edilmesiyle DNA’nin bir araya gelmesi
saglanir ve 30 dk boyunca -20 °C’de inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda DNA "nin pelet
olarak elde edilmesi amaciyla +4 °C’de 10 dk boyunca 10.000 g’de tiipler santrifiij
edilir ve santrifiij sonunda silipernatant fazi atilir. Etanoliin buharlasarak uzaklagmasi
i¢in bir siire beklendikten sonra pelet 100 uL Tris-EDTA (TE, pH 8.0; 10 mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA.H20) tamponunda ¢6zdiiriilerek 37 °C’de 3 saatten az olmayacak
siirede inkiibe edilir. Inkiibasyonunun ardindan izole edilen DNA’lar -20 °C’de

saklanmustir.

2.2.1.2 Genomik DNA’nmin kalitatif ve kantitatif analizi

Numunelerden izole edilen DNA’nin konsantrasyonunun ve kalitesinin belirlenmesi
i¢in spektrofotometrik metotlara bagvurulmustur. Bu islem i¢in laboratuvarda bulunan
Thermo Scientific NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis spektrofotometresi
(Wisconsin, ABD) kullanilmistir. Bunun igin ¢alisma 6ncesinde distile su ile cihazin
pedallart silinmis ve DNA’nin ¢ozdiiriildiigii TE tamponu kullanilarak cihaza kor
(blank) tanitilmistir. Bu islem sonrasinda DNA orneklerinden 2 pL kullanilarak
Ol¢iimler gerceklestirilmistir. Cihaz, barindirdig1 yazilim sayesinde otomatik olarak
260, 280 ve 230 nm’de dl¢iimler alarak Beer-Lambert yasasina uygun bir sekilde DNA
konsantrasyonunu hesaplayarak kantitatif analizi gergeklestirirken ayni anda DNA
safsizliklarini da belirlemektedir. A260/280 oraninin 1.8 civarinda olmasi durumunda
DNA’nin gerekli saflikta olduguna karar verilirken bu oranin 1.8’den yiiksek olmasi
RNA kontaminasyonuna yorulmaktadir. 1.8’den daha diisiik oranlar ise protein

kontaminasyonuna yorulur.

2.2.2 CLU rs11136000 ve rs3087554 tek niikleotit polimorfizmlerinin

genotiplenmesi

2.2.2.1 CLU rs1113600 i¢in genotipleme

CLU rs11136000 SNP’sinin genotiplenmesi ic¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
Restriksiyon Par¢ca Uzunlugu Polimorfizmi (Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism, PCR-RFLP) metodu kullanilmistir. Bunun ig¢in ilk
olarak genin hedef bolgesi PCR ile cogaltilmis ve sonrasinda PCR’1 basarili

gergeklestigi tespit edilen numuneler uygun kesim enzimi ile inkiibe edilmistir. Kesim
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islemi sonrasi olusan pargalarin uzunluklari agaroz jel elektroforezi ile belirlenmis ve

bu sekilde genotipleme islemi gerceklesmistir.

CLU rs11136000 SNP’sini de igerecek sekilde genin uygun bir bdliimiiniin
hedeflenmesi gerekmektedir. Bunun i¢in EK-5’te dizisi belirtilen ileri ve geri primerler
kullanilmistir. Bu primerlerin tanidig1 gen bdlgesinin niikleotit dizileri Sekil 2.1°de
verilmigtir. Burada mavi kutucuk i¢indeki alanlar ileri ve geri primerlerin baglandiklar
bolgeyi gostermektedir. Kirmiz1 gergeve igindeki kisim Apol restriksiyon enziminin

tanima bolgesini gosterirken, yesil isaretli alel polimorfizmin oldugu niikleotidi

belirtmektedir.

[CATCTTCCAAAGCAGGCTGLAGACTCCCTGAATCTTACCTTTCTATTGCAACC
ATGCCTCCTGGCGTGCAAAGGGAATGGCAGGCATTCAGCACCAAAGCCACACC
AGCTATCPIAAA [C/T] TCtFCTAACGGGCCCTTGCCACTTGACCCARTAATTCT
GTAAGAATCTGTCTCAGGCCAGGTGCGGCAGCTGACACCTGTAATCCCAGCAC
TTTGGGAGGCCGAGGCAGQGCATATTACTTGGGGTCAGGAGTTTGAGACCAGCC

Sekil 2.1: PCR ile ¢ogaltilan rs11136000 C/T SNP’sini i¢eren bolgenin dizisi
ve Apol restriksiyon endoniikleaz enziminin tanidigi dizinin gosterimi.

PCR islemi Eppendorf Mastercycler® Nexus (Hamburg, Almanya) termal dongii
cthazinda gergeklestirilmistir. Reaksiyonun igerik ve cihazin calisma kosullar
bakimindan optimizasyonu i¢in Demirkaya-Budak’in tez ¢aligmasina bagvurulmustur
(Demirkaya-Budak, 2018). Buna goére, 200 ng kalip DNA kullanilarak ¢aligmanin
yapilmasi planlanmis ve amonyum siilfathh amplifikasyon tamponunun kit iireticisinin
onerdigi son konsantrasyonda kullanilmasina karar verilmistir. Optimize kosullara
gore MgClz 2.0 mM, primerler 400 nM ve serbest niikleotitleri igeren ANTP karigimi
ise 200 uM son konsantrasyonda olacak sekilde kullanilirken reaksiyonu
gerceklestiren Taq Polimeraz enziminin son konsantrasyonu 1.25 tnitedir.

Reaksiyonlar, 50 uL. hacimde gergeklestirilmistir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1: CLU rs11136000 C/T SNP bolgesini ¢gogaltmakta kullanilan PCR
ana karisiminin igerikleri.

icerik Gerelfli I.—|§1cim Stok Son konsantrasyon
(1 tiip icin) konsantrasyonu (50 puL)
Steril Su Degisken - -
(NH4)2SO4 iceren Buffer 5uL 10X 1X
Magnezyum Kloriir 4 uL 25 mM 20 mM
dNTP karisima 1 pL 10 mM 200 uM
Ileri primer 2 uL 10 pmol/pL 20 pmol (400 nM)
Geri primer 2 ulL 10 pmol/pL 20 pmol (400 nM)
Taqg DNA polimeraz 0.25 uL 5 U/ulL 125U
DNA Degisken

CLU rs11136000 SNP’sini igeren bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in optimize termal dongii

programi Sekil 2.2°de temsilen gosterilmektedir.

/ : : 5

. / _ : il Ll
_ M I~ e L
— — | > — B
MH-LLLL% W ‘ . | |
\ Denaturasyon\ Primer Baglanmasi Uzama B mm.I.LI.I.LLU.LLI.
ilk Denatiirasyonu | 95°C.30s 60°C,20s 72°C,50s | Son Uzama
94 °C, 3 dk 72°C,10dk

PCR D&ngus, 40 tekrar )

Sekil 2.2: CLU rs11136000 C/T SNP’sini igeren bolgenin ¢ogaltilmasi igin
kullanilan PCR programinin temsili gdsterimi.

PCR reaksiyonu sonucunda olusan lriinler agaroz jel elektroforezi ile incelenmistir.
Kullanilan primerlerin dizileri ve ¢ogaltildiklar1 bolgeler dikkate alindiginda PCR
iriiniiniin 246 b¢ boyutunda olmasi beklenmektedir. Bunlarin tespiti i¢in %2’lik
agaroz jel hazirlanmistir. Calismaya baslamadan 6nce, jelin dokiilecegi kalip, tarak ve
diger malzemeler %70’lik etanol ile temizlenmislerdir. 2 g toz agaroz hassas terazi
yardimiyla tartildiktan sonra son konsantrasyonu 0.5X olan 100 mL Tris-Borat-EDTA
(TBE, pH 8.3; 45 mM Trizma bazi, 45 mM Borik asit, | mM EDTA.2H>0) ile erlen
icerisinde karistirilir. Mikrodalga firinda 1s1 yardimiyla c¢ozdiiriilen agarozun
karigtigindan emin olunduktan sonra su altinda hazirlanan jel karigimi yaklasik 60

°C’ye kadar sogutulur. Stok konsantrasyonu 10 mg/mL olan etidyum bromiiriin (EtBr)
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son konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak sekilde ayarlanarak 5 pL eklenir ve dumant
solunmamaya calisilarak iyice karistirilir ve karisim kaliba dokdiliir. Jelde olusan hava
kabarciklar1 giderildikten sonra tarak yerlestirilir ve jel katilasmaya birakilir.
Elektroforez isleminin gergeklestirilecegi tankta elektriksel alanin diizenli dagilmasin
saglamak amaciyla jel hazirlanirken kullanilmig olan 0.5X konsantrasyonundaki TBE
tamponu ile elektroforez tanki doldurulur. Caligmalarda kullanilmis olan midi boy
elektroforez tanki yaklagik 400 mL 0.5X TBE tamponu ile yeterli seviyede
dolmaktadir. Jel, katilastiktan sonra tarak kismi katota gelecek sekilde yerlestirilir ve
tistiinde kalan tampon seviyesi ise jelin yaklasik olarak 1 mm tizerinde olmalidir. Tarak
dikkatli bir sekilde c¢ikarildiktan sonra PCR iiriinleri, jel yilikleme tamponu ile
karistirilarak yiiklenir. 2 pL jel yiikkleme tamponu pL (10 mM Tris-HCI (pH 7.6),
0.03% bromofenol mavisi, 0.03% xylene cyanol FF, 60% gliserol ve 60 mM EDTA)
15 pL PCR iiriinii ile karistirilarak kuyucuklara ytiklenir ve 4-10 V/cm kurali dikkate
alinarak 120 V’ta 45 dk tirtinler yuritiiliir. Yrttilme sonrasinda jel Vilber-Lourmat
UV goriintiileme cihazi1 (Collégien, Fransa) kullanilarak goriintiilenmis ve jel
goriintiileri kaydedilmistir. 246 b¢ boyutunda, tek bant olarak gdriinen numunelerin
PCR’1nin basarili bir sekilde gergeklestigi kabul edilmistir ve bu numunelere kesim

1slemi gergeklestirilmistir.

Kesim islemi, ilgili SNP’nin genotiplemesine imkan verecek tanima bdlgesine sahip
uygun enzim kullanarak gergeklestirilmistir. CLU 1rs11136000 SNP’sinin
genotiplenmesi i¢in uygun enzim olarak Apol enzimi kullanilmistir. Apol restriksiyon

enziminin tanima bolgesi Sekil 2.3’te verilmistir.

5  RAATTY. %
3. .YTTAA‘F{... 5

Sekil 2.3: Apol restriksiyon enziminin tanima bolgesi (URL-10).

Burada Y sitozin veya timin (C veya T) olabilirken R adenin veya guanin (A veya G)
olabilmektedir. Buna gdre, numunede polimorfik niikleotidin T olmasi durumunda
enzim diziyi tanirken, C niikleotidi olmas1 durumunda ise enzim diziyi tanimayacak
ve herhangi bir kesim islemi gergeklesmeyecektir. Cinsiyet kromozomlari hari¢ her

bir kromozomun ¢iftler halinde genetik materyalde bulunduran diploit canlilarin
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genotipleri aleller olarak gosterilmektedir. Bu yilizden, CLU rs11136000 C/T
SNP’sinin genotipleri de CC, CT veya TT olarak belirlenmistir.

Kesim islemi, PCR’1 basarili bir sekilde gergeklesen tiriinlere uygulanmistir. Kesim
reaksiyonu i¢in kullanilan ana karisimin igerigi Cizelge 2.2°de verilmistir. Reaksiyon
tamponunun karigimdaki son konsantrasyonu 1X olacak sekilde karigima eklenirken
10 pL PCR fiiriinii i¢in 10 U Apol enzimi kullanilmigtir. Son reaksiyon hacmi 30
puL’dir. Bu SNP’nin kesiminde kullanilan Apol enzimi i¢in {iretici firmanin 6nermis
oldugu reaksiyon kosullar1 5-15 dakika arasinda olmasina karsin yapilan optimizasyon
calismalarinda en uygun kosulun 50 °C’de 40 dakika oldugu goriilmustiir. BioSan
marka termostat blokta inkiibe edilerek kesimi gerceklestirilen {riinler, jelde

yiriitiilecekleri zamana kadar +4 °C’de muhafaza edilmislerdir.

Cizelge 2.2: CLU rs11136000 C/T SNP’si icin hazirlanan restriksiyon
endoniikleaz enzimi i¢eren ana karigim igerigi.

Icerik G(elri:g ?g?ﬁi)m Stok konsantrasyon son éoon;irltdr:)syon
Steril Su 16 pL
NEB buffer 3.1 3ulL 10 X 1X
Apo | 1 uL 10000 U/ml 10U
PCR iiriinii 10 uL

Kesim tirlinleri % 2.5’lik agaroz jel kullanilarak analiz edilmistir. Agaroz jel, bolim
2.2.3.1°de anlatildig1 sekilde hazirlanmis olup farkli olarak yalnizca son
konsantrasyonun %2.5 olabilmesi i¢in 2.5 gr agaroz kullanilmistir. 15 pL kesim tirtinii
ile 2 uL jel ylikleme tamponu karistirilarak kuyucuklara ytiklenmistir. Sonuglar, UV
goriintiileme cihaz1 kullanilarak goriintiilenmislerdir. TT genotipe sahip numuneler
131 ve 115 bg olmak {izere yalnizca iki bant halinde goriintii verirken CC genotipli
olanlar 246 bg¢ boyutunda tek bant halinde goriintii vermektedir. CT genotipli
numuneler ise 246, 131 ve 115 bg¢ boyutlarinda olmak iizere ii¢ bant olacak sekilde

goriintii vermektedir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: CLU rs11136000 C/T SNP’sinin PCR-RFLP metodu ile
genotiplenmesi isleminin sematik gdsterimi.

2.2.2.2 CLU rs3087554 icin Genotipleme

CLU rs3087554 SNP’sinin genotiplenmesi i¢in PCR-RFLP metodu kullanilmistir.

Bunun i¢in ilk olarak genin hedef bolgesi PCR ile ¢ogaltilmis ve sonrasinda PCR’1

basarili gergeklestigi tespit edilen numuneler uygun kesim enzimi ile inkiibe edilmistir.

Kesim islemi sonrasi olusan parcalarin uzunluklar1 agaroz jel elektroforezi ile

belirlenmis ve bu sekilde genotipleme islemi ger¢ceklesmistir.

CLU rs3087554 SNP’sini de icerecek sekilde genin uygun bir bolimiiniin

hedeflenmesi gerekmektedir. Bunun i¢in 2.1.5.1. numaral1 béliimde belirtilen ileri ve

geri primerler kullanilmistir. Bu primerlerin tanidig1 gen bdlgesinin niikleotit dizileri

Sekil 2.5’te verilmistir. Burada mavi kutucuk ig¢indeki isaretli alanlar ileri ve geri

primerlerin baglandiklari bolgeyi gostermektedir. Kirmizi ¢ergeve i¢indeki kisim Acil

restriksiyon enziminin tanima bolgesini gosterirken, yesil isaretli alel polimorfizmin

oldugu niikleotidi belirtmektedir.
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[AGATTGTCGCACCTTGGTCAFAATACATCGACAGTTTTATAATAGAACAGAAA
AGCTTCCATTTGCAGCAATATATTTTAGTTGGCTTGTTGAAACACATCTCTCT
TCCTGAAAGCAAGCAATTCTTGAAGTGGATCAACCTTGTCATCATATCCCTTT
TATTCTTCACCCTTTTATTCTTCACTGGTATGACAGTCCCTATACCATCTTAG
CCACTGCTTTTTTGTTTCTACTTATTTTCCATCCCCCCTEC [T/ Cl6ckcce
CATAGCAAAATGAAGGCATGCCGGGAAGCAGCAACTCAACATAAAAAGAGGAC
[CTCCARGCGATCAGCTCACARGACAGTTTTATTGAATTAGTTGCATGCAGGA

Sekil 2.5: PCR ile gogaltilan rs3087554 T/C SNP’sini igeren bolgenin dizisi ve

enzimin adin1 yaz restriksiyon endoniikleaz enziminin tanidigi dizinin

gosterimi.
PCR islemi Eppendorf Mastercycler termal dongli cihazinda gergeklestirilmistir.
Reaksiyonun icerik ve cihazin ¢alisma kosullart bakimindan optimizasyonu igin
Demirkaya-Budak’in tez ¢alismasina bagvurulmustur. Buna gore, 200 ng kalip DNA
kullanilarak ¢alismanin yapilmasi planlanmig ve amonyum siilfatli amplifikasyon
tamponunun kit ireticisinin Onerdigi son konsantrasyonda kullanilmasina karar
verilmistir. Optimize kosullara gére MgClz 1.5 mM, primerler 400 nM ve serbest
niikleotitleri iceren dANTP karisimi ise 200 uM son konsantrasyonda olacak sekilde
kullanilirken, reaksiyonu gerceklestiren Taq Polimeraz enziminin son konsantrasyonu

1.25 tinitedir. Reaksiyonlar, 50 uL hacimde gerceklestirilmistir (Cizelge 2.3)

Cizelge 2.3: CLU rs3087554 T/C SNP bolgesini ¢ogaltmakta kullanilan PCR
ana karisiminin igerikleri.

icerik Gerelfli I.—|<:;1cim Stok Son konsantrasyon
(1 tiip igin) konsantrasyonu (50 nL)
Steril Su Degisken - -
(NH4)2SOq4 iceren Buffer 5uL 10X 1X
Magnezyum Kloriir 3 uL 25 mM 1.5mM
dNTP Kkarisimi 1 uL 10 mM 200 uM
fleri primer 2 ul 10 pmol/uL 20 pmol (400 nM)
Geri primer 2 ulL 10 pmol/uL 20 pmol (400 nM)
Taq DNA polimeraz 0.25 uL 5 U/uL 1.25U
DNA Degisken

CLU rs3087554 T/C SNP’sini igeren bdlgenin ¢ogaltilmasi i¢in optimize termal dongii
programi Sekil 2.6’da 6zetlenmistir. PCR reaksiyonu sonucunda olusan tiriinler agaroz

jel elektroforezi ile incelenmistir. Kullanilan primerlerin dizileri ve ¢ogaltildiklar
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bolgeler dikkate alindiginda PCR {iriiniiniin 335 b¢ boyutunda olmasi beklenmektedir.
Bunlarin tespiti i¢in %2’lik agaroz jel boliim 2.2.2.1°de oldugu gibi hazirlanmig ve

ayn1 boliimde anlatildig1 gibi jelin goriintiilenmesi gerceklestirilmistir.

/ 5
H / . ' g tp— Ll
; = pe— il
5 — — " & —p —
wu% W g T o J . )
\ Denat'drasyon\ Primer Baglanmasi Uzama 3 EM.LLLLLLLLLLI.
ilk Denatiirasyonu | 35°C.30s 59°C 20 72°C30s ) Son Uzama
94°C,3dk 72°C,10dk

PCR Déngsd, 40 tekrar )

Sekil 2.6: CLU rs3087554 T/C SNP’sini iceren bolgenin ¢ogaltilmasi icin
kullanilan PCR programinin temsili gdsterimi.

Kesim islemi, ilgili SNP’nin genotiplemesine imkan verecek tanima bdlgesine sahip
uygun enzim kullanarak gerceklestirilmistir. CLU rs3087554 SNP’sinin
genotiplenmesi i¢in uygun enzim olarak Acil enzimi kullanilmistir. Acil restriksiyon

enziminin tanima bolgesi asagida verilmistir Sekil 2.7°de verilmistir.

5 .. CCGC...3
3...GGCG...5

Sekil 2.7: Acil enziminin tanima bdlgesi (URL-11).

Buna gore, numunede polimorfik niikleotidin C olmasi durumunda enzim diziyi
tanirken, T niikleotidi olmas1 durumunda ise enzim diziyi tanimayacak ve herhangi bir
kesim islemi gergeklesmeyecektir. Cinsiyet kromozomlar1 hari¢ her bir kromozomun
ciftler halinde genetik materyalde bulunduran diploit canlilarin genotipleri aleller
olarak gosterilmektedir. Bu yiizden, CLU rs3087554 SNP’sinin genotipleri de TT, TC
veya CC olarak belirlenmistir (Sekil 2.8).

Kesim islemi, PCR’1 basarili bir sekilde gerceklesen iiriinlere uygulanmistir. Kesim
reaksiyonu igin kullanilan ana karisimin igerigi Cizelge 2.4.’te verilmistir. Reaksiyon
tamponunun karisimdaki son konsantrasyonu 1X olacak sekilde karisima eklenirken
10 pL PCR iirtinii igin 10 U Acil enzimi kullanilmistir. Son reaksiyon hacmi 30 pL’dir.
Bu SNP’nin kesiminde kullanilan Apol enzimi igin iiretici firmanin 6nermis oldugu

reaksiyon kosullar1 5-15 dakika arasinda olmasina karsin yapilan optimizasyon
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calismalarinda en uygun kosulun 37 °C’de 60 dakika oldugu goriilmustiir. BioSan
marka termostat blokta kesimi gergeklestirilen iirlinler, yiiriitiilecekleri zamana kadar

+4 °C’ye kaldirilmustir.

Cizelge 2.4: CLU rs3087554 T/C SNP’si igin hazirlanan restriksiyon Acil
endoniikleaz enzimi igeren ana karisim igerigi

icerik Gerekli hacim Stok Son konsantrasyon
¢ (1 tiip igin) konsantrasyon (30 uL’de)
Steril Su 16 uL
CutSmart buffer 3uL 10 X 1X
Acil 1 uL 10000 U/mL 10U
PCR iiriinii 10 uL
cTac - ; cTec
GACG Acil Tanimaz GACG —> x
>
: cTae — 1T
g;ﬁ% _.. GAce —> x
. ) Acif Tanimaz L I
Homozigot Yabanil Tip S
T 335h¢x2
cTGe CIGC
A — GACG
eAce Acil Tanimaz " | — x
> 335 be —TC
TITTTIT CCGCTITTITTTTTTTITTT T C CCCTITTITTTTTTTTTT
L GGCG LI Am: 1 GGC + GLULLLLLLL _’V
Heterozigot Tip —__ Y S —
TC 81 bg 254 bg
TITTTIT CCGCTITTTTTTITITITTT . TITITITC CCCTTTTTTTTITTTITTT
L eGeo UL Am i eee + GLULLIILIIL ——P
W —~— — —CC
cCoc . 81 be 254 bg
f _——__» TITITITC cCe T —
L GGoG L Acil Tanir  piin 6Ge + 6L
Polimorfik Tip
cc 81beg 254 bg
rs3087554 T/C

m TC  CcC

Sekil 2.8: CLU 1rs3087554 T/C SNP’sinin PCR-RFLP metodu ile
genotiplenmesi isleminin sematik gdsterimi.

Kesim firiinler1 % 3’liik agaroz jel kullanilarak analiz edilmistir. Agaroz jel, bolim
2.2.3.1’de anlatildig1 sekilde hazirlanmistir. 15 pL kesim iiriinii ile 2 pL yiikleme

tamponu karistirilarak kuyucuklara yiiklenmistir. Sonuglar, UV goriintiileme cihazi
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kullanilarak goriintiilenmislerdir. CC genotipe sahip numuneler 254 ve 81 b¢ olmak
tizere yalnizca iki bant halinde goriintii verirken TT genotipli olanlar 335 b¢ boyutunda
tek bant halinde goriintii vermektedir. TC genotipli numuneler ise 335, 254 ve 81 bg

boyutlarinda olmak iizere ii¢ bant olacak sekilde goriintii verilmektedir (Sekil 2.7).

2.2.3 CLU rs2279590 C/T ve rs1532278 C/T tek niikleotit polimorfizmlerinin

genotiplenmesi

CLU rs2279590 C/T ve rs1532278 C/T SNP’lerinin genotiplenmesi i¢in es zamanli
PCR (Real-time PCR) cihazinda alel-spesifik TagMan genotipleme problari
kullanilmistir. Kullanilan SNP genotipleme kitlerin katalog bilgileri, liretim yerleri ve
prob dizileri EK-5’te verilmistir. Kullanilan genotipleme kitlerinden rs1532278 C/T
SNP’si i¢in olan valide edilmisken, rs2279590 C/T i¢in olan kit fonksiyonel olarak test

edilmistir.

Real-time PCR cihazlari ile gergeklestirilen bu genotipleme metodunda, ayni1 kuyucuk
icerisinde hem PCR reaksiyonu hem de genotipleme islemi ayni anda
gerceklesmektedir. Reaksiyon karisiminda genotipleme kiti, genotipleme ana karigimi

ve izole edilmis genomik DNA’lar bulunmaktadir.

Genotipleme ana karisimi i¢in TagMan SNP Genotyping Assay kullanilmistir. Ana
karisim igerisinde reaksiyonu gerceklestirecek olan AmpliTaq Gold™ DNA
polimeraz, pasif referans olan ROX boyasi, dNTP’ler ve tamponlar bulunmaktadir.
Genotipleme Kkitleri ise, SNP bolgesini hedefleyen ileri ve geri primerlerle birlikte
SNP’nin alellerine spesifik olan iki tip prob i¢cermektedir. Bu problardan bir tanesi
yabanil tip alelle eslesirken diger tip prob ise polimorfik alelle eslesmektedir. Iki prob
da 5’ ucunda farkl floresan boyaya sahiptir. Genotipleme islemi de bu farkli floresan
isaret¢ilerin farkli dalga boyunda 1s1ma yapmalari sayesinde gergeklestirilmektedir. Bu
tez caligmast kapsaminda genotiplemede kullanilan SNP genotipleme kitlerinin

alellerine karsilik gelen floresan boyalar Cizelge 2.5’te verilmistir.
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Cizelge 2.5: CLU rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T SNP genotipleme
kitlerinde alellere spesifik problarin tasidiklar1 floresan boyalar.

SNP Katalog ID FAM | VIC

rs1532278 C/T | C__ 1522420 1 | T C

rs2279590 C/T C_ 1842470 20| T c

TagMan problari, hedef bolgeye baglanabilen tamamlayici spesifik dizilere sahip
oligontikleotitler olup probun 5’ ucunda floresan boyali isaret¢i (reporter) ve 3’ ucunda
floresan olmayan soniimleyici (quencher) molekiil bulunur. Reporter, normal sartlar
altinda belirli dalga boyunda aldiklar1 15181 yansitirken, bir quencher yakinindan
Forster rezonans enerji transferi (FRET) mekanizmasina uygun bir sekilde 1sima
quencher molekiil tarafindan séniimlenmektedir. Bu yontem ile gergeklestirilen es
zamanli PCR reaksiyonunda ilk olarak konvansiyonel metotta oldugu gibi baslangi¢
denatlirasyonunun ger¢eklesmesinin ardindan dongiisel asama bagslamaktadir.
Denatiirasyona miiteakip gerceklesen baglanma asamasinda spesifik bolgenin
siirlarina ileri ve geri primer baglanirken SNP’yi iceren diziye de alel spesifik
TagMan probu baglanmaktadir. Baglanan prob, dizide yabanil veya polimorfik tip alel
icermesine gore degisiklik gosterecektir. Uzama asamasinda gorevli DNA polimerazin
3’ ekzoniikleaz aktivitesi sayesinde reporter ve quencher’1 fiziksel olarak bir arada
tutan probu dagitarak floresanin tekrardan serbest bir sekilde 1s1ma yapmasini
saglamaktadir. Her bir dongii sonunda ortamdaki floresan sinyalinin Olgiilerek

kaydedilmektedir. Bu reaksiyon, Sekil 2.9°da 6zetlenmistir.

Reaksiyon sonunda kaydedilen sinyallere gore ornekler, yaydiklar1 dalga boylarma
gore alelik dagilim haritasina dagilmaktadirlar. Alelik dagilim haritasinin eksenlerini
yabanil tip alel ve polimorfik alel olusturmaktadir ve yaydiklari sinyal yogunluklarina
gore grafikte bulunmaktadir. Homozigot yabanil tip ve homozigot polimorfik tip olan
ornekler X veya Y eksenine yakin olacak sekilde eksen boyunca dizilirken heterozigot
ornekler eksenlerin orta bdlgesinde yogunluk gdstermektedirler. Orneklerin
genotipleri, alinan sinyallerden otomatik olarak cihaz yazilimi tarafindan veya manuel

olarak belirlenebilmektedir.
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Sekil 2.9: TagMan problarinin ¢alisma mekanizmas.

2.2.3.1 CLU rs2279590 C/T igin genotipleme

CLU 152279590 C/T SNP’sinin genotiplenmesi i¢in kullanilan SNP genotipleme
kitinin bilgileri EK-5’te verilmistir. Reaksiyon karisimi, genotipleme ana karigimu,

genotipleme kiti ve genomik DNA’dan olusmaktadir.

Reaksiyon sonucunda elde edilen sinyal yogunlugunun ortamdaki iiriin miktari ile
iligkili olmasindan dolay1r tiim oOrneklerden esit miktarda reaksiyona girmesi
gerekmektedir. Bu ylizden tiim 6rnekler, calisma 6ncesinde steril apirojen su ile diliie
edilmistir. Konsantrasyonlar, kit iireticisinin 6nerdigi reaksiyon hacmi ve genomik
DNA miktarina gore belirlenmistir. Kit iireticisinin 6nerdigi 1-20 ng aralig1 olan DNA
miktarinin 8 ng olarak kullanilmasina karar verilmistir. Genotipleme reaksiyonu i¢in
kullanilan icerik bilgileri Cizelge 2.6’da bulunmakta olup genotipleme kiti olarak ID’si
Cizelge 2.5’te verilmis olan TagMan Genotyping Assay kullanilmistir.
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Cizelge 2.6: Es zamanli PCR ig¢in reaksiyon igerikleri

Icerik 1 Tiip

TagMan Genotipleme Ana Karigimi (2X) | 5 uL

20X TagMan SNP Genotipleme Kiti 0.5uL
Genomik DNA 4.5uL
Toplam 10 pL

Calisilacak numune sayisina gore hesaplanan toplam reaksiyon hacmine gore steril 1.5
mL’lik tiipe eklenen genotipleme ana karisimi ve genotipleme kiti icerigi vorteks ile
karistirildiktan sonra 96 kuyucuklu plakanin kuyucuklarina eklenmistir. Ardindan,
numunelerin  seyreltilmis genomik DNA’lar1 duplike olarak kuyucuklara
dagitilmiglardir. Optik yapigkan bir koruyucunun plaka tlizerine kapatilmasi ardindan
2 dk boyunca 2000 RPM’de santrifiij edilmistir. 96 kuyucuklu plaka StepOne Plus es
zamanli PCR cihazina (Woodlands, Singapur) yerlestirilip Cizelge 2.7’deki reaksiyon
dongiisii cihazin yazilimi olan StepOne Software 2.3 araciligiyla kurulmus ve

reaksiyon baslatilmistir.

Cizelge 2.7: CLU 152279590 C/T ve rs1532278’nin genotiplemesi icin
gergeklestirilen es zamanli PCR dongiisii.

Basamaklar Sicaklik | Siire Dongii
PCR Oncesi Okuma 60 °C 30 saniye | Tek Basamak
DNA Polimeraz Aktivasyonu | 95 °C 10 dk Tek Basamak
Denatiirasyon 95°C 15 saniye

40 Déngii
Baglanma ve Uzama 60 °C 60 Saniye
PCR Sonras1 Okuma 60 °C 30 Saniye | Tek Basamak

Reaksiyon sonunda genotipin belirlenmesi islemi yazilim tarafindan otomatik veya
belirgin olarak tespit edilememesi durumunda manuel gerceklestirilmistir. Yabanil tip
(CC) genotipli drneklerde VIC boyasi sinyal verirken polimorfik genotipli 6rneklerde
(TT) FAM boyasi sinyal vermektedir. Heterozigot genotipli (CT) numunelerden hem

FAM hem de VIC boyasi sinyali alinmistir. Bu sinyal yogunluguna gore olusturulan
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alellik dagilim haritas1 Sekil 2.10’da verilmistir. Burada yatay eksen C aleliyken dikey
eksen T aleline karsilik gelmektedir. Mavi renkli daireler TT genotipli; yesil renklileri
CT genotipli ve kirmizi1 renkli olanlar CC genotipli 6rneklere karsilik gelmektedir.
Siyah kare negatif kontrol, siyah ¢arpi isaretleri ise genotiplemesi yapilamayan

orneklere karsilik gelmektedir.
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Sekil 2.10: 152279590 C/T es zamanli reaksiyonunun sonucunda elde edilen
alelik dagilim haritasi.

2.2.3.2 CLU rs1532278 C/T igin genotipleme

CLU rs1532278 C/T SNP’sinin genotiplenmesi i¢in kullanilan SNP genotipleme
kitinin bilgileri EK-5’te verilmistir. Reaksiyon karisimi, genotipleme ana karigimu,

genotipleme kiti ve genomik DNA’dan olugsmaktadir.

Calisma i¢in gerekli olan ana karisim ve calisilacak numuneler Bolim 2.2.3.1°de
anlatildig1 gibi hazirlanmistir. Karigimda kullanilacak olan malzemelerin miktarlar
Cizelge 2.6’da verilmis olup genotipleme kiti olarak Cizelge 2.5’te bu SNP i¢in ID’si
verilmis olan TagMan Genotyping Assay kullanilmistir. Plaka cihaza yerlestirildikten

sonra Cizelge 2.7°de verilmis olan dongii programi kurulur ve reaksiyon baglatilir.
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Reaksiyon sonunda genotipin belirlenmesi islemi yazilim tarafindan otomatik veya
belirgin olarak tespit edilememesi durumunda manuel olarak gergeklestirilmistir.
Yabanil tip (CC) genotipli 6rneklerde VIC boyasi sinyal verirken polimorfik genotipli
orneklerde (TT) FAM boyasi sinyal vermektedir. Heterozigot genotipli (CT)
numunelerden hem FAM hem de VIC boyasi sinyali alinmistir. Bu sinyal yogunluguna
gore olusturulan alellik dagilim haritas1 Sekil 2.11°de verilmistir. Burada, Mavi renkli
daireler TT genotipli; yesil renklileri CT genotipli ve kirmizi renkli olanlar CC
genotipli Orneklere karsilik gelmektedir. Siyah kare ise negatif kontrole karsilik
gelmektedir.
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Sekil 2.11: rs1532278 C/T es zamanli reaksiyonunun sonucunda elde edilen
alelik dagilim haritasi.

2.2.4 Bilissel degerlendirme

Plazma clusterin ve miRNA ifade seviyelerinin belirlenecegi ¢alisma grubundaki naif
RRMS hastalarinin, enjektabl immiinomodiilatér tedavi alan RRMS hastalarinin ve
saglikli kontrollerin biligsel degerlendirmeleri gergeklestirilmistir. Biligsel performans
testleri néroloji uzmani tarafindan klinikte gergeklestirilmistir. Calismaya dahil olmay1
kabul eden goniilliilerin bilgilendirilmesi ve onam formlarini okuyup calismaya

katilmay1 kabul etmesini takiben BICAMS testi ile biligsel performanslar
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degerlendirilmistir. BICAMS testi bir¢ok tilkede ve lilkemizde gecerliligini kanitlamis
ve uzmanlar tarafindan Onerilen biligsel performans testidir (Ozakbas vd., 2017).

BICAMS; SDMT, CVLT-Il ve BVMT-R testlerini igerir.

SDMT testi, ¢alisan bellek ve bilgi isleme hizini 6l¢en, siirekli dikkat ve odaklanmay1
gerektiren bir testtir. 1°’den 9’a kadar rakamlarla eslesen 9 anlamsiz semboliin oldugu
tablo, sayfanin sag iist kisminda bulunur ve katilimcidan bu sembollere karsilik gelen
rakamlar1 yazmasi istenir (Oztiirk, 2014). Test siiresince bu tablo agik olarak
kalmaktadir. ilk asamada katilimciya siire sinir1 taninmadan sembollere karsilik gelen
rakamlari eslestirmesi istenir ve katilimci ilk 10 kutuyu doldurana kadar siire tutulmaz
(Yigit, 2018). Pratik asamasindan sonra, bu anlamsiz sembollerin rastgele siralandigi
bir dizide her bir sembole karsilik gelen rakamlarin tabloya uygun bir sekilde 90 saniye
icerisinde olabildigince yazmasi istenir. Pratik asamasi haricindeki yazilan dogru
rakam sayisi, kisinin skoru olarak kaydedilir (Kasimay, 2017; Yigit, 2018). Bu testte
aliabilecek maksimum skor 110’dur. Katilimeilara uygulanan test EK-6’da

sunulmustur.

CVLT-II testi, sozel 6grenme ve hafiza bozukluklarinin degerlendirilmesinde sikc¢a
basvurulan noropsikolojik bir testtir. Normalde daha kapsamli bir test olmasina karsin
BICAMS testi kapsaminda yalnizca ilk bes 6grenme denemesinin kullanilmasi
onerilmektedir (Langdon vd., 2012; Yigit, 2018). 4 farkli semantik kategoride 16 farkli
kelimenin bulundugu liste, aragtirmaci tarafindan katilimciya okunur ve katilimcidan
bu kelimeleri hatirlamast istenir (Oztiirk, 2014). Toplamda 5 defa gerceklestirilen bu
denemelerin her birinde liste tekrar okunur ve katilimcimin dogru hatirladig:
kelimelerin sayis1 not edilir. Bu 5 denemede dogru hatirlanan kelime sayisi toplanir ve
bu toplam puan kisinin skoru olur. Bu testte alinabilecek en yiiksek skor 80’dir (Yigit,
2018). Katilimcilara sorulan kelime listesinin de bulundugu bu test EK-7’de

sunulmustur.

BVMT-R testi gorsel-mekéansal bellek performansint 6lgmektedir. Bu testte
katilimciya bir sayfada 6 soyut sembol gosterilir ve 10 saniye boyunca bakmasi istenir.
Ardindan bu sayfa goriis alanindan ¢ikarilir ve sembollerin sirasiyla bos bir sayfaya
cizilmesi istenir (Kasimay, 2017). Her bir sembol dogrulugu ve sirasina gore 0-2
arasinda puanlanir. Semboliin dogru yerde bulunmasi 1 puan, dogru ¢izilmesi de 1

puan olarak degerlendirilir. Bu islem 3 defa tekrarlanir ve toplam puan bu ii¢ denemede
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aldig1 puanlarin toplamina esittir. Bu testte alinabilecek maksimum skor 36’dir (Yigit,
2018). Katilimcilara gosterilen anlamsiz sekillerin bulundugu 6rnek goriintii EK-8’de

sunulmustur.

2.2.5 Plazma mikroRNA ekspresyon seviyesinin tayini i¢cin kullanilan metotlar

Plazmadaki miR-21-5p ve miR-195-5p ekspresyon seviyesinin tayininde gRT-PCR
metodu kullanilmistir. Bunun igin, tam kandan elde edilen plazma numunelerinden
RNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir. RNA izolasyonu i¢in Qiagen firmasinin plazma
ve serum Orneklerinden RNA izolasyonun gerceklestirilmesi igin 6zel olarak
gelistirilmis miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit kullanilmigtir. Elde edilen
RNA’larin kalitesi ve miktart spektrofotometrik metot ile analiz edildikten sonra
uygun numunelerden Ters Transkripsiyon-PCR (Reverse Transcriptase-PCR) yontemi
kullanilarak tamamlayict DNA’lar1 (Complementer DNA, cDNA) sentezlenmistir.
Daha sonra numunelerin cDNA 6rneklerinden hedef miRNA’lar olan miR-21-5p ve
miR195-5p’nin, spike-in kontrol olan UniSp6’nin ve referans miRNA olan miR-16-
S5p’nin ifade seviyeleri qRT-PCR metodu ile tespit edilmistir. qRT-PCR
calismalarinda, ortamda olusan iirlin miktar1 ile orantili bir sekilde artan sinyal
yogunlugunun cihaz tarafindan tespit edilmesi ile analizler gerceklestirilmektedir. Bu
sinyal saglayicilari, TagMan problar1 gibi floresan isaretli problar olabilecegi gibi ¢ift
zincirin oluguna yerlestigi zaman floresan sinyal veren SYBR Green boyasi da
olabilmektedir. TagMan problari, hedefe spesifik dizileri ile daha spesifik olmakla
birlikte hassasiyetleri SYBR Green’e gore daha azdir. SYBR Green ise, ¢ift zincirli
DNA fragmanlarimin oluklarina yerlestiginde floresan sinyal verirken serbest halde
floresan sinyal vermeyen 6zel bir boya tiiriidiir. Bu yiizden, ortamdaki hedef bolgenin
miktarinin PCR dongiisii tamamlanmasia paralel olarak arttikca alinan sinyal
yogunlugu da daha fazla olacaktir. Bu ¢aligmada floresan sinyal i¢in SYBR Green
boyast kullanilmigtir. Hedef miRNA’lar, referans miRNA olan miR-16-5p’ye gore
normalize edildikten sonra hasta ve kontrol gruplar: arasindaki karsilastirmalar 2742¢

metoduna gore yapilmistir (Livak & Schmittgen, 2001).
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2.2.5.1 Toplanan periferik tam kanlardan plazma elde edilmesi

Tam kan 6rneklerinin Ankara Sehir Hastanesi Noroloji Poliklinigi’nden alinmasinin
ardindan plazma fazinin eldesi i¢in en geg iki saat igerisinde TOBB ETU Teknoloji
Merkezi 202 No’lu Laboratuvara getirilmesi saglanmistir. Bu isleme ait temsili is akist
Sekil 2.12°de verilmektedir. Hemolizi ve bozulmay1 6nlemek i¢in soguk kutularda
sabitlenmig bir sekilde getirilen 10 mL’lik EDTA’l1 tiiplerdeki tam kan 6rnekleri +4
°C’de, 1900 g’de, 10 dk boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiigasyon sonrasi elde
edilen plazma faz1 2 mL’lik yeni bir RNAse-DNAse igermeyen tiipe alinarak
safsizliklarindan arindirma amaciyla +4 °C’de 16000 g’de 10 dk boyunca tekrar
santrifiij edilmistir. Elde edilen temiz plazma 6rnekleri RNA izolasyonu ve ELISA
calismalari i¢cin uygun miktarlarda alikotlara ayrilarak kullanilacaklar1 zamana kadar

tutulmak tizere -86 °C’ye kaldirilmiglardir.
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Sekil 2.12: Plazma ayrimi is akisinin temsili gésterimi.
2.2.5.2 Plazmalardan RNA izolasyonu

Bolim 2.2.4.1 elde edilme metodu anlatilan plazma 6rneklerinden RNA izolasyonu
icin miRNeasy Serum Plasma/Advanced Kit kullanilarak gergeklestirilmistir. Kolon
bazli bir metoda sahip olan bu RNA izolasyonun kitinin kolonlar1 kii¢iik dizi
boyutlarina sahip miRNA’lar1 da tutmaya yonelik 6zel olarak tasarlanmistir. Bununla
birlikte, laboratuvarimizda yapilan ¢caligmalar neticesinde kitin prosediiriiniin modifiye
edilmis bir versiyonunun kullanildiginda daha verimli sonuglar alindig1 goriilmiis ve

kit iireticisinin talimatlar1 optimize edilerek prosediir diizenlenmistir.
RNA izolasyonu prosediirii:

Kit kullanim kilavuzunda maksimum hacim olarak belirlenmis olan 200 uL plazma
ornegi oda sicakliginda ¢ozdiiriildiikten sonra 2 mL’lik DNAse/RNAse igermeyen bir

tipe alimmistir. Plazma numunesine, oOzellikle viral RNA’lar gibi ¢ok diisiik
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miktarlarda RNA igeren numunelerle yapilan caligmalarda RNA’larin ¢okmesine
yardimc1 olmak i¢in kullanilan carrier RNA’dan 1.9 pL eklenmistir. Tiip, birkag defa
alt-iist edildikten sonra plazma hacminin 5 kati kadar Qiazol eklenir ve karisim
homojen goriintiiye ulasana kadar vorteks yardimiyla veya alt-iist edilerek karigtirilir.
Daha sonra faz ayrimini saglamak amaciyla 300 pL kloroform eklenerek homojen bir
gorilintli saglayincaya kadar vorteks yardimiyla veya alt-list edilerek karistirlir.
Homojen goriiniime sahip olan karisim, +4 °C’de 12.000 g’de 10 dk boyunca santrifiij
edilerek karisimin fazlaria ayrilmasi saglanir. Santrifiij sonunda elde edilen berrak
stipernatant dikkatli bir sekilde yeni bir 2 mL’lik DNAse-RNAse igermeyen tiipe
aktarilir. Bu hacmin, baslangigta eklenen Qiazol hacminin %60’m1 gegmemesine
dikkat edilmistir. Bu asamada, RNA’y1 igeren siipernatanta spike-in olarak
kullanilacak olan 1.12 x 10 nmol sentetik UniSp6 eklenir ve tiip alt-iist edilerek
karigtirilir. Tiipteki slipernatant hacminin yaklagik 1.5 kati kadar (900 pL) saf etanol
eklenerek yine alt-iist etmek suretiyle karistirilir. Tiipteki igerikten 700 pL’yi
gegmeyecek sekilde, miRNeasy Spin Column’a aktarilir ve kolonlar oda sicakliginda
8000 g’de 15 saniye santrifiij edilirler. Toplama tiipiinde biriken atik atilarak etanol ile
karigtirllmis olan siipernatant bitene kadar devam eder. Daha sonra kit iceriginde
bulunan RWT Buffer’dan 700 uL kolona eklenerek ayni kosullarda santrifiij edilerek
biriken atik atilir. Bir diger kit i¢erigi olan RPE tamponundan 500 pL kolona eklenerek
oda sicakliginda 8000 g’de 15 saniye santrifiij edilerek toplama tiipiinde biriken atik
atilir. Bir sonraki adimda, presipitasyon i¢in kullanilacak olan %80’lik etanolden
kolona 700 pL eklenir ve oda sicakliginda 8000 g’de 2 dk boyunca santrifiij edilir.
Santrifiij sonunda atik tiipiinde biriken siv1 atilir ve bu islem bir defa daha tekrarlanir.
Ikinci santrifiij sonunda kolonun atik tiipii atilarak yenisi takilir ve bu sefer kolona
herhangi bir sey eklemeden 14.100 g’de 5 dk boyunca santrifiij gergeklestirilir. Atik
toplama tiipii, santrifiij sonunda atilarak RNA’nin aktarilacagi 1,5 mL’lik tiipe kolon
yerlestirilir. 16 pL. DNAse-RNAse icermeyen saf su kolonun filtre kismina denk
gelecek sekilde kolona eklenir ve 5 dakika inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda tiipe
takili kolonlar 14.100 g’de 1 dakika boyunca santrifiij edilirler. Bu islem, 1.5’mL’lik
tiipte biriken ve ¢ozlinmiis RNA’y1 da igeren sivinin RNA konsantrasyonunun
arttirllmasi icin tekrarlanir. Tiipten alinan siv1 tekrar kolonun filtresine eklenir ve 5

dk’lik inkiibasyon sonunda ayni sekilde santrifiij edilerek RNA, 1,5 mL’lik tiipe
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aktarilir. Elde edilen RNA’nin miktar1 ve kalitesi belirlendikten sonra uygun olan RNA
ornekleri -86 °C’ye kaldirilir.

2.2.5.3 Total RNA Kkalitesinin ve konsantrasyonunun belirlenmesi:

Plazmadan elde edilen RNA’nin kalitesinin ve konsantrasyonunun belirlenmesi igin
NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis spektrofotometresi kullanilmistir. RNA
izolasyonu sonrasi en sik goriilen kontaminasyonlar fenol, guanidin, EDTA gibi
kimyasallardan veya protein kaynakli olmaktadir. Bu kontaminantlar 230-280 nm
araliginda absorbans verdikleri i¢in cihaz otomatik olarak bu araligi kapsayacak
sekilde Ol¢lim almaktadir. Niikleik asitlerse 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbans vermektedir. Olgiim i¢in, cihaz agildiktan sonra alt ve iist pedal1 saf su ile
temizlenmesinin ardindan alt pedalina blank olarak 2 pL saf su eklenmis ve Slgiim
islemi gerceklestirilmistir. Olgiim icin aym miktarda RNA kullamilmistir. Olgiim
sonucunda A260/280, A230/260 oranlar1 ve cihaz tarafindan otomatik olarak
belirlenen kontaminasyonlar dikkate alinmistir. Buna gore A260/280 oraninin 2.0
civart olmast RNA’larin protein kontaminasyonu agisindan temiz oldugunu
gosterirken A260/230 oraninin 2.0 - 2.2 olmasi durumunda kimyasal kontaminasyon
bakimindan temiz oldugunu gosterir. Kontaminasyonun fenol veya guanidin olmasi
durumunda farkli yollar izlenmistir. Fenol kontaminasyonu bulunan {riinler
kullanilmamisken guanidin kontaminasyonu 100 mM’a kadar kabul edilmistir. Gerekli
durumlarda RNA izolasyonu tekrar edilmistir. RNA konsantrasyonu Beer-Lambert
kanununa gore cihaz tarafindan belirlenmistir ve cihaz konsantrasyonlari otomatik

olarak hesaplayarak vermistir.

2.2.6 Ters transkriptaz PCR metodu ile cDNA sentezi

Uygun RNA numunelerindeki miRNA ekspresyon seviyesini gRT-PCR ile belirlemek
icin komplementerlerini olusturmak amaciyla ters transkriptaz (Reverse Transcriptase)
PCR teknigi kullanilmistir. Retroviriislerin genetik materyalini ¢ift zincirli hale getiren
ters transkriptaz enzimi ile izotermal olarak gerceklestirilen bu 6zel PCR tekniginde
RNA’larin tek zincirini ciftleyecek sekilde dizilerindeki niikleotitlerin esleri
baglanarak ¢ift zincirli cDNA’lar elde edilir. Bu islem i¢cin miRCURY LNA RT Kit
kullanilmistir. Caligsmalar, kit iireticisinin 6nerdigi protokole ve uyarilara uygun bir

sekilde gerceklestirilmistir. Tiim reaksiyonlardaki RNA miktarlar1 100 ng’da
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esitlenmistir. Reaksiyon karisimi i¢in kullanilan igerik bilgileri Cizelge 2.8’de

verilmigtir.

Cizelge 2.8: Ters transkriptaz PCR reaksiyonu karisiminin igerigi.

S 1 tiip igin

Teerik gerekerlw) nﬁiktar
RNAse/DNAse icermeyen H,O Degisken
MiRCURY Reverse Transcriptase Enzimi (10X) 1.2 uLb
SYBR Green Reverse Transcriptase Reaksiyon 24yl
Tamponu (5X) M
RNA (100 ng) Degisken
Toplam 12 uL

Reaksiyon karisimi buz tizerinde hazirlanmistir. Tiiplere 6nce RNAse/DNAse
icermeyen H2O ve reaksiyon tamponu eklendikten sonra RT enzimi eklenir ve ana
karisim vorteks ile hafifce karistirilir. Ana karisim tiiplere dagitildiktan sonra karsilik
gelen tiiplere RNA oOrnekleri toplam miktarlari 100 ng olacak sekilde eklenir.
Reaksiyonun gergeklestirildigi reaksiyon kosullar1 Cizelge 2.9°da verilmistir.

Cizelge 2.9: RT-PCR reaksiyonu i¢in kurulan program.

Ters transkripsiyon asamasi 42°C 60 dk
Reaksiyon sonlandirma 95°C 5 dk
Saklama 4°C

Reaksiyon bitiminde cDNA o&rnekleri Oncelikle buz iizerinde alikotlanmis ve bu

alikotlar kullanilacagi zamana kadar -20 °C’de saklanmuslardir.

2.2.7 Kantitatif es zamanh PCR ile mikroRNA’larin ekspresyon seviyelerinin

belirlenmesi

Bu tez calismasi kapsaminda iki hedef miRNA olan miR-21-5p ve miR-195-5p’nin,
spike-in kontrol olarak kullanilan UniSp6°nin ve referans miRNA olan miR-16-5p’nin
ifade seviyeleri hasta ve kontrol gruplarinda belirlenmistir. Bu ¢alismalar icin
miRCURY LNA miRNA SYBR Green PCR kiti kullanilmistir. Her bir miRNA igin
firma tarafindan tiretilmis olan valide primerler kullanilmistir. Kullanilan primerlerin

bilgileri Cizelge 2.10’da verilmistir.
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Cizelge 2.10: Plazma miRNA ekspresyon seviyesi calismalarinda kullanilan
primerlerin bilgileri

MIRNA Katalog | o ici Olgun MiRNA Dizisi Katalog

No kimligi

hsa-miR-21-5p | 339306 g:?aer:‘ya 5'UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA | YP00204230
hsa-miR-195-5p | 339306 g:?aer:‘ya 5'UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC | YP00205869
hsa-miR-16-5p | 339306 g:ar‘rf’;:‘ya 5'UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG | YP00205702
UniSp6 339306 g:fng::ya 5'CUAGUCCGAUCUAAGUCUUCGA | YP00203954

Caligsma icin kit tireticisinin 6nerdigi protokol ve uyarilar takip edilmistir. Calisma icin
kullanilan karigimin igerigi Cizelge 2.11°de verilmistir. Reaksiyonlar, 0.1 mL hacimli
96 kuyucuklu plakalarda gergeklestirilmistir. ilk olarak ¢alisilacak numune sayisina
uygun miktarda buz ilizerinde her bir miRNA icin kendilerine 6zgli primerler
kullanilarak bir ana karistm hazirlanmis ve kuyucuklara dagitilmistir. Ardindan,
numunelere ait olan cDNA’ler, 6nceden tasarlanmis plate yerlesim diizenine uygun bir
bicimde duplike olarak kuyucuklara dagitilmiglardir. Plakalar, optik bir film ile istii
kapatildiktan sonra santrifiij edilmis ve es zamanli PCR cihazina yerlestirilmistir.
StepOne Software v2.3 kullanilarak kit iireticisinin bu cihaz i¢in 6nermis oldugu
termal dongii kosullar1 ayarlanmis ve plate dizayni cihaza tanitilmistir. Her bir ¢alisma
sonuna, lirlin 6zgiilliigiiniin degerlendirilmesi i¢in erime egrisi analizi eklenmis ve 60-
95 °C araliginda bu analiz gerceklestirilmistir (Cizelge 2.12). Cogaltilmis olan
tirtinlerin belirli bir sicaklikta tek bir tepe noktasina sahip olmas: durumunda 6zgiil

oldugundan emin olunmustur (Sekil 2.13).

Cizelge 2.11: gRT-PCR isleminde kullanilan karisim igerigi.

Icerik 1 tiip icin gereken miktar
RNAse/DNAse igermeyen H,O 0.5 uL
ROX Boyasi 0.5uL
2X miRCURY SYBR Green Master Mix S5uL
Ileri ve Geri Primerler 1 pL
cDNA 3ul
Toplam 10 pL
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Sekil 2.13: Ekspresyon seviyesi ¢alismalarinda kullanilan primerlerin erime
egrisi sonuglari (a) ve bu calismada elde edilen amplifikasyon egrileri (b).

Numunelerin rolatif ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi i¢in iirlin miktari ile orantilt
bir sekilde artan sinyalin belirli bir esik degerini gectigi dongii cihaz tarafindan tespit
edilmektedir. Bu dongiiye dongii esigi (Cycle thresholde, Ct) denilir. Duplike ¢alisilan

orneklerin Ct degerlerinin ortalamalar1 o numunenin Ctdegeri olarak kabul edilmistir.

Cizelge 2.12: gRT-PCR isleminde kullanilan termal dongii programa.

PCR baslangici icin aktivasyon 1sis1 | 95 °C 2 dk
Denatiirasyon 95°C 10s
Primer baglanmasi ve uzamasi 56 °C 1dk
Reaksiyon Sonlanmasi 95°C 15s
Erime Egrisi 60°-95 °C | Degisken

Hasta ve kontrol gruplarindaki tiim numunelerin Ct degerleri belirlendikten sonra

rolatif ekspresyon seviyeleri 244t

analizi kullanilarak gergeklestirilmistir (Livak &
Schmittgen, 2001). Bunun igin, 6nce tiim gruplardaki numunelerin miR-21-5p ve miR-
195-5p Ct degerlerinden referans miRNA olan miR-16-5p C; degeri ¢ikartilmistir ve
ACt degerleri elde edilerek ortalamalari alinmistir. Ardindan hasta grubundaki
ortalama ACidegerinden kontrol grubunun ortalama ACidegeri ¢ikarilarak AACidegeri
elde edilmistir. Elde edilen say1 degerinin negatifinin 2 tabanindaki iistel degeri
hesaplanarak ve numunelerin rolatif ekspresyon seviyesi belirlenmistir (Livak &

Schmittgen, 2001).
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ACt = Ct (Hedef miRNA) — Ct (Referans miRNA)

AACt= ACt hasta — ACt kontrol

Rolatif ekspresyon seviyesi = 2 24¢t

2.2.8 Plazma numunelerin clusterin proteini seviyesinin ELISA ile belirlenmesi

Plazma numunelerindeki clusterin protein seviyesinin belirlenmesi i¢in ELISA
yontemi kullanilmistir. ELISA, antijen-antikor etkilesimden yararlanarak ortamdaki
analitin yogunlugunu enzim aktivitesine bagli olarak kantitatif olarak tayin etmeyi
saglayan hassas bir yontemdir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda USCN marka insan
clusterin sandvi¢ ELISA kiti kullanilmistir. Kit iceriginde bulunan ve reaksiyonun
gerceklestirilecegi 96 kuyucuklu mikroplakalarin kuyucuklarinda clusterin proteinine
spesifik antikorlar kit iireticisi tarafindan immobilize edilmistir. Kullanilan standartlar
ve numunelerdeki hedef clusterin proteinleri belirli bir epitopundan bu immobilize
antikorlara baglanir. Daha sonra ortama, clusterin proteinine farkli bir epitoptan
baglanacak olan birincil antikorlar verilir ve clusterin proteinleri ile antikorlar arasinda
“sandvi¢” analojisine uygun bir goriiniim olusur. Yikama islemleri ile baglanmamis
birincil antikorlar uzaklastirildiktan sonra kuyucuklara bu birincil antikorlara spesifik
enzim bagli ikincil antikorlar verilerek kantitatif Olclime hazir hale getirilir.
Inkiibasyon sonras1 yikama yapilarak baglanmamus ikincil antikorlar uzaklastirildiktan
sonra ikincil antikordaki enzimin substratini igeren sollisyon ortama verilir ve
kuyucuklardaki tiriin yogunlugu belirli bir dalga boyunda spektrofotometre ile 6lgiiliir.

Ortamdaki tiriin yogunlugu ile olusan sinyal yogunlugu dogru orantilidir.

Calismalarda kullanilan insan clusterin ELISA kitinin 0Ol¢lim araligi 12.5-800
ng/mL’dir. Plazma numuneleri, kit iireticisinin Onerisi dikkate alinarak 500 kat diliie
edilerek kullanilmistir. Diliisyon islemi, ELISA c¢aligmasi baslamadan &nce
gergeklestirilmis ve diliie plazma numuneleri hemen kullanilmistir. Diliisyon sivisi
olarak kit iireticisinin Onerisi dikkate alinarak Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

(DPBS) kullanilmistir. Calisma is akis1 Sekil 2.14°te 6zetlenmistir.
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Plazma ornekleri yukienir 37 °C, 60 dk, 60 RPM 1. Antikor eklenir 37 °C, 60 dk, 60 RPM Yikama yapilir ve 2.

antikor eklenir 97.20: 30 060 RPM

{ﬁ J(‘ . 450 nm'de olgum yapilir
‘ £ \ ‘ \/

Yikama yapilir ve 37 °C, 20 dk, 60 RPM Reaksiyon gerceklesir  penk degigimi goriiliir
substrat eklenir

Sekil 2.14: Plazma clusterin seviyesinin ELISA ile tayini ig akisinin temsili
gosterimi.
Caligmalara baglamadan once tiim kit icerigi oda sicakligina getirilmistir. Liyofilize
clusterin standardi 1 mL standart soliisyonuyla c¢ozdiiriilerek 4000 ng/mL
konsantrasyona getirilmistir. Kitin 6l¢iim aralig1 dikkate alinarak 800 ng/mL, 200
ng/mL, 50 ng/mL, 12.5 ng/mL konsantrasyonlarinda 4 standart ve bir blank (0 ng/mL,
standart soliisyonu) hazirlanmistir. Standartlar, blank ve diliie edilmis plazma
numuneleri 100 uL duplike olarak mikroplakaya yiiklenmis ve 37 °C’de 50 RPM’de 1
saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar bosaltilmis ve biotin
bagli birincil antikoru igeren Reagent A soliisyonundan tiim kuyucuklara 100 pL
eklenmistir. 37 °C’de 50 RPM’de 1 saat inkiibe edildikten sonra kuyucuklar tekrar
bosaltilmis ve yikama soliisyonundan tiim kuyucuklara 350 pL eklenip 90 saniye
beklenmistir. 90 saniye sonunda kuyucuklar bosaltilmis ve bu yikama islemi 3 defa
olacak sekilde tekrarlanmigtir. Yikama islemleri bittikten sonra streptavidinle konjuge
enzim bagl ikincil antikoru i¢ceren Reagent B soliisyonundan tiim kuyucuklara 100 pL
eklenmis ve 37 °C’de 50 RPM’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bir
onceki adimda tarif edilen yikama islemi 5 defa tekrarlanarak baglanmamis ikincil
antikorlar ortamdan uzaklastirilmistir. Yikama sonrasi, ikincil antikora bagli horse
radish peroxidase (HRP) enziminin substratt olan tetrametil benzidin (TMB)
soliisyonundan her bir kuyucuga 90 pL eklenmis ve aliiminyum folyo ile 151k
almayacak sekilde mikroplaka kaplanarak 37 °C’de 50 RPM’de 20 dk boyunca inkiibe
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edilmistir. Inkiibasyon sonunda reaksiyonu sonlandirmak i¢in tiim kuyucuklara 50 L

durdurma soliisyonu eklenmis ve hemen dlglime gegilmistir.

Olgiimler Multiskan™ GO Microplate Spektrofotometresi (Vantaa, Finlandiya) ile
yapilmistir. Bu cihaz, bilgisayara baghi olup Skanlt yazilimi araciligi ile
kullanilmaktadir. Cihaza plate dizayni tanitilmis ve 6l¢iim protokolii olusturulmustur.
Standartlarin absorpsiyon degerlerinden yararlanilarak olusturulan standart egri
kullanilarak tiim numunelerin clusterin konsantrasyonu kantitatif olarak tayin

edilmistir.

2.2.9 Istatistiksel analiz i¢cin kullanilan metotlar

Yas, plazma clusterin seviyesi, lipit parametreleri, D vitamini, biligsel testlerin
skorlari, egitim y1l1 gibi siirekli degiskenlerin normallik analizleri grup eleman sayilari
25’ten fazla olmasi durumunda Kolmogorov-Smirnov ile yapilirken 25’e esit ve az
olan gruplar igin Shapiro-Wilk testi ile gergeklestirilmistir ve P >.05 olmasi
durumunda normal dagildig: kabul edilmistir. EDSS ve Multiple Sclerosis Severity
Score (MSSS) degerleri ordinal degerler olduklar: i¢in parametrik olmayan testlerle
analiz edilmislerdir. Normal dagilim gosteren gruplarin ikili karsilastirilmalarinda
bagimsiz orneklem t-testi kullanilirken ikiden fazla gruplarin karsilastirilmasinda ise
ANOVA testleri kullanilmistir. Levene varyans homojenitesi testinde P >.05 olmasi
durumunda One-way ANOVA uygulanip anlamli sonu¢ ¢ikmasi durumunda
Bonferroni Post-Hoc testi kullanilmistir. Levene varyans homojenitesi testinde P <.05
olan testlerde ise Welch ANOVA yapilmis olup anlamli sonu¢ ¢ikmasi durumunda
Games-Howell Post-Hoc analizi gergeklestirilmistir. Normal dagilim gostermeyen
stirekli degiskenlerin ikili grup Kkarsilastirilmasi igin Mann-Whitney U testi
kullanilirken ikiden fazla grubun karsilagtirilmasinda ise Kruskal Wallis-H testi
kullanilmistir. Kruskal Wallis-H testinde anlamli sonug¢ ¢ikmasi durumunda post-hoc

analizi i¢in Mann-Whitney U testi gerceklestirilmistir.

Kategorik degiskenlerin (Cinsiyet, genotip ve alel frekansi, bilissel bozukluk durumu,
kontrast tutan lezyon varligi, sigara, istihdam durumu) analizinde 2 testi
kullanilmistir. Analizden 6nce, genotip ve alel frekanslarimin dagilimlarinin Hardy-
Weinberg esitligine uyup uymadigi kontrol edilmistir. Grup biiytikliigii besten biiyiik

oldugu durumda y? testi kullanilirken bes veya daha az grup sayilarmmn
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karsilastirilmasinda Fisher’s exact test kullanilmigtir. Genotip ve alel frekanslari, yas
ve cinsiyete gore diizenlenerek SNPStat programi ile gruplar arasinda farkli genotip
modelleri kurularak karsilastirilmistir. Bu modellerin AIC ve BIC degerlerine

bakilarak en uygun genotip modelinin hangisinin olduguna karar verilmistir.

Gruplar icinde normal dagilim gosteren stirekli degiskenlerin aralarindaki iliski
Pearson korelasyon analizi ile incelenirken normal dagilim gostermeyen degiskenlerin
aralarindaki iliski Spearman korelasyon analizi ile incelenmistir. Klinik, demografik
ve deneyler sonucu elde edilen parametrelerin yalniz ve birlikteyken hastalik riski ve
biligsel bozuklukla olan iligkilerini incelemek icin lojistik regresyon analizi
gerceklestirilmistir. Anlamli ¢ikan parametrelerin biyobelirteg olarak ne kadar
yardimci olabilecegini analiz etmek i¢in Reciever Operating Characteristics (ROC)
egrisi analizleri gerceklestirilmistir. Istatistiksel olarak anlamli ¢ikan ROC egrisi
analizleri i¢in Area Under the Curve (AUC) degerlerine gore analize devam edilmis
ve hata matrisi analizi yapilarak hassasiyet, Ozgillik ve dogruluk yiizdeleri

hesaplanmistir. AUC degeri i¢in derecelendirme Cizelge 2.13’e gore yapilmistir.

Cizelge 2.13: AUC degerlerine gore analizin basar1 derecelendirmesi.

AUC | Degerlendirme

0.90-1.00 Miikemmel

0.80-0.90 fyi
0.70-0.80 Orta
0.60-0.70 Kotii

0.50-0.60 Basarisiz

AUC degerinin orta ve iizeri seviyeleri olma durumunda hassasiyetin ve 6zgiilliigiin
maksimum oldugu degere karsilik gelen Youden’s Index degeri hesaplanarak kesme
degeri (cut-off) belirlenmistir. Tiim testlerde istatistiksel anlamlilik degeri P <.05
olarak belirlenmis olup ¢oklu testlerin gergeklestirildigi analizlerde Bonferroni
diizeltmesi yapilarak anlamlilik degeri o/n olarak diizenlenmistir. Analizler, SPSS

v.26.0 paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Cahisma Gruplari

3.1.1 Grup-1’in demografik bilgileri

Bu tez ¢alismasi kapsaminda bir 6nceki boliimde de bahsedildigi lizere Grup-1 ve

Grup-2 olmak tizere iki ¢alisma grubu bulunmaktadir (Sekil 3.1).

Calisma Gruplari

Grup-1 Grup-2
| ) [ ’
o N
30 Naif RRMS Hastasi
310 RRMS Hastasi
30 Tedavi Alan RRMS Hastasi
310 Kontrol Birey
30 Kontrol Birey
& J

Sekil 3.1: Tez ¢alismas1 kapsamindaki ¢alisma gruplarinin 6zeti.

Grup-1, 310 RRMS hastasi ve 310 kontrol bireyden olusmaktadir. Bu bireylerden tam
kan 6rnekleri alinmig olup CLU rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, rs2279590 C/T ve
rs1532278 C/T SNP’lerinin genotiplemeleri gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma grubunun
demografik bilgileri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1: Grup-1’deki RRMS hastalarinin ve saglikli kontrollerin
demografik bilgileri.

RRMS Kontrol p
(n=310) (n=310)
Yas (Y1), ortalama £ SS 349+£9.6 347+12.2 158
medyan (Q1-Q3) 34.0 (27.0-42.0) 31.0 (25.0-43.0) '
Cinsiyet
Kadin/Erkek 196/114 186/124 410
Kadin (%) 63.2 60.0 '
2: Mann Whitney U testi kullanildi.  °: ¥ testi kullanildi.
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Yas ortalamast RRMS hastalarinda 34.9 + 9.6, kontrol bireylerde 34.7 + 12.2 olarak
belirlenmis olup gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(P=.15). Gruplar arasi cinsiyet dagilimi incelendiginde ise RRMS hastalarinda %63.2
olan kadin oranmin kontrol grubunda %60.0 oldugu goriilmekle birlikte gruplar

arasinda cinsiyet dagilimi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamaktadir (P=.41).

3.1.2 Grup-2’nin demografik bilgileri

Bu tez c¢alismasi kapsamindaki bir diger ¢alisma grubu olan Grup-2, 30 naif RRMS
hastasi, 30 GA veya IFN-B tedavisi alan RRMS hastas1 ve 30 kontrol bireyden

olugsmaktadir. Bu calisma grubunun demografik bilgileri Cizelge 3.2.de verilmistir.

Cizelge 3.2: Grup-2°deki naif, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrollerin
demografik bilgileri.

Naif RRMS Tedavi Alan RRMS Kontrol p
(n=30) (n=30) (n=30)

Yas (yil), ortalama £+ SS 29.9+8.9 34.6+10.12 26.6 £5.0

medyan (Q1-Q3) 30.0 (23.0-32.0) 37.0 (25.0-43.0) 24.5 (23.0-32.0) | .008

aralik (min-max) 32.0 (18.0-50.0) 32.0 (21.0-53.0) 17 (20.0-37.0)
Cinsiyet (Kadin), n (%) 19 (63.3) 24 (80.0) 19 (63.3) 27
ERitim Vi, ortalama | 1304 380 11,9+ 4.4 173+26 | oo

medyan (Q1-Q3) 13.0 (11.0-16.0) 12.0 (8.0-16.0) 16.5 (16.0-18.0)

g/tol)hdam (Cabsyor), m | 46 (533 14 (46.7) 14 (46.7) 84
Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gdsterilen veriler ti¢ grup arasinda Kruskal-Wallis ile
karsilastirilmistir. Post-hoc analizleri Mann-Whitney U testi ile gergeklestirilmis olup Bonferroni diizeltmesi
uygulanmistir.  kontrol grubuyla kiyaslandiginda P=.006. : Kontrol grubuyla kiyaslandiginda P<.001.
Frekans ve yiizde olarak gosterilen veriler ii¢ grup arasinda Pearson y2 ile analiz edilmigtir. Min: minimum,
max: maksimum.

Bu calisma grubunun demografik bilgileri incelendiginde, gruplar arasinda yas
dagiliminin farkli oldugu goriilmekte olup, bu farklilik tedavi alan RRMS grubunun
yas ortalamasinin (34.6 = 10.1) kontrol grubununkinden (26.6 + 5.0) istatistiksel olarak
anlamli 6l¢iide daha fazla olmasindan kaynaklanmaktadir (Tiim gruplar arasi: P=.008;
tedavi alan RRMS vs. kontrol: P=.006). Gruplar arasinda cinsiyet dagilimi
incelendiginde ise her grupta kadinlarin oraninin erkeklerden daha fazla oldugu, fakat
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gorilmistiir (Naif:

%63.3, tedavi alan RRMS: %80.0, kontrol %63.3; P=.27).
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Gruplar arasinda egitim yili karsilastirildiginda egitim yilinin istatistiksel olarak
anlamli 6l¢iide farkli oldugu goriilmiistiir (naif RRMS=13.00 + 3.79 yil, tedavi alan
RRMS=11.90 + 4.41 yil, kontrol=17.30 + 2.56 yil; P<.001). Yapilan post-hoc
analizlerinde ise kontrollerin egitim yilinin hem naif hem de tedavi alan RRMS
hastalarindan istatistiksel olarak anlamli dl¢iide daha fazla oldugu goriilmiistiir (naif
RRMS vs. tedavi alan RRMS: P<.001; naif RRMS vs. kontrol: P<.001). Gruplar
arasinda istthdam durumu karsilastirildiginda ise isttihdamda bulunan kisi oram
bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir (naif RRMS:

%53.3, tedavi alan RRMS: %46.7, kontrol: %46.7; P=.84).

3.2 CLU SNP’lerinin Genotiplenmesi

CLU 1511136000 C/T ve rs3087554 T/C SNP’lerinin genotiplemeleri PCR-RFLP
metodu ile gerceklestirilmis olup boliim 2.2.2°de detayl bir sekilde anlatilmistir. Bu
tez calismasi kapsaminda bulunan diger SNP’ler olan CLU rs2279590 C/T ve
rs1532278 C/T SNP’lerinin genotiplemeleri ise RT-PCR ile gerceklestirilmis olup
boliim 2.2.3’te detaylariyla anlatilmistir.

3.2.1 CLU rs11136000 C/T SNP’sinin genotiplenmesi

3.2.1.1 CLU rs11136000 C/T SNP’sinin PCR sonuclari

Clusterin rs11136000 C/T SNP’sinin bulundugu gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi
islemi boliim 2.2.2.1’de detaylariyla birlikte anlatilmisgtir. PCR firiinleri, bolim
2.2.2.1°de hazirlanig1 detaylariyla anlatilmis olan %?2’lik agaroz jele yiiklenip
yirttiilerek kaliteleri degerlendirilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2°de verilmis olan 6rnek goriintiide ilk sirada 50 b¢’lik DNA ladder goriilmekte
olup PCR iiriinliniin boyutunun kontrolii i¢in kullanilmistir. Bu asamada PCR
tirlinlerinin boyutunun 246 bg olmasi gerekmektedir. Bunun yani sira, tiriinlerin tek bir
bant halinde olmasi da PCR isleminin diizgiin ve hedef bolgeye 6zgiil bir sekilde
gerceklesip istenmeyen bolgelerin cogaltilmadigina isaret etmektedir. Sekil 3.2°de
oldugu gibi 246 bg¢ boyutunda ve tek bant halinde belirgin bir sekilde goriinen PCR
tirtinlerinin yeterli kalitede olduguna kanaat getirilmis ve restriksiyon endoniikleaz

enzimi ile kesim reaksiyonuna gecilmistir.
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250 bg

— (o (S D R e =S o SIS e 246 bg

200 bg
150 b
100 bg

50 bg

Sekil 3.2: CLU rs11136000 C/T SNP’si i¢in gergeklestirilen PCR iiriinlerinin
%?2’lik agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiilmesi goriintiisii.

3.2.1.2 CLU rs11136000 C/T SNP’sinin kesim sonuclari

Yeterli kalitede olan CLU PCR firiinleri boliim 2.2.2.1°de anlatildig1 tizere Apol
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile inkiibe edilerek kesilmislerdir. Kesim {iriinleri,
boliim 2.2.2.1°de anlatildig1 gibi %2.5°lik olarak hazirlanan agaroz jelde yiiriitiilmiis

ve UV goriintiileme cihaziyla goriintiilenerek genotipleri belirlenmistir (Sekil 3.3).

250b¢ 246 be
200 be 7 131b¢
150 bg 115 e
100 bg
50 bg

CC CT CT CC CC CC IT CC CT CccC cc

Sekil 3.3: CLU rs11136000 C/T SNP genotiplemesi i¢in gerceklestirilen
kesim iglemi iirlinlerinin %?2.5’lik agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiilmesi
goruntiisii.
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Her bir iirlin i¢in belirlenen genotipler uygun siranin altina gelecek sekilde
belirtilmislerdir. TT genotipe sahip numuneler 131 ve 115 bg olmak {izere yalnizca iki
bant halinde goriintii verirken CC genotipli olanlar 246 bg¢ boyutunda tek bant halinde
goriintii vermektedir. CT genotipli numuneler ise 246, 131 ve 115 b¢ boyutlarinda

olmak iizere li¢ bant olacak sekilde goriintii vermektedir.
3.2.2 CLU rs3087554 T/C SNP’sinin genotiplenmesi

3.2.2.1 CLU rs3087554 T/C SNP’sinin PCR sonuclari

Clusterin rs3087554 T/C SNP’sinin bulundugu gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltiimasi
islemi boliim 2.2.2.2’de detaylariyla birlikte anlatilmigtir. PCR {iriinleri, bolim
2.2.2.1°de hazirlanig1 detaylariyla anlatilmis olan %?2’lik agaroz jele yiiklenip
yiiriitiilerek kaliteleri degerlendirilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4: CLU rs3087554 T/C SNP’si igin gerceklestirilen PCR {iriinlerinin
%2’1ik agaroz jel elektroforezi ile ylriitiilmesi goriintiisti.

Sekil 3.4’te verilmis olan 6rnek goriintiide ilk sirada 50 b¢’lik DNA ladder goriilmekte
olup PCR iiriinliniin boyutunun kontrolii i¢in kullanilmistir. Bu asamada PCR
tirlinlerinin boyutunun 335 b¢ olmasi gerekmektedir. Bunun yani sira, tiriinlerin tek bir
bant halinde olmasi da PCR isleminin diizgiin ve hedef bolgeye 6zgiil bir sekilde
gerceklesip istenmeyen bolgelerin ¢ogaltilmadigina isaret etmektedir. 335 bg
boyutunda ve tek bant halinde belirgin bir sekilde goriinen PCR iiriinlerinin yeterli
kalitede olduguna kanaat getirilmis ve restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesim

reaksiyonuna gecilmistir (Sekil 3.4).
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3.2.2.2 CLU rs3087554 T/C SNP’sinin kesim sonug¢lari

Yeterli kalitede olan CLU PCR firiinleri boliim 2.2.2.2’de anlatildig1 iizere Apol
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile inkiibe edilerek kesilmislerdir. Kesim {iriinleri,
boliim 2.2.2.2°de anlatildig1 gibi %2.5’lik olarak hazirlanana agaroz jelde yiiriitiilmiis

ve UV goriintiileme cihaziyla goriintiilenerek genotipleri belirlenmistir (Sekil 3.5).

Her bir iirlin i¢in belirlenen genotipler uygun siranin altina gelecek sekilde
belirtilmislerdir. CC genotipe sahip numuneler 254 ve 81 b¢ olmak {izere yalnizca iki
bant halinde goriintii verirken TT genotipli olanlar 335 bg¢ boyutunda tek bant halinde
goriintli vermektedir. TC genotipli numuneler ise 335, 254 ve 81 bg¢ boyutlarinda

olmak iizere li¢ bant olacak sekilde goriintii vermektedir.

350 be 335 b
300 bg 254 bg
250 bg

200 bg

150 bg

100 be 81 be

50 bg

IT Tr Tr Tr Tr ¢C€C TT TT TC TC TC

Sekil 3.5: CLU rs3087554 T/C SNP genotiplemesi i¢in gerceklestirilen kesim
islemi iirlinlerinin %?2.5’°lik agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiilmesi goriintiisii.

3.2.3 CLU rs2279590 C/T ve rs1532278 C/T SNP’lerinin genotiplenmesi

CLU 152279590 C/T ve rs1532278 C/T SNP’lerinin genotiplemeleri sirasiyla boliim
2.2.3.1 ve 2.2.3.2°de detaylariyla anlatilmistir. RT-PCR ile gergeklestirilen ¢alismada
genotipleme sonuglar1 StepOne Software v2.3 ile algilanan sinyallere dayanarak cihaz
tarafindan otomatik olarak veya otomatik olarak belirlenemediginde alelleri

ayirabilecek uygun sinyalleri vermemesi durumunda manuel olarak belirlenmistir.
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3.3 Grup-1’de Yapilan Istatistiksel Analizler

Grup-1°deki 310 RRMS ve 310 kontroliin genotiplemeleri boliim 3.2°de anlatildig:
sekilde gergeklestirilmis olup bu tez kapsamindaki her bir SNP’nin Hardy-Weinberg
dengesine uyumu test edilmistir. Bu SNP’lere ait belirlenmis olan genotip ve alel
frekanslar1 farkli genotip modellerine gore gruplar arasinda karsilagtirilarak SNP
genotiplerinin RRMS riski ile iligkisi incelenmistir. Bu karsilastirmalarda ¢oklu test
uygulandigi i¢in P anlamlilik diizeyi 0<.0125 olarak belirlenmistir. Ayrica 310 RRMS
hastasinin klinik bilgileri ile bu tez kapsamindaki CLU SNP genotipleri arasindaki
iligkiler de analiz edilmistir. Son olarak, CLU SNP genotipleri ve klinik parametrelerin
bir arada oldugu durumda orta ila yiiksek EDSS riski (EDSS>3) ve hizli MS
progresyon riski (MSSS>5) ile iligkileri ayr1 ayr1 olmak iizere ikili lojistik regresyon
analizleri ile incelenmistir. Analizlerin ve bulgularin detaylari ilerleyen bdliimlerde

sunulmuslardir.

3.3.1 Grup-1’deki RRMS hastalarimin klinik bilgileri

Grup-1°deki 310 RRMS hastasina ait klinik bilgiler rutin ndrolojik muayeneleri
sirasinda belirlenmekte olup bu tez ¢aligmasi kapsaminda degerlendirilmislerdir. Bu
boliimde 310 RRMS hastasinin klinik bilgileri kadin RRMS hastalar1 ve erkek RRMS
hastalar1 i¢in ayr1 ayr1 sunulmus olup cinsiyetin bu klinik parametrelerin tizerindeki
etkilerini incelemek amaciyla analizler de gergeklestirilmistir. Bu kapsamda, RRMS
hastalarinin hastalik siiresi, EDSS skorlari, MSSS degerleri, tedavi siiresi, alinan
tedaviler, serum 25-(OH) Dsseviyesi, serum lipit profili ve sigara igme durumlari

cinsiyetler arasinda karsilastiritlmistir (Cizelge 3.3).

Grup-1’deki RRMS hastalar1 kadinlar ve erkekler olarak ayrildiginda kadin RRMS
hastalarinin hastalik siireleri (5.0 = 4.8 yil) ve erkek RRMS hastalarinin hastalik
stireleri (5.5 = 5.6 yil) arsinda anlamli bir fark bulunmamistir (P=.66). Buna bagh
olarak, kadin RRMS hastalarinin tedavi siirelerini (3.6 + 3.9 yil) ve erkek RRMS
hastalarinin tedavi siireleri (4.2 + 4.9 y1l) karsilastirildiginda da istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamistir (P=.63).
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Cizelge 3.3: Grup-1’deki RRMS hastalarinin klinik bilgilerinin cinsiyetlere gére dagilimlari.

Kadin (n=195) Erkek (n=115) Toplam (n=310) P
Hastalik Siiresi (yil), ortalama + SS 5.0£4.8 5.5+£5.6 52+£5.1 66
medyan (Q1-Q3) 3.0 (1.0-7.0) 3.0 (1.0-7.0) 3.0 (1.0-7.0) '
EDSS, ortalama + SS 14+1.0 1.7+£1.2 15+1.1 03
medyan (Q1-Q3) 1.0 (1.0-2.0) 1.5(1.0-2.5) 1.0 (1.0-2.0) '
EDSS< 3.0, n (%) 185 (94.9) 101 (87.8) 286 (92.3) 03
EDSS> 3.0, n (%) 10 (5.1) 14 (12.2) 24 (7.7) '
MSSS, ortalama = SS 2.52 £ 1.85 2.91+1.93 2.66 +1.89 07
medyan (Q1-Q3) 2.33(1.13-3.34) 2.44 (1.28-4.55) 2.44 (1.13-3.69) '
MSSS< 2.44, n (%) 99 (50.8) 51 (44.3) 150 (48.4) 27
MSSS> 2.44, n (%) 96 (49.2) 64 (55.7) 160 (51.6) '
MSSS<5.00, n (%) 172 (88.2) 95 (82.6) 267 (86.1) 17
MSSS> 5.00, n (%) 23 (11.8) 20 (17.4) 43 (13.9) '
Tedavi Siiresi (y1l), ortalama + SS 3.6+39 42+49 3.8+4.3 63
medyan (Q1-Q3) 2.0 (1.0-5.0) 2.0 (0.0-6.0) 2.0 (1.0-6.0) '
Tedavi (n), N/IF/GA/DMF/TF/FIKIMAB 19/26/38/24/42/3712/7 | 22/23/11/7/25/22/2/3 | 41/49/49/31/67/59/4/10 .08
Naif, n(%) 19 (9.7) 22 (19.1) 41 (13.2)
Immiinomodiilatér, n(%) 130 (66.7) 66 (57.4) 196 (63.2) .06
Immiinosiipresif, n(%) 46 (23.6) 27 (23.5) 73 (23.6)

Karsilastirmalar kadin RRMS hastalariyla erkek RRMS hastalari arasinda gergeklestirilmistir. Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Mann-Whitney U
testi ile analiz edilmistir.*: Bagimsiz 6rneklem t-testi ile analiz edilmistir. Frekans ve yiizde olarak gosterilen veriler Pearson y? ile analiz edilmistir. EDSS: Expanded Disability Status
Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score, 25(0OH)Ds: 25-Hidroksivitamin Ds, HDL: High density lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein,

N:Naif, IF: interferon-B, GA: Glatiramer asetat, DMF: Dimetil fumarat, TF: Teriflunomid, F: Fingolimod, K: Kladribin, MAB: Monoklonal antikor bazli ilaglar.
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Cizelge 3.3 (Devami): Grup-1’deki RRMS hastalarinin klinik bilgilerinin cinsiyetlere gore dagilimlari.

Kadin (n=195) Erkek (n=115) Toplam (n=310) P
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama + SS 26.6 £20.6 30.0£22.1 27.8+21.2 93
medyan (Q1-Q3) 21.0 (13.5-33.0) 22.0 (15.0-34.0) 21.0 (14.0-34.0) '
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.34 +0.81 1.77 £ 1.06 1.50 £ 0.94 <001
medyan (Q1-Q3) 1.12 (0.83-1.59) 1.38 (1.01-2.27) 1.24 (0.89-1.84) '
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 4.63 +0.99 471 +£1.11 4.66 = 1.04 50
medyan (Q1-Q3) 4.58 (3.96-5.13) 4.61 (3.94-5.47) 4.58 (3.96-5.28) '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.68 £0.81 291 +£0.94 2.77+£0.87 04
medyan (Q1-Q3) 2.59 (2.15-3.13) 2.72 (2.31-3.34) 2.62 (2.15-3.19) '
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.37+0.37 1.10+0.24 1.27£0.35 <001
medyan (Q1-Q3) 1.30 (1.14-1.58) 1.09 (0.96-1.22) 1.22 (1.04-1.48) '
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.61 £0.34 0.84 £0.48 0.70 £ 0.41 <001
medyan (Q1-Q3) 0.54 (0.39-0.75) 0.65 (0.49-1.09) 0.60 (0.41-0.86) '
Sigara (Evet), n (%) 32 (16.4) 66 (57.4) 98 (31.6) <.001

Karsilagtirmalar kadin RRMS hastalariyla erkek RRMS hastalari arasinda gergeklestirilmistir. Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Mann-Whitney U
testi ile analiz edilmigtir.*: Bagimsiz drneklem t-testi ile analiz edilmistir. Frekans ve yiizde olarak gosterilen veriler Pearson ¥ ile analiz edilmistir. EDSS: Expanded Disability Status
Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score, 25(OH)Ds: 25-Hidroksivitamin Ds, HDL: High density lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein,
N:Naif, IF: interferon-B, GA: Glatiramer asetat, DMF: Dimetil fumarat, TF: Teriflunomid, F: Fingolimod, K: Kladribin, MAB: Monoklonal antikor bazli ilaglar.
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Grup-1’deki RRMS hastalarinin EDSS skorlar cinsiyetlere gore karsilastirildiginda
kadin RRMS hastalarinin (1.4 & 1.0) erkek RRMS hastalarindan (1.7 & 1.2) istatistiksel
olarak anlamli derecede daha diisiik skorlara sahip olduklar1 goriilmistir (P=.03).
Gruplardaki hastalar EDSS skorlar1 {igten biiyiik (EDSS>3) ve iice esit veya ligten
kiigiik (EDSS<3) olarak ayrildiginda ise erkeklerdeki EDSS>3 oraninin (%12.2)
kadinlardakine gore (%S5.1) istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla oldugu
goriilmiistiir (P=.03). Hastaligin progresyon hiz1 (MSSS) karsilastirildiginda ise kadin
RRMS hastalarinin MSSS degerleri (2.52 + 1.85) ve erkek RRMS hastalarinin MSSS
degerleri (2.91 &+ 1.93) arasinda anlaml1 bir fark izlenmemistir (P=.07). Ayrica, RRMS
hastalar1 hizli progresyon (MSSS>5) ve yavas progresyon (MSSS<5) olarak ikiye
ayrildiginda kadin RRMS hastalarinda hizli progresyona frekans: ile (%11.8) erkek
RRMS hastalarinda hizli progresyon frekansi (%17.4) arasinda anlamli bir fark
olmadig1 gorilmiistiir (P=.17). RRMS hastalari, grup i¢i MSSS medyan degeri olan
2.44°e gore ikiye ayrildiginda ise MSSS > 2.44 olan kadin RRMS hastalarin
frekansinin (%49.2) erkek RRMS hastalarininkinden (%55.7) istatistiksel olarak farkli
olmadig1 gériilmiistiir (P=.27).

Grup-1’deki RRMS hastalarinin serum 25-(OH) D3 seviyeleri karsilastirildiginda,
kadin RRMS hastalariin serum 25-(OH) D3 seviyesiyle (26.6 + 20.6 nmol/L) erkek
RRMS hastalarinin serum 25-(OH) Dz seviyesi (30.0 + 22.1 nmol/L) arasinda anlaml
bir farkli olmadig1 gorillmistiir (P=.23). Serum trigliserit seviyesi kadin ve erkek
RRMS hastalar1 arasinda karsilastirildiginda ise erkek RRMS hastalarinda (1.77 = 1.06
mmol/L) kadin RRMS hastalarina nazaran (1.34 = 0.81 mmol/L) istatistiksel olarak
anlamli derecede daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (P<.001). Kadin RRMS
hastalarinda 4.63 = 0.99 mmol/L, erkek RRMS hastalarinda ise 4.71 + 1.11 mmol/L
olarak bulunan serum total kolesterol seviyesi gruplar arasinda anlamli bir fark
gostermemektedir (P=.57). Buna karsin kadin RRMS hastalarinin LDL-kolesterol
seviyesinin (2.68 = 0.81 mmol/L) erkek RRMS hastalarininkinden (2.91 £+ 0.94
mmol/L) anlamli derecede diisiik oldugu goriiliirken, HDL-Kolesterol seviyesinin
kadin RRMS hastalarinda (1.37 + 0.37 mmol/L) erkek RRMS hastalarina kiyasla (1.10
+ 0.24 mmol/L) anlamli derecede daha diisiikk oldugu goriilmiistiir (LDL-kolesterol
igin: P=.04; HDL-kolesterol igin: P<.001). Son olarak serum VLDL-kolesterol
seviyesinin de erkek RRMS hastalarinda (0.84 + 0.48 mmol/L) kadin RRMS
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hastalarina gore (0.61 + 0.34 mmol/L) anlamli derecede daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (P<.001). Sigara igme durumu karsilagtirildiginda ise erkek RRMS
hastalarinda sigara igme oraninin (%57.4) kadin RRMS hastalarindan (%16.4) anlamhi
Ol¢iide daha fazla oldugu goriilmiistiir (P<.001)

3.3.2 CLU SNP’lerinin genotip ve alel frekanslari

3.3.2.1 CLU rs11136000 C/T SNP’sinin genotip ve alel frekanslari

Grup-1’e dahil olan 310 RRMS hastasi ve 310 kontrol bireyin CLU rs11136000 C/T
SNP genotipleme c¢aligmalari sonucunda elde edilen genotiplerin frekanslarinin
Hardy-Weinberg dengesi ile uyumu incelenmistir (Cizelge 3.4). Bu sonuglara gore
kontrol ve RRMS gruplarinda gozlenen ve beklenen genotip frekanslari arasinda
anlamli bir fark goriilmemektedir (kontrol grubu: P=.88; RRMS grubu: P=.94).

Cizelge 3.4: CLU rs11136000 C/T SNP’sinin Hardy-Weinberg dengesi uyum
analizi sonucu.

CLU rs11136000 C/T
. Gozlenen Genoti Beklenen Genoti
Gruplar jg8Totipleg Frekanslar P Frekanslan P P
CC 123 120.16
Kontrol TC 140 145.68 .88
TT a7 44.16
Total 310 310
CcC 128 125.83
TC 139 143.35 .94
RRMS TT 23 20.83
Total 310 310
P degerleri y 2 testi ile belirlenmistir.

Bir sonraki agamada, CLU rs11136000 C/T SNP’sinin genotip ve alel frekanslari farkli
modellerde RRMS hastalar1 ve kontrol bireyler arasinda karsilastirilmiglardir (Cizelge
3.5). Resesif modelde TT genotipi CC ve CT genotipleri ile karsilastirildiginda veya
dominant modelde TT ve CT genotipleri CC genotipi ile karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark goriilmemektedir (resesif model: P=.65,
dominant model: P=.68) . Gruplar arasinda polimorfik T alel frekans1 bakimindan da
istatistiki olarak anlamli bir fark goriilmemektedir (P=.60). CLU rs11136000 C/T
SNP’sinin genotip frekanslari farkli genotip modellerine gére RRMS ve kontrol grubu
arasinda karsilastirilmis olup yasa ve cinsiyete gore diizenlenmis OR ve P degerleri

Cizelge 3.6’da sunulmuslardir.
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Cizelge 3.5: Grup-1°de CLU rs11136000 C/T SNP’sinin genotip ve alel frekanslarinin dagilimi ve RRMS ile kontrol grubu arasinda

karsilastirilmasi.
CLU rs11136000 C/T RRMS (n=310) Kontrol (n=310) OR (%95 CI) P

CC 128 (413) 123 (397) 0.902(0.58-1.41 652

Genotip, n (%) CT 139 (44.8) 140 (45.2) 0'9 45 ((0' 68—1. 29)) .68"
TT 43 (13.9) 47 (15.1) ' et '
C 0.637 0.623 A .

Alel Frekansi T 0.353 0377 0.94¢(0.75-1.18) .60
Gruplar aras1 genotip ve alel frekans1 karsilagtirmasi igin Pearson x? testi kullamlmgtir. Coklu karsilagtirmalar igin Bonferroni diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik smir1 o=.0125
olarak belirlenmistir. 2 Resesif model: TT vs. CT & CC, ® Dominant model: TT & CT vs. CC, ¢ T vs. C.

Cizelge 3.6: CLU rs11136000 C/T SNP’sinin genotip frekanslarinin farkli modellerde dagilimlarinin RRMS ile kontrol grubu arasinda
karsilastirilmasi. OR ve P degerleri yasa ve cinsiyete gore diizenlenmistir.

Genotip Modelleri  Genotip n (%) RRMS (n=310) Kontrol (n=310) OR (%095 CI) P AlC BIC
cc 128 (41.3) 123 (39.7) 1 ama
Kodominant CT 139 (44.8) 140 (45.2) 822 gggiiigb .88 868.5 890.6
T 43 (13.9) 47 (15.1) ' R
. cC 128 (41.3) 123 (39.7) 1 oo
Dominant CT-TT 182 (58.7) 187 (60.3) 0.94 (0.68-1.29) .69 866.6 884.3
. CC-CT 267 (86.1) 263 (84.8) .
Resesif T 43 (13.9) 47 (15.2) 0.90 (0.58-1.42) .66 866.5 884.3
. CC-TT 171 (55.2) 170 (54.8) 1 ape
Overdominant cT 139 (44.8) 140 (45.2) 0.99 (0.72-1.36) .94 866.7 884.5
Log-additive 0.94 (0.75-1.18)" .61 866.5 884.2

Gruplar arasindaki genotip frekansi karsilagtirmalart SNPStat programi kullanilarak lojistik regresyon ile analiz edilerek yasa ve cinsiyete gore diizenlenmis P, OR ve CI degerleri elde
edilmistir. Coklu kargilagtirmalar i¢in Bonferroni diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik siir1 0=.0125 olarak belirlenmistir. AIC: Akaike information criterion. BIC: Bayesian information

criterion. % CT vs. CC, % TTvs.CC,TT & CTvs. CC,%: TTvs.CT& CC,& CTvs. CC& TT, T TT vs. CT vs. CC.
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Bu analizlerde de resesif modelde ve dominant modelde P degeri yasa ve cinsiyete
gore diizenlendiginde gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark goriilmemistir
(resesif model: TT vs. CT+TT, P=.66, dominant model: TT+CT vs. CC, P=.69).
Ayrica, AIC ve BIC degeri en diisiik model olan log-additive modele gore de gruplar
arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (TT vs. CT vs. CC, P=.61).
Diger modeller olan kodominant modele ve overdominant modele gore yapilan
analizlerde de gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark goriilmemistir
(kodominant model: TT vs. CT vs. CC P=.88; overdominant model: CT vs. CC+TT,
P=94).

3.3.2.2 CLU rs087554 T/C SNP’sinin genotip ve alel frekanslari

Grup-1’e dahil olan 310 RRMS hastas1 ve 310 kontrol bireyin CLU rs3087554 T/C
SNP genotipleme c¢aligmalari sonucunda elde edilen genotiplerin frekanslarinin
Hardy-Weinberg dengesi ile uyumu incelenmistir (Cizelge 3.7). Bu sonuglara gore
kontrol ve RRMS gruplarinda gdzlenen ve beklenen genotip frekanslari arasinda

anlaml1 bir fark bulunmamaktadir (kontrol grubu: P>.99; RRMS grubu: P=.33).

Cizelge 3.7: CLU rs3087554 T/C SNP’sinin Hardy-Weinberg dengesi uyum
analizi sonuglart.

CLU rs3087554 T/C
. Gozlenen Genotip Beklenen Genotip
Gruplar | Genotipler Frekanslari Frekanslari P
TT 232 226.53
Kontrol TC 66 76.94 >.99
CC 12 6.53
Total 310 310
TT 197 196.80
TC 100 100.39 .33
RRMS CcC 13 12.80
Total 310 310
P degerleri y 2 testi ile belirlenmistir.

Beklenen ve gbzlenen genotip frekanslart arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark
goriilmemesi tlizerine RRMS ve kontrol gruplar1 arasinda rs3087554 T/C SNP’sinin
genotip ve alel frekanslarinin karsilastirmalar1 gergeklestirilmistir (Cizelge 3.8).
Ayrica, CLU rs3087554 T/C SNP’sinin genotip frekanslar1 farkli genotip modellerine
gore RRMS ve kontrol grubu arasinda karsilastirilmis olup yasa ve cinsiyete gore

diizenlenmis OR ve P degerleriyle Cizelge 3.9’da sunulmustur.
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Cizelge 3.8: Grup-1’de CLU rs3087554 SNP’sinin genotip ve alel frekanslarinin dagilimi ve RRMS ile kontrol grubu arasinda

karsilastirilmasi.
CLU rs3087554 T/C RRMS (n=310) Kontrol (n=310) OR (%95 CI) P

TT 197 (63.5) 232 (74.8) 1.09°(0.49-2 42 84°
Genotip, n (%) TC 100 (32.3) 66 (21.3) 1'71b §1'21_2'41; 602"

cC 13 (4.2) 12 (3.9) ' e '

T 0.797 0.855 1.50¢ c
Alel Frekansi C 0.203 0.145 (1.12-2.02) 007

Gruplar aras1 genotip ve alel frekansi kargilastirmasi igin Pearson 2 testi kullanilmistir. Coklu karsilagtirmalar igin Bonferroni diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik smir1 0=.0125
olarak belirlenmistir. 2Resesif model: CC vs. TC & TT, P Dominant model: CC & TCvs. TT,¢Cvs. T.

Cizelge 3.9: Grup-1’de CLU rs3087554 T/C SNP’sinin genotip frekanslarinin farkli modellerde dagilimlarinin RRMS ile kontrol grubu
arasinda karsilastirilmasi. OR ve P degerleri yasa ve cinsiyete gore diizenlenmistir.

Genotip

Genotip Modelleri n(%) RRMS (n=310) Kontrol (n=310) OR (%095 CI) P AlC BIC
1T 197 (63.5) 232 (74.8) i a
Kodominant TC 100 (32.3) 66 (21.3) igé Eégggggb .005 858.2 880.4
cC 13 (4.2) 12 (3.9) ' ' '
. TT 197 (63.5) 232 (74.8) i c
Dominant TC-cC 113 (36.5) 78 (25.2) 1.73 (1.23-2.45) .002 857.0 874.7
. TT-TC 297 (95.8) 298 (96.1) i d
Resesif cC 13 (4.2) 12 (3.9) 1.07 (0.48-2.39) .87 866.7 884.4
. TT-CC 210 (67.7) 244 (78.7) i .
Overdominant TC 100 (32.3) 66 (21.3) 1.80 (1.25-2.59) .001 856.5 874.3
Log-additive 1.48 (1.11-1.98)f .008 859.7 877.4

Gruplar arasindaki yasa ve cinsiyete gore diizenlenmis genotip frekansi karsilastirmalart SNPStat programui kullanilarak lojistik regresyon ile analiz edilmis ve P, OR ve CI degerleri elde
edilmigtir. Coklu karsilastirmalar i¢in Bonferroni diizeltmesi uygulanmig olup anlamlilik sinirt 0=.0125 olarak belirlenmistir. AIC: Akaike information criterion. BIC: Bayesian

information criterion. 2 TCvs. TT, CCvs. TT,SCC & TCvs. TT,%: CCvs. TC& TT,&: TCvs. TT& CC, . CCvs. TC vs. TT.
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Cizelge 3.8’deki sonuglar incelendiginde resesif modelde CC genotipi TC ve TT
genotipi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir
(P=.84). Dominant modelde ise CC ve TC genotipi TT genotipi ile karsilastirildiginda
ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir (OR=1.71,
%95 Cl=1.21-2.41, P=.002). Benzer sekilde, C alel frekans1 T alel frekansi ile
karsilastirildiginda da C alelinin RRMS hastalarinda istatistiksel olarak anlamli
derecede daha fazla oldugu gériilmiistiir (OR=1.50, %95C1=1.12-2.02, P=.007).

Cizelge 3.9’daki sonuglar incelendiginde, resesif modelde TT genotipi CT+CC
genotipi ile karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (P=.87). Buna karsin, dominant modelde yasa ve cinsiyete gore
diizenleme yapildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
goriilmistiir (CT+TT vs. CC, OR=1.73, %95 CI=1.23-2.45, P=.002). En diisiik AIC
ve BIC degerine sahip overdominant modele gore de TC genotipi CC ve TT genotipleri
ile karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik oldugu
goriilmiistiir (OR=1.80, %95 CI=1.25-2.59, P=.005). Kodominant modele gore analiz
gerceklestirildiginde de gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark oldugu
goriilmistiir (OR (TC vs. TT) =1.82, %95 CI=1.26-2.63; OR (CC vs. TT) =1.26, %95
ClI=0.56-2.83, P=.005). Bir diger analiz modeli olan log-additive modeline gore de
gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (OR=1.48, %95
Cl=1.11-1.98, P=.008).

3.3.2.3 CLU rs2279590 C/T SNP’sinin genotip ve alel frekanslari

Grup-1’e dahil olan 310 RRMS hastasi ve 310 kontrol bireyin CLU rs2279590 C/T
SNP genotipleme c¢aligmalari sonucunda elde edilen genotiplerin frekanslarinin
Hardy-Weinberg dengesi ile uyumu incelenmistir (Cizelge 3.10). Bu sonuglara goére
kontrol ve RRMS gruplarinda gozlenen ve beklenen genotip frekanslari arasinda

anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir (kontrol grubu: P=.60; RRMS grubu: P=.71).
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Cizelge 3.10: CLU rs2279590 C/T SNP’sinin Hardy-Weinberg dengesi uyum analizi
sonugclari.

CLU rs2279590 C/T
. Gozlenen Genotip Beklenen Genotip
Gruplar | Genotipler Frekanslan Frekanslan P
CC 122 115.84
Kontrol TC 135 147.32 .60
TT 53 46.84
Total 310 310
CC 143 139.56
TC 130 136.88 71
RRMS T 37 33.56
Total 310 310
P degerleri y 2 testi ile belirlenmistir.

Beklenen ve gozlenen genotip frekanslar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark
goriilmemesi tlizerine RRMS ve kontrol gruplart arasinda rs2279590 C/T SNP’sinin
genotip ve alel frekanslarinin karsilagtirmalar1 gergeklestirilmistir (Cizelge 3.11).
Buna gore resesif modelde TT genotipi CC ve CT genotipleri ile karsilastirildiginda
(P=.06) veya dominant modelde TT ve CT genotipleri CC genotipi ile
karsilastirildiginda (P=.09) istatistiki olarak anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir.
Polimorfik alel olan T alel frekans1 gruplar arasinda karsilastirildiginda da gruplar
arasinda T alel frekans1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig:

goriilmistiir (P=.03).

CLU rs2279590 C/T SNP’sinin genotip frekanslar1 farkli genotip modellerine gore
RRMS ve kontrol grubu arasindaki karsilastirilmalar1 da gerceklestirilmis olup yasa
ve cinsiyete gore diizenlenmis OR ve P degerleriyle birlikte Cizelge 3.12°de bu
sonuglar sunulmuslardir. Bu analizlerde, resesif modelde ve dominant modelde P
degeri yasa ve cinsiyete gore diizenlendiginde gruplar arasinda istatistiki olarak
anlaml1 bir fark goriilmemistir (resesif model: P=.06, dominant model: P=.08). Diger
modeller olan kodominant modele, overdominant modele ve AIC ile BIC degeri en
diisiik model olan log-additive modele gore karsilastirmalar gerceklestirildiginde de
gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark goriilmemistir (kodomiant model:
CCvs. CT vs. TT, P=.09; overdominant model: CT vs. CC+TT, P=.66; log-additive
model: CC vs. CT vs. TT, P=.03).
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Cizelge 3.11: Grup-1’de CLU rs2279590 C/T SNP’sinin genotip ve alel frekanslarinin dagilimi ve RRMS ile kontrol grubu arasinda

karsilastirilmasi.
CLU rs2279590 C/T RRMS (n=310) Kontrol (n=310) OR (%95 CI) P
CC 143 (46.2) 122 (39.4) 0.66° (0.42-1.03) 06°
Genotip, n (%) CT 130 (41.9) 135 (43.5) 0.76° (0.55-1.04) 09°
TT 37 (11.9) 57 (17.1) ' VT '
C 0.671 0.611 . .
Alel Frekansi T 0.329 0.389 0.77¢(0.61-0.97) .03

Gruplar aras1 genotip ve alel frekansi karsilastirmasi igin Pearson y? testi kullanilmistir. Coklu karsilastirmalar igin Bonferroni diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik smir1 o=.0125 olarak
belirlenmistir. 2 Resesif model: TT vs. CT & CC, ” Dominant model: TT & CT vs. CC, ¢ T vs. C.

Cizelge 3.12: Grup-1’de CLU 152279590 C/T SNP’sinin genotip frekanslarinin farkli modellerde dagilimlarinin RRMS ile kontrol grubu
arasinda karsilastirilmasi. OR ve P degerleri yasa ve cinsiyete gore diizenlenmistir.

Genotip Modelleri Genotip n (%) RRMS (n=310) Kontrol (n=310) OR (%95 ClI) P AlC BIC
CC 143 (46.2) 122 (39.4) i a
Kodominant CT 130 (41.9) 135 (43.5) 823 Egggééggb .09 863.9 886.1
TT 37 (11.9) 53 (17.1) ' ' '
. CC 143 (46.1) 122 (39.4) i c
Dominant CT-TT 167 (53.9) 188 (60.6) 0.75 (0.55-1.03) .08 863.7 881.4
. CC-CT 273 (88.1) 257 (82.9) i d
Resesif T 37 (11.9) 53 (17.1) 0.65 (0.41-1.03) .06 863.3 881.0
. CC-TT 180 (58.1) 175 (56.5) ) .
Overdominant cT 130 (41.9) 135 (43.5) 0.93 (0.68-1.28) .66 866.5 884.3
Log-additive 0.78 (0.62-0.98)" .03 862.0 879.8

Gruplar arasindaki genotip frekansi karsilastirmalart SNPStat programi kullanilarak lojistik regresyon ile analiz edilerek yasa ve cinsiyete gore diizenlenmis P, OR ve CI degerleri elde
edilmistir. Coklu karsilagtirmalar i¢in Bonferroni diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik sinirt a=.0125 olarak belirlenmistir. AIC: Akaike information criterion. BIC: Bayesian information
criterion. & CT vs. CC,?: TTvs.CC,%TT & CTvs.CC, % TTvs.CT&CC, & CTvs.CC&TT, " TT vs. CT vs. CC.
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3.3.2.4 CLU rs1532278 C/T SNP’sinin genotip ve alel frekanslari

Grup-1’e dahil olan 310 RRMS hastas1 ve 310 kontrol bireyin CLU rs1532278 C/T
SNP genotipleme ¢alismalar1 sonucunda elde edilen genotiplerin frekanslarinin
Hardy-Weinberg dengesi ile uyumu incelenmistir. Sonuglar Cizelge 3.13’te
verilmigtir. Bu sonuglara gore kontrol ve RRMS gruplarinda gozlenen ve beklenen

genotip frekanslar1 arasinda anlaml bir fark goriilmemistir (kontrol grubu: P=.88;

RRMS grubu: P=.94).

Cizelge 3.13: CLU rs1532278 C/T SNP’sinin Hardy-Weinberg dengesi uyum analizi
sonuglart.

CLU rs1532278 C/T
Gruplar | Genotpler | Coenn Conotlp | Bkl S|
CcC 123 120.16
TC 140 145.68 88
Kontrol T 47 44.16
Total 310 310
CcC 128 125.83
TC 139 143.35 .94
RRMS TT 43 40.83
Total 310 310
P degerleri y2 testi ile belirlenmistir.

Bir sonraki agsamada, CLU rs1532278 C/T genotip ve alel frekanslar1 farkli modellerde
RRMS ve kontrol bireyler arasinda karsilastirilmislardir (Cizelge 3.14). Buna gore
resesif modelde TT genotipi CC ve CT genotipleri ile karsilastirildiginda veya
dominant modelde TT ve CT genotipleri CC genotipi ile karsilagtirildiginda istatistiki
olarak anlamli bir fark goriillmemistir (resesif model: P=.65; dominant model: P=.68).
Gruplar arasinda polimorfik alel olan T alel frekans1 bakimidan da istatistiki olarak
anlamli bir fark goriilmemektedir (P=.60). Ayrica, CLU rs1532278 C/T SNP’sinin
genotip frekanslar1 farkli genotip modellerine gére RRMS ve kontrol grubu arasinda
karsilastirilmis olup Cizelge 3.15°te yasa ve cinsiyete gore diizenlenmis OR ve P

degerleriyle birlikte sunulmuslardir.
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Cizelge 3.14: Grup-1’de CLU rs1532278 C/T SNP’sinin genotip ve alel frekanslarinin dagilimi ve RRMS ile kontrol grubu arasinda

karsilastirilmasi.
CLU rs1532278 C/T RRMS (n=310) Kontrol (n=310) OR (%95 CI) P
CC 128 (413) 123 (397) 0.902(0.58-1.41 652
Genotip, n (%) CT 139 (44.8) 140 (45.2) 0'94b §0.68—1.29; .68"
TT 43 (13.9) 47 (15.1) ' 0o '
C 0.637 0.623 . ¢
Alel Frekansi T 0.353 0377 0.94°(0.75-1.18) .60

Gruplar aras1 genotip ve alel frekansi karsilastirmasi igin Pearson y? testi kullanilmistir. Coklu karsilastirmalar igin Bonferroni diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik smir1 o=.0125 olarak
belirlenmistir. 2 Resesif model: TT vs. CT & CC, ? Dominant model: TT & CT vs. CC, ¢ T vs. C.

Cizelge 3.15: Grup-1’de CLU rs1532278 C/T SNP’sinin genotip frekanslarinin farkli modellerde dagilimlarinin RRMS ile kontrol grubu
arasinda karsilastirilmasi. OR ve P degerleri yasa ve cinsiyete gore diizenlenmistir.

Genotip Modelleri Genotip n (%) RRMS (n=310) Kontrol (n=310) OR (%95 CI) P AIC BIC
CcC 128 (41.3) 123 (39.7) i a
Kodominant CT 139 (44.8) 140 (45.2) 832 gggjiigb .87 868.5 890.6
TT 43 (13.9) 47 (15.1) ' ' '
. CC 128 (41.3) 123 (39.7) i .
Dominant CT-TT 182 (58.7) 187 (60.3) 0.93 (0.68-1.29) .68 866.6 884.3
. CC-CT 267 (86.1) 263 (84.8) i p
Resesif T 43 (13.9) 47 (15.2) 0.90 (0.57-1.41) .65 866.5 884.3
. CC-TT 171 (55.2) 170 (54.8) i .
Overdominant cT 139 (44.8) 140 (45.2) 0.99 (0.72-1.35) .93 866.7 884.5
Log-additive 0.94 (0.75-1.18)" .60 866.5 884.2

Gruplar arasindaki genotip frekansi karsilagtirmalart SNPStat programi kullanilarak lojistik regresyon ile analiz edilerek yasa ve cinsiyete gore diizenlenmis P, OR ve CI degerleri elde
edilmistir. Coklu karsilagtirmalar i¢in Bonferroni diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik sinirt 0=.0125 olarak belirlenmistir. AIC: Akaike information criterion. BIC: Bayesian information
criterion. @ CTvs. CC, % TTvs.CC,STT & CTvs. CC,%: TTvs.CT & CC, & CTvs.CC&TT, : TT vs. CT vs. CC.
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CLU rs1532278 C/T SNP’sinin genotip frekanslar1 farkli genotip modellerine goére
RRMS ve kontrol grubu arasinda karsilastirilmis olup Cizelge 3.15°te yasa ve cinsiyete
gore diizenlenmis OR ve P degerleriyle birlikte sunulmuslardir. Bu analizlerde de
resesif modelde ve dominant modelde P degeri yasa ve cinsiyete gore diizenlendiginde
gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark goriilmemistir (resesif model: TT vs.
CT+CC, P=.65, dominant model: TT+CT vs. CC, P=.68). Ayrica, AIC ve BIC degeri
en diisilk model olan log-additive modele gore de gruplar arasinda istatistiki olarak
anlaml bir fark bulunmamaktadir (TT vs. CT vs. CC, P=.60). Diger modeller olan
kodominant modele ve overdominant modele goére yapilan karsilagtirmalarda da
gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark goriilmemistir (kodominant model:

TT vs. CT vs. CC, P=.87; overdominant model: CT vs. CC+TT, P=.93).

3.3.2.5 CLU SNP genotiplerinin kombinasyonlari ile gerceklestirilen analizler

Bu kisimda tez ¢alismasi kapsamindaki CLU SNP’lerinin dortlii kombinasyonlariin
RRMS ve kontrol gruplan ile iliskisi incelenmistir. Genotip kombinasyonlarinin
frekansinin en az birinin bes veya besten az olmasi durumunda Fisher’s exact test
kullamlirken, her iki grupta da besten fazla olmasi durumunda Pearson y? testi

kullanilmustir (Cizelge 3.16).

Bu tez caligsmasi kapsaminda ¢alisilan dort SNP olan rs11136000 C/T, rs3087554 T/C,
1s2279590 C/T ve rs1532278 C/T SNP’lerinin dortlii kombinasyonlar: ile yapilan
analizlerde coklu test yapildig1 icin anlamlilik derecesi kombinasyon sayisina
boliinmiis ve yeni anlamlilik smir1 a<.0125 olarak belirlenmistir. Bu genotip
kombinasyonlarindan CCTCCTCC, CTTTCCCT, TTTTCCTT, TTTTCTCT
genotipleri RRMS hastalarinda kontrollere gore istatistiki olarak anlamli 6l¢iide daha
fazla goriilmektedir (CCTCCTCC: P=.002; CTTTCCCT: OR=19.05, %95 CI=2.53-
143,59, P<.001; TTTTCCTT: P=.002; TTTTCTCT: P=.007). Ote yandan,
CTTTCTCT ve TTTTTTTT kombinasyonlari ise kontrol grubunda istatistiksel olarak
anlamli 6l¢iide daha fazla goriilmektedir (CTTTCTCT: OR=0.56, %95 CI1=0.39-0.81,
P=.002; TTTTTTTT: OR=0.48, %95 CI=0.28-0.83, P=.007).
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Cizelge 3.16: CLU rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, rs2279590 C/T ve
rs1532278 C/T SNP’lerinin bir aradaki kombinasyonlarinin Grup-1’deki
RRMS ve kontrol gruplarindaki dagilimlarinin karsilastirilmasi.

Genotiplerin Kombinasyonlari RRMS | Kontrol RRMS vs. Kontrol
n=310 | n=310 OR (%095 CI) P
CCTTCCCC 52 68 0.72 (0.48-1.07) 10
CCTTCTCC 4 1 4.04 (0.45-36.35) | .37*
CCTTCTCT 3 6 0.50 (0.12-2.00) 50*
CCTTTTCC 1 0 - >.99*
CCTTTTTT 5 1 5.07 (0.59-43.61) 22%
CCTCCCCC 35 36 0.97 (0.59-1.59) >.99
CCTCcCcCcCT 1 0 - >.99*
CCTCCTCC 10 0 - .002*
CCTCCTCT 4 2 2.01 (0.37-11.07) .69*
CCTCTTCC 1 0 - >.99*
CCcccccecece 11 9 1.23 (0.50-3.01) .65
CTTTCCCC 3 5 0.60 (0.14-2.52) 50*
CTTTCCCT 18 1 19.05 (2.53-143.59) | <.001*
CTTTCTCC 2 0 - .50*
CTTTCTCT 62 96 0.56 (0.39-0.81) .002
CTTTTTCT 1 6 0.16 (0.02-1.37 07*
CTTTTTTT 4 2 2.01 (0.37-11.07) .69*
CTTCCCCC 7 0 - .02*
CTTCCCCT 6 0 - .03*
CTTCCTCT 33 26 1.30 (0.76-2.23) 34
CTTCTTCT 1 0 - >.99*
CTTCTTTT 1 0 - >.99*
CTCCCTCT 1 2 0.50 (0.05-5.53) | >.99*
TTTTCCCC 1 1 1.00 (0.06-16.06) >99*
TTTTCCTT 9 0 - .002*
TTTTCTCT 8 0 - .007*
TTTTCTTT 2 1 2.01 (0.18-22.24) >99*
TTTTTTCT 1 1 1.00 (0.06-16.06) >99*
TTTTTTTT 21 41 0.48(0.28-0.83) | .007
TTTCCCCC 0 1 - >.99*
TTTCTTTT 1 1 1.00 (0.06-16.06) >.99*
TTCCCCCC 0 1 - >.99*
Genotip kombinasyonlari sirastyla rs11136000, rs3087554, rs2279590 ve rs1532278 SNP genotipleri olarak
verilmistir. Karsilagtirmalar bu genotip kombinasyonuna sahip olanlarla olmayanlar olmak iizere ayrilarak
RRMS ve kontrol gruplart arasinda gergeklestirilmistir. Gruplar arasi genotip frekansi karsilastirmalari igin
Pearson y? testi kullanilmistir. *:Fisher’s Exact Test kullanilmistir. Coklu karsilastirmalar igin Bonferroni
diizeltmesi uygulanmis olup anlamlilik sinir1 a=.0125 olarak belirlenmistir.
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3.3.3 CLU SNP’leri ile RRMS hastalarimin klinik bilgileri arasindaki iliskiler

CLU SNP’leri ile hastalik riski arasindaki iligkinin incelendigi Grup-1’de RRMS
hastalarinin klinik bilgileri ile CLU SNP genotipleri ve genotip modelleri arasindaki

iliskiler de ayrica incelenmistir.

3.3.3.1 CLU rs11136000 C/T ile RRMS hastalarimin klinik bilgileri arasindaki
iliskiler
CLU rs11136000 C/T SNP genotiplerine gore RRMS hastalarinin klinik bilgilerinin
dagilimlart Cizelge 3.17°de Ozetlenmislerdir. Bu analizlerde RRMS hastalari,
kodominant modelde CC, CT ve TT genotiplerine gore gruplara ayrilmis ve kategorik
olmayan degiskenlerin RRMS hastalarindaki degerleri arasinda karsilastirmalar
yapilirken Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Kruskal-Wallis testinde anlamli ¢ikan
sonuglarin Mann-Whitney U testi ile post-hoc analizi gergeklestirilmistir (Cizelge
3.17: PY). Resesif modelde RRMS hastalari TT ve CT+CC genotipli olarak
gruplandirilmis ve kategorik olmayan degiskenlerin TT ve CT+CC genotipli olan
RRMS hastalarindaki degerleri karsilastirilirken Mann-Whitney U testi kullanilmigtir
(Cizelge 3.17: P?). Benzer sekilde, dominant modelde RRMS hastalar1 TT+CT
genotipliler ile CC olarak gruplandirilmis ve kategorik olmayan degiskenlerin bu
gruplar arsindaki degerlerinin karsilastiritlmalarinda Mann-Whitney U  testi
kullamlmistir (Cizelge 3.17: P®). Kategorik degiskenlerin analizi ise kodominant
(Cizelge 3.17: PY), resesif (Cizelge 3.17: P?) ve dominant modelde (Cizelge 3.17: P°)

Pearson y testi ile gerceklestirilmistir.

310 RRMS hastasinin hastalik ve tedavi stireleri rs11136000 C/T’nin farkli genotip
modellerinde kiyaslanmiglardir. Hastalik siirelerinin kodominant, resesif ve dominant
modele gore rs11136000 C/T  SNP’sinin  genotiplerindeki  dagilimlar
karsilagtirildiginda genotipler arasinda hastalik siiresi bakimindan anlamli bir fark
bulunmadigi goriilmiistiir (kodominant model: P=.12; resesif model: P=.10; dominant
model: P=.09). Benzer sekilde, tedavi siireleri de kodominant, resesif ve dominant
modele gore rs11136000 C/T SNP’sinin genotipleri arasinda karsilastirildiginda
genotipler arasinda tedavi siiresi bakimindan anlamli bir fark bulunmadig gortilmustiir

(kodominant model: P=.25; resesif model: P=.17; dominant model: P=.17).
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Cizelge 3.17: Grup-1°de bulunan RRMS hastalarinin rs11136000 C/T SNP’sinin genotiplerine gore klinik bilgileri.

CC (n=128) CT (n=139) TT (n=43) p2 p° pe
Hastalik Siiresi (yil), ortalama + SS 5.7+5.1 5.1+£54 3.9+3.7 12 10 09
medyan (Q1-Q3) 4.0 (1.0-8.5) 3.0 (1.0-6.0) 2.0 (1.0-6.0) ' ' '
EDSS, ortalama + SS 1.6+1.1 1.5+1.1 1.2+0.8 18 08 23
medyan (Q1-Q3) 1.5 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) ' ' '
EDSS< 3.0, n (%) 115 (89.8) 129 (92.8) 42 (97.7) 24 15 18
EDSS> 3.0, n (%) 13 (10.2) 10 (7.2) 1(2.3) ' ' '
MSSS, ortalama = SS 2.71+£1.92 2.72+1.88 2.34+1.82 42 19 77
medyan (Q1-Q3) 2.44 (1.28-3.98) 2.44 (1.13-4.30) 2.01 (0.94-2.65) ' ' '
MSSS<2.44, n (%) 62 (48.4) 63 (45.3) 25 (58.1) 34 17 98
MSSS> 2.44, n (%) 66 (51.6) 76 (54.7) 18 (41.9) ' ' '
MSSS<5.00, n (%) 107 (83.6) 121 (87.1) 39 (90.7) 46 35 28
MSSS> 5.00, n (%) 21 (16.4) 18 (12.9) 4(9.3) ' ' '
Tedavi Siiresi (y1l), ortalama + SS 43+46 37+43 2.8+3.2 o5 17 17
medyan (Q1-Q3) 2.0 (1.0-6.0) 2.0 (1.0-5.0) 2.0 (0.0-4.0) ' ' '
25-(OH) Ds (nmol/L), ortalama + SS 27.81+22.16 28.66 + 21.80 25.15 + 15.66 92 25 o1
medyan (Q1-Q3) 23.00 (15.00-31.00) 21.00 (14.00-36.00) 20.00 (15.00-30.00) ' ' '
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.48 £ 0.88 1.62 +£1.06 1.20 £ 0.53 15 06 82
medyan (Q1-Q3) 1.27 (0.94-1.66) 1.30 (0.87-2.08) 1.15 (0.84-1.48) ' ' '
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 4.65+1.05 4.69+1.07 4.59+0.89 95 76 93
medyan (Q1-Q3) 4.64 (3.96-5.26) 4.56 (3.94-5.41) 4.56 (4.01-5.10) ' ' '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.75+£0.81 2.77+£0.97 2.80 £0.67 68 44 89
medyan (Q1-Q3) 2.67 (2.18-3.16) 2.54 (2.12-3.29) 2.71 (2.38-3.06) ' ' '
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.29+0.35 1.26 +£0.37 1.28+0.28 41 62 3
medyan (Q1-Q3) 1.24 (1.06-1.45) 1.17 (1.04-1.48) 1.23 (1.09-1.53) ' ' '
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.67 £0.37 0.77 £ 0.48* 0.55+0.24 03 62 57
medyan (Q1-Q3) 0.57 (0.44-0.75) 0.65 (0.44-0.98) 0.61 (0.44-0.86) ' ' '
Sigara (Evet), n (%) 37 (28.9) 41 (29.5) 20 (46.5) .08 .02 .39

Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler kodominant model i¢in Kruskal-Wallis ile; resesif ve dominant modeller i¢in Mann-Whitney U ile analiz edilmistir.
Frekans ve yiizde olarak gosterilen veriler Pearson y? ile analiz edilmistir. P2: Kodominant model, # CC vs. CT vs. TT. PP: Resesif model, ®: CC+CT vs. TT. P¢: Dominant model, CC vs.
CT+TT. *:.CT vs. TT: P=.03., 25-(OH) Ds: 25-Hydroksivitamin Ds: HDL: High density lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein.
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EDSS skorlari1 CLU rs11136000 C/T SNP genotipleri arasinda kiyaslandiginda
kodominant, resesif ve dominant modele gore genotiplerdeki dagilimlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (kodominant model: P=.18; resesif
model: P=.08; dominant model: P=.23). EDSS skorlarina gore RRMS hastalar1 hafif
diizey (EDSS<3) ve orta ila yiiksek diizey (EDSS>3) olarak ikiye ayrildiginda
kodominant modelde (P=.24), resesif modelde (P=.15) ve dominant modelde (P=.18)
genotipler arasinda orta ila yiiksek diizey EDSS skoru goriilme frekansi bakimindan
anlamli bir fark olmadigi goriilmistiir. RRMS hastalarinin progresyon hizlar
incelendiginde ise MSSS degerleri kodominant (P=.42), resesif (P=.19) ve dominant
modele gore (P=.77) genotipler arasinda anlaml bir fark gostermemektedir. MSSS
degerleri yavas progresyon (MSSS<5.00) ve hizli progresyon (MSSS>5.00) olmak
tizere ikiye ayrildiginda ise kodominant modelde (P=.42), resesif modelde (P=.35) ve
dominant modelde (P=.28) genotipler arasinda hizli progresyon goriilme frekansi
bakimindan anlamli bir fark olmadigi bulunmustur. MSSS degerleri, grubun medyan
degeri olan 2.44’ten biiyiik olanlar ve 2.44’e esit veya kiiclik olanlar olarak ikiye
ayrildiklarinda da farkli modellere gore genotipleri arasinda MSSS>2.44 goriilme
frekans1 bakimindan anlamli bir fark olmadigi bulunmustur (kodominant model:

P=.34; resesif model: P=.17; dominant model: P=.98).

RRMS hastalarinin serum lipit ve 25-(OH) Dz degerleri de farkli genotip modellerine
gore karsilastirilmistir. Serum 25-(OH) D3 seviyeleri kodominant (P=.92) , resesif
(P=.75) ve dominant modelde (P=.91) incelendiginde genotipler arasinda anlamli bir
fark olmadigi goriilmiistir. Serum lipit parametrelerinin kodominant, resesif ve
dominant modellerine gore genotiplerdeki dagilimlart kiyaslandiginda ise trigliserit
(kodominant model: P=.15; resesif model: P=.06; dominant model: P=.82), total
kolesterol (kodominant model: P=.95; resesif model: P=.76; dominant model: P=.93),
LDL-kolesterol (kodominant model: P=.68; resesif model: P=.44; dominant model:
P=.89) ve HDL-kolesterol (kodominant model: P=.41; resesif model: P=.62; dominant
model: P=.32) bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 goriilmistir. Serum VLDL-kolesterol seviyesinin resesif (P=.62) ve
dominant modele gore (P=.32) genotipler arasindaki dagilimi anlamli bir fark
gostermese de kodominant modele gore genotipler arasinda anlamh bir fark oldugu

goriilmistiir (CC vs. CT vs. TT; P=.03). Post-hoc analizi gerceklestirildiginde, TT
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genotipli RRMS hastalarinin  VLDL-Kolesterol seviyesinin CT genotipli RRMS
hastalarindan istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha az oldugu goriilmiistiir (P=.03).
Sigara igme durumu gruplar arasinda karsilastirildiginda ise kodominant ve dominant
modelde genotipler arasinda fark goriilmezken resesif modelde TT genotiplilerde,

CT+ CC genotiplilere gore daha yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir (P=.02)

3.3.3.2 CLU rs3087554 T/C ile RRMS hastalarinin klinik bilgileri arasindaki
iliskiler
CLU rs3087554 T/C SNP genotiplerine gore RRMS hastalarinin klinik bilgilerinin
dagilimlar1 Cizelge 3.18’de Ozetlenmislerdir. Bu analizlerde RRMS hastalari,
kodominant modelde TT, TC ve CC genotiplerine gore gruplara ayrilmis ve kategorik
olmayan degiskenlerin RRMS hastalarindaki degerleri arasinda karsilastirmalar
yapilirken Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Kruskal-Wallis testinde anlamli ¢ikan
sonuglarin Mann-Whitney U testi ile post-hoc analizi gergeklestirilmistir (Cizelge
3.18: PY). Resesif modelde RRMS hastalar1 CC ve TC+TT genotipli olarak
gruplandirilmis ve kategorik olmayan degiskenlerin TT ve CT+CC genotipli olan
RRMS hastalarindaki degerleri karsilastirilirken Mann-Whitney U testi kullanilmigtir
(Cizelge 3.18: P?). Benzer sekilde, dominant modelde RRMS hastalar1 CC+TC
genotipliler ve TT olarak gruplandirilmis ve kategorik olmayan degiskenlerin bu
gruplar arsindaki degerlerinin karsilagtirilmalarinda Mann-Whitney U  testi
kullamlmistir (Cizelge 3.18: P®). Kategorik degiskenlerin analizi ise kodominant
(Cizelge 3.18: PY), resesif (Cizelge 3.18: P?) ve dominant modelde (Cizelge 3.18: P°)

Pearson y? testi ile gerceklestirilmistir.

310 RRMS hastasinin hastalik ve tedavi siireleri rs3087554 T/C’nin farkli genotip
modellerinde kiyaslanmiglardir. Hastalik siireleri kodominant, resesif ve dominant
modele gore rs3087554 T/C SNP’sinin genotipleri arasinda karsilastirildiginda
genotipler arasinda hastalik stiresi bakimindan anlamli bir fark bulunmadig
goriilmistiir (kodominant model: P=.37; resesif model: P=.88; dominant model:
P=.19). Benzer sekilde, tedavi siireleri de kodominant, resesif ve dominant modele
gore rs3087554 T/C SNP’sinin genotipleri arasinda karsilagtirildiginda genotipler
arasinda tedavi siiresi bakimindan anlamli bir fark bulunmadigr goriilmiistiir

(kodominant model: P=.42; resesif model: P=.70; dominant model: P=.19).
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Cizelge 3.18: Grup-1°de bulunan RRMS hastalarinin rs3087554 T/C SNP’sinin genotiplerine gore klinik bilgileri.

TT (n=197) TC (n=100) CC (n=13) pa2 pb pe
Hastalik Siiresi (y1l), ortalama = SS 49+49 5.8+5.6 47+44 37 88 19
medyan (Q1-Q3) 3.0(1.0-7.0) 4.0 (1.0-8.0) 3.0(1.0-7.0) ' ' '
EDSS, ortalama + SS 1.4+1.1 1.5+1.1 20+1.0 16 07 27
medyan (Q1-Q3) 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) 2.0 (1.0-2.5) ' ' '
EDSS< 3.0, n (%) 183 (92.9) 92 (92.0) 11 (84.6) 55 o7 58
EDSS> 3.0, n (%) 14 (7.1) 8 (8.0) 2 (15.4) ' ' '
MSSS, ortalama + SS 2.59+1.83 2.67+1.99 3.72+1.75 07 02 56
medyan (Q1-Q3) 2.44 (1.14-3.34) 2.38 (1.04-4.30) 3.17 (2.44-5.75) ' ' '
MSSS<2.44, n (%) 97 (49.2) 50 (50.0) 3(23.1) 17 09* 7
MSSS> 2.44, n (%) 100 (50.8) 50 (50.0) 10 (76.9) ' ' '
MSSS<5.00, n (%) 172 (87.3) 86 (86.0) 9 (69.2) 19 09* 43
MSSS> 5.00, n (%) 25 (12.7) 14 (14.0) 4(30.8) ' ' '
Tedavi Siiresi (yil), Ortalama + SS 3.6+42 41+45 42+47 42 70 19
Medyan (Q1-Q3) 2.0 (1.0-5.0) 2.5 (1.0-6.0) 3.0 (1.0-6.0) ' ' '
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama % SS 28.41+21.67 27.44 +21.14 22.46 = 14.20 25 50 60
medyan (Q1-Q3) 21.00 (14.00-36.00) 21.50 (15.00-31.00) 23.00 (12.00-31.00) ' ' '
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.49+0.92 1.56 +1.01 1.27 £0.46 88 72 80
medyan (Q1-Q3) 1.25 (0.87-1.86) 1.24 (0.90-1.82) 1.09 (0.99-1.54) ' ' '
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 4.69+1.03 4.63+1.04 452=+1.10 91 69 79
medyan (Q1-Q3) 4.58 (3.96-5.18) 4.61 (3.94-5.41) 4.35 (4.07-5.13) ' ' '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.76 £0.85 2.77£0.93 2.82+£0.71 86 60 80
medyan (Q1-Q3) 2.59 (2.18-3.19) 2.75 (2.05-3.21) 2.67 (2.56-3.11) ) ) )
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.27+0.34 1.28 +0.37 1.29+0.27 88 68 70
medyan (Q1-Q3) 1.19 (1.04-1.50) 1.22 (1.06-1.45) 1.27 (1.09-1.37) ' ' '
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.69+0.41 0.71+0.44 0.64 +0.21 88 84 62
medyan (Q1-Q3) 0.60 (0.39-0.86) 0.60 (0.47-0.78) 0.60 (0.47-0.86) ' ' '
Sigara (Evet), n (%) 62 (31.5) 31 (31.0) 5 (38.5) .86 .56* .94

Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler kodominant model i¢in Kruskal-Wallis ile; resesif ve dominant modeller i¢in Mann-Whitney U ile analiz edilmistir.
Frekans ve yiizde olarak gosterilen veriler Pearson y? ile analiz edilmistir. *: Fisher’s exact test kullanilmistir. P2: Kodominant model, # CC vs. CT vs. TT. P": Resesif model, ®: CC+CT vs.
TT. P Dominant model, CC vs. CT+TT. 25-(OH) Ds: 25-Hydroksivitamin Ds. HDL: High density lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein.
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EDSS skorlar1 farkli genotip modellerine gore CLU rs3087554 T/C SNP genotipleri
arasinda kiyaslandiginda kodominant modelde (P=.16), resesif modelde (P=.07) ve
dominant modelde (P=.27) genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamuistir. EDSS skorlarina gére RRMS hastalar1 hafif diizey (EDSS<3) ve orta
ila yiiksek diizey (EDSS>3) olarak ikiye ayrildiginda ise kodominant modele (P=.55),
resesif modele (P=.27) ve dominant modele gore (P=.58) genotipler arasinda orta ila
yuksek diizey EDSS skorlar1 goriilme frekans1 bakimindan anlamli bir fark olmadigi

bulunmustur.

RRMS hastalariin progresyon hizlari incelendiginde ise MSSS degerleri kodominant
(P=.07) ve dominant modelde (P=.56) genotip modelleri arasinda anlamli bir fark
gostermemekle birlikte resesif modelde C aleli tasiyan bireylerde (CC+TC), TT
genotipli bireylere gore istatistiksel olarak anlamli 6lglide daha fazladir (P=.02).
MSSS degerleri yavas progresyon (MSSS<5.00) ve hizli progresyon (MSSS>5) olmak
tizere ikiye ayrildiginda kodominant modelde (P=.19), resesif modelde (P=.09) ve
dominant modelde (P=.43) genotipler arasinda hizli progresyon goriilme frekansi
bakimindan anlamli bir bulunmamistir Benzer sekilde, MSSS degerleri, grubun
medyan degeri olan 2.44’ten biiyiik olanlar ve 2.44’¢e esit veya kiiciik olanlar olarak
ikiye ayrildiginda da kodominant modelde (P=.17), resesif modelde (P=.09) ve
dominant modelde (P=.72) genotipler arasinda MSSS>2.44 goriilme frekansi

bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir

RRMS hastalarimin serum 25-(OH) D3 seviyelerinin rs3087554 T/C SNP’sinin
kodominant, resesif ve dominant modelde genotiplerdeki  dagilimlar
karsilagtirildiginda genotipler arasinda anlamli bir fark olmadigi goriilmektedir
(kodominant model: P=.75; resesif model: P=.50; dominant model: P=.60). Serum
lipit parametrelerinin kodominant, dominant ve resesif modellerde genotiplerdeki
dagilimlar kiyaslandiginda ise trigliserit (kodominant model: P=.88; resesif model:
P=.72; dominant model: P=.80), total kolesterol (kodominant model: P=.91; resesif
model: P=.69; dominant model: P=.79), LDL-kolesterol (kodominant model: P=.86;
resesif model: P=.60; dominant model: P=.80), HDL-kolesterol (kodominant model:
P=.88; resesif model: P=.68; dominant model: P=.70) ve VLDL-kolesterol
(kodominant model: P=.88; resesif model: P=.84; dominant model: P=.62)

bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:
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goriilmiistiir. Bununla birlikte, sigara icme durumlart farkli genotip modellerine gore
kiyaslandiginda herhangi bir modelde istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (kodominant model: P=.86; resesif model: P=.56; dominant model:
P=.94).

3.3.3.3 CLU rs2279590 C/T ile RRMS hastalarinin klinik bilgileri arasindaki
iliskiler
CLU 152279590 C/T SNP genotiplerine gore RRMS hastalarinin klinik bilgilerinin
dagilimlant Cizelge 3.19°da Ozetlenmislerdir. Bu analizlerde RRMS hastalari,
kodominant modelde CC, CT ve TT genotiplerine gore gruplara ayrilmis ve kategorik
olmayan degiskenlerin RRMS hastalarindaki degerleri arasinda karsilastirmalar
yapilirken Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Kruskal-Wallis testinde anlamli ¢ikan
sonuglarin Mann-Whitney U testi ile post-hoc analizi gergeklestirilmistir (Cizelge
3.19: PY). Resesif modelde RRMS hastalari TT ve CT+CC genotipli olarak
gruplandirilmis ve kategorik olmayan degiskenlerin TT ve CT+CC genotipli olan
RRMS hastalarindaki degerleri karsilastirilirken Mann-Whitney U testi kullanilmigtir
(Cizelge 3.19: P?). Benzer sekilde, dominant modelde RRMS hastalar1 TT+CT
genotipliler ile CC olarak gruplandirilmis ve kategorik olmayan degiskenlerin bu
gruplar arsindaki degerlerinin karsilastirilmalarinda  Mann-Whitney U  testi
kullamlmistir (Cizelge 3.19: P®). Kategorik degiskenlerin analizi ise kodominant
(Cizelge 3.19: PY), resesif (Cizelge 3.19: P?) ve dominant modelde (Cizelge 3.19: P°)

Pearson y? testi ile gergeklestirilmistir.

310 RRMS hastasinin hastalik ve tedavi siireleri rs2279590 C/T SNP’sinin farkl
genotip modellerinde kiyaslanmislardir. Hastalik siireleri kodominant, resesif ve
dominant modele gore 152279590 C/T SNP’sinin genotipleri arasinda
karsilagtirildiginda genotipler arasinda hastalik siiresi bakimindan anlamli bir fark
bulunmadigi gériilmiistiir (kodominant model: P=.60; resesif model: P=.38; dominant
model: P=.44). Benzer sekilde, tedavi siireleri de kodominant, resesif ve dominant
modele gore rs2279590 C/T SNP’sinin genotipleri arasinda karsilastirildiginda
genotipler arasinda tedavi siiresi bakimindan anlamli bir fark bulunmadig gortilmustiir

(kodominant model: P=.78; resesif model: P=.53; dominant model: P=.60).
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Cizelge 3.19: Grup-1’de bulunan RRMS hastalarinin rs2279590 C/T SNP’sinin genotiplerine gore klinik bilgileri.

CC (n=143) CT (n=130) TT (n=37) p2 p° pe
Hastalik Siiresi (y1l), ortalama = SS 56+54 49+£5.0 45146 60 38 44
medyan (Q1-Q3) 4.0 (1.0-8.0) 3.0 (1.0-6.0) 2.0 (1.0-6.0) ' ' '
EDSS, ortalama + SS 1.5+1.2 1.5+1.0 1.3+0.8 75 47 96
medyan (Q1-Q3) 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) ' ' '
EDSS< 3.0, n (%) 128 (89.5) 122 (93.8) 36 (97.3) 19 33% 09
EDSS> 3.0, n (%) 15 (10.5) 8 (6.2) 1(2.7) ' ' '
MSSS, ortalama + SS 2.63+1.99 2.75+1.85 251+1.62 56 85 35
medyan (Q1-Q3) 2.01 (1.13-3.55) 2.44 (1.28-4.27) 2.34 (1.28-3.34) ' ' '
MSSS< 2.44, n (%) 74 (51.7) 57 (43.8) 19 (51.4) 40 70 97
MSSS> 2.44, n (%) 69 (48.3) 73 (56.2) 18 (48.6) ' ' '
MSSS<5.00, n (%) 119 (83.2) 115 (88.5) 33 (89.2) 39 80* 17
MSSS> 5.00, n (%) 24 (16.8) 15 (11.5) 4 (10.8) ' ' '
Tedavi Siiresi (yil), ortalama + SS 41+46 3.6+42 3.1+34 78 53 60
medyan (Q1-Q3) 2.0 (0.0-6.0) 2.0 (1.0-5.0) 2.0 (1.0-4.0) ' ' '
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama % SS 28.00 +21.52 28.68 +22.69 24.30 = 13.46 08 85 96
medyan (Q1-Q3) 22.50 (14.00-33.50) 21.00 (14.00-35.00) 20.00 (16.00-30.00) ' ' '
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.58 £ 1.03 1.46 £ 0.88 1.34+£0.71 53 37 35
medyan (Q1-Q3) 1.28 (0.89-1.84) 1.19 (0.90-1.84) 1.14 (0.87-1.65) ' ' '
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 472 +£1.11 4.66+1.02 4.43+0.76 50 27 44
medyan (Q1-Q3) 4.58 (3.99-5.36) 4.64 (3.87-5.39) 4.48 (3.89-4.84) ' ' '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.79+£0.86 2.78 £0.94 2.61+£0.58 64 39 52
medyan (Q1-Q3) 2.69 (2.18-3.21) 2.59 (2.15-3.24) 2.54 (2.25-2.90) ' ' '
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.27+0.35 1.28+0.36 1.25+0.30 94 81 75
medyan (Q1-Q3) 1.19 (1.06-1.45) 1.22 (1.04-1.49) 1.19 (1.01-1.48) ' ' '
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.72+0.44 0.69+0.41 0.61+0.32 38 17 16
medyan (Q1-Q3) 0.65 (0.44-0.86) 0.60 (0.44-0.84) 0.54 (0.39-0.75) ' ' '
Sigara (Evet), n (%) 47 (32.9) 35 (26.9) 16 (43.2) 15 A1 .66

Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler kodominant model i¢in Kruskal-Wallis ile; resesif ve dominant modeller i¢in Mann-Whitney U ile analiz edilmistir.
Frekans ve yiizde olarak gosterilen veriler Pearson ¥ ile analiz edilmistir. P2 Kodominant model, * CC vs. CT vs. TT. PP: Resesif model, ®: CC+CT vs. TT. P¢: Dominant model, CC vs.
CT+TT. 25-(0OH) Ds: 25-Hydroksivitamin D3, HDL: High density lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein.
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EDSS skorlart CLU rs2279590 C/T SNP genotipleri arasinda kiyaslandiginda
kodominant modelde (P=.75), resesif modelde (P=.47) ve dominant modelde (P=.96)
genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir. EDSS
skorlarma gore RRMS hastalar1 hafif diizey (EDSS<3) ve orta ila yiiksek diizey
(EDSS>3) olarak ikiye ayrildigi durumda da kodominant modelde (P=.19), resesif
modelde (P=.33) ve dominant modelde (P=.09) genotipler arasinda orta ila yiiksek
diizey EDSS skoru gorilme frekansi bakimindan anlamli bir fark olmadig:

gorilmistiir.

RRMS hastalarinin  progresyon hizlar1 incelendiginde ise MSSS degerlerinin
kodominant (P=.56), resesif (P=.85) ve dominant modelde (P=.35) genotiplerdeki
dagilimlar1 arasinda anlamli bir fark goriilmemektedir. MSSS degerleri yavas
progresyon (MSSS<5.00) ve hizli progresyon (MSSS>5) olmak {izere ikiye
ayrildiginda kodominant modelde (P=.39), resesif modelde (P=.80) ve dominant
modelde (P=.17) genotipler arasinda hizli progresyon goriilme frekansi bakimindan
anlaml bir fark olmadig gortilmiistiir. MSSS degerleri, grubun medyan degeri olan
2.44’ten biiyiik olanlar ve 2.44 e esit veya kiiclik olanlar olarak ikiye ayrildig1 durumda
da kodominant modelde (P=.40), resesif modelde (P=.70) ve dominant modelde
(P=.09) genotipler arasinda MSSS>2 .44 goriilme frekans1 bakimindan anlamli bir fark

olmadig1 goriilmiistir.

RRMS hastalarinin serum 25-(OH) D3 seviyeleri rs2279590 C/T SNP’sinin genotipleri
arasinda kodominant (P=.98), resesif (P=.85) ve dominant modele (P=.96) gore
kiyaslandiginda genotiplerdeki dagilimlar1 arasinda anlamli bir fark olmadig
bulunmustur. Serum lipit parametrelerinin kodominant, resesif ve dominant modele
gore genotiplerdeki dagilimlar1 kiyaslandiginda ise trigliserit (kodominant model:
P=.53; resesif model: P=.37; dominant model: P=.55), total kolesterol (kodominant
model: P=.50; resesif model: P=.27; dominant model: P=.44), LDL-kolesterol
(kodominant model: P=.64; resesif model: P=.39; dominant model: P=.52), HDL-
kolesterol (kodominant model: P=.94 resesif model: P=.81; dominant model: P=.75)
ve VLDL-kolesterol (kodominant model: P=.38; resesif model: P=.17; dominant
model: P=.46) bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 goriilmistiir. Bununla birlikte, sigara igme durumlar1 genotip modellerine

gore kiyaslandiginda herhangi bir modelde genotipler arasinda sigara igme orani
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bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 gortilmistiir (kodominant

model: P=.15; resesif model: P=.11; dominant model: P=.66).

3.3.3.4 CLU rs1532278 C/T ile RRMS hastalarimin klinik bilgileri arasindaki
iliskiler
CLU rs1532278 C/T SNP genotiplerine gore RRMS hastalariin klinik bilgilerinin
dagilimlar1 Cizelge 3.20’de Ozetlenmiglerdir. Bu analizlerde RRMS hastalari,
kodominant modelde CC, CT ve TT genotiplerine gore gruplara ayrilmis ve kategorik
olmayan degiskenlerin RRMS hastalarindaki degerleri arasinda karsilastirmalar
yapilirken Kruskal-Wallis testi kullanilmigtir. Kruskal-Wallis testinde anlamli ¢ikan
sonuglarin Mann-Whitney U testi ile post-hoc analizi gergeklestirilmistir (Cizelge
3.20: P'). Resesif modelde RRMS hastalar1i TT ve CT+CC genotipli olarak
gruplandirilmig ve kategorik olmayan degiskenlerin TT ve CT+CC genotipli olan
RRMS hastalarindaki degerleri karsilastirilirken Mann-Whitney U testi kullanilmistir
(Cizelge 3.20: P?). Benzer sekilde, dominant modelde RRMS hastalart TT+CT
genotipliler ile CC olarak gruplandirilmis ve kategorik olmayan degiskenlerin bu
gruplar arsindaki degerlerinin karsilagtirllmalarinda Mann-Whitney U  testi
kullanilmistir (Cizelge 3.20: P®). Kategorik degiskenlerin analizi ise kodominant
(Cizelge 3.20: PY), resesif (Cizelge 3.20: P?) ve dominant modelde (Cizelge 3.20: P°)

Pearson y” testi ile gereklestirilmistir.

310 RRMS hastasinin hastalik siireleri kodominant, resesif ve dominant modele gore
rs1532278 C/T SNP’sinin genotipleri arasinda karsilastirildiginda genotipler arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir (kodominant model: P=.08; resesif model: P=.06;
dominant model: P=.08). Tedavi siireleri de kodominant, resesif ve dominant modele
gore rs1532278 C/T SNP’sinin genotipleri arasinda karsilagtirildiginda genotipler
arasinda anlamli bir fark izlenmemistir (kodominant model: P=.13; resesif model:

P=.06; dominant model: P=.18).
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Cizelge 3.20: Grup-1’de bulunan RRMS hastalarinin rs1532278 C/T SNP’sinin genotiplerine gore klinik bilgileri.

CC (n=128) CT (n=139) TT (n=43) p2 p° pe
Hastalik Siiresi (yil), ortalama + SS 5.8£5.2 5.0£5.2 40+44 08 06 08
medyan (Q1-Q3) 4.0 (1.0-8.5) 3.0 (1.0-6.0) 2.0 (1.0-6.0) ' ' '
EDSS, ortalama + SS 1.6+1.1 1.5+1.1 1.3+£1.0 54 33 M
medyan (Q1-Q3) 1.5 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-1.0) ' ' '
EDSS< 3.0, n (%) 116 (90.6) 129 (92.8) 41 (95.3) 57 55 37
EDSS> 3.0, n (%) 12 (9.4) 10 (7.2) 2 (4.7 ' ' '
MSSS, ortalama + SS 2.66 £ 1.89 2.70 +1.88 258+ 1.94 82 59 88
medyan (Q1-Q3) 2.44 (1.28-3.98) 2.44 (1.13-4.27) 2.01 (1.13-3.69) ' ' '
MSSS<2.44, n (%) 63 (49.2) 63 (45.3) 24 (55.8) 47 29 81
MSSS> 2.44, n (%) 65 (50.8) 76 (50.7) 19 (44.2) ' ' '
MSSS<5.00, n (%) 110 (85.9) 120 (86.3) 37 (86.0) 599 | >99 94
MSSS> 5.00, n (%) 18 (14.1) 19 (13.7) 6 (14.0) ' ' '
Tedavi Siiresi (yil), ortalama + SS 43+46 37+4.2 26+33 13 06 18
medyan (Q1-Q3) 2.0 (1.0-6.0) 2.0 (1.0-5.0) 2.0 (0.0-3.0) ' ' '
25-(OH) Ds (nmol/L), ortalama + SS 27.82+22.71 28.61+21.50 25.25 + 14.56 a4 87 £6
medyan (Q1-Q3) 22.00 (13.00-31.00) 21.00 (14.00-36.00) 20.50 (17.00-29.50) ' ' '
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.53+0.97 1.51+0.97 1.38 £ 0.69 75 71 45
medyan (Q1-Q3) 1.27 (0.98-1.71) 1.24 (0.80-1.97) 1.23 (0.87-1.74) ' ' '
Total Kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 4.68 +£1.07 4.68+1.05 455+0091 80 56 63
medyan (Q1-Q3) 4.64 (2.96-5.28) 4.56 (3.96-5.41) 4.60 (2.81-5.08) ' ' '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.76 £ 0.83 2.78+£0.95 2.72 £0.68 88 85 62
medyan (Q1-Q3) 2.69 (2.15-3.21) 2.59 (2.15-3.21) 2.59 (2.33-2.98) ' ' '
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.28 +0.35 1.27 +0.37 1.24 +0.26 82 80 53
medyan (Q1-Q3) 1.22 (1.06-1.42) 1.19 (1.04-1.50) 1.19 (1.06-1.48) ' ' '
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.70 £ 0.41 0.72+0.44 0.63+0.31 71 42 67
medyan (Q1-Q3) 0.60 (0.47-0.78) 0.60 (0.39-0.91) 0.57 (0.39-0.78) ' ' '
Sigara (Evet), n (%) 37 (28.9) 41 (29.5) 20 (46.5) .08 .03 .39

Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler kodominant model i¢in Kruskal-Wallis ile; resesif ve dominant modeller i¢in Mann-Whitney U ile analiz edilmistir.
Frekans ve yiizde olarak gosterilen veriler Pearson ¥ ile analiz edilmistir. P2 Kodominant model, * CC vs. CT vs. TT. PP Resesif model, ®: CC+CT vs. TT. P¢: Dominant model, CC vs.
CT+TT. 25-(OH) Ds: 25-Hydroksivitamin D3, HDL: High density lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein.
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EDSS skorlarinin CLU rs1532278 C/T SNP genotipleri arasindaki dagilimlar: farkl
genotip modellerine gore kiyaslandiginda kodominant modelde (P=.54), resesif
modelde (P=.33) ve dominant modelde (P=.41) genotipler arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamaktadir. RRMS hastalarinin EDSS skorlarinin CLU SNP
genotipleri arasindaki dagilimlar1 Sekil 3.6’da ayrica sunulmustur. EDSS skorlarina
gore RRMS hastalari hafif diizey (EDSS<3) ve orta ila yiiksek diizey (EDSS>3) olarak
ikiye ayrildiginda kodominant modelde (P=.57), resesif modelde (P=.55) ve dominant
modelde (P=.37) genotipler arasinda orta ila yiiksek diizey goriilme frekansi

bakimindan anlamli bir fark olmadigi goriilmistiir.

RRMS hastalarinin  progresyon hizlar1 incelendiginde ise MSSS degerlerinin
dagilimlart kodominant (P=.82), resesif (P=.59) ve dominant modelde (P=.88)
genotipler arasinda anlamli bir fark gostermemektedir. RRMS hastalarinin MSSS
degerlerinin CLU SNP genotipleri arasindaki dagilimlari Sekil 3.7°de ayrica
sunulmustur. MSSS degerleri yavas progresyon (MSSS<5.00) ve hizli progresyon
(MSSS>5) olmak {izere ikiye ayrildiginda kodominant modelde (P>.99), resesif
modelde (P>.99) ve dominant modelde (P=.94) genotipler arasinda hizli progresyon
goriilme frekansi bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir. MSSS degerleri, grubun
medyan degeri olan 2.44’ten biiyiik olanlar ve 2.44’e esit veya kiiciik olanlar olarak
ikiye ayrildigi durumda ise kodominant modelde (P=.47), resesif modelde (P=.29) ve
dominant modelde genotipler arasinda (P=.81) MSSS>2.44 goriilme frekansi
bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir. RRMS hastalarinin serum 25-(OH) D3
seviyelerinin kodominant (P=.84), resesif (P=.87) ve dominant modeldeki dagilimlari

(P=.56) incelendiginde genotipler arasinda anlamli bir fark olmadigi goriilmektedir.

Serum lipit parametrelerinin kodominant, resesif ve dominant modele gore
genotiplerdeki dagilimlar1 kiyaslandiginda ise trigliserit (kodominant model: P=.75;
resesif model: P=.71; dominant model: P=.45), total kolesterol (kodominant model:
P=.80; resesif model: P=.56; dominant model: P=.63), LDL-kolesterol (kodominant
model: P=.88; resesif model: P=.85; dominant model: P=.62), HDL-kolesterol
(kodominant model: P=.82; resesif model: P=.50; dominant model: P=.83) ve VLDL-
kolesterol (kodominant model: P=.71; resesif model: P=.42; dominant model: P=.67)
bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig

goriilmiistiir.
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Sekil 3.6: Grup-1’deki RRMS hastalarinin (n=310) CLU SNP’lerinin resesif ve dominant modellerine gére EDSS skorlarinin dagilimi.
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Sekil 3.7: Grup-1’deki RRMS hastalariin (n=310) CLU SNP’lerinin resesif ve dominant modellerine gére MSSS’lerinin dagilima.
*: P<.05
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Sigara igme durumu gruplar arasinda karsilastirildiginda ise kodominant (P=.08) ve
dominant modelde (P=.39) genotipler arasinda fark goriilmezken resesif modelde TT
genotiplilerde, CT ve CC genotiplilere ziyade daha yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir
(P=.03).

3.3.4 Lojistik regresyon analizleri

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda bulunan Grup-1’de RRMS hastalarinin mevcut klinik
bilgilerinden faydalanarak 310 RRMS hastasi i¢in orta ila yiiksek diizey EDSS riski
(EDSS>3) ile hizli MS progresyon riski (MSSS>5) olmak iizere iki farkli ikili lojistik
regresyon analizi gerceklestirilmistir. Geriye dogru se¢im metodunun (backward
logistic regression) kullanildigi bu analizlerde mevcut parametrelerin bir arada olmasi
durumunda bagimli degisken iizerindeki etkileri incelenmistir. Bu analizler alt

basliklarda detaylariyla aktarilmistir.

Bu analizler haricinde, bu tez ¢aligmasi kapsamindaki CLU SNP’leri olan rs11136000,
rs3087554, rs2279590, rs1532278 ve yas, cinsiyet degiskenleri ile birlikte RRMS riski
icin de ikili lojistik regresyon analizi kullanilarak analizler gergeklestirilmis fakat

anlamli bir iligki bulunmadigi i¢in bu kisimda sonuglari sunulmamaistir.

3.3.4.1 Ortailayiiksek diizey EDSS riski icin yapilan analizler

Bu analiz i¢in 6ncelikle hastalar EDSS skoru iigten biiyiik olanlar (EDSS>3) ve
olmayanlar (EDSS<3) olarak ayrilmis olup EDSS skorunun ii¢ten biiyiik oldugu
durum riskli olarak kabul edilerek bagimli degisken olarak atanmistir. Analiz i¢in
anlamli bir model olusturabilmek adina bagimsiz degiskenler i¢in oncelikle es lineerlik
analizi gergeklestirilmis ve es lineer oldugu tespit edilen bagimsiz degiskenler bir
arada olmayacak sekilde farkli alt model kombinasyonlari olusturulmustur.
Collinearity diagnostics analizine gore VIF skoru 3’ten biiylik degiskenler es lineer

olarak belirlenmistir.

Yapilan es lineerlik analizinde, tez ¢alismasi kapsaminda bulunan rs2279590 C/T ve
rs1532278 C/T SNP’lerinin kodominant, resesif ve dominant modellerinin es lineer
oldugu goriilmiistiir. Ayrica, kolesterol tiirleri (total, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol,
VLDL-kolesterol) arasinda da es lineerlik bulunmaktadir. Bunlar haricinde trigliserit

ve VLDL-kolesterol arasinda da es lineerlik bulunmaktadir. Bu ylizden analiz
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modelleri olusturulurken es lineer oldugu bilinen degiskenlerden yalnizca birisi
atanarak analiz modelleri olusturulmustur. Bu kapsamda olusturulan analiz modelleri
serisi Model A serisi olarak adlandirilmistir (Cizelge 3.21). SNP’ler kodominant
modelde kodlanirken yabanil homozigot genotip risksiz, heterozigot genotip riskli ve
polimorfik homozigot, heterozigot genotipten daha riskli olarak kabul edilmistir.
Resesif modelde yabanil homozigot ve heterozigot genotip risksiz olarak kabul
edilirken polimorfik homozigot genotip riskli olarak kabul edilmistir. Dominant
modelde yabanil homozigot genotip risksiz olarak kabul edilirken heterozigot ve

polimorfik homozigot genotipler riskli olarak kabul edilmistir.
Model A.1 & Model A.2 serisi

Bu analiz modellerinde polimorfik alelin kodominant karakterde oldugu
varsayilmistir. Model A.1 serisinde rs11136000 C/T, rs3087554 T/C ve rs2279590
C/T SNP’leri kodominant model olarak bulunurken Model A.2 serisinde rs11136000
C/T, rs3087554 T/C ve rs1532278 C/T SNP’leri kodominant olarak bulunmaktadir.
Cinsiyet, sigara igme durumu, 25-(OH) D3 ve trigliserit seviyeleri Model A.1’in ve
Model A.2’nin tiim alt modellerinde bulunmakta olup tiim kolesterol parametreleri
(total kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, VLDL-kolesterol) alt modellerde
ayr1 ayr1 bulunmaktadir. Trigliserit ise yalmzca VLDL-kolesteroliin bulundugu alt

modelde bulunmamaktadir (Cizelge 3.21).

Model A.3 & Model A.4

Bu analizlerde polimorfik alelin resesif karakterde oldugu varsayilmistir. Model A.3
serisinde rs11136000 C/T, rs3087554 T/C ve rs2279590 C/T SNP’lerinin polimorfik
homozigot olma durumu riskli olarak kabul edilirken Model A.4 serisinde rs11136000
C/T, 1s3087554 T/C ve rs1532278 C/T SNP’lerinin polimorfik alellerinin homozigot
olma durumu riskli olarak kabul edilmistir. Cinsiyet, sigara igme durumu, 25-OH D3
ve trigliserit seviyeleri Model A.3’iin ve Model A.4’iin tiim alt modellerinde
bulunmakta olup tiim kolesterol parametreleri (total kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-
kolesterol, VLDL-kolesterol) alt modellere sirayla eklenmiglerdir. Trigliserit ise

yalnizca VLDL-kolesteroliin bulundugu alt modelde bulunmamaktadir (Cizelge 3.21).
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Cizelge 3.21: Grup-1’de RRMS hastalarinda (n=310) orta ila yiiksek diizey EDSS riski (EDSS>3) i¢in yapilan LR analizleri modelleri.

Model A.1 ve Model A.2:
CLU SNP’leri kodominant olarak
modelde eklenmislerdir.

Bagimh Degisken: EDSS>3 riski

Model A.1 serisi:
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C,
1s2279590 C/T bulunmaktadir.

Model A.2 serisi:
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C,
rs1532278 C/T bulunmaktadir.

Model A.1 Serisi
rs11136000, rs2279590, rs3087554,
cinsiyet, sigara, 25-OH D, trigliserit tiim
modellerde bulunmaktadir.

Model A.1.1:

Total kolesterol dahil edilmistir.

Model A.1.2:

HDL-kolesterol dahil edilmistir.

Model A.1.3:

LDL-kolesterol dahil edilmistir.

Sonuglart ayni gelmis olup Cizelge 3.23’te iligkili
bulunan parametreler sunulmugtur

Model A.1.4:

VLDL-kolesterol dahil edilmistir.*

3.23’te iligkili bulunan parametreler

Cizelge

Model A.2 Serisi
rs11136000, rs1532278, rs3087554,
cinsiyet, sigara, 25-OH Dsg, trigliserit tim
modellerde bulunmaktadir.

Model A.2.1:

Total kolesterol dahil edilmistir.

Model A.2.2:

HDL-kolesterol dahil edilmistir.

Model A.2.3:

LDL-kolesterol dahil edilmistir.

Sonuglart Model A.1.1, Model A.1.2, Model A.1.3 ile
ayni gelmis olup Cizelge 3.23°te iliskili bulunan
parametreler sunulmustur.

Model A.2.4:

VLDL-kolesterol dahil edilmistir.*

Sonuglart Model A.1.4’le ayn1 gelmistir.

Model A.3 ve Model A.4:

Model A.3 Serisi

Model A.3.1:

Total kolesterol dahil edilmistir.

CLU SNP’leri resesif olarak | rs11136000, ~ rs2279590,  rs3087554 | \ogel A 3.2: HDL-kolesterol dahil edilmigtir. | Sonuslan aym gelmis olup Cizelge 3.23%te iliskili
modele eklenmislerdir. SNP’lerinin resesif modelleri, cinsiyet, Model A3.3: LDL-kol I — bulunan parametreler sunulmustur
Bagimh Degisken: EDSS>3 riski sigara, 25-OH Ds, trigliserit tim odel A..5. -kolesterol dahil edilmigtir. . S

Model A.3 serisi: modellerde bulunmaktadir. Model A.3.4: VLDL-kolesterol dahil edilmistir.* | Cizelge 3.23’te iliskili ~bulunan  parametreler
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, Model A.4 Serisi Model A.4.1: Total kolesteroliin dahil edilmistir. Sonuclari Model A.3.1, Model A.3.2, Model A33 ile
152279590 C/T bulunmaktadir. r5111369q0* rS:!'532278’ .r53987.554 Model A.4.2: HDL-kolesterol dahil edilmistir. ayni gelmis olup Cizelge 3.23’te iligkili bulunan

Model A.4 serisi: SNP’lerinin resesif modelleri, cinsiyet, - — parametreler sunulmustur.
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, | sigara, 25-OH Ds, trigliserit tim | MOJel A.4.3: LDL-kolesterol dahil edilmistir.
rs1532278 C/T bulunmaktadir. modellerde bulunmaktadir. Model A.4.4: VLDL-kolesterol dahil edilmistir.* | Sonuglart Model A.3.4’le ayn1 gelmistir.

Model A.5 ve Model A.6: Model A.5 Serisi Model A.5.1: Total kolesterol dahil edilmistir. ) ) -
CLU SNP’leri  dominant olarak | rs11136000, ~ rs2279590,  rs3087554 | \ogel A 5.2: HDL-kolesterol dahil edilmigtir, | Sonusiart aym gelmis olup Gizelge 3.23%te iligkili
modele eklenmislerdir. SNP’lerinin dominant modelleri, cinsiyet, Model A5.3 LDL Kol | dabil odiloiett bulunan parametreler sunulmugtur
Bagimh Degisken: EDSS>3 riski sigara, 25-OH Ds, trigliserit tiim odel A.5.3: -kolesterol dahil edilmistir. : _

Model A5 serisi- modellerde bulunmaktadir. Model A.5.4: VLDL-kolesterol dahil edilmistir.* | Cizelge 3.23te iliskili = bulunan  parametreler
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, Model A.6 Serisi Model A.6.1: Total kolesterol dahil edilmistir. Sonuglart Model A.5.1, Model A.5.2, Model A.5.3 ile
152279590 C/T bulunmaktadir. | rs11136000, ~ rs1532278,  rs3087554 | njodel A.6.2: HDL-kolesterol dahil edilmistir. | ayni gelmis olup Cizelge 3.23’te iliskili bulunan

Model A.6 serisi: SNP’lerinin dominant modelleri, cinsiyet, - ——— parametreler sunulmustur.
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, | sigara, 25-OH Ds, trigliserit tiim | MOodel A.68.3 LDL-kolesterol dahil edilmistir.

rs1532278 C/T bulunmaktadir.

modellerde bulunmaktadir.

Model A.6.4:

VLDL-kolesterol dahil edilmistir.*

Sonuglart Model A.5.4’le ayn1 gelmistir.

*:VLDL-kolesteroliin dahil oldugu alt modelde es lineer oldugu ig¢in trigliserit bulunmamaktadir.
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Model A.5 & Model A.6

Bu analizlerde polimorfik alelin dominant karakterde oldugu varsayilmistir. Model
A.5 serisinde rs11136000 C/T, rs3087554 T/C ve 152279590 C/T SNP’lerinin
heterozigot veya polimorfik homozigot olma durumu riskli olarak kabul edilirken
Model A.6 serisinde rs11136000 C/T, rs3087554 T/C ve rs1532278 C/T SNP’lerinin
heterozigot veya polimorfik homozigot olma durumu riskli olarak kabul edilmistir.
Cinsiyet, sigara igme durumu, 25-(OH) Ds ve trigliserit seviyeleri Model A.5’in ve
Model A.6’nin tiim alt modellerinde bulunmakta olup tiim kolesterol parametreleri
(total kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, VLDL-kolesterol) alt modellere
sirayla eklenmislerdir. Trigliserit ise yalnizca VLDL-kolesteroliin bulundugu alt

modelde bulunmamaktadir (Cizelge 3.21).

Olusturulan bu alt modellerle gerceklestirilen analizler neticesinde orta ila yiiksek
diizey EDSS riski (EDSS>3) ile iliskili parametreleri bir arada bulunduran modellere
ulagilmis olup Cizelge 3.22°de O6zetlenmislerdir. Model serisinde iligkili ¢ikan
parametreler i¢in P, OR ve %95 CI degerleri tabloda verilmis olup sonuclart ayni gelen
modeller tabloda belirtilmistir. Buna gére Model A.1 serisinin Model A.1.1, Model
A.1.2, Model A.1.3; Model A.2 serisinin Model A.2.1, Model A.2.2, Model A.2.3 alt
modellerinin sonuglar1 ayni gelmis olup bu analizlerde erkek olmanin, EDSS>3 riskini
istatistiksel olarak anlamli derecede arttirmakta oldugu goriilmiistiir (OR=2.63, %95
Cl= 1.05-6.60, P=.04). Ayrica serum trigliserit seviyesinin artisiyla da EDSS>3
riskinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 tespit edilmistir (OR=1.63, %95
Cl=1.14-2.35, P=.008). Bu modellerin gecerliligi Hosmer & Lemeshow testi ile
degerlendirildiginde modellerin gegerli oldugu goriilmiistir (P=.66). Model A.1 ve
Model A.2 serilerinde VLDL-kolesterolii igeren alt modellerin (Model A.1.4 & Model
A.2.4) sonuglart ayn1 gelmis olup bu analizlerde serum VLDL-kolesterol seviyesinin
artistyla da EDSS>3 riskinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir
(OR=4.33, %95 CI=1.86-10.09, P=.001). Bu modellerin gecerliligi Hosmer &
Lemeshow testi ile degerlendirildiginde de gecerli bir model oldugu goriilmiistiir
(P=.91).
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Cizelge 3.22: Grup-1’deki RRMS hastalarinda (n=310) orta ila yliksek diizey
EDSS riski (EDSS>3) igin yapilan ikili lojistik regresyon analizinde anlamli
¢ikan modeller ve EDSS>3 riski ile iliskili bulunan parametreler.

Hosmer &
MODEL iliskili Bulunanlar | OR | %095 ClI P B Lemeshow
¥ |df| P
Al1 Al12, Cinsiyet (Erkek) 2.63 | 1.05-6.60 .04 0.97
Al13 A21, Trialisent 591 | 8 | .66
A22, A23 g 1.63 | 1.14-2.35 | .008 0.49
(mmol/L)
VLDL-kolesterol 1.86-
Al4, A24 (mmol/L) 4.33 10.09 .001 1.47 334 | 8 | .91
A3.1, A3.2,
A3.3 AA41, Trigliserit (mmol/L) 158 | 1.10-2.26 .01 0.46 404 | 8 | .85
A4.2, A43
VLDL-kolesterol 2.09-
A3.4,A44 (mmol/L) 461 1017 <.001 | 1.53 7.45 8 | .49
A5.1, A5.2, Cinsiyet (Erkek) 2.59 | 1.03-6.48 .04 0.95
A5.3, A6.1, 6.51 | 8 | .59
A.6.2, A6.3 Trigliserit (mmol/L) 1.73 | 1.21-2.48 | .003 0.55
rs11136000 Dominant 037 | 015-095 04 -0.99
Model (TT+TC vs. CC)
Ab5.4,A6.4 11.00 | 8 | .20
VLDL-kolesterol 497 2.16- <001 | 1.60
(mmol/L) ) 11.45 ) )

Model A.3 serisinin Model A.3.1, Model A.3.2, Model A.3.3 alt modellerinde; Model
A.4 serisinin Model A.4.1, Model A.4.2 ve Model A.4.3 alt modellerinde yapilan
analizlerin sonuclar1 ayni gelmis olup bu sonuglara gore serum trigliserit seviyesinin
artistyla EDSS>3 riskinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi goriilmiistiir
(OR=1.58, %95 CI=1.10-2.26, P=.01). Bu modellerin gecerliligi, Hosmer &
Lemeshow testi ile degerlendirildiginde de gecerli bir model oldugu goriilmiistiir
(P=.85). Model A.3 ve Model A.4 serilerinin VLDL-kolesterolii igeren alt
modelleriyle (Model A.3.4 & Model A.4.4) yapilan analizlerin sonuglar1 ayn1 gelmis
olup bu sonuglara gore erkek olma durumunun, EDSS>3 riskini istatistiksel olarak
anlamli derecede arttirdig1 goriilmektedir (OR=4.61, %95 C1=2.09-10.17, P<.001). Bu
modelin Hosmer & Lemeshow testi ile degerlendirildiginde de gegerli bir model

oldugu goriilmiistiir (P=.49).

Model A.5 serisinin Model A.5.1, Model A.5.2, Model A.5.3; Model A.6 serisinin
Model A.6.1, Model A.6.2, Model A.6.3 alt modelleriyle yapilan analizlerde erkek
olmanin, EDSS>3 riskini istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdig1 goriilmiistiir

(OR=2.59, %95 CI= 1.03-6.48, P=.04). Ayrica serum trigliserit seviyesinin artigiyla

122



da EDSS>3 riskinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 tespit edilmistir
(OR=1.73, %95 CI=1.21-2.48, P=.003). Bu modellerin gegerliligi, Hosmer &
Lemeshow testi ile degerlendirildiginde de gecerli bir model oldugu goriilmiistiir
(P=.59). Model A5 ve Model A.6 serilerinin VLDL-kolesterolii igeren alt
modellerinin (Model A.5.4 & Model A.6.4) sonuglart ayni gelmis olup bu analizlerde
serum VLDL-kolesterol seviyesinin artistyla EDSS>3 riskinin istatistiksel olarak
anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir (OR=4.97, %95 CI=2.16-11.45, P<.001). Ayrica,
rs11136000 dominant modelde TT+CT genotipine sahip olanlarin CC genotipine sahip
olanlara kiyasla EDSS>3 olma riskinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1
goriilmiistiir (OR=0.37, %95 CI=0.15-0.95, P=.04). Bu modellerin gegerliligi Hosmer
& Lemeshow testi ile degerlendirildiginde de gegerli bir model oldugu goriilmiistiir

(P=.20).

3.3.4.2 Hizh MS progresyon riski icin yapilan analizler

Bu analiz i¢in oncelikle hastalar MSSS degeri besten biiylik olanlar ve olmayanlar
olarak ayrilmis olup MSSS degerinin besten biiyiik oldugu durum riskli olarak kabul
edilerek bagimli degisken olarak atanmistir. Analiz ig¢in anlamli bir model
olusturabilmek adma bagimsiz degiskenler icin oOncelikle es lineerlik analizi
gergeklestirilmis ve es lineer oldugu tespit edilen bagimsiz degiskenler bir arada
olmayacak sekilde farkli alt model kombinasyonlar1 olusturulmustur. Collinearity
diagnostics analizine gore VIF skoru 3’ten biiylik degiskenler es lineer olarak

belirlenmistir.

Yapilan es lineerlik analizinde, tez ¢alismasi kapsaminda bulunan rs2279590 C/T ve
rs1532278 C/T SNP’lerinin kodominant, resesif ve dominant modellerinin es lineer
oldugu goriilmiistiir. Ayrica, kolesterol tiirleri (total, HDL, LDL, VLDL) arasinda da
es lineerlik bulunmaktadir. Bunlar haricinde trigliserit ve VLDL-kolesterol arasinda
da es lineerlik bulunmaktadir. Bu yiizden analiz modelleri olusturulurken es lineer
oldugu bilinen degiskenlerden yalnizca birisi atanarak analiz modelleri
olusturulmustur. Bu kapsamda olusturulan analiz modelleri serisi Model B olarak
adlandirilmigtir. Bu analiz modellerinin olusturulmasi1 Cizelge 3.23’te 6zet olarak

verilmistir.
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SNP’ler kodominant modelde kodlanirken yabanil homozigot genotip risksiz,
heterozigot genotip riskli ve polimorfik homozigot genotip heterozigot genotipten
daha riskli olarak kabul edilmistir. Resesif modelde yabanil homozigot ve heterozigot
genotip risksiz olarak kabul edilirken polimorfik homozigot genotip riskli olarak kabul
edilmistir. Dominant modelde yabanil homozigot genotip risksiz olarak kabul

edilirken heterozigot ve polimorfik homozigot genotipler riskli olarak kabul edilmistir.
Model B.1 & Model B.2

Bu analizlerde polimorfik alelin kodominant karakterde oldugu varsayilmistir. Model
B.1, serisinde rs11136000 C/T, rs3087554 T/C ve 1rs2279590 C/T SNP’leri
kodominant model olarak bulunurken Model B.2 serisinde rs11136000 C/T,
rs3087554 T/C ve rs1532278 C/T SNP’leri kodominant olarak bulunmaktadir.
Cinsiyet, sigara igme durumu, serum 25-(OH) D3 ve trigliserit seviyeleri Model B.1’in
ve Model B.2’nin tiim alt modellerinde bulunmakta olup tiim kolesterol parametreleri
(total kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, VLDL-kolesterol) alt modellere
ayr1 ayr1 bulunmaktadir. Trigliserit ise yalnizca VLDL-kolesteroliin bulundugu alt

modelde bulunmamaktadir (Cizelge 3.23).
Model B.3 & Model B.4

Bu analizlerde polimorfik alelin resesif karakterde oldugu varsayilmistir. Model B.3
serisinde rs11136000 C/T, rs3087554 T/C ve rs2279590 C/T SNP’lerinin polimorfik
homozigot olma durumu riskli olarak kabul edilirken Model B.4 serisinde rs11136000
C/T, rs3087554 T/C ve rs1532278 C/T SNP’lerinin polimorfik homozigot olma
durumu riskli olarak kabul edilmistir. Her iki modelde de heterozigot ve yabanil
homozigot genotipler risksiz olarak kabul edilmistir. Cinsiyet, sigara icme durumu,
serum 25-OH D3 ve trigliserit seviyeleri Model B.3’lin ve Model B.4’iin tiim alt
modellerinde bulunmakta olup tiim kolesterol parametreleri (total kolesterol, HDL-
kolesterol, LDL-kolesterol, VLDL-kolesterol) alt modellere sirayla eklenmislerdir.
Trigliserit ise yalnizca VLDL-kolesteroliin bulundugu alt modelde bulunmamaktadir

(Cizelge 3.23).
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Cizelge 3.23: Grup-1’de RRMS hastalarinda (n=310) hizli MS progresyon riski (MSSS>5) i¢in yapilan LR analizleri modelleri.

Model B.1 ve Model B.2:
CLU SNP’leri kodominant olarak
modelde eklenmistir.

Bagimh Degisken: MSSS>5 riski

Model B.1 serisi:
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C,
1s2279590 C/T bulunmaktadir.

Model B.2 serisi:
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C,
rs1532278 C/T bulunmaktadir.

Model B.1 Serisi
rs11136000, rs2279590, rs3087554,
cinsiyet, sigara, 25-OH Ds, trigliserit
tiim modellerde bulunmaktadir.

Model B.1.1:

Total kolesterol dahil edilmistir.

Sonuglart ayni gelmis olup Cizelge 3.24°te iliskili

Model B.2 Serisi
rs11136000, rs1532278, rs3087554,
cinsiyet, sigara, 25-OH Ds, trigliserit
tiim modellerde bulunmaktadir.

Model B.1.2: HDL-kolesterol dahil edilmistir.

bulunan parametreler sunulmugtur
Model B.1.3: LDL-kolesterol dahil edilmistir.
Model B.1.4: VLDL-kolesterol dahil edilmistir.* | Cizelge ~3.24’te  iligkili ~ bulunan  parametreler
Model B.2.1: Total kolesterol dahil edilmistir. Sonuglari Model B.1.1, Model B.1.2, Model B.1.3 ile
Model B.2.2: HDL-kolesterol dahil edilmistir. ayni gelmis olup Cizelge 3.24’te iligkili bulunan
Model B.2.3: LDL-kolesterol dahil edilmistir. parametreler sunulmustur.
Model B.2.4: VLDL-kolesterol dahil edilmistir.* | Sonuglart Model B.1.4’1e ayn1 gelmistir.

Model B.3 ve Model B.4:
CLU SNP’leri resesif olarak
modele eklenmislerdir.

Bagimh Degisken: MSSS>5 riski

Model B.3 serisi:
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C,
rs2279590 C/T bulunmaktadir.

Model B.4 serisi:
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C,
rs1532278 C/T bulunmaktadir.

Model B.3 Serisi
rs11136000, rs2279590, rs3087554
SNP’lerinin resesif ~ modelleri,
cinsiyet, sigara, 25-OH Dg, trigliserit
tiim modellerde bulunmaktadir.

Model B.3.1:

Total kolesterol dahil edilmistir.

Sonuglart aymi gelmis olup Cizelge 3.24’te iligkili

Model B.3.2: HDL-kolesterol dahil edilmistir.
bulunan parametreler sunulmugtur
Model B.3.3: LDL-kolesterol dahil edilmistir.
Model B.3.4: VLDL-kolesterol dahil edilmistir.* | Cizelge  3.24’te  iliskili ~ bulunan  parametreler

Model B.4 Serisi
rs11136000, rs1532278, rs3087554
SNP’lerinin resesif ~ modelleri,
cinsiyet, sigara, 25-OH Ds, trigliserit
tiim modellerde bulunmaktadir.

Model B.4.1:

Total kolesterol dahil edilmistir.

Sonuglart Model B.3.1, Model B.3.2, Model B.3.3 ile

Model B.4.2: HDL-kolesterol dahil edilmistir. .
ayni gelmistir
Model B.4.3: LDL-kolesterol dahil edilmistir.
Model B.4.4: VLDL-kolesterol dahil edilmistir.* | Sonuglart Model B.3.4’1e ayn1 gelmistir.

Model B.5 ve Model B.6:
CLU SNP’leri dominant olarak
modele eklenmislerdir.

Bagimh Degisken: MSSS>5 riski

Model B.5 serisi:
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C,
12279590 C/T bulunmaktadir.

Model B.6 serisi:
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C,
rs1532278 C/T bulunmaktadir.

Model B.5 Serisi
rs11136000, rs2279590, rs3087554
SNP’lerinin  dominant modelleri,
cinsiyet, sigara, 25-OH Ds, trigliserit
tiim modellerde bulunmaktadir.

Model B.5.1:

Total kolesterol dahil edilmistir.

Sonuglart Model B.1.1, Model B.1.2, Model B.1.3 ile

Model B.5.2: HDL-kolesterol dahil edilmistir. ayni gelmis olup Cizelge 3.24’te iliskili bulunan
Model B.5.3: LDL-kolesterol dahil edilmistir. parametreler sunulmustur.
Model B.5.4: VLDL-kolesterol dahil edilmistir.* | Sonuglart Model B.1.4’1e ayn1 gelmistir.

Model B.6 Serisi
rs11136000, rs1532278, rs3087554
SNP’lerinin  dominant modelleri,
cinsiyet, sigara, 25-OH Ds, trigliserit
tiim modellerde bulunmaktadir.

Model B.6.1:

Total kolesterol dahil edilmistir.

Sonuglart aymi gelmis olup Cizelge 3.24’te iligkili

Model B.6.2: HDL-kolesterol dahil edilmistir.

bulunan parametreler sunulmustur
Model B.6.3: LDL-kolesterol dahil edilmistir.
Model B.6.4: VLDL-kolesterol dahil edilmistir.* | Sonuglar1 Cizelge 3.24’te sunulmugtur.

*:VLDL-kolesteroliin dahil oldugu alt modelde es lineer oldugu ig¢in trigliserit bulunmamaktadir.
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Model B.5 & Model B.6

Bu analizlerde polimorfik alelin dominant karakterde oldugu varsayilmistir. Model
B.5 serisinde rs11136000 C/T, rs3087554 T/C ve rs2279590 C/T SNP’lerinin
heterozigot veya polimorfik homozigot olma durumu riskli olarak kabul edilirken
Model B.6 serisinde rs11136000 C/T, rs3087554 T/C ve rs1532278 C/T SNP’lerinin
heterozigot veya polimorfik homozigot olma durumu riskli olarak kabul edilmistir.
Cinsiyet, sigara igme durumu, serum 25-(OH) D3 ve trigliserit seviyeleri Model A.5’in
ve Model A.6’nin tiim alt modellerinde bulunmakta olup tiim kolesterol parametreleri
alt modellere sirayla eklenmiglerdir. Trigliserit ise yalnizca VLDL-kolesteroliin

bulundugu alt modelde bulunmamaktadir (Cizelge 3.23).

Olusturulan bu alt modellerle gerceklestirilen analizler neticesinde hizli MS
progresyon riski (MSSS>5) ile en iligkili bagimsiz degiskenleri bir arada bulunduran
modellere ulagilmis olup Cizelge 3.24’te 6zetlenmislerdir. Model serisinde iliskili
¢ikan parametreler i¢in P, OR ve %95 CI degerleri tabloda verilmis olup sonuglart ayni
gelen modeller belirtilmistir. Buna gére Model B.1, Model B.2 ve Model B.3
serilerinde VLDL-kolesterolii igermeyen alt modellerin (Model B.1.1, Model B.1.2,
Model B.1.3, Model B.2.1, Model B.2.2, Model B.2.3, Model B.5.1, Model B.5.2,
Model B.5.3) sonuglart ayni gelmis olup bu analizlerde serum trigliserit seviyesinin
artistyla hizli progresyon riskinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig:
goriilmiistiir (OR=1.73, %95 CI=1.29-2.32, P<.001). Bu modellerin gegerliligi,
Hosmer & Lemeshow testi ile degerlendirildiginde de gegerli bir model oldugu
goriilmiistir (P=.20). Model B.1, Model B.2 ve Model B.5 serilerinde VLDL-
kolesterolii igeren alt modellerde (Model B.1.4, Model B.2.4, Model B.5.4) yapilan
analizlerin sonuglart ayni gelmis olup serum VLDL-kolesterol seviyesinin artisiyla
hizli MS progresyon riskinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir
(OR=3.44, %95 CI=1.76-6.74, P<.001). Bu modellerin gegerliligi Hosmer &
Lemeshow testi ile degerlendirildiginde ise gecerli bir model oldugu goriilmiistiir

(P=.44).
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Cizelge 3.24: Grup-1’deki RRMS hastalarinda (n=310) hizli MS progresyon
riski (MSSS>5) icin yapilan ikili lojistik regresyon analizinde anlamli ¢ikan
modeller ve MSSS>5 riski ile iliskili bulunan parametreler.

Hosmer &
MODEL iliskili Bulunanlar | OR | %095 ClI P B Lemeshow
¥ |df | P
B.1.1,B.1.2,
B.1.3,B.2.1,
B.2.2,B.2.3, Trigliserit (mmol/L) | 1.73 | 1.29-2.32 | <.001 | 0.55 | 11.05 | 8 | .20
B.5.1, B.5.2,
B.5.3
B.14, VLDL-kolesterol
B.2.4 B5.4 (mmol/L) 344 | 1.76-6.74 | <001 | 1.24 | 795 | 8 | .44
rs3087554 Resesif 1.06-
B.3.1,B.3.2, Model (CC vs. 3.71 1'2 94 .04 | 131
B.3.3,B.4.1, TC+TT) ) 7.09 | 8 | 53
B.42.BA3 | rigliserit (mmol/L) | 1.79 | 133-2.41 | <001 | 058
rs3087554 Resesif 1.03-
Model (CC vs. 3.58 1'2 59 .045 | 1.28
B.3.4,B.4.4 TC+TT) i 6.83 | 8 | 55
VLDL-kolesterol
(mmol/L) 3.76 | 1.89-7.48 | <.001 | 1.33
rs11136000 Dominant i
Model (TT+CT vs. 0.28 | 0.09-0.87 .03
B.6.1, B.6.2, 1.28
B 63 CQC) 6.86 | 8 | .55
Trigliserit (mmol/L) | 1.81 | 1.34-2.45 | <.001 | 0.59
rs11136000 Dominant )
Model (TT+CT vs. 0.25 | 0.08-0.79 .02 139
B.6.4 CC) ' 471 | 8 | .79
VLDL-kolesterol | 5 o5 | 1 98.7.89 | <.001 | 1.38
(mmol/L)

Model B.3 ve Model B.4 serilerinde VLDL-kolesterolii igermeyen alt modellerde
(Model B.3.1, Model B.3.2, Model B.3.3, Model B.4.1, Model B.4.2, Model B.4.3)
yapilan analizlerin sonuglar1 ayn1 gelmis olup serum trigliserit seviyesinin artistyla
hizli MS progresyon riskinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir
(OR=1.79, %95 CI=1.33-2.41, P<.001). Ayrica rs3087554 T/C resesif modelde CC
genotipine sahip olmanin TC+TT genotipine sahip olmaya gore hizli MS progresyon
riskini istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdigi goriilmistiir (OR=3.71, %95
Cl=1.06-12.94, P=.04). Bu modelin Hosmer & Lemeshow testi ile
degerlendirildiginde de gegerli bir model oldugu gériilmistiir (P=.53). Model B.3 ve
Model B.4 serilerinde VLDL-kolesterolii igeren alt modellerde (Model B.3.4 & Model
B.4.4) yapilan analizlerin sonuglar1 ayn1 gelmis olup rs3087554 T/C resesif modele

gore CC genotipine sahip olmanin TC+TT genotipine sahip olmaya kiyasla hizli MS
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progresyon riskini istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdigir goriilmiistiir
(OR=3.58, %95 CI=1.03-12.52, P=.045). Ayrica VLDL-kolesterol seviyesinin
artistyla da hizli MS progresyon riskinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig
goriilmiistir (OR=3.76, %95 CI=1.89-7.48, P<.001). Bu modellerin gegerliligi,
Hosmer & Lemeshow testi ile degerlendirildiginde de gecerli bir model oldugu

goriilmiistiir (P=.55).

Model B.6 serisinde VLDL-kolesterolii icermeyen alt modellerin (Model B.6.1, B.6.2,
B.6.3) sonuclar1 ayn1 gelmis olup bu analizlerde rs11136000 dominant modele gore
TT+CT genotipine sahip olmanin CC genotipine sahip olmaya kiyasla hizli MS
progresyon riskini istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdigi goriilmiistiir
(OR=0.28, %95 CI=0.09-0.87, P=.03). Ayrica serum trigliserit seviyesinin artisiyla da
hizl1 MS progresyon riskinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriilmustiir
(OR=1.81, %95 CIl=1.34-2.45, P<.001). Bu modellerin gegerliligi, Hosmer &
Lemeshow testi ile degerlendirildiginde gegerli oldugu goriilmiistiir (P=.55). Model
B.6.4 ile yapilan analizde serum VLDL-kolesterol seviyesinin artisiyla hizli MS
progresyon riskinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir (OR=3.95,
%95 CI=1.98-7.89, P<.001). Ayrica, rs11136000 dominant modele gore TT+CT
genotipine sahip olmanin CC genotipine sahip olmaya kiyasla hizli MS progresyon
riskini istatistiksel olarak anlamli derecede azalttifi goriilmiistiir (OR=0.25, %95
Cl=0.08-0.79, P=.02). Bu modelin Hosmer & Lemeshow testi ile degerlendirildiginde
de gegerli bir model oldugu goriilmiistiir (P=.79).

3.4 Grup-2’de Yapilan Analizler

3.4.1 Grup-2’nin Kklinik bilgileri

Biligsel test uygulanan ve plazma Ornekleri aliman ¢alisma grubu olan Grup-2’nin
klinik bilgileri Cizelge 3.25’te 6zetlenmistir. Naif, tedavi alan RRMS hastalar1 ve
kontrol grubundan olusan Grup-2’de serum lipit parametrelerinin gruplar arasindaki
dagilimlar1 ve 25-(OH) D3 seviyeleri karsilastirilmistir. Buna gore serum trigliserit
seviyesi naif RRMS hastalarinda 1.34 = 0.79 mmol/L, tedavi alan RRMS hastalarinda
1.21 + 0.58 mmol/L ve kontrol grubunda 1.10 £ 0.50 mmol/L olarak tespit edilmis

olup gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P=.72).
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Cizelge 3.25: Grup-2’deki naif RRMS, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrollerin klinik bilgileri.

Naif RRMS (n=30) Tedavi Alan RRMS (n=30) Kontrol (n=30) P
Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.34+0.79 1.21+0.58 1.10£0.50 72
Medyan (Q1-Q3) 1.03 (0.79-1.54) 1.03 (0.87-1.31) 0.95 (0.78-1.25) '
Total kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 4.64 £1.03 4.51+£0.72 4.43+0.79 95
medyan (Q1-Q3) 4.47 (3.78-5.07) 4.42 (3.93-5.07) 4.29 (3.90-5.25) '
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.41+0.33 1.41+0.37 1.31+0.37 50
medyan (Q1-Q3) 1.37 (1.19-1.55) 1.40 (1.16-1.47) 1.27 (1.09-1.47) '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama = SS 2.56 £ 0.89 2.60 £ 0.55 2.59 £ 0.66 42
medyan (Q1-Q3) 2.33(1.91-2.87) 2.59 (2.12-3.03) 2.53 (2.33-3.08) '
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.63+0.35 0.55+0.26 0.50+0.23 50
medyan (Q1-Q3) 0.52 (0.36-0.78) 0.47 (0.39-0.59) 0.44 (0.36-0.57) '
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama £+ SS 33.40+15.22 32.76 + 14.47 45.67 +32.99 66
medyan (Q1-Q3) 30.00 (20.00-39.00) 28.00 (24.00-40.00) 34.50 (24.00-49.00) '
Hastalik Siiresi (Yil), ortalama + SS 21+35 53+4.9 ) <001
medyan (Q1-Q3) 1.0 (1.0-1.0) 3.5(1.0-7.0) '
EDSS, ortalama + SS 08+0.7 1.2+1.0 i 09
medyan (Q1-Q3) 1.0 (0.0-1.0) 1.0 (0.5-2.0) '
EDSS> 3, n (%) 0 (0.0) 2 (6.7) - A9
EDSS< 3, n (%) 30 (100.0) 28 (93.3) - '
MSSS, ortalama + SS 2.12+1.81 1.84£1.72 i 76
medyan (Q1-Q3) 1.12 (0.67-2.44) 1.53 (0.67-2.44) '
MSSS> 5, n (%) 3(10.0) 2 (6.7) > gg*
MSSS<5 , n (%) 27 (90.0) 28 (93.3) '
T1 Lezyon Sayisy, ortalama £+ SS 14.6 £ 8.3 27.3+19.9 ) 02
medyan (Q1-Q3) 12.0 (9.0-18.0) 26.0 (10.0-36.0) '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama £ SS 13.2+79 24.4+16.7 i 01
medyan (Q1-Q3) 11.5(9.0-15.0) 22.0 (10.0-35.0) '
Kontrast Tutan Lezyon (Var), n (%) 21 (70.0) 6 (20.0) - <.001

Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Kruskal-Wallis ile analiz edilmistir. ®: kontrolle kiyaslandiginda P=.006. Frekans ve yiizde olarak
gosterilen veriler Pearson y2 ile analiz edilmistir. *:Fisher’s exact test kullanilmistir. HDL: High density lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low
density lipoprotein, EDSS: Expanded Disability Status Scale, MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score, 25-(OH) Dz: 25-Hidroksivitamin Ds.
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Gruplar arasinda serum total kolesterol seviyesi naif RRMS hastalarinda 4.64 + 1.03
mmol/L, tedavi alan RRMS hastalarinda 4.51 + 0.72 mmol/L ve kontrol grubunda 4.43
+ 0.79 mmol/L olarak belirlenmis olup gruplar arasinda serum total kolesterol
bakimindan anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir (P=.95). Kolesterol alt tipleri olan
HDL-kolesterol (naif RRMS: 1.41 + 0.33 mmol/L, tedavi alan RRMS: 1.41 + 0.37
mmol/L, kontrol: 1.31 + 0.37 mmol/L; P=.50), LDL-kolesterol (naif RRMS: 2.56 +
0.89 mmol/L, tedavi alan RRMS: 2.60 + 0.55 mmol/L, kontrol: 2.59 + 0.66 mmol/L;
P=.42), ve VLDL-kolesterol (naif RRMS: 0.63 + 0.35 mmol/L, tedavi alan RRMS:
0.55 + 0.26 mmol/L, kontrol: 0.50 + 0.23 mmol/L; P=.50) seviyeleri naif, tedavi alan
RRMS ve kontrol gruplari aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmemistir. Gruplar arasinda serum 25-(OH) Dz seviyesi karsilagtirildiginda
da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (naif RRMS: 33.40 + 15.20
nmol/L, tedavi alan RRMS: 32.76 + 14.47 nmol/L, kontrol: 45.67 + 32.99 nmol/L;
P=.50). Yalnizca hasta gruplarinda bilgisi mevcut olan serum B2 vitamini seviyeleri
naif ve tedavi alan RRMS gruplarinda karsilastirlldiginda da gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamuistir (naif RRMS: 455.8 + 535.3 nmol/L,
tedavi alan RRMS: 309.0 + 73.6 nmol/L; P=.25).

Naif ve tedavi alan RRMS hastalarinin hastalik siireleri kiyaslandiginda tedavi alan
RRMS hastalarinda hastalik siiresinin istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla
oldugu goriilmiistiir (naif RRMS: 2.1 £ 3.5 yil, tedavi alan RRMS: 5.3 + 4.9 yil;
P<.001). Naif ve tedavi alan RRMS hastalarinin EDSS skorlar1 (naif RRMS: 0.8 £0.7,
tedavi alan RRMS: 1.2 £ 1.0; P=.09) ve MSSS degerleri (naif RRMS: 2.12 + 1.81,
tedavi alan RRMS: 1.84 + 1.72; P=.76) karsilagtirildiginda ise gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide fark olmadig1 goriilmiistiir.

EDSS skorlar1 hafif (EDSS<3) ve orta ila yiiksek diizey (EDSS>3) olarak ikiye
ayrildiginda tedavi alan RRMS hastalarinda EDSS>3 olan birey oraninin (%6.7) naif
RRMS hastalarindakinden (%0.0) istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide farkli olmadigi
goriilmiistiir (P=.49). Benzer sekilde, MSSS degerlerine gore hizli progresyon
(MSSS>5) ve yavas progresyon olarak ikiye ayrildiklarinda naif (%10.0) ve tedavi
alan RRMS hastalarinda (%6.3) hizli progresyon goriilme orani bakimindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (P>.99).
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Hasta gruplart arasinda manyetik rezonans goriintiileme (MRG) parametreleri
kiyaslandiginda ise T1 lezyon sayilariin (naif RRMS:14.6 + 8.3, tedavi alan RRMS:
27.3 £ 19.9; P=.02) ve T2 lezyon sayilarmin (naif RRMS: 13.2 + 7.9, tedavi alan
RRMS: 24.4 + 16.7 P=.01) tedavi alan RRMS hastalarinda anlamli 6l¢iide daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Naif ve tedavi alan RRMS hastalarinda kontrast tutan lezyon
varlig1 frekansi karsilastirildiginda da naif RRMS hastalarinda kontrast tutan lezyon
goriilme oranmin (%70.0) tedavi alan RRMS hastalarindakine nazaran (%20.0)
anlamli derecede daha fazla oldugu goriilmistiir (P<.001). Sigara igme durumu ise
kontrollerde (%60.0), tedavi alan (%23.7) ve naif RRMS hastalarina gore (%36.7)
anlamli derecede daha fazladir (P=.047).

3.4.2 Naif, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrollerde plazma clusterin
konsantrasyonu ile plazma miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon

seviyeleri

Gruplar arasinda plazma clusterin ile plazma miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif
ekspresyon seviyeleri Kruskal-Wallis analizi ile karsilagtiritlmis olup post-hoc
analizleri Mann-Whitney U testi ile gergeklestirilmistir (Cizelge 3.26) (Sekil 3.8, Sekil
3.9). Bu sonuglara gore kontrollerde nominal olarak diisiik olsa da plazma clusterin
konsantrasyonu bakimindan {i¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir (naif RRMS: 59.09 + 16.52 pg/mL, tedavi alan RRMS: 59.85 +
15.44 pg/mL, kontrol: 52.38 + 20.77 ug/mL; P=.16).

Plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda karsilastirildiginda
ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir (naif
RRMS: 12.01 + 18.10, tedavi alan RRMS: 2.15 + 2.49, kontrol: 1.51 + 1.13; P<.001).
Yapilan post-hoc analizine gore naif RRMS hastalarinin plazma mir-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesi hem tedavi alan RRMS hastalarina hem de kontrollere kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede fazladir (naif vs. kontrol: P<.001; tedavi alan
RRMS vs. naif: P=.007).
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Cizelge 3.26: Grup-2’deki naif RRMS, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerin plazma clusterin konsantrasyonu ile plazma miR-
21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleri.

Parametreler Naif RRMS (n=30) Tedavi Alan RRMS (n=30) Kontrol (n=30) P

Clusterin (ug/mL) , ortalama + SS 59.09 £ 16.52 59.85 + 15.44 52.38 = 20.77 16

medyan (Q1-Q3) 67.05 (41.62-72.35) 66.75 (45.64-69.85) 44.63 (38.29-65.30) '
miR-21-5p fold change, ortalama + SS 12.01 +£18.10? 2.15 +2.49° 1.51+1.13 <001

medyan (Q1-Q3) 2.51 (1.75-13.83) 1.64 (0.88-2.37) 1.47 (0.88-1.95) '
miR-195-5p fold change, ortalama + SS 0.78 + 1.93¢d 0.15+0.112 1.94+2.37 <001

medyan (Q1-Q3) 0.22 (0.13-0.52) 0.12 (0.06-0.18) 1.01 (0.39-2.57) )
Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Kruskal-Wallis ile analiz edilmistir ve P degeri hesaplanmigtir. Post-hoc analizi Mann-Whitney U testi ile
gerceklestirilmistir. & Kontrol grubuyla kiyaslandiginda P<.001. ®: Naif RRMS hastalariyla kiyaslandiginda P=.007. ¢: Kontrol grubuyla kiyaslandiginda P=.001. ¢: Tedavi alan RRMS
hastalariyla kiyaslandiginda P=.03. Post-hoc sonuglar1 i¢in Bonferroni diizeltmesi uygulanmistir.
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Sekil 3.8: Grup-2’deki naif RRMS (n=30), tedavi alan RRMS hastalar1 (n=30) ve kontrol bireylerin (n=30) plazmalarindaki clusterin
proteini seviyeleri
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Sekil 3.9: Grup-2’deki naif RRMS, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerin plazmalarindaki (a) miR-21-5p ve (b) mir-195-5p
rolatif ekspresyon seviyeleri. *:P<.05, **: P<.01, ***: P<.001
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Plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi gruplar arasinda karsilagtirildiginda da
istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik oldugu goriilmiistiir (naif RRMS: 0.78 +
1.93, tedavi alan RRMS: 0.15 + 0.11, kontrol: 1.94 +2.37; P<.001). Yapilan post-hoc
analizinde plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin tedavi alan RRMS
hastalarinda naif RRMS hastalarina ve kontrollere nazaran istatistiksel olarak anlamli
derecede daha az oldugu goriilmistiir (tedavi alan RRMS vs. naif RRMS: P=.03;
tedavi alan RRMS vs. kontrol: P<.001). Ayrica, kontrol grubunda plazma miR-195-
Sp rolatif ekspresyon seviyesinin naif hastalara gore istatistiksel olarak anlamli

derecede daha fazla oldugu goriilmiistiir (P=.001).

3.4.3 Naif, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrollerde BICAMS test skorlari

Grup-2 katilimcilarinin biligsel degerlendirilmeleri bolim 2.2.4’te anlatilmistir.
SDMT, CVLT-ll ve BVMT-R test skorlar1 tiim gruplarda ayr1 ayri belirlenmislerdir
(Cizelge 3.27)(Sekil 3.10). Gruplar arasi egitim yili ve yas farkinin olmasi ve yas ile
egitim yilmin test skorlariyla korelasyon gostermesi iizerine tiim grupta SDMT,
CVLT-1l ve BVMT-R test skorlar1 yas ve egitim yilina gore diizenlenmistir (Cizelge
3.27) (Sekil 3.11).

Naif ve tedavi alan RRMS hastalarinda biligsel bozukluk durumunun tespiti igin ilk
olarak normatif yontem gereklilikleri degerlendirilmistir. Bunun i¢in tiim biligsel test
skorlariin li¢ grupta da normal dagilim gostermesi gerekmektedir. Test skorlarinin
tiim gruplarda normal dagilim gdstermemesi iizerine Ozakbas ve arkadaslarmin
bilissel bozukluk teshis metodu uygulanmistir (Ozakbas vd., 2017). Buna gore
kontrollerde diizenlenmis SDMT, CVLT-Il ve BVMT-R test skorlarmmin %35’lik
dilimine denk gelen skorlari, diizenlenmis biligssel bozukluk kesme degeri olarak
belirlenmigtir. Bu kesme degerleri diizenlenmis SDMT icin 46.08, diizenlenmis
CVLT-II icin 51.99 ve diizenlenmis BVMT-R i¢in 26.46 olarak belirlenmis olup
diizenlenmis test skorlarinin en az birinin kesme degerinden daha diisiik olmasi
durumunda hastalara biligsel bozukluk teshisi koyulmustur. Aymi yodntem
diizenlenmemis test skorlar1 i¢in de uygulanmais olup diizenlenmemis biligsel bozukluk
kesme degerleri belirlenmistir. Bu kesme degerleri SDMT i¢in 45.00, CVLT-II i¢in
45.00 ve BVMT-R i¢in 23.00’tiir.
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Cizelge 3.27: Grup-2’deki naif RRMS, tedavi alan RRMS ve kontrol bireylerin BICAMS test sonuglarinin yas ve egitim yilina gore

diizenlenmis ve diizenlenmemis degerlerinin gruplar arasindaki dagilimi.

Tedavi Alan RRMS

Naif RRMS (n=30) (n=30) Kontrol (n=30) P
SDMT, ortalama + SS 39.30 + 10.502 38.87 £ 13.102 58.80 + 8.80 <001
medyan (Q1-Q3) 40.00 (34.00-45.00) 41.00 (27.00-50.00) 57.00 (52.00-65.00) '
Diizenlenmis SDMT, ortalama + SS 43.80 + 9.45° 39.27 £ 11.572 53.87 £5.05 <001
medyan (Q1-Q3) 46.86 (36.71-50.20) 42.77 (29.87-50.03) 53.27 (52.46-55.51) '
CVLT-II, ortalama + SS 48.07 +£10.58? 47.93 + 12.352 59.17 + 6.89 <001*
medyan (Q1-Q3) 49.50 (41.00-56.00) 45.00 (41.00-55.00) 60.00 (55.00-65.00) '
Diizenlenmis CVLT-II, ortalama + SS 50.67 + 5.298 48.23 + 6.222 56.29 + 3.04 <001
medyan (Q1-Q3) 52.12 (46.70-54.27) 50.01 (42.93-53.18) 55.97 (55.12-57.32) '
BVMT-R, ortalama + SS 25.40 + 7.86° 22.83 + 8.46° 31.00+4.14 <001
medyan (Q1-Q3) 26.50 (22.00-32.00) 24.00 (16.00-30.00) 33.50 (28.00-34.00) '
Diizenlenmis BVMT-R, ortalama + SS 25.62 + 3.932 23.76 + 4.822 29.84+2.21 <001
medyan (Q1-Q3) 27.21 (22.61-28.70) 25.09 (20.68-27.62) 29.71 (29.18-30.46) '
Bilissel Bozukluk (Var), n (%) 24 (80.0) 22 (73.3) - 54
Bilissel Bozukluk-Diizenlenmis (Var), n (%) 15 (50.0) 18 (60.0) - 44

Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Kruskal-Wallis ile analiz edilmistir ve P degeri hesaplanmistir. Post-hoc analizi Mann-Whitney U testi ile
gergeklestirilmistir. 2 Kontrol grubuyla kiyaslandiginda P<.001. *:Normal dagilan verilerin karsilagtirillmas1 One-way ANOVA kullanilarak gergeklestirilmistir ve post-hoc analizi Games-
Howell testiyle gerceklestirilmistir. °: Kontrol grubuyla kiyaslandiginda P=.005 Post-hoc sonuglari igin Bonferroni diizeltmesi uygulanmistir. BICAMS test skorlarinda diizenlemeler yas ve

egitim yilina gore yapilmustir.
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Sekil 3.10: SDMT, CVLT-1l ve BVMT-R test skorlarinin Grup-2’deki naif
RRMS (n=30), tedavi alan RRMS (n=30) ve kontrol gruplar1 (n=30) arasinda
dagilimlari. **: P<.01, ***: P<.001

Bu sonuglara gore naif, tedavi alan RRMS hastalarinin ve kontrol bireylerin
diizenlenmemis BICAMS test skorlar1 karsilastirildiginda SDMT (naif RRMS: 39.30
+ 10.50, tedavi alan RRMS: 38.87 + 13.10, kontrol: 58.80 + 8.80) CVLT-II (naif
RRMS: 48.07 + 10.58, tedavi alan RRMS: 47.93 + 12.35 , kontrol: 59.17 + 6.89) ve
BVMT-R (naif RRMS: 25.40 + 7.86; tedavi alan RRMS: 22.83 + 8.46, kontrol: 31.00
+ 4.14) test skorlarinin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farkl
oldugu gorilmektedir (SDMT: P<.001; CVLT-Il: P<.001; BVMT-R: P<.001).
Anlamli ¢ikan bu sonuglar i¢in post-hoc analizleri gerceklestirildiginde SDMT,
CVLT-Il ve BVMT-R test skorlariin kontrol grubunda hem naif RRMS hastalarindan
hem de tedavi alan RRMS hastalarindan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli
oldugu gorilmiistiir (SDMT igin naif RRMS vs. kontrol: P<.001, tedavi alan RRMS
vs. kontrol: P<.001; CVLT-II i¢in naif RRMS vs. kontrol: P<.001, tedavi alan RRMS
vs. kontrol: P<.001; BVMT-R i¢in naif RRMS vs. kontrol: P<.001, tedavi alan RRMS
vs. kontrol: P<.001).

Naif, tedavi alan RRMS hastalarinin ve kontrol bireylerin diizenlenmis BICAMS test
skorlar1 karsilagtirildiginda diizenlenmis SDMT (naif RRMS: 43.80 + 9.45, tedavi alan
RRMS: 39.27 + 11.57, kontrol: 53.87 + 5.05), diizenlenmis CVLT-Il (naif RRMS:
50.67 £ 5.29, tedavi alan RRMS: 48.23 £+ 6.22, kontrol: 56.29 + 3.04) ve diizenlenmis
BVMT-R (naif RRMS: 25.62 + 3.93, tedavi alan RRMS: 23.76 + 4.82; kontrol: 29.84

+ 2.21) test skorlarinin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farkl
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oldugu goriilmektedir (Diizenlenmis SDMT: P<.001; Diizenlenmis CVLT-II: P<.001;
Diizenlenmis BVMT-R: P<.001). Anlamli ¢ikan bu sonuglar i¢in post-hoc analizleri
gergeklestirildiginde diizenlenmis SDMT, CVLT-1l ve BVMT-R test skorlarmin
kontrol grubunda hem naif RRMS hastalarindan hem de tedavi alan RRMS
hastalarindan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir
(Diizenlenmis SDMT igin naif RRMS vs. kontrol: P<.001, tedavi alan RRMS vs.
kontrol: P<.001; Diizenlenmis CVLT-II i¢in naif RRMS vs. kontrol: P<.001, tedavi
alan RRMS vs. kontrol: P<.001; Diizenlenmis BVMT-R i¢in naif RRMS vs. kontrol:
P<.001, tedavi alan RRMS vs. kontrol: P<.001).
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Sekil 3.11: SDMT, CVLT-Il ve BVMT-R test skorlarinin yasa ve egitim yilina
gore diizenlenmis degerlerinin Grup-2’deki naif RRMS (n=30), tedavi alan
RRMS (n=30) ve kontrol gruplarindaki (n=30) dagilimlari.

Belirlenen kesme degerleri ile Grup-2’deki katilimcilarin  biligsel durumlari
degerlendirildiginde ise diizenlenmemis ham BICAMS test skorlarina gore naif RRMS
hastalarinda %80.0 oraninda olan bilissel bozukluk oraninin tedavi alan RRMS
hastalarinda %73.3 seviyesinde oldugu goriilmiis olup, bu hasta gruplar1 arasinda
biligsel bozukluk goriilme oran1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olmadig1 belirlenmistir (P=.54). Diizenlenmis BICAMS test skorlarina gore yapilan
bilissel bozukluk teshisinde ise naif RRMS hastalarinda %50.0 olan bilissel bozukluk
oraninin tedavi alan RRMS hastalarinda %60.0 oldugu goriilse de hasta gruplari
arasinda bilissel bozukluk goriilme orani bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmamustir (P=.44).
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3.4.4 Korelasyon Analizleri

Biligsel testleri yapilip plazma ornekleri alinan bireylerden olusan Grup-2’de naif
hastalar, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireyler i¢in ayr1 ayri korelasyon
analizleri gerceklestirilmistir. Bu analizlerde, plazma clusterin konsantrasyonu ile
plazma miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin diger deneysel
parametrelerle olan iliskileri, sonuglarin 6zetlendikleri tablolarda, korelasyon
katsayilar1 ve anlamlilik seviyesiyle birlikte verilmislerdir. Bu diger deneysel
parametreler, li¢ grupta da ortak olarak bulunan serum lipit paneli parametrelerine
ilave olarak naif RRMS hastalarinda ve tedavi alan RRMS hastalarinda bulunan EDSS
skorlari, MSSS degerleri, hastalik siiresi, MRG parametreleri, serum 25-(OH) D3 ve
serum Vitamin B> seviyelerini kapsamaktadir. Bu analizlerde, normal dagilan iki
parametre arasindaki korelasyon analizleri Pearson korelasyon analiziyle
gerceklestirilirken, parametrelerden en az birinin normal dagilim gostermemesi

durumunda Spearman korelasyon analizi kullanilmistir.

3.4.4.1 Naif RRMS hastalarinda yapilan korelasyon analizleri

Naif RRMS hastalar1 grubunda yapilan korelasyon analizlerinde, plazma clusterin
konsantrasyonu, plazma miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin
diizenlenmis BICAMS test skorlari, EDSS ve MSSS skorlari, MRG parametreleri,
serum lipit paneli parametreleri, 25-(OH) D3 ve Vitamin B2 seviyeleri ile iligkileri
incelenmistir. Sonuglar Cizelge 3.28’de 6zetlenmislerdir. Bu sonuglara goére, plazma
clusterin konsantrasyonu ile plazma miR-21-5p rélatif ekspresyon seviyeleri arasinda
pozitif bir korelasyon goriillmektedir (6=.436, P=.02). Ayrica plazma miR-21-5p ve
plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleri arasinda da pozitif bir korelasyon
bulunmaktadir (6=.362, P=.049).

Diizenlenmis BICAMS test skorlar1 incelendiginde diizenlenmis BVMT-R test
skorlari ile plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi arasinda negatif korelasyon
oldugu goriilmektedir (6=-.385, P=.04). Bununla birlikte, MSSS degerleri ile plazma
miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi arasinda ise pozitif korelasyon oldugu
goriilmektedir (6=.394, P=.04). Lipit paneli incelendiginde ise plazma miR-21-5p
rolatif ekspresyon seviyesi ile serum VLDL-kolesterol seviyesi arasinda pozitif bir

korelasyon oldugu goriilmektedir (6=.468, P=.01). Bu sonuglar haricinde, naif RRMS
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hastalarinda plazma clusterin konsantrasyonu, plazma miR-21-5p ve miR-195-5p

rolatif ekspresyon seviyeleri ile iligkili bir parametre bulunmamaktadir.

Cizelge 3.28: Grup-2’deki naif RRMS hastalarinda diizenlenmis BICAMS
skorlar1 ile deneysel parametrelerin aralarindaki korelasyonun incelenmesi.

T Clusterin | miR-21-5p | miR-195-5p
(ug/mL) |fold change | fold change
Clusterin (ng/mL) Korelasyon Katsayis1 | 1.000(o) 436(c)" .158(o)
(n=30) P . .02 40
miR-21-5p fold change Korelasyon Katsayis1 | .436(c)" 1.000(o) .362(c)"
(n=30) P .02 . .049
miR-195-5p fold change Korelasyon Katsayis1 | .158(c) .362(c)" 1.000(o)
(n=30) P 40 .049 .
Diizenlenmis SDMT Korelasyon Katsayis1 | -.053(c) -.264(c) -.358(o)
(n=30) P .78 .16 .05
Diizenlenmis CVLT-11 Korelasyon Katsayis1 | -.030(o) -.255(o) -.354(o)
(n=30) P .88 A7 .06
Diizenlenmis BVMT-R Korelasyon Katsayis1 | -.016(o) -.223(o) -.385(c)"
(n=30) P 93 .24 .04
EDSS Korelasyon Katsayisi 303(o) .070(o) .057(o)
(n=30) P 10 71 .76
MSSS Korelasyon Katsayisi 123(o) .152(c) .394(c)"
(n=29) P .53 43 .04
Hastalik Siiresi (y1l) Korelasyon Katsayisi 143(o) .116(o) -.115(o)
(n=30) P 45 .54 .54
T1 Lezyon Sayisi Korelasyon Katsayisi 126(o) .024(o) -.054(o0)
(n=30) P 51 .90 .78
T2 Lezyon Sayisi Korelasyon Katsayisi 114(o) -.024(o0) .067(o0)
(n=30) P .55 .90 12
Trigliserit (mmol/L) Korelasyon Katsayisi 272(o) .352(o0) -.045(o)
(n=29) P A5 .06 .82
Total Kolesterol (mmol/L) | Korelasyon Katsayisi 102(o) .198(o0) .325(o)
(n=29) P .60 .30 .09
LDL-kolesterol (mmol/L) | Korelasyon Katsayis1 | -.084(c) .080(o) 274(o0)
(n=29) P .67 .68 15
HDL-kolesterol (mmol/L) | Korelasyon Katsayisi 142(o) -.149(oc) -.014(0)
(n=29) P 46 44 .94
VLDL-kolesterol (mmol/L) | Korelasyon Katsayisi 254(o) .468(c)" 131(o0)
(n=29) P A8 .01 .50
Vitamin B2 (nmol/L) Korelasyon Katsayis1 | -.178(o) -.277(o) .050(o)
(n=27) P 37 A5 .80
25-(OH) D3 (nmol/L) Korelasyon Katsayis1 | -.204(o) -.082(o) -.067(0)
(n=25) P 33 .70 75
Korelasyonu analiz edilen parametrelerden ikisinin de normal dagilim gosterdigi durumda Pearson korelasyon
analizi gerceklestirilirken, birinin normal dagilim géstermedigi durumda Spearman korelasyonu ile analiz
gerceklestirilmistir. BICAMS test skorlar1 yasa ve egitim yilina gére diizenlenmislerdir. Lipit parametreleri ve
vitaminler serumda bakilmislardir. r: Pearson korelasyon katsayisi, o: Spearman korelasyon katsayisi, *:
Korelasyon .05 seviyesinde anlamlidir, **: Korelasyon .01 seviyesinde anlamlidir.

3.4.4.2 Tedavi alan RRMS hastalarinda yapilan korelasyon analizleri

Tedavi alan RRMS hastalar1 grubunda yapilan korelasyon analizlerinde, plazma

clusterin konsantrasyonu, plazma miR-21-5p ve miR-195-5p rdlatif ekspresyon
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seviyelerinin diizenlenmis BICAMS test skorlari, EDSS ve MSSS skorlar, MRG
parametreleri, serum lipit paneli parametreleri, 25-(OH) D3 ve Vitamin B1 seviyeleri

ile iliskileri incelenmistir. Sonuglar, Cizelge 3.29°da sunulmuslardir.

Cizelge 3.29: Tedavi alan RRMS hastalarinda diizenlenmis BICAMS skorlar1

ile deneysel parametrelerin aralarindaki korelasyonun incelenmesi.

e Clusterin | miR-21-5p | miR-195-5p
(ng/mL) |fold change | fold change
Clusterin (ng/mL) Korelasyon Katsayisi | 1.000(c) .160(o) .020(o)
(n=30) P . 40 .92
miR-21-5p fold change | Korelasyon Katsayis1 | .160(c) 1.000(o) 745(c)™
(n=30) P 40 . <.001
miR-195-5p fold change | Korelasyon Katsayisi | .020(c) 745(c)™ 1.000(o)
(n=30) P .92 <.001 .
Diizenlenmis SDMT Korelasyon Katsayis1 | .061(o) .249(o) .160(r)
(n=30) P 75 18 40
Diizenlenmis CVLT-II Korelasyon Katsayis1 | .034(o) .216(o) .143(r)
(n=30) P .86 .25 45
Diizenlenmis BVMT-R Korelasyon Katsayis1 | .022(o) .206(o) .140(r)
(n=30) P 91 .28 46
EDSS Korelasyon Katsayis1 | .269(o) -.337(0) -.291(o)
(n=30) P 16 .07 13
MSSS Korelasyon Katsayis1 | .231(o) -.096(o) -.426(c)"
(n=30) P 23 .62 .02
Hastalik Siiresi (y1l) Korelasyon Katsayis1 | -.036(c) -.155(o) -.108(o)
(n=30) P 85 A1 57
T1 Lezyon Sayisi Korelasyon Katsayisi | -.321(o) -.270(oc) -.368(o)
(n=29) P .09 .16 .05
T2 Lezyon Sayisi Korelasyon Katsayisi | -.319(c) -.266(c) -.373(0)"
(n=29) P .092 162 .046
Trigliserit (mmol/L) Korelasyon Katsayisi | -.027(c) -.250(o) -.188(o)
(n=29) P .89 19 .33
Total Kolesterol (mmol/L) | Korelasyon Katsayisi | -.021(c) -.125(o) -.103(r)
(n=29) P 91 .52 .60
LDL-kolesterol (mmol/L) | Korelasyon Katsayis1 | -.042(c) -.029(0) -.005(o)
(n=29) P .83 .88 .98
HDL-kolesterol (mmol/L) | Korelasyon Katsayis1 | .123(c) -.046(o) -.229(r)
(n=29) P 53 81 23
VLDL-kolesterol (mmol/L) | Korelasyon Katsayisi | -.025(c) -.245(c) -.196(o)
(n=29) P .90 .20 31
Vitamin B12 (nmol/L) Korelasyon Katsayisi | -.162(c) -.166(c) -.238(o)
(n=29) P 40 .39 21
25-(OH) D3 (nmol/L) Korelasyon Katsayis1 | .322(o) -.135(0) -.160(0)
(n=29) P .09 49 41

Korelasyonu analiz edilen parametrelerden ikisinin de normal dagilim gosterdigi durumda Pearson
korelasyon analizi gerceklestirilirken, birinin normal dagilim géstermedigi durumda Spearman korelasyonu
ile analiz gerceklestirilmistir. BICAMS test skorlar1 yasa ve egitim yilina gore diizenlenmislerdir. Lipit
parametreleri ve vitaminler serumda bakilmiglardir. r: Pearson korelasyon katsayisi, 6: Spearman korelasyon
katsayisi, *: Korelasyon .05 seviyesinde anlamlidir, **: Korelasyon .01 seviyesinde anlamlidir.
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3.4.4.3 Kontrol grubunda korelasyon analizleri

Kontrol grubunda yapilan korelasyon analizlerinde, plazma clusterin konsantrasyonu
ile plazma miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin diizenlenmis
BICAMS test skorlar1 ve lipit paneli parametreleri ile iligkileri incelenmistir. Sonuglar
Cizelge 3.30’da 6zetlenmislerdir. Bu sonuglara gore plazma miR-21-5p ve miR-195-
5p rolatif ekspresyon seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon goriilmektedir (6=.455,
P=.01). Ayrica, diizenlenmis CVLT-II skorlar1 ile plazma miR-195-5p rolatif
ekspresyon seviyeleri arasinda negatif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir (6=-.385,
P=.04). Ayrica, plazma clusterin ile serum HDL-kolesterol seviyeleri arasinda da

pozitif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir (6=.496, P=.03).

Cizelge 3.30: Grup-2’deki kontrol grubunda diizenlenmis BICAMS skorlart ile
deneysel parametrelerin aralarindaki korelasyonun incelenmesi.

Parametreler Clusterin | miR-21-5p | miR-195-5p
(ug/mL) | fold change | fold change
Clusterin (ng/mL) Korelasyon Katsayis1 | 1.000(oc) -.069(o) .198(c)
(n=30) P . 72 29
miR-21-5p fold change Korelasyon Katsayisi | -.069(c) 1.000(o) 455(c)"
(n=30) P 72 . .01
miR-195-5p fold change | Korelasyon Katsayis1 | .198(c) 455(c)" 1.000(o)
(n=30) P .29 .01 .
Diizenlenmis SDMT Korelasyon Katsayis1 | -.285(c) -.018(o) -.358(o)
(n=30) P A3 .92 .05
Diizenlenmis CVLT-11 Korelasyon Katsayis1 | -.293(o) -.027(o) -.385(0)"
(n=30) P A2 .89 .04
Diizenlenmis BVMT-R Korelasyon Katsayis1 | -.283(o) -.009(o) -.346(o)
(n=30) P A3 .96 .06
Trigliserit (mmol/L) Korelasyon Katsayis1 | -.194(o) 112(o) -.313(o0)
(n=19) P 43 .65 A9
Total Kolesterol (mmol/L) | Korelasyon Katsayis1 | .152(c) .107(r) .101(o0)
(n=19) P .54 .66 .68
LDL-kolesterol (mmol/L) | Korelasyon Katsayis1 | -.058(c) -.050(r) .056(o)
(n=19) P 81 .84 .82
HDL-kolesterol (mmol/L) | Korelasyon Katsayisi1 | .496(c)" .162(n) .258(o)
(n=19) P .03 51 29
VLDL-kolesterol (mmol/L) | Korelasyon Katsayis1 | -.196(c) .128(o) -.301(o0)
(n=19) P 42 .60 21
Korelasyonu analiz edilen parametrelerden ikisinin de normal dagilim gosterdigi durumda Pearson korelasyon
analizi gerceklestirilirken, birinin normal dagilim goéstermedigi durumda Spearman korelasyonu ile analiz
gergeklestirilmistir. BICAMS test skorlart yasa ve egitim yilma gore diizenlenmislerdir. Lipit parametreleri
serumda bakilmuglardir. r: Pearson korelasyon katsayisi, 6: Spearman korelasyon katsayisi, *: Korelasyon .05
seviyesinde anlamlidir, **: Korelasyon .01 seviyesinde anlamlidir.
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3.4.5 Bilissel bozukluk ile iliskili analizler

Biligsel testleri yapilip plazma ornekleri alinan bireylerden olusan Grup-2’de naif
hastalara ve tedavi alan RRMS hastalarina 6nceki boliimlerde anlatildigi iizere
diizenlenmis BICAMS test sonuglarina gore bilissel bozukluk teshisi koyulmustur. Bu
boliimde, naif ve tedavi alan RRMS hastalarinda biligsel bozuklukla iligkili
parametreleri tespit etmek i¢in bilissel bozuklugu olan ve olmayanlardaki deneysel

parametrelerin dagilimlar1 veya frekanslar karsilastirilmistir.

3.4.5.1 Naif RRMS hastalarinda bilissel bozuklukla iliskili parametreler

Diizenlenmis BICAMS test skorlarina goére naiflerin %50.0’sinde bilissel bozukluk
goriilmektedir. Naifler, biligsel bozuklugu olanlar ve olmayanlar olarak ikiye ayrilmis
ve bu iki grup arasinda plazma clusterin, mir-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon
seviyeleri ile diger deneysel verileri karsilastirilmistir (Sekil 3.12, Sekil 3.13).
Kategorik olmayan degiskenlerin analizleri normal dagilim géstermediklerinde Mann-
Whitney U testi ile gergeklestirilirken normal dagilim gostermeleri durumunda
bagimsiz Orneklem t-testi kullamilmistir. Kategorik degiskenlerde gruptaki veri
say1sinin besten fazla oldugu durumda Pearson y?, olmadigi durumda ise Fisher’s exact

test kullanilmistir. Sonuglar Cizelge 3.31 ve Cizelge 3.32°de sunulmustur.

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
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0,00

(ng/mL)

Plazma clusterin

B.B.(+) B.B.(-) B.B.(+) BB.(-)
Naif RRMS Tedavi Alan RRMS

Sekil 3.12: Grup-2’deki naif RRMS (n=30) ve tedavi alan RRMS hastalarinda
(n=30) bilissel bozukluk durumuna gore plazma clusterin seviyelerinin
dagilimi. B.B. (+): Bilissel bozukluk var, B.B. (-): Bilissel bozukluk yok
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Plazma clusterin konsantrasyonu, bilissel bozuklugu olanlar (59.60 £+ 16.12 pg/mL) ve
olmayanlar (58.59 + 17.47 ug/mL) arasinda kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gorilmemistir (P=.94) (Sekil 3.12). Plazma miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesi biligsel bozuklugu olanlar (15.55 = 22.89) ve olmayanlar (8.47 +
11.30) arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(P=.41). Plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi bilissel bozuklugu olanlar
(0.73 + 1.42) ve olmayanlar (0.83 + 2.39) arasinda karsilastirildiginda da istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.06).

Cizelge 3.31: Grup-2’deki naif RRMS hastalarinin (n=30) plazma clusterin,

miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleriyle klinik bilgilerinin
biligsel bozukluk durumuna gore kiyaslanmas.

Parametreler Bilissel Bozukluk p
Evet (n=15) Hayir (n=15)
Clusterin (ng/mL), ortalama £ SS 59.60 + 16.12 58.59 + 17.47 94
medyan (Q1-Q3) 69.40 (41.62-72.10) 66.80 (41.20-72.80) '
miR-21-5p fold change, ortalama + SS 15.55 +£22.89 8.47+£11.30 M
medyan (Q1-Q3) 2.64 (1.75-25.81) 2.32 (1.56-13.74) '
miR-195-5p fold change, ortalama + SS 0.73+1.42 0.83+2.39 06
medyan (Q1-Q3) 0.27 (0.21-0.67) 0.15 (0.12-0.44) '
T1 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 12.20 + 4.71 17.00 +10.37 29
medyan (Q1-Q3) 12.00 (8.00-16.00) 14.00 (10.00-22.00) '
T2 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 11.13 +4.37 15.20 + 10.03 31
medyan (Q1-Q3) 11.00 (8.00-14.00) 14.00 (9.00-20.00) '
Kontrast Tutan Lezyon (Var), n (%) 10 (66.7) 11 (52.4) .69
Sigara (Evet), n(%0) 6 (40.0) 5(33.3) > 99*
EDSS, ortalama + SS 09=+0.8 0.6+0.7 39
medyan (Q1-Q3) 1.0 (0.0-1.5) 0.5 (0.0-1.0) '
MSSS, ortalama + SS 241 +1.89 1.84+1.74 35
medyan (Q1-Q3) 2.44 (0.67-4.30) 0.67 (0.67-2.44) '
Hastalik Siiresi (Y1l), ortalama + SS 3.1+4.7 1.0+0.7 o5
medyan (Q1-Q3) 1.0 (1.0-5.0) 1.0 (1.0-1.0) '
Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir
ve P degeri hesaplanmistir. Frekans ve yiizde olarak gosterilen veriler Pearson y2 ile analiz edilmistir. *:Fisher’s
exact test kullanilmistir

MRG parametreleri incelendiginde hem T1 hem de T2 lezyon sayilariin biligsel
bozuklugu olmayanlardaki (T1 lezyon=17.00 + 10.37, T2 lezyon=15.20 + 10.03) ve
biligsel bozuklugu olanlardaki (T1 lezyon=12.20 + 4.71, T2 lezyon=11.13 + 4.37)
sayilar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (T1
lezyon: P=.22; T2 lezyon: P=.31). Kontrast tutan lezyon varligi bakimindan
incelendiginde ise biligsel bozuklugu olanlar (%66.7) ve olmayanlar (%52.4) arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (P=.69).
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Sekil 3.13: Grup-2’deki naif RRMS (n=30) ve tedavi alan RRMS hastalarinda (n=30) bilissel bozukluk durumuna gore plazma miR-21-5p
(solda) ve miR-195-5p (sagda) rolatif ekspresyon seviyelerinin dagilimi. B.B. (+): Bilissel bozukluk var, B.B. (-): Biligsel bozukluk yok
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Cizelge 3.32: Grup-2’deki naif RRMS hastalarinin serum lipit paneli, 25-(OH)

D3 ve Vitamin Bi

seviyelerinin biligsel bozukluk durumuna gore

karsilastirilmasi.
Bilissel Bozukluk
Parametreler Evet (n=15) Hayir (n=15) P

Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.37+£0.78 1.30+£0.82 81

medyan (Q1-Q3) 1.31 (0.78-1.74) 1.00 (0.80-1.36) '
Total kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 479+ 1.14 447 +£0.92 51

medyan (Q1-Q3) 4,50 (3.75-5.40) 4.23 (3.78-4.84) '
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.41+0.40 1.42+0.26 90*

medyan (Q1-Q3) 1.29 (1.19-1.55) 1.50 (1.29-1.58) '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.75+0.98 2.35+0.75 27

medyan (Q1-Q3) 2.48 (1.91-3.21) 2.13(1.89-2.61) '
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.65+0.34 0.61+0.38 56

medyan (Q1-Q3) 0.59 (0.36-0.80) 0.47 (0.36-0.78) '
25-(OH) D3 (nmol/L), ortalama £ SS 35.87 +£17.22 29.70+11.45 46

medyan (Q1-Q3) 30.00 (23.00-56.00) | 29.50 (20.00-36.00) |
Vitamin B1z (nmol/L), ortalama + SS 533.86 + 744.82 377.79 £ 165.11 51

medyan (Q1-Q3) 299.5 (272.0-352.0) | 323.0 (287.0-403.0) | -
Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir ve P degeri
hesaplanmustir. *: Normal dagilim gdsteren verilerin analizinde bagimsiz 6rneklem t-testi kullanilmigtir. HDL: High density
lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein.

Naif RRMS hastalarinin EDSS skorlart ve MSSS degerlerinin dagilimlart biligsel
bozuklugu olan (EDSS=0.9 + 0.8, MSSS=2.41 + 1.89) ve olmayanlar (EDSS=0.6 +
0.7, MSSS=1.84 + 1.74) arasinda kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (EDSS: P=.39; MSSS: P=.35). Hastalik siiresinin biligsel bozukluk
durumuna etkisi incelendiginde ise biligsel bozuklugu olan (3.1 +4.7) ve olmayan (1.0
+ 0.7) naif RRMS hastalar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (P=.25). Sigara
igme orani biligsel bozuklugu olanlarda %40.0, olmayanlarda %33.3 olup iki grup

arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (P>.99).

Naif RRMS hastalarinda biligsel bozuklugu olanlar ve olmayanlar arasinda serum 25-
(OH) D3 ve Vitamin B2 seviyeleriyle lipit paneli parametreleri de karsilastirilmistir
(Cizelge 3.32). Buna gore serum trigliserit seviyeleri biligsel bozuklugu olanlar (1.37
+ 0.78 mmol/L) ve olmayanlar (1.30 £ 0.82 mmol/L) arasinda karsilastirildiginda iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.81). Serum
kolesterol parametreleri de biligsel bozuklugu olanlar ve olmayanlar arasinda
karsilagtirildiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir
(Total kolesterol= 4.79 + 1.14 mmol/L ve 4.47 + 0.92 mmol/L; P=.51; HDL-
kolesterol=1.41 + 0.40 mmol/L ve 1.42 = 0.26 mmol/L, P=.90; LDL-kolesterol=2.75
+0.98 mmol/L ve 2.35+0.75 mmol/L, P=.27; VLDL-kolesterol= 0.65 = 0.34 mmol/L
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ve 0.61 + 0.38 mmol/L, P=.56). Bilissel bozuklugu olanlardaki serum 25-(OH) D3
(35.87 £ 17.22 nmol/L) ve Vitamin B12 seviyeleri (533.86 + 744.82 nmol/L), bilissel
bozuklugu olmayanlar naif RRMS hastalarindaki seviyeleri karsilastirildiginda (25-
(OH) D3=29.70 + 11.45 nmol/L; Vitamin B1,= 377.79 + 165.11 nmol/L) istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir (25-(OH) D3: P=.46; Vitamin B12: P=.51).

3.45.2 Tedavi alan RRMS hastalarinda bilissel bozuklukla iliskili parametreler

Diizenlenmis BICAMS test skorlarina gore tedavi alan RRMS hastalarinin %60.0’1nda
bilissel bozukluk goriilmektedir. Tedavi alan RRMS hastalar1, biligsel bozuklugu
olanlar ve olmayanlar olarak ikiye ayrilmig ve bu iki grup arasinda plazma clusterin,
plazma mir-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleri ile klinik verileri
karsilastirilmistir (Sekil 3.13). Kategorik olmayan degiskenlerin analizleri normal
dagilim gostermediklerinde Mann-Whitney U testi ile gergeklestirilirken normal
dagilim gostermeleri durumunda bagimsiz 6rneklem t-testi kullanilmistir. Kategorik
degiskenlerde her iki gruptaki veri sayisinin besten fazla oldugu durumda Pearson y?,

olmadig1 durumda ise Fisher’s exact test kullanilmistir (Cizelge 3.33-Cizelge 3.34)

Cizelge 3.33: Grup-2’deki tedavi alan RRMS hastalarinin plazma clusterin,
miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleriyle klinik bilgilerinin
biligsel bozukluk durumuna gore kiyaslanmasi.

Parametreler Bilissel Bozukluk p
Evet (n=18) Hayir (n=12)
Clusterin (ug/mL), ortalama + SS 59.63 + 14.74 60.17 + 17.09 57
medyan (Q1-Q3) 64.38 (45.64-69.60) | 68.28 (51.18-70.30) | °
miR-21-5p fold change, ortalama + SS 2.22+3.13 2.05+1.07 29
medyan (Q1-Q3) 1.32 (0.74-2.17) 1.77 (1.20-2.68) :
miR-195-5p fold change, ortalama + SS 0.14+£0.12 0.16 £0.09 33
medyan (Q1-Q3) 0.10 (0.05-0.18) 0.16 (0.09-0.19) '
T1 Lezyon Sayisi, ortalama £+ SS 35.06 £21.76 16.42 +9.97 005*
medyan (Q1-Q3) 33.00 (12.00-52.00) | 13.50 (8.50-24.50) |
T2 Lezyon Sayisi, ortalama + SS 31.12 +18.03 14.83 + 8.09 003*
medyan (Q1-Q3) 33.00 (12.00-43.00) | 12.00 (8.50-22.50)
Kontrast Tutan Lezyon (Var), n (%) 1(5.6) 5 (41.7) .03**
Sigara (Evet), n(%) 7 (38.9) 2 (16.7) 25%*
EDSS, ortalama + SS 1.3+09 1.1+1.2 47
medyan (Q1-Q3) 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (0.0-2.0) '
MSSS, ortalama + SS 1.49+£0.81 242 +2.56 67
medyan (Q1-Q3) 1.62 (0.67-2.34) 1.42 (0.67-2.44) '
Hastalik Siiresi (Yil), ortalama + SS 28+44 6.9+4.7 <001
medyan (Q1-Q3) 1.0 (1.0-2.5) 5.5 (3.0-10.0)
Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir ve P degeri
hesaplanmustir. *:Normal dagilim gosteren veriler bagimsiz 6meklem t-testi ile analiz edilmistir ve P degeri hesaplanmistir.
Frekans ve ylizde olarak gosterilen veriler Pearson y2 ile analiz edilmistir. **:Fisher’s exact test kullanilmigtir.
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Tedavi alan RRMS hastalarinda plazma clusterin konsantrasyonu, bilissel bozuklugu
olanlar (59.63 + 14.74 pg/mL) ve olmayanlar (60.17 £ 17.09 pg/mL) arasinda
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gortilmemistir (P=.57) (Sekil 3.12).
Plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin biligsel bozukluk olanlarda (2.22 +
3.13) ve olmayanlardaki (2.05 + 1.07) dagilimlar1 karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P=.22). Plazma miR-195-5p rélatif ekspresyon
seviyesi biligsel bozuklugu olanlar (0.14 + 0.12) ve olmayanlar (0.16 + 0.09) arasinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.33) (Sekil
3.13). MRG parametreleri incelendiginde T1 lezyon sayist biligsel bozukluk
goriilenlerde (35.06 = 21.76) goriilmeyenlere gore (16.42 + 9.97) istatistiksel olarak
anlamli derecede daha fazla bulunmustur (P=.005)(Sekil 3.14). Benzer sekilde T2
lezyon sayilar1 bilissel bozuklugu olanlarda (31.12 + 18.03) bilissel bozuklugu
olmayanlara gore (14.83 + 8.09) istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha fazladir
(P=.003). Kontrast tutan lezyon varligi bakimindan incelendiginde ise bilissel
bozuklugu olanlar (%5.6) ve olmayanlar (%41.7) arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmamaktadir (P=.69).
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Sekil 3.14: Grup-2’deki naif RRMS (n=30) ve tedavi alan RRMS hastalarinda
(n=30) bilissel bozukluk durumuna gore T1 ve T2 lezyon sayilarinin dagilimi.
B.B. (+): Biligsel bozukluk var, B.B. (-): Biligsel bozukluk yok. **: P<.01.

Tedavi alan RRMS hastalarinin EDSS skorlar1 ve MSSS degerlerinin dagilimlar
bilissel bozuklugu olan (EDSS=1.3 + 0.9, MSSS=1.49 + 0.81) ve olmayanlar
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(EDSS=1.1 £ 1.2, MSSS=2.42 + 2.56) arasinda kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlaml bir fark izlenmemistir (EDSS: P=.47; MSSS: P=.67). Hastalik siiresinin
biligsel bozukluk durumuna etkisi incelendiginde ise bilissel bozuklugu olanlarda
hastalik siiresinin (2.8 + 4.4 y1l) ve olmayanlara gore (6.9 + 4.7 y1l) istatistiksel olarak
anlamli derecede daha az oldugu goriilmiistiir (P<.001). Sigara igme orani ise bilissel
bozuklugu olanlarda %38.9, olmayanlarda %16.7 olsa da iki grup arasinda anlamli bir

fark bulunmamaktadir (P>.99).

Cizelge 3.34: Grup-2’deki tedavi alan RRMS hastalarinin serum lipit paneli,
25-(OH) D3 ve Vitamin Bi, seviyelerinin biligsel bozukluk durumuna gore

karsilastirilmasi.
Bilissel Bozukluk
Parametreler Evet (n=18) Hayir (n=12) P

Trigliserit (mmol/L), ortalama + SS 1.40 £ 0.61 0.89+0.35 004

medyan (Q1-Q3) 1.14 (0.98-1.63) 0.84 (0.61-1.01) ’
Total kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 4,69+ 0.69 4.21+0.70 08*

medyan (Q1-Q3) 4.63 (4.16-5.30) 3.96 (3.57-4.81) '
HDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 1.28+0.21 1.62+0.48 049

medyan (Q1-Q3) 1.32 (1.16-1.42) 1.60 (1.32-1.97) '
LDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 2.77 £0.43 2.32+£0.63 03*

medyan (Q1-Q3) 2.77 (2.46-3.13) 2.12 (1.97-3.00) '
VLDL-kolesterol (mmol/L), ortalama + SS 0.64 £0.28 0.41+0.16 006

medyan (Q1-Q3) 0.53 (0.44-0.75) 0.39 (0.28-0.47) |’
25-(OH) Dz (nmol/L), ortalama + SS 31.50 + 15.93 34.82+12.16 15

medyan (Q1-Q3) 24.00 (23.00-42.00) | 30.00 (26.00-40.00) |
Vitamin B1z (nmol/L), ortalama £ SS 292.00 +74.92 336.91 £65.11 07

medyan (Q1-Q3) 279.00 (230.00-319.00)|335.00 (294.00-362.00) |
Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir ve P degeri
hesaplanmistir. *: Normal dagilim gésteren verilerin analizinde bagimsiz 6rneklem t-testi kullanilmistir. HDL: High density|
lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein, 25-(OH) Ds: 25-Hidroksivitamin Dj.

Tedavi alan RRMS hastalar1 biligsel bozuklugu olanlar ve olmayanlar olarak ikiye
ayrildiginda gruplar1 arasinda bazi serum parametreleri de karsilastirilmistir (Cizelge
3.34) (Sekil 3.15). Buna gore serum trigliserit seviyelerinin biligsel bozuklugu
olanlarda (1.40 = 0.61 mmol/L), olmayanlara nazaran (0.89 + 0.35 mmol/L)
istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla oldugu goriilmistiir (P=.004). Serum
kolesterol parametrelerinden total kolesterol seviyesi biligsel bozuklugu olanlar (4.69
+ 0.69 mmol/L) ve olmayanlar (4.21 £ 0.70 mmol/L) arasinda karsilastirildiginda iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (P=.08). Buna karsin,
HDL-kolesteroliin bilissel bozuklugu olanlarda (1.28 + 0.21 mmol/L), biligsel
bozuklugu olmayanlara gore (1.62 = 0.48 mmol/L) daha diisiik oldugu goériiliirken,
LDL-kolesterol ve VLDL-kolesterol seviyelerinin biligsel bozuklugu olanlarda (LDL-
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kolesterol=2.77 + 0.43 mmol/L, VLDL-kolesterol=0.64 + 0.28 mmol/L), bilissel
bozuklugu olmayanlara gore (LDL-kolesterol=2.32 + 0.63 mmol/L, VLDL-
kolesterol=0.41 + 0.16 mmol/L) istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek
oldugu goriilmektedir (HDL-kolesterol: P=.049; LDL-kolesterol: P=.03; VLDL-
kolesterol: P=.006) (Sekil 3.15).

7,00

6,00

1,00

* %
i
B.B. B.B. B.B. B.B. B.B. BB. B.B. B.B. B.B. B.B. B.B. B.B. B.B. BB. B.B. B.B. B.B. B.B. B.B. B.B.
0 IO T 0 B O T o B G B ) B G I ) B O T ) I O I ) B O I 0 B O BN ) BN O RN G BN O
TG T-Kol HDL LDL VLDL TG T-Kol HDL LDL VLDL
Naif RRMS Tedavi Alan RRMS

0,00

Sekil 3.15: Grup-2’deki naif RRMS (n=30) ve tedavi alan RRMS hastalarinda
(n=30) bilissel bozukluk durumuna gore serum lipit seviyelerinin dagilimi.
B.B. (+): Biligsel bozukluk var, B.B. (-): Biligsel bozukluk yok, TG: Trigliserit,
T-Kol: Total kolesterol, HDL: High density lipoprotein, LDL: Low density
lipoprotein, VLDL: Very low density lipoprotein.

Serum 25-(OH) Dz ve Vitamin Bi2’nin bilissel bozuklugu olanlarda (25-(OH)
D3=31.50 £ 15.93 nmol/L; Vitamin B12=292.00 £ 74.92 nmol/L) ve bilissel bozuklugu
olmayanlardaki seviyeleri (25-(OH) D3=34.82 + 12.16 nmol/L; Vitamin B12=336.91 +

65.11 nmol/L) karsilastirildiginda ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmamistir (25-(OH) Ds: P=.15; Vitamin B1o: P=.07).

3.4.6 Plazma clusterin konsantrasyonu ile CLU SNP genotipleri arasindaki
iliskiler
Bu analizlerde, tez ¢alismasi kapsaminda RRMS riski ile iligkisi incelenen CLU

rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, 1s2279590 C/T, rs1532278 C/T SNP’lerinin plazma

clusterin seviyeleri ile arasindaki iligkiler incelenmistir. Naif RRMS hastalar1, tedavi
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alan RRMS hastalar1 ve saglikli kontrol bireylerde gergeklestirilen bu analizlerde CLU
SNP genotip ve genotip modellerine gore hem grup icinde hem de gruplar arasinda
karsilastirmalar gergeklestirilmistir. Ug grup veya ii¢ genotip arasinda gergeklestirilen
kategorik olmayan degiskenlerin karsilastirmalarinda normal dagilan parametrelerin
analizleri ANOVA ile gergeklestirilirken normal dagilim gostermeyenlerin analizleri
Kruskal-Wallis ile gergeklestirilmistir. ikili grup karsilastirmalari normal dagilim
gostermediklerinde Mann-Whitney U testi ile gerceklestirilirken, normal dagilim
gostermeleri durumunda bagimsiz 6rneklem t-testi  kullanilmistir. Kategorik
degiskenlerde her iki gruptaki veri sayisinin besten fazla oldugu durumda Pearson y?,

olmadig1 durumda ise Fisher’s exact test kullanilmigtir.

3.4.6.1 Plazma clusterin konsantrasyonunun rs11136000 C/T ile iliskisi

Plazma clusterin konsantrasyonunun naif RRMS hastalari, tedavi alan RRMS hastalari
ve kontrol bireylerde rs11136000 C/T SNP genotip modellerine gore dagilimlari
Cizelge 3.35’te Ozetlenmistir. Plazma clusterin konsantrasyonu, hem grup iginde
rs11136000 C/T SNP’sinin genotipleri arasinda karsilagtirilirken ayni genotipe sahip
naif, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireyler arasinda da karsilastiriimistir.
Karsilastirmalar kodominant, resesif ve dominant modele gore olusturulan gruplarla

gerceklestirilmistir.

Gruplar arasi yapilan karsilagtirmalar incelendiginde rs11136000 C/T kodominant
model i¢in olusturulan gruplarda CC genotipli naif (64.46 + 9.06 ng/mL), tedavi alan
RRMS hastalar1 (53.74 + 18.10 nug/mL) ve kontrol gruplart (52.81 + 24.44 ng/mL)
karsilastirildiklarinda  gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (P=.22). Benzer sekilde CT ve TT genotipli naif (CT: 56.39 £+ 16.45
pg/mL, TT: 4791 £+ 20.08 pg/mL) tedavi alan RRMS hastalar1 (CT: 65.52 + 10.41
pg/mL, TT: 68.20 + 2.17 pg/mL) ve kontrol bireyler (CT: 52.75 + 21.02 pg/mL, TT:
49.48 £+ 8.80 ng/mL) arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir (CT
icin: P=.23; TT i¢in P=.21). Resesif model i¢in olusturulan gruplarda C aleli tasiyan
(CC+CT) naif (60.42 + 13.57 pg/mL), tedavi alan RRMS hastalar1 (58.86 + 16.08
ug/mL) ve kontrollerin (52.78 + 22.39 pug/mL) plazma clusterin seviyeleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.20). Dominant model i¢in

olusturulan gruplarda T aleli tasiyan (CT+TT) naif (52.90 = 17.94 ng/mL), tedavi alan
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RRMS hastalar1 (66.53 + 8.27 pug/mL) ve kontrol bireylerin (52.28 + 19.52 ug/mL)
plazmalarindaki clusterin seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadigi gorilmistiir (P=.05).

Cizelge 3.35: Plazma clusterin konsantrasyonunun Grup-2’deki naif RRMS,
tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerde CLU rs11136000 C/T
genotiplerine gore dagilimlar1 ve genotip modellerine gore kiyaslanmas.

SNP Genotip Naif RRMS Tedavi Alan RRMS Kontrol pt
(N/T/K) (n=27) (n=29) (n=27)
cc 66;'3‘,‘86(23{)56. 5374+ 18.10 528142444 | o)
- (10/13/13) '70 65). 46.93 (37.86-69.70) 42.21 (33.51-77.25) |-
c .
cU —
£8| cr o ?4116;(‘)? 6552+ 10.41 5275£21.02 | o
_§ S | (10/10/12) 72.60) 66.75 (64.40-71.15) 44.63 (40.23-63.65)
X
TT gggé ?321033% 68.20 £2.17 49.48 + 8.80 21
(716/2) '75 05)' 68.28 (67.85-69.85) 49.48 (43.26 -55.70) | °
pP? .33 .28 .90
ccecT | 08 ?5&;? 58.86 + 16.08 52782239 | 0
= 5 | (20/23/25) ' ' 65.15 (39.21-70.00) 44.48 (38.29) '
§ 3 71.50)
= TT 23315 ?3103(35 68.20+2.17 49.48 + 8.80 21
(716/2) '75 05)' 68.28 (67.85-69.85) 49.48 (43.26 -55.70) | °
P2 .20 .36 .82
o cc ggg‘géffg_ 5374+ 18.10 528142444 |
S < | (10/13/13) ' ' 46.93 (37.86-69.70) 42.21 (33.51-77.25) |-
c S 70.65)
€
8 = CT+TT 2%9591 ?3;77?: 66.53 £ 8.27 52.28 +£19.52 05
(17/16/14) '72 60). 67.97 (64.78-70.22) 44.63 (41.93-62.00) | -
p* 24 A2 .69
Veriler ilk satirda ortalama + standart sapma, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) olarak verilmistir. Naif, tedavi
alan RRMS hastalar1 ve kontrol gruplar arasindaki karsilastirmalar ayni genotip ve genotip modelindeki
bireyler i¢gin Kruskal-Wallis testi ile gerceklestirilmis ve P degerleri P! olarak yazilmistir. Grup iginde
genotipler arasindaki kargilastirmalar P? i¢in Kruskal-Wallis testi ile gergeklestirilirken P2 ve P* igin Mann-
Whitney U testi ile gergeklestirilmigtir. Kruskal-Wallis testine gore anlamli ¢ikan sonuglarin post-hoc
analizleri Mann-Whitney U testi ile gergeklestirilmistir. N: Naif RRMS hastalar1, T: Tedavi alan RRMS
hastalari, K: Kontrol bireyler.

CLU rs11136000 C/T SNP’sinin genotiplerine goére plazma clusterin seviyeleri
arasindaki karsilastirmalar naif RRMS hastalar1, tedavi alan RRMS hastalar1 ve
kontrol bireylerde ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir. Naif RRMS hastalarinda kodominant
modele gore CC (64.46 £ 9.06 pg/mL), CT (56.39 + 16.45 pg/mL) ve TT (47.91 +
20.08 pg/mL) genotipli bireylerin plazma clusterin seviyeleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (P=.33). Resesif modelde naif RRMS
hastalarindan CC+CT genotipli bireyler (60.42 + 13.57 ug/mL) ile TT (47.91 + 20.08

151



ug/mL) genotipli bireyler karsilagtirildiklarinda da plazma clusterin seviyeleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P=.20). Benzer sekilde
dominant modelde T aleli tasiyan CT+TT genotipli naif RRMS hastalarinin (52.90 +
17.94 ng/mL) ve CC genotipli RRMS hastalarinin (64.46 + 9.06 ug/mL) plazma
clusterin seviyeleri kiyaslandiginda da istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir (P=.24).

Tedavi alan RRMS hastalarinda kodominant modele gore CC (53.74 + 18.10 pg/mL),
CT (65.52 £ 10.41 pg/mL) ve TT (68.20 + 2.17 ug/mL) genotipli bireylerin plazma
clusterin seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir
(P=.28). Resesif modelde tedavi alan RRMS hastalarindan TT genotipli bireylerdeki
(68.20+2.17 ng/mL) ve CC+CT genotipli bireylerdeki (58.86 + 16.08 ug/mL) plazma
clusterin seviyeleri karsilastirildiklarinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (P=.36). Benzer sekilde dominant modelde T aleli tasiyan CT+TT
genotipli tedavi alan RRMS hastalarinin plazma clusterin seviyeleriyle (66.53 + 8.27
ug/mL) CC genotipli tedavi alan RRMS hastalarinin plazma clusterin seviyeleri (64.46
+ 9.06 ng/mL) kiyaslandiginda da istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir
(P=.12).

Kontrol bireylerde kodominant modele gére CC (52.81 + 24.44 ug/mL), CT (52.75 +
21.02 ng/mL) ve TT genotipli bireylerin (49.48 + 8.80 pg/mL) plazma clusterin
seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (P=.90).
Resesif modelde kontrol grubunda TT genotipli bireylerin (49.48 + 8.80 pug/mL) ve
CC+CT genotipli bireylerin (52.78 + 22.39 pg/mL) plazma clusterin seviyeleri
karsilagtirildiklarinda da genotiplerdeki clusterin seviyeleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir (P=.82). Benzer sekilde dominant modelde T aleli
tastyan CT+TT genotipli kontrol bireylerin plazma clusterin konsantrasyonu (52.28 +
19.52 ug/mL) ve CC genotipli kontrol bireylerin plazma clusterin seviyeleri (52.81 +
24.44 pg/mL) kiyaslandiginda da istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir
(P=.69). Tiim sonuglar Sekil 3.16’da gorsel olarak 6zetlenmislerdir.
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Sekil 3.16: Plazma clusterin konsantrasyonunun naif RRMS, tedavi alan
RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerde rs11136000 C/T SNP’sinin genotip ve
genotip modellerine gére dagilima.

3.4.6.2 Plazma clusterin konsantrasyonunun rs3087554 T/C ile iliskisi

Plazma clusterin konsantrasyonunun naif RRMS hastalari, tedavi alan RRMS hastalar1
ve kontrol bireylerde rs3087554 T/C SNP genotip ve genotip modellerine gore
dagilimlan Cizelge 3.36’da 6zetlenmistir. Plazma clusterin konsantrasyonu, hem grup
icinde rs3087554 T/C SNP’sinin genotipleri arasinda karsilagtirilirken, hem de aym
genotipe sahip naif, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireyler arasinda
karsilastirilmistir. Karsilastirmalar kodominant, resesif ve dominant modele gore

olusturulan gruplarla gerceklestirilmistir. Tiim sonuglar Sekil 3.17°de gorsel olarak

Ozetlenmislerdir.

Ayn1 genotipte gruplar arasi yapilan karsilagtirmalar incelendiginde rs3087554 T/C
kodominant model i¢in olusturulan grupta plazma clusterin seviyeleri, TT genotipli
naif (58.93 + 15.74 png/mL), tedavi alan RRMS hastalar1 (61.61 £ 14.65 pg/mL) ve
kontrol gruplar1 (55.77 + 23.18 pg/mL) arasinda karsilagtirildiginda anlamli bir fark
goriilmemistir (P=.57). Benzer sekilde TC genotipli naif (52.41 + 18.55 pg/mL),
tedavi alan RRMS hastalar1 (58.64 + 15.97 ug/mL) ve kontrol bireylerdeki (46.08 +
17.42 pg/mL) plazma clusterin seviyeleri gruplar arasinda karsilastirildiklarinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gériillmemistir (P=.45). CC genotipine sahip tedavi
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alan RRMS hastasi veya kontrol birey olmadig1 i¢in gruplar arasinda bu karsilastirma
gerceklestirilememistir. Resesif model i¢in olusturulan TT+TC genotipli naif (57.85 +
15.99 pg/mL), tedavi alan RRMS hastalar1 (60.79 = 14.79 ug/mL) ve kontrollerin
(52.54 £21.60 pg/mL) plazma clusterin seviyeleri karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.20). Dominant model i¢in
olusturulan TC+CC genotipine sahip naif (55.93 + 17.88 ng/mL), tedavi alan RRMS
hastalar1 (58.64 + 1597 upg/mL) ve kontrollerin (46.08 + 17.42 pg/mL)
plazmalarindaki clusterin konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir (P=.43).

Cizelge 3.36: Plazma clusterin konsantrasyonlarinin Grup-2’deki naif RRMS,
tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerde CLU rs3087554 T/C
genotiplerine gore dagilimlari ve genotip modellerine gore kiyaslanmasi.

Genotip Naif RRMS Tedavi Alan RRMS Kontrol pt
SNP | (NITIK) (n=25) (n=29) (n=27)
- T 58.03 % 15.74 61.61 £ 14.65 5577+ 23.18 -
S _ | (20021/18) | 6595 (44.58-72.70) | 67.85 (64.35-69.89) | 45.91(35.24-77.25) | °
(5]
£3 5241 £ 18.55 58.64 + 15.97 46.08 + 17.42
§S | TCUBO | 5400 (36.70-68.13) | 62.40 (42.41-72.00) | 42.21 (38.53-45.44) |
S 70.00 = 0.0
g ] ] ]
CC (1/00) | 70 00 (70.00-70.00)
P2 45 ; 35
__ | TT+iC 57.85 £ 15.99 60.79 % 14.79 52.54 £ 21.60 20
B S | (24129/27) | 66.70 (41.41-72.47) | 68.85 (46.93-69.85) | 44.48 (38.29-65.30) | -
g3 cC 70.00 £ 0.0 ] ] ]
(1/0/0) | 70.00 (70.00-70.00)
p3 72 : :
c _ T 5803+ 1574 61.61 = 14.65 5577+ 23.18 -
ET | (20/21/18) | 6595 (44.58-72.70) | 67.85 (64.35-60.80) | 45.91 (35.24-77.25) | °
ES | Tocc 55.03 + 17.88 58.64 £ 15.97 46.08 £ 17.42 43
S+~ | (5/809) | 68.80(41.20-60.45) | 62.40 (42.41-72.00) | 42.21 (38.53-45.44) | -
p? 45 79 35

Veriler ilk satirda ortalama + standart sapma, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) olarak verilmistir. Naif, tedavi alan
RRMS hastalar1 ve kontrol gruplari arasindaki karsilagtirmalar ayni genotip ve genotip modelindeki bireyler i¢in
Kruskal-Wallis testi ile gergeklestirilmis ve P degerleri P! olarak yazilmistir. Grup iginde genotipler arasindaki
karsilagtirmalar P? igin Kruskal-Wallis testi ile gergeklestirilirken P® ve P* icin Mann-Whitney U testi ile
gergeklestirilmistir. Kruskal-Wallis testine gore anlamli ¢ikan sonuglarin post-hoc analizleri Mann-Whitney U
testi ile gerceklestirilmistir. N: Naif RRMS hastalari, T: Tedavi alan RRMS hastalari, K: Kontrol bireyler.

CLU 1s3087554 T/C SNP’sinin genotiplerine goére plazma clusterin seviyeleri
arasindaki karsilastirmalar grup icinde naif RRMS hastalari, tedavi alan RRMS
hastalar1 ve kontrol bireylerde ayr1 ayr1 gerceklestirilmistir. Naif RRMS hastalarinda
kodominant modele gére TT (58.93 + 15.74 pg/mL), TC (52.41 + 18.55 pg/mL) ve
CC (70.00 + 0.0 pg/mL) genotipli bireylerin plazma clusterin seviyeleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (P=.45). Resesif modelde naif
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RRMS hastalarindan CC genotipli bireylerdeki plazma clusterin konsantrasyonu
(70.00 £ 0.0 pg/mL) ile TT+TC genotipli bireylerdeki plazma clusterin
konsantrasyonu (57.85 + 15.99 ug/mL) Kkarsilastirildiginda genotipler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (P=.72). Dominant modelde TC+CC
genotipli naif RRMS hastalarinin plazma clusterin seviyeleri (55.93 + 17.88 pg/mL)
ve TT genotipli RRMS hastalarinin plazma clusterin seviyeleri (58.93 + 15.74 pg/mL)

kiyaslandiginda da istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.45).
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Sekil 3.17: Plazma clusterin konsantrasyonunun naif RRMS hastalari, tedavi
alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerde rs3087554 T/C SNP’sinin genotip
ve genotip modellerine gore dagilima.

Tedavi alan RRMS hastalarinda kodominant modele gére TT, TC ve CC genotipli
bireylerin plazma clusterin seviyeleri arasindaki karsilastirmalar, CC genotipli en az
bir tedavi alan RRMS hastas1 olmadig1 i¢in gergeklestirilememistir. Benzer durum,
resesif model i¢in de gecerli olup, CC genotipli en az bir tedavi alan RRMS hastasi
olmadig1 i¢in bu karsilastirma gergeklestirilememistir. Dominant modelde TC+CC
genotipli tedavi alan RRMS hastalarinin plazma clusterin seviyeleri (58.64 = 15.97

ug/mL) ve TT genotipli tedavi alan RRMS hastalarinin plazma clusterin seviyeleri
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(61.61 £ 14.65 pg/mL) kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (P=.79).

Kontrol bireylerde kodominant modele gére TT, TC ve CC genotipli bireylerin plazma
clusterin seviyeleri arasindaki karsilastirmalar, CC genotipli en az bir kontrol olmadigi
icin gerceklestirilememistir. Benzer durum, resesif model i¢in de gegerli olup, CC
genotipli en az bir kontrol olmadigr i¢in bu karsilagtirma gergeklestirilememistir.
Dominant modelde TC+CC genotipli bireylerin plazma clusterin seviyeleri (46.08 +
17.42 pug/mL) ve TT genotipli kontrollerin plazma clusterin seviyeleriyle (55.77 +
23.18 ng/mL) kiyaslandiginda genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (P=.35).

3.4.6.3 Plazma clusterin konsantrasyonunun rs2279590 C/T ile iliskisi

Plazma clusterin konsantrasyonunun naif RRMS hastalari, tedavi alan RRMS hastalari
ve kontrol bireylerde rs2279590 C/T SNP genotip ve genotip modellerine gore
dagilimlar1 Cizelge 3.37’de 6zetlenmistir. Plazma clusterin konsantrasyonu, hem grup
icinde 152279590 C/T SNP’sinin genotipleri arasinda karsilastirilirken, hem de aym
genotipe sahip naif, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireyler arasinda
karsilastirilmistir. Karsilastirmalar kodominant, resesif ve dominant modele gore

gerceklestirilmistir.

Gruplar arast yapilan karsilastirmalar incelendiginde rs2279590 C/T SNP’sinin
kodominant modeline gore plazma clusterin seviyeleri karsilastirildiginda CC
genotipli naif (53.98 + 15.33 pug/mL), tedavi alan RRMS hastalar1 (57.30 + 18.72
png/mL) ve kontrol gruplar1 (52.81 + 24.44 ng/mL) arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark goriilmemistir (P=.83). Yine bu gruplarda plazma clusterin seviyeleri CT
genotipli naif (67.61 £ 12.04 pg/mL), tedavi alan RRMS hastalar1 (61.96 + 12.71
pg/mL) ve kontrol bireyler (52.75 £ 21.02 pg/mL) arasinda da karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.06). TT genotipli olan naif
(31.34 £ 0.00 pg/mL), tedavi alan RRMS hastalar1 (64.08 + 12.91 pg/mL) ve kontrol
bireylerin (49.48 + 8.80 pg/mL) plazma clusterin seviyeleri karsilastirildiginda da
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir (P=.15). Resesif model i¢in
olusturulan CC+CT genotipine sahip naif (58.17 + 15.54 ug/mL), tedavi alan RRMS
hastalar1 (59.94 + 15.39 ug/mL) ve kontrol bireylerin (52.78 + 22.39 ug/mL) plazma
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clusterin seviyeleri karsilastirildiginda gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (P=.28). Dominant model i¢in olusturulan CT+TT genotipine sahip naif
(63.58 £ 16.52 ug/mL), tedavi alan RRMS hastalar1 (62.63 + 12.45 ng/mL) ve kontrol
bireylerin (52.28 + 19.52 pg/mL) plazmalarindaki clusterin seviyeleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir (P=.83).

Cizelge 3.37: Plazma clusterin konsantrasyonunun Grup-2’deki naif RRMS,
tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerde CLU rs2279590 C/T

genotiplerine gore dagilimlart ve genotip modellerine gore kiyaslanmasi.

SNP Genotip Naif RRMS Tega%/'lleSIan Kontrol pt
(N/T/IK) (n=27) (n=29) (n=27)
a
sy SREn | wmEe | U
% 70.00) 70.60) ' ; '
R=arr] 67.61 +£12.04 61.96+12.71
E8 | /53712) 71.72 (65.70- 66.65 (6125 | ,, gé'Zjoizg?é%ZGS) 06
g 2 74.57) 69.40) ' ' '
X 31.34+0.00° 64.08 £ 12.91 49.48 + 8.80
TT (1/6/2) 31.34 (31.34- 68.90 (67.85- 49.48 (43.26 - A5
31.34) 69.85) 55.70)
P2 .03 72 .90
oo |y | e | miswe |, 2ERD |
g 3 72.35) 70.00) ' ) '
i g TT 31.34+0.00 64.08 = 12.91 49.48 + 8.80
(1/612) 31.34 (31.34- 68.90 (67.85- 49.48 (43.26 - A5
31.34) 69.85) 55.70)
p3 .07 45 .82
e | CC | sz | eamsgree |, 2SEMM | g
c _ . .2U- . .00- _ .
.g § (18/10/13) 70.00) 70.60) 42.21 (33.51-77.25)
IS
83| S| s | oms@as |, 2285052
74.10) 69.70) ' ) '
p* 13 .90 .69
Veriler ilk satirda ortalama + standart sapma, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) olarak verilmistir. Naif,
tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol gruplart arasindaki karsilastirmalar ayni genotip ve genotip
modelindeki bireyler i¢in Kruskal-Wallis testi ile gerceklestirilmis ve P degerleri P* olarak yazilmistir.
Grup iginde genotipler arasindaki karsilastirmalar P? i¢in Kruskal-Wallis testi ile gergeklestirilirken P3
ve P* i¢cin Mann-Whitney U testi ile gergeklestirilmistir. Kruskal-Wallis testine gore anlamli gikan
sonuglarin post-hoc analizleri Mann-Whitney U testi ile gergeklestirilmistir. Post-hoc sonuglari i¢in
Bonferroni diizeltmesi uygulanmustir. 2: CC vs. CT, P=.12, b: TTvs. CT, P=.11. N: Naif RRMS hastalari,
T: Tedavi alan RRMS hastalar1, K: Kontrol bireyler.

CLU 152279590 C/T SNP’sinin genotiplerine gore plazma clusterin seviyeleri
arasindaki karsilastirmalar naif RRMS hastalar1, tedavi alan RRMS hastalar1 ve
kontrol bireylerde ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir. Naif RRMS hastalarinda kodominant
modele gore plazma clusterin seviyeleri karsilastirildiginda CC (53.98 + 15.33
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ug/mL), CT (67.61 = 12.04 ug/mL) ve TT (31.34 + 0.00 ug/mL) genotipli bireylerin
plazma clusterin seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farkli
olduklar1 gériilmiistir (P=.03). CT genotipli bireylerin plazma clusterin
konsantrasyonu hem CC hem de TT genotipli naif RRMS hastalarindan ytiksek oldugu
goriilse de yapilan post-hoc analizlerinde Bonferroni diizeltmesi yapildiktan sonra bu
anlamlilik kaybolmustur (CC vs. CT: P=.12; TT vs. CT: P=.11) Resesif modelde TT
genotipli naif RRMS hastalarinin plazma clusterin konsantrasyonuyla (31.34 = 0.00
ng/mL) CC+CT genotipli naif RRMS hastalarinin plazma clusterin konsantrasyonu
(58.17 £ 15.54 ng/mL) karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamistir (P=.07). Dominant modelde ise naif RRMS hastalarinin
CT+TT genotipli naif RRMS hastalarinin plazma clusterin seviyeleriyle (63.58 +
16.52 pg/mL) CC genotipli RRMS hastalarinin plazma clusterin seviyeleri (53.98 +
15.33 pg/mL) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir
(P=.13).

Kodominant modele gore plazma clusterin konsantrasyonu CC (57.30 + 18.72 pg/mL),
CT (61.96 +12.71 ng/mL) ve TT (64.08 = 12.91 pg/mL) genotipli tedavi alan RRMS
hastalar1 arasinda karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli  bir fark
bulunmamaktadir (P=.72). Resesif modelde TT genotipli tedavi alan RRMS
hastalarinin plazma clusterin konsantrasyonuyla (59.94 + 15.39 pg/mL) CC+CT
genotipli tedavi alan RRMS hastalarinin plazma clusterin konsantrasyonu (64.08 +
12.91 pg/mL) karsilastirildiginda da genotiplerdeki plazma clusterin seviyeleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir. (P=.45). Dominant
modelde CT+TT genotipli tedavi alan RRMS hastalarinin plazma clusterin
seviyeleriyle (62.63 + 12.45 pg/mL) CC genotipli tedavi alan RRMS hastalarinin
plazma clusterin seviyeleri (57.30 + 18.72 pg/mL) kiyaslandiginda da gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.90).

Kodominant modele gore kontrol bireylerin plazma clusterin konsantrasyonu CC
(52.81 + 24.44 ng/mL), CT (52.75 + 21.02 ug/mL) ve TT (49.48 + 8.80 ug/mL)
genotipli olanlar arasinda karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamustir (P=.90). Resesif modelde kontrol grubunda TT
genotipli kontrollerdeki plazma clusterin seviyeleriyle (49.48 + 8.80 ug/mL) CC+CT
genotipli kontrollerin plazma clusterin seviyeleri (52.78 + 22.39 pg/mL)
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karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P=.82). Benzer
sekilde dominant modelde CT+TT genotipli kontrollerdeki plazma clusterin
seviyeleriyle (52.28 + 19.52 ug/mL) CC genotipli kontrollerdeki plazma clusterin
seviyeleri (52.81 + 24.44 pg/mL) kiyaslandiginda da gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.69). Tiim sonuglar Sekil 3.18’de gorsel

olarak 6zetlenmiglerdir.
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Sekil 3.18: Plazma clusterin konsantrasyonunun naif RRMS hastalari, tedavi
alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerde rs2279590 C/T SNP’sinin genotip
ve genotip modellerine gore dagilimi

3.4.6.4 Plazma clusterin konsantrasyonunun rs1532278 C/T ile iliskisi

Plazma clusterin konsantrasyonunun naif RRMS hastalari, tedavi alan RRMS hastalari
ve kontrol bireylerde rs1532278 C/T SNP genotip ve genotip modellerine gore
dagilimlan Cizelge 3.38’de 6zetlenmistir. Plazma clusterin konsantrasyonu, hem grup
icinde rs1532278 C/T SNP’sinin genotipleri arasinda karsilagtirilirken, hem de aym
genotipe sahip naif, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireyler arasinda
karsilastirilirmistir. Karsilastirmalar kodominant, resesif ve dominant modele gore

gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.38: Plazma clusterin konsantrasyonunun Grup-2’deki naif RRMS,
tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerde CLU rs1532278 C/T
genotiplerine gore dagilimlart ve genotip modellerine gore kiyaslanmasi.

SNP Genotip Naif RRMS Tecéa%/;vlﬁélan Kontrol p1
(N/T/K) (n=27) (n=29) (n=27)
cc S éf"fg_ 50.87 + 18.27 52.81 +24.44 6
- (10/11/13) '70 65)l 45.64 (37.44-70.00) 42.21 (33.51-77.25) '
c .
‘U —
£8| cr s j(c4%>7562(? 65.95+9.12 52.75+21.02 18
_§ S | (12/13/12) 73.18) 66.85 (64.40-69.60) 44.63 (40.23-63.65)
X
T oyl j(c3138£’3 69.22+ 1.19 49.48 + 8.80 3
(5/5/2) '47 54)' 69.70 (68.10-69.85) | 49.48 (43.26 -55.70) '
pP? .26 .09 .90
ccect | D71 ag‘dg 59.04 + 15.73 52.78 +22.39 o
=5 | (22/24]25) '72 3 ' 64.78 (42.43-69.80) 44.48 (38.29-65.30) '
83 -35)
3| 77 7. ?3138263% 69.22+1.19 49.48 + 8.80 13
(5/5/2) '47 54)' 69.70 (68.10-69.85) | 49.48 (43.26 -55.70) '
p3 52 16 .82
- cc S éf'fg_ 50.87 + 18.27 52.81 4 24.4 16
i (10/11/13) ' ' 45.64 (37.44-70.00) 42.21 (33.51-77.25) '
£3 70.65)
e a
8 = CT+TT 5427950::(?};79:_ 66.86 + 7.83 52.28 + 19.52b 04
(17/18/14) '72 60)l 68.28 (65.15-69.85) 44.63 (41.93-62.00) '
p4 24 .04 .69
Veriler ilk satirda ortalama + standart sapma, ikinci satirda medyan (Q1-Q3) olarak verilmistir. Naif, tedavi
alan RRMS hastalar1 ve kontrol gruplar1 arasindaki karsilagtirmalar ayn1 genotip ve genotip modelindeki
bireyler i¢in Kruskal-Wallis testi ile gergeklestirilmis ve P degerleri P! olarak yazilmistir.  Tedavi alan
RRMS hastalartyla karsilastirildiginda P=.05, ®: Tedavi alan RRMS hastalartyla karsilastirildiginda P=.14.
Grup icinde genotipler arasindaki karsilagtirmalar P? i¢in Kruskal-Wallis testi ile gerceklestirilirken P2 ve P*
icin Mann-Whitney U testi ile gergeklestirilmistir. Kruskal-Wallis testine goére anlamli ¢ikan sonuglarin post-
hoc analizleri Mann-Whitney U testi ile gergeklestirilmistir. N: Naif RRMS hastalar1, T: Tedavi alan RRMS
hastalari, K: Kontrol bireyler.

Gruplar arast yapilan karsilastirmalarda, rs1532278 C/T SNP’sinin kodominant
modeline gore plazma clusterin konsantrasyonu CC genotipli naif (64.46 = 9.06
png/mL), tedavi alan RRMS hastalar1 (50.87 £ 18.27 pg/mL) ve kontrol (52.81 + 24.44
png/mL) gruplar1 arasinda karsilastirildi§inda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmemistir (P=.16). Benzer sekilde plazma clusterin
konsantrasyonu CT genotipli naif (55.86 + 17.60 pg/mL), tedavi alan RRMS hastalar1
(6595 £ 9.12 pg/mL) ve kontrol bireyler (52.75 + 21.02 pg/mL) arasinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriillmemistir (P=.18). Plazma
clusterin konsantrasyonu TT genotipli naif (45.79 + 18.62 ug/mL), tedavi alan RRMS

hastalar1 (69.22 = 1.19 pg/mL) ve kontrol bireyler (49.48 + 8.80 pg/mL) arasinda
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karsilagtirildiginda da istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmemistir (P=.13).
Resesif modelde plazma clusterin konsantrasyonu CC+CT genotipli naif (59.77 +
14.72 pg/mL), tedavi alan RRMS hastalar1 (59.04 + 15.73 pg/mL) ve kontroller (52.78
+ 22.39 pg/mL) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmemistir (P=.24). Plazma clusterin seviyeleri dominant modelde
CT+TT genotipli naif (52.90 + 17.94 pg/mL), tedavi alan RRMS hastalar1 (66.86 +
7.83 ug/mL) ve kontroller (52.28 + 19.52 ng/mL) arasinda karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu gorilmustir (P=.04). CT+TT
genotipli Tedavi alan RRMS hastalarinin, naif RRMS hastalarinin ve kontrollerin
plazma clusterin seviyelerinin farkli oldugu goriilse de yapilan post-hoc analizleri i¢in
gerceklestirilen Bonferroni diizeltmesi sonrasinda bu farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 gorilmiistiir (naif RRMS vs. tedavi alan RRMS: P=.05; kontrol vs. tedavi
alan RRMS: P=.14).

CLU rs1532278 C/T SNP’sinin genotiplerine gore grup i¢indeki plazma clusterin
seviyeleri arasindaki karsilastirmalar naif RRMS hastalari, tedavi alan RRMS hastalari
ve kontrol bireylerde ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir. Naif RRMS hastalarinda plazma
clusterin seviyeleri kodominant modele gére CC (64.46 + 9.06 ug/mL), CT (55.86 +
17.60 pg/mL) ve TT (45.79 + 18.62 ug/mL) genotipleri arasinda karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (P=.26). Resesif modelde TT
genotipli naif RRMS hastalarinin plazma clusterin konsantrasyonu (45.79 + 18.62
ug/mL) ile CC+CT genotipli naif RRMS hastalarinin plazma clusterin konsantrasyonu
(59.77 + 14.72 pg/mL) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (P=.52). Benzer sekilde dominant modelde CT+TT genotipli naif
RRMS hastalarinin plazma clusterin seviyeleriyle (52.90 + 17.94 pg/mL) CC genotipli
naif RRMS hastalarinin plazma clusterin seviyeleri (64.46 + 9.06 pg/mL)

kiyaslandiginda da istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P=.24).

Tedavi alan RRMS hastalarinda plazma clusterin seviyeleri kodominant modele gore
CC (50.87 + 18.27 pg/mL), CT (65.95 = 9.12 pg/mL) ve TT (69.22 £ 1.19 pg/mL)
genotipleri arasinda karsilastirildiginda  istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (P=.09). Resesif modelde TT genotipli tedavi alan RRMS hastalarinin
plazma clusterin konsantrasyonu (69.22 + 1.19 pug/mL) ile CC+CT genotipli tedavi
alan RRMS hastalarinin plazma clusterin konsantrasyonu (59.04 + 15.73 pg/mL)
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karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P=.16).
Dominant modelde yapilan karsilastirmada ise CT+TT genotipli tedavi alan RRMS
hastalarinin plazma clusterin seviyelerinin (66.86 + 7.83 ug/mL) CC genotipli naif
RRMS hastalarinin plazma clusterin seviyelerinden (50.87 & 18.27) istatistiksel olarak

anlaml1 derecede fazla oldugu gorilmiistiir (P=.04).

Kontrollerin plazma clusterin seviyeleri kodominant modele gore CC (52.81 + 24.44
ug/mL), CT (52.75 +21.02 ug/mL) ve TT (49.48 + 8.80 pug/mL) genotipleri arasinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P=.90). Resesif
modelde TT genotipli kontrollerin plazma clusterin konsantrasyonu (49.48 + 8.80
ug/mL) ile CC+CT genotipli kontrollerin plazma clusterin konsantrasyonu (52.78 +
22.39 ng/mL) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(P=.82). Benzer sekilde dominant modelde CT+TT genotipli kontrollerin plazma
clusterin seviyeleriyle (52.28 + 19.52 pg/mL) CC genotipli kontrollerin plazma
clusterin seviyeleri (52.81 + 24.44 pg/mL) kiyaslandiginda da istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriilmemistir (P=.24). Tiim sonuclar Sekil 3.19°da gorsel olarak
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Sekil 3.19: Plazma clusterin konsantrasyonunun naif RRMS hastalari, tedavi
alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerde rs1532278 C/T SNP’sinin genotip
ve genotip modellerine gore dagilima.
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3.4.7 Plazma clusterin konsantrasyonuna miRNA roélatif ekspresyon seviyeleri

ve rs3087554 T/C SNP’sinin etKileri

Bu tez galismasi kapsaminda, miR-21-5p ve miR-195-5p miRNA’larinin plazma
rolatif ekspresyon seviyelerinin, plazma clusterin konsantrasyonuna olan etkileri de
incelenmistir. Ayrica, gen ifade seviyesinin miRNA’lar araciligr ile diizenlendigi
bolge olan 3°’UTR’de bulunan rs3087554 T/C SNP’sinin genotiplerinin de plazma
miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleri diizeylerine gore plazma
clusterin konsantrasyonu ile olan iliskisi de incelenmistir. Gruplar arasinda normal
dagilm gosteren verilerin  karsilagtirmalart  bagimsiz  6rneklem t-testi ile
gerceklestirilirken normal dagilim gostermeyen veriler Mann-Whitney U testi ile

analiz edilmistir.

Bu analizler i¢in ilk olarak Grup-2’deki tiim katilimcilar tek bir grup olarak ele
alinarak miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin normallik analizi
gerceklestirilmistir. Her iki miRNA’nin da normal dagilim gdstermemesi {izerine
miRNA’larin fold change degerlerinin %50°lik dilimine denk gelen deger kesme
degeri olarak belirlenmis olup miR-21-5p i¢in 1.79 olan bu deger miR-195-5p i¢in
0.24 olarak belirlenmistir. Bu kesme degerlerine esit ve daha kiiciik fold change
degerleri miR-21-5p ve miR-195-5p igin ayr1 ayri olmak tizere diisiik miRNA rolatif
ekspresyon grubuna dahil edilirken kesme degerinden yliksek olan fold change

degerleri yiiksek miRNA rolatif ekspresyon grubuna dahil edilmistir.

3.4.7.1 Plazma clusterin konsantrasyonuna miR-21-5p rolatif ekspresyon
seviyesi ve rs3087554 T/C SNP’sinin etkileri

Plazma miR-21-5p i¢in belirlenmis olan 1.79 kesme degerinden yiiksek fold change
degerleri yiiksek miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi grubuna; esit veya daha diisiik
fold change degerleri diisiik miR-21-5p grubuna dahil edilmistir. Daha sonra bu kisiler
rs3087554 T/C SNP genotiplerine gére de gruplara ayrilmis olup bu gruplardaki
plazma clusterin seviyeleri ayn1 genotipe sahip olan bireyler arasinda karsilastirilmistir
(Cizelge 3.39). Ayrica, genotiplerden bagimsiz olarak, naif RRMS, tedavi alan RRMS,
tim RRMS ve kontrol gruplarinda diisiik ve yliksek plazma miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyeleri  gruplarindaki plazma clusterin  konsantrasyonlar1

karsilagtirilmistir (Cizelge 3.40).
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Cizelge 3.39: Grup-2°deki tiim katilimcilarin rs3087554 T/C genotiplerindeki
clusterin konsantrasyonlarmin plazma miR-21-5p rdlatif ekspresyon
seviyesine gore karsilastirilmalari.

. rs3087554 T/C
Clusterin (ng/mL) ™77 55y TC (n=21) cC (n=1)
- . 56.37 £ 18.50 46.80 £ 17.63
D“S“'En“:‘féizl"r’p 62.00 (39.21- 42.21 (37.88- ;
70.00) 46.93)

Yiiksek miR-21-5p | 0107 ?41775; oo j(t5113 o 70.00 = 0.00

(n=41) 72.57) 70.30) 70.00 (70.00-70.00)

P .30 .08 -

Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Mann-Whitney U testi ile analiz
edilmigtir ve P degeri hesaplanmustir.

Plazma clusterin seviyeleri 1s3087554 T/C SNP’sinin genotiplerinde yiiksek ve diisiik
miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyeleri gruplari arasinda karsilastirilmistir (Cizelge
3.39). Buna gore TT genotipli bireylerdeki plazma clusterin konsantrasyonu diisiik
miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi grubunda 56.37 + 18.50 ug/mL, yiiksek miR-
21-5p rolatif ekspresyon seviyesi grubunda 46.80 = 17.63 pg/mL olarak belirlenmis
olup gruplar arasinda anlamli bir fark izlenmemistir (P=.30). Ayni1 karsilagtirmanin TC
genotipli bireyler arasinda gerceklestirildigi durumda da diisiik miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesi grubu (46.80 = 17.63 pg/mL) ve yiikksek miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesi grubu (60.64 + 13.29 pg/mL) arasinda anlamli bir fark
goriilmemigtir (P=.08). CC genotipine sahip 6rnek sayisi 1 oldugundan dolayr bu

genotip i¢in karsilastirma gergeklestirilememistir.

Plazma clusterin konsantrasyonu, rs3087554 T/C SNP’sinden bagimsiz olarak da
hasta ve kontrol gruplarinda yiiksek ile diisiik miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyeleri
gruplar1 arasinda da ayrica karsilastirmistir (Cizelge 3.40). Naif RRMS hastalarinda
yiksek ile diisik miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyeleri gruplar1 arasinda
karsilagtirildiginda plazma clusterin  konsantrasyonu, yiiksek miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesi grubunda (63.48 £+ 13.99 pg/mL), disiik miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesi grubuna gore (47.04 + 17.80 pg/mL) istatistiksel olarak anlamli
derecede daha fazla oldugu goriilmiistiir (P=.04).

Tedavi alan RRMS hastalarinda plazma clusterin seviyeleri diisitk miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesi grubu (56.62 + 16.87 ug/mL) ve yiiksek miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesi grubu (61.98 + 15.13 pg/mL) arasinda karsilastirildiginda gruplar
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arasinda anlamli bir fark olmadigi goriilmiistir (P=.86). Plazma miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin plazma clusterin konsantrasyonuna olan etkilerini genel olarak
RRMS hastalarinda incelemek i¢in naif ve tedavi alan RRMS hastalar1 bir araya
getirilmis ve bu grup tiim RRMS olarak adlandirilmastir.

Cizelge 3.40: Grup-2’de plazma clusterin konsantrasyonunun naif RRMS,
tedavi alan RRMS, tiim RRMS hastalar1 ve kontrol grubu i¢inde plazma miR-
21-5p rolatif ekspresyon seviyesine gore karsilagtirmalart.

Gruplar Clusterin (ug/mL)
Diisiik miR-21-5p 47.04 +£17.80
Naif RRMS (n=6) 40.48 (31.77-63.38)
(n=25) Yiiksek miR-21-5p 63.48 +£13.99
(n=19) 69.43 (52.00-72.35)
P .04
Diisiik miR-21-5p 56.62 + 16.87
Tedavi Alan RRMS (n=17) 65.60 (37.88-69.70)
(n=29) Yiiksek miR-21-5p 64.68 + 12.07
(n=12) 68.03 (63.98-70.50)
P .35
Diisiik miR-21-5p 53.67 £17.40
Tiim RRMS (n=23) 50.54 (37.86-69.70)
(n=54) Yiiksek miR-21-5p 63.90 + 13.17
(n=31) 69.40 (61.25-72.10)
P .03
Diisiik miR-21-5p 50.93 +19.48
Kontrol (n=17) 44.78 (38.29-62.00)
(n=27) Yiiksek miR-21-5p 54.89 + 23.59
(n=10) 43.26 (37.94-77.25)
P .97
Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Mann-Whitney U testi ile analiz
edilmigtir ve P degeri hesaplanmugtir.

Tiim RRMS hastalarinin plazma clusterin konsantrasyonunun, yiiksek miR-21-5p
rolatif ekspresyon seviyesi grubunda (63.90 + 13.17 ug/mL) diisiik miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesi grubundan (53.67 +£17.40 pg/mL) istatistiksel olarak anlamli
derecede daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (P=.03). Son olarak kontrol grubunda bu
karsilagtirma gergeklestirildiginde diisiik miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi (50.93
+ 19.48 ng/mL) ve yiiksek miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi (54.89 + 23.59
ug/mL) gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadigi goriilmistiir (P=.97)
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3.4.7.2 Plazma clusterin konsantrasyonuna miR-195-5p rolatif ekspresyon
seviyesi ve rs3087554 T/C SNP’sinin etkileri

Plazma miR-195-5p igin belirlenmis olan 0.24 kesme degerinden yiiksek fold change
degerleri ylksek miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi grubuna; esit veya daha
diisiik fold change degerleri diisiik miR-195-5p grubuna dahil edilmistir. Daha sonra
bu kisiler rs3087554 T/C SNP genotiplerine gore de gruplara ayrilmis olup bu
gruplardaki plazma clusterin seviyeleri ayni genotipe sahip olan bireyler arasinda
karsilastirilmistir (Cizelge 3.41). Bununla birlikte, genotiplerden bagimsiz olarak, naif
RRMS, tedavi alan RRMS, tiim RRMS ve kontrol gruplarinda diisiik ve yiiksek plazma
miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleri gruplarindaki plazma clusterin

konsantrasyonlari karsilastirilmistir (Cizelge 3.42).

Cizelge 3.41: Grup-2°deki tiim katilimcilarin rs3087554 T/C genotiplerindeki
clusterin konsantrasyonlarinin plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon
seviyesine gore karsilastirilmalari.

. rs3087554 T/C
Clusterin (ug/mL) TT (n=59) TC (n=21) cC (n=1)
- . 59.30 + 15.38 52.95+18.11 70.00 + 0.00
Disiik “‘_‘}112'195'5'0 67.07 (46.34- 42.21 (37.86- 70.00 (70.00-
(n=42) 69.93) 71.15) 70.00)
Yiiksek miR-195- 58.47 + 20.68 51.41+17.26
5p 62.00 (41.62- 46.19 (40.05- -
(n=39) 73.95) 64.03)
P .86 .85* -
Ortalama + standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir ve P
degeri hesaplanmustir. *: Bagimsiz 6rneklem t-testi kullanilmigtir.

Plazma clusterin seviyeleri rs3087554 T/C SNP’sinin genotiplerinde yiiksek ve diisiik
miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleri gruplari arasinda karsilastirilmistir (Cizelge
3.41) Buna gore TT genotipli bireylerdeki plazma clusterin konsantrasyonu diisiik
miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi grubunda 59.30 + 15.38 ug/mL, yiiksek miR-
195-5p rolatif ekspresyon seviyesi grubunda 58.47 + 20.68 pg/mL olarak belirlenmis
olup gruplar arasinda anlamli bir fark izlenmemistir (P=.86). TC genotipli bireyler
arasinda bu karsilastirma gergeklestirildigi durumda da diisiik miR-195-5p rolatif
ekspresyon seviyesi grubu (52.95 £ 18.11 pg/mL) ve yiliksek miR-195-5p rolatif
ekspresyon seviyesi grubu (51.41 £+ 17.26 pg/mL) arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir (P=.85). CC genotipine sahip 6rnek sayisi 1 oldugundan dolay1r bu

genotip icin karsilastirma gergeklestirilememistir.

166



Plazma clusterin konsantrasyonu, rs3087554 T/C SNP’sinden bagimsiz olarak da
hasta ve kontrol gruplarinda yiiksek ile diisik miR-195-5p rolatif ekspresyon
seviyeleri gruplar1 arasinda karsilastirmistir (Cizelge 3.42). Naif RRMS hastalarinda
yapilan analizlerde plazma clusterin konsantrasyonu bakimindan diisiik miR-195-5p
rolatif ekspresyon seviyesi grubu (56.30 + 19.55 pg/mL), yiiksek miR-195-5p rolatif
ekspresyon seviyesi grubu (62.29 + 12.14 pg/mL) arasinda anlamli bir fark olmadigi
goriilmistiir (P=.61).

Cizelge 3.42: Grup-2’de plazma clusterin konsantrasyonunun naif RRMS,

tedavi alan RRMS, tiim RRMS hastalar1 ve kontrol grubu i¢inde plazma miR-
195-5p rolatif ekspresyon seviyesine gore karsilastirmalart.

Gruplar Clusterin (ng/mL)
Diisiik miR-195-5p 56.30 + 19.55
Naif RRMS (n=14) 59.65 (36.53-72.70)
(n=25) Yiiksek miR-195-5p 62.29 + 12.14
(n=11) 68.10 (54.15-72.10)
P .61
Diisiik miR-195-5p 60.79 + 15.14
Tedavi RRMS (n=24) 67.85 (45.64-69.85)
(n=29) Yiiksek miR-195-5p 55.13 = 17.86
(n=5) 61.25 (46.93-65.15)
P 42
Diisiik miR-195-5p 59.04 + 16.90
Tiim RRMS (n=38) 67.30 (39.83-70.60)
(n=54) Yiiksek miR-195-5p 60.41 + 13.70
(n=16) 65.15 (49.06-72.10)
P .87
Diisiik miR-195-5p 43.76 £ 10.69
Kontrol (n=4) 44.63 (36.15-51.37)
(n=27) Yiiksek miR-195-5p 53.71+21.75
(n=23) 44.63 (38.29-65.30)
P .66
Ortalama =+ standart sapma ve medyan (Q1-Q3) olarak gosterilen veriler Mann-Whitney U testi ile analiz
edilmistir ve P degeri hesaplanmugtir.

Tedavi alan RRMS hastalarinda plazma clusterin seviyeleri diisiik miR-195-5p rolatif
ekspresyon seviyesi grubu (60.79 £+ 15.14 pg/mL) ve yiiksek miR-195-5p rolatif
ekspresyon seviyesi grubu (55.13 + 17.86 ug/mL) arasinda karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlaml bir fark olmadigi goriilmistiir (P=.42). Plazma miR-1951-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin plazma clusterin konsantrasyonuna olan etkilerini genel olarak
RRMS hastalarinda incelemek icin naif ve tedavi alan RRMS hastalar1 bir araya
getirilmis ve bu grup tim RRMS olarak adlandirilmistir. Tiim RRMS hastalarinin
plazma clusterin konsantrasyonu diisiik miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi grubu
167



(59.04 £ 16.90 pg/mL) ve yiiksek miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi grubu
(60.41 £ 13.70 pg/mL) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(P=.87). Kontrol grubunda diisitk miR-195-5p (43.76 + 10.69 ug/mL) ve yiiksek miR-
195-5p rolatif ekspresyon seviyesi (53.71 + 21.75 pg/mL) gruplari karsilastirildiginda

gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (P=.66).

3.4.8 Lojistik Regresyon Analizleri

Biligsel test uygulanan ve plazma ornekleri alinan katilimcilardan olusan Grup-2’de
ikili lojistik regresyon analizi yontemi kullanilarak birden fazla bagimsiz degiskenin,
risk durumu olarak belirlenen bagimli degisken {iizerindeki etkisi bir arada

degerlendirilmistir. Bu analizler, iki farkli baslik altinda yapilmustir:

1-Naif RRMS, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol gruplari ikili olarak (Naif
RRMS-kontrol, tedavi alan RRMS-kontrol ve tedavi alan RRMS-naif RRMS)
gruplandirildigi durumda gergeklestirilen analizler. Her bir ikili gruplandirma igin ayri
ayr1 gerceklestirilen bu analizlerde, bagimsiz degiskenlerin bir aradayken bu gruplarla
istatistiksel olarak anlaml1 derecede iliskili olan deneysel parametreleri belirlenmistir.
Burada bagimli degisken, Naif RRMS hastalar1 ve kontrol gruplart ikili olarak
secildiginde naif RRMS olma durumu; tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol gruplari
ikili olarak secildiginde tedavi alan RRMS hastas1i olma durumu; tedavi alan RRMS
hastalar1 ve naif RRMS hastalar1 gruplar ikili olarak segildiginde tedavi alan RRMS
hastas1 olma durumu riskli olarak belirlenmis ve bagimli degisken olarak atanmistir

(Cizelge 3.43).

2- Naif ve tedavi alan RRMS hastalarinda, biligsel bozukluk riski ile iligkili
parametreleri tespit etmek i¢in gerceklestirilen analizler. Bu analizlerde, Naif ve tedavi
alan RRMS hastalarinda bagimsiz degiskenlerin bir arada oldugu durumda, biligsel

bozuklukla istatistiksel olarak anlamli derecede iligkili parametreler belirlenmistir

(Cizelge 3.46 & Cizelge 3.47).

3.4.8.1 Gruplar arasinda gerceklestirilen lojistik regresyon analizleri

Yukarida anlatildig1 gibi gruplarin ikili olarak ayr1 ayri ele alindig1 bu analiz modelleri,
Model C serisi olarak adlandirilmistir. Bu analizlerde sirasiyla 6nce naif RRMS

hastalar1 ve kontrol bireyler, sonra tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireyler,
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daha sonra da tedavi alan ve naif RRMS hastalar ikili olarak gruplandirilmis ve bu
ikililerle iligkili parametreler tespit edilmeye calisilmislardir. Naif RRMS hastalar1 ve
kontrol bireyler ile yapilan lojistik regresyon analizinde bagimli degisken olarak naif
RRMS olma durumu atanmistir. Tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireyler ile
yapilan lojistik regresyon analizlerindeyse tedavi alan RRMS olma durumu bagimli
degisken olarak atanmistir. Son olarak, tedavi alan RRMS hastalar1 ve naif RRMS
hastalar1 ile yapilan lojistik regresyon analizinde ise tedavi alan RRMS hastasi olma

durumu bagimh degisken olarak atanmustir.

Analizler gerceklestirilirken {i¢ grup i¢in de ortak parametreler kullanilmistir. Bu
ylizden modellere bagimsiz degiskenler dahil edilirken hastalara ait klinik
parametreler dahil edilmeyip ii¢ grup i¢in de bulunan deneysel parametreler modellere
dahil edilmistir. Bagimsiz degisken olarak plazma clusterin konsantrasyonu, plazma
miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleri, cinsiyet, istihdam, sigara,
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, rs2279590 C/T ve rs1532278 C/T dahil
edilmislerdir. Yapilan es lineerlik analizlerinde rs11136000 C/T ve rs1532278 C/T
SNP’leri es lineer olarak bulunduklari i¢in ayni analiz alt modeline dahil
edilmemislerdir. Bunun yami sira, SNP’ler farkli genotip modellerine gore alt
modellere dahil edilmis olup kodominant, resesif ve dominant modelleri i¢in ayr1 alt

modeller olusturulmustur. Bu modeller Cizelge 3.43’te 6zetlenmislerdir.
Naif RRMS hastalar1 ve kontrol bireyler icin yapilan lojistik regresyon analizleri

Bu analizler naif RRMS hastalar1 ile kontrol bireyler arasinda gergeklestirilmistir.
Yapilan eg lineerlik analizinde rs11136000 C/T ve rs1532278 C/T’nin es lineer
bulunmasindan dolay1 iki SNP alt modellere ayni anda dahil edilmemistir. Plazma
miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleri, cinsiyet, istihdam, sigara,
rs3087754 T/C ve rs2279590 C/T tim modellerde bulunmaktadir. Bu alt modeller,
SNP’lerin resesif ve dominant modelleri i¢in de olusturulmus Model C.1 serisine

dahildirler (Cizelge 3.43).
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Cizelge 3.43: Grup-2’de bulunan naif RRMS (n=30), tedavi alan RRMS hastalarinin (n=30) ve kontrollerin (n=30) ikili olarak

karsilagtirildiklarinda gruplarla iliskili parametreleri belirlemek icin yapilan lojistik regresyon analizleri modelleri.

Model C.1 Serisi

Bagimh Degisken:
Naif RRMS vs. Kontrol

Clusterin, miR-21-5p, miR-195-5p,
cinsiyet, istindam, sigara, rs3087554
ve 152279590 tiim analiz modellerinde
bulunmaktadir.

CLU SNP’leri kodominant olarak
modele eklenmistir

Model C.1.1:

rs11136000 modele dahil edilmistir

Anlaml bir iligski bulunmamustir.

Model C.1.2:

rs1532278 modele dahil edilmistir

Anlaml1 bir iligki bulunmamustir.

CLU SNP’leri resesif olarak
modele eklenmistir

Model C.1.3:

rs11136000 modele dahil edilmistir

Anlaml1 bir iliski bulunmamustir.

Model C.1.4:

rs1532278 modele dahil edilmistir

Anlaml1 bir iligki bulunmamuistir.

CLU SNP’leri dominant olarak
modele eklenmistir

Model C.1.5:

rs11136000 modele dahil edilmistir

Model C.1.6:

rs1532278 modele dahil edilmistir

Sonuglar1  aym1 gelmis olup
Cizelge 3.44’te sunulmustur.

Model C.2 Serisi

Bagimh Degisken:
Tedavi alan RRMS vs. Kontrol

Clusterin, miR-21-5p, miR-195-5p,
cinsiyet, istindam, sigara, rs3087554
ve 152279590 tiim analiz modellerinde
bulunmaktadir.

CLU SNP’leri kodominant olarak
modele eklenmistir

Model C.2.1:

rs11136000 modele dahil edilmistir

Anlaml1 bir iligki bulunmamustir.

Model C.2.2:

rs1532278 modele dahil edilmistir

Anlaml1 bir iliski bulunmamustir.

CLU SNP’leri resesif olarak
modele eklenmistir

Model C.2.3:

rs11136000 modele dahil edilmistir

Anlaml1 bir iligki bulunmamuistir.

Model C.2.4:

rs1532278 modele dahil edilmistir

Anlamli bir iligki bulunmamustir.

CLU SNP’leri dominant olarak
modele eklenmistir

Model C.2.5:

rs11136000 modele dahil edilmistir

Anlamli bir iligki bulunmamustir.

Model C.3 Serisi

Bagimh Degisken:.
Tedavi alan RRMS vs. Naif RRMS

Clusterin, miR-21-5p, miR-195-5p,
cinsiyet, istindam, sigara, rs3087554
ve 1s2279590 tiim analiz modellerinde
bulunmaktadir.

Model C.2.6: rs1532278 modele dahil edilmistir | Anlaml bir iligki bulunmamustir.
. o 1. .. | Iliskili parametreler, Cizelge
CLU SNP’leri kodominant olarak Model C.3.1: rs11136000 modele dahil edilmistir 3.44’te sunulmustur.
modele eklenmistir Model C.3.2: rs1532278 modele dahil edilmistir | Liskili parametreler, - Cizelge
3.44’te sunulmustur.
CLU SNP’leri resesif olarak | Model C.3.3: rs11136000 modele dahil edilmistir Sonuglart ayni gelmis olup

modele eklenmistir

Model C.3.4:

rs1532278 modele dahil edilmistir

Cizelge 3.44’te sunulmustur.

CLU SNP’leri dominant olarak
modele eklenmistir

Model C.3.5:

rs11136000 modele dahil edilmistir

[liskili ~parametreler,
3.44’te sunulmustur.

Cizelge

Model C.3.6:

rs1532278 modele dahil edilmistir

fliskili ~parametreler,
3.44’te sunulmustur.

Cizelge
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Yapilan analiz sonucunda CLU SNP’lerinin dominant modelde eklendigi durumda
(Model C.1.5 & Model C.1.6) plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin
artmasiyla naif RRMS olma riskinin istatistiksel olarak anlamli derecede iliskili
oldugu goriilmiistiir (OR=1.87, %95 Cl= 1.14-3.09, P=.01). Bu modellerin gegerliligi
Hosmer & Lemeshow testi ile degerlendirildiginde modellerin gegerli oldugu
goriilmiistiir (P=.66). Diger analiz modellerinde istatistiksel olarak anlaml1 bir sonuca

rastlanmamustir (Cizelge 3.44).

Cizelge 3.44: Grup-2’de bulunan naif RRMS hastalar1 (n=30) ve kontrol grubu
(n=30) arasinda yapilan ikili lojistik regresyon analizlerinde anlamli ¢ikan
modeller ve RRMS riski ile iligkili bulunan parametreler.

Hosmer &

MODEL | iliskili Bulunanlar | OR | %95CI | P | B Lemeshow

v | df P

c15 C16 | MR-21-5pfold 1y 0oty 4309 | 01]063|592] 8| .66
change

Tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireyler i¢in yapilan lojistik regresyon

analizleri

Bu analizler tedavi alan RRMS hastalar1 ile kontrol bireyler arasinda
gerceklestirilmistir. Yapilan es lineerlik analizinde rs11136000 C/T ve rs1532278
C/T’nin es lineer bulunmasindan dolay1 iki SNP alt modellere ayr1 ayr1 dahil edilmistir.
Plazma miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleri, cinsiyet, istihdam,
sigara, 153087754 T/C ve rs2279590 C/T tim modellerde bulunmaktadir. Bu alt
modeller, SNP’lerin resesif ve dominant modelleri i¢in de olusturulmus olup 6zet
tabloda Model C.2 serisine dahildirler (Cizelge 3.41). Yapilan analizler sonucunda
herhangi bir alt modelde tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerle istatistiksel

olarak anlaml bi¢imde iliskili bir parametre bulunamamastir.
Naif ve tedavi alan RRMS hastalari icin yapilan lojistik regresyon analizleri

Bu analizler naif ve tedavi alan RRMS hastalar1 arasinda gerceklestirilmistir. Yapilan
es lineerlik analizinde rs11136000 C/T ve rs1532278 C/T’nin es lineer bulunmasindan
dolay1 iki SNP farkli alt modellere dahil edilmistir. Plazma miR-21-5p ve miR-195-5p
rolatif ekspresyon seviyeleri, cinsiyet, istihdam, sigara, rs3087754 T/C ve rs2279590

C/T tiim modellerde bulunmaktadir. Bu alt modeller, SNP’lerin resesif ve dominant
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modelleri i¢in de olusturulmus olup 6zet tabloda Model C.3 serisine dahildirler
(Cizelge 3.43). Istatistiksel olarak anlamli bulunan sonuclar Cizelge 3.45°te

Ozetlenmislerdir.

Cizelge 3.45: Grup-2’de bulunan tedavi alan RRMS hastalar1 (n=30) ve naif
RRMS hastalar1 (n=30) arasinda yapilan ikili lojistik regresyon analizlerinde
anlaml1 ¢ikan modeller ve tedavi alan RRMS olma durumu ile iligkili bulunan
parametreler.

Hosmer &

MODEL Iliskili Bulunanlar OR %95 CI P B Lemeshow
2

X daf | P

miR-21-5p fold change 0.77 0.63-0.94 .01 | -.26

rs11136000 Kodominant
C.31 Model (TT vs. CC) 0.07 0.01-0.96 .047 | -265 | 724 | 8 | b1
rs2279590 Kodominant

Model (CT vs. CC)

miR-21-5p fold change 0.75 0.61-0.94 .01 | -0.28

C.3.2 - 823 | 8 | 41
rs2279590 Kodominant

Model (CT vs. CC) 15.00 | 1.57-143.16 | .02 | 2.71

Clusterin (png/mL) 1.06 1.01-1.12 .03 | 0.06

21.56 | 2.43-191.46 | .006 | 3.07

C.33,
C34

9.21| 8 | .33
miR-21-5p fold change 0.78 0.58-0.94 .01 | -0.31

miR-21-5p fold change 0.76 0.62-0.92 .006 | -0.28

rs2279590 Dominant
C.35 Model (TT+CT vs. CC) 28.71 | 3.565-232.47 | .002 | 3.36 | 8.17 | 8 | .42
rs11136000 Dominant

Model (TT+CT vs. CC)
miR-21-5p fold change 0.76 0.61-0.92 .006 | -0.29

rs2279590 Dominant
C.3.6 Model (TT+CT vs. CC) 30.87 | 3.75-254.16 | .001 | 3.43 | 847 | 8 | .39
rs1532278 Dominant

Model (TT+CT vs. CC)

0.14 0.02-0.91 .04 | -1.97

0.14 0.02-0.95 .04 | -1.95

SNP’lerin kodominant modele gore kodlandiklar1 analiz modeli olan Model C.3.1°de
plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin azaligiyla tedavi alan RRMS olma
durumunun anlamli derecede iliskili oldugu goriilmiistiir (OR=0.77, %95 CI=0.63-
0.94, P=.01). Ayrica, rs11136000 TT genotipinin CC genotipine kiyasla naif RRMS
olma durumu ile anlamli derecede iliskili oldugu tespit edilmistir (OR=0.07, %95
CI1=0.01-0.96, P=.047). Bir diger CLU SNP’si olan rs2279590’1n CT genotipinin ise
tedavi alan RRMS hastalartyla CC genotipine kiyasla tedavi alan RRMS olma
durumuyla anlaml derecede iliskili oldugu goriilmiistiir (OR=21.56, %95 CI=2.43-
191.46, P=.006). Diger kodominant analiz modeli olan Model C.3.2’de de plazma
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miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin azalmasiyla tedavi alan RRMS olma
durumunun anlamli derecede iligkili oldugu goriilmiistiir (OR=0.75, %95 CI=0.61-
0.94, P=.01). Benzer sekilde, rs2279590’1n CT genotipinin CC genotipine kiyasla,
tedavi alan RRMS olma durumuyla anlamli derecede iliskili oldugu goriilmiistiir
(OR=15.00, %95 CI=1.57-143.16, P=.02) (Cizelge 3.45). CLU SNP’lerinin resesif
olduklar1 alt analiz modellerinin her ikisinde de (Model C.3.3 & Model C.3.4) plazma
clusterin konsantrasyonunun artisiyla tedavi alan RRMS olma durumunun anlamh
derecede iligkili oldugu gorilmistir (OR=1.0, %95 CI=1.01-1.12, P=.03). Buna
karsin, plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin ise azalmasiyla tedavi alan
RRMS olma durumunun anlamli 6l¢tide iliskili oldugu bulunmustur (OR=0.78, %95
ClI=0.58-0.94, P=.01) (Cizelge 3.45). Bu modellerin gegerliligi Hosmer & Lemeshow
testi ile degerlendirildiginde modellerin gegerli oldugu goriilmistiir (Model C.3.1:
P=.51, Model C.3.2: P=.41, Model C.3.3 ve Model C.3.4: P=.33).

SNP’lerin dominant modele gore kodlandiklari analiz modeli olan Model C.3.5’te
plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin azaligtyla tedavi alan RRMS olma
durumu arasinda anlaml bir iliski oldugu goriilmiistiir (OR=0.76, %95 CI1=0.62-0.92,
P=.006). Ayrica, dominant modelde ele alinan rs11136000 CT+TT genotipinin CC
genotipine kiyasla naif RRMS olma durumuyla anlamli 06lgiide iligkili oldugu
gorlilmiistiir (OR=0.14, %95 CI=0.02-0.91, P=.04). Bir diger CLU SNP’si olan
1s2279590’m CT+TT genotipinin ise CC genotipine kiyasla tedavi alan RRMS olma
durumuyla anlamli 6l¢iide iliskili oldugu tespit edilmistir (OR=28.71, %95 C1=3.55-
232.47, P=.002). Diger dominant analiz modeli olan Model C.3.6’da da plazma miR-
21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin azaliginin, tedavi alan RRMS olma durumuyla
iligkili oldugu goriilmiistiir (OR=0.76, %95 CI=0.61-0.92, P=.006). rs2279590’1n
CT+TT genotipinin ise, CC genotipine kiyasla tedavi alan RRMS olma durumuyla
anlamli 6l¢iide iliskide oldugu belirlenmistir (OR=30.87, %95 CI=3.75-254.16,
P=.001). Yine bu modelde rs1532278 CT+TT genotipi, TT genotipiyle
kiyaslandiginda naif RRMS olma durumuyla istatistiksel olarak anlamli derecede daha
iligkili oldugu bulunmustur (OR=0.14, %95 CI=0.02-0.95, P=.04) (Cizelge 3.45). Bu
modellerin gecerliligi Hosmer & Lemeshow testi ile degerlendirildiginde modellerin

gegerli oldugu goriilmistiir (Model C.3.5: P=.42, Model C.3.6: P=.39).

173



3.4.8.2 Bilissel bozukluk riski icin gerceklestirilen lojistik regresyon analizleri

Naif ve tedavi alan RRMS hastalarinda bilissel bozukluk riski ile iligkili parametreleri
belirlemek igin ikili lojistik regresyon analizi kullanilmis, bagimsiz degiskenlerin bir
aradayken biligsel bozukluk riski ile iligkileri incelenmistir. Tiim analizlerde, geriye
dogru se¢im yontemi kullanilmigtir. Analizler, naif ve tedavi alan RRMS hastalarinda
ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir. Biligsel bozukluk icin gergeklestirilen analiz modelleri

“Model D” serisi olarak adlandiriimistir.
Naif RRMS hastalar icin gerc¢eklestirilen lojistik regresyon analizleri

Bu analiz i¢in boliim 3.4.3’te anlatildig1 sekilde bilissel bozukluk teshisi koyulan naif
RRMS hastalarinin durumu riskli olarak kabul edilerek bagimli degisken olarak
atanmistir. Bu analizlerde bagimsiz degisken olarak plazma clusterin konsantrasyonu,
plazma miR-21-5p, miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi, cinsiyet, T1 lezyon sayist,
T2 lezyon sayisi, kontrast tutan lezyon varligi, sigara, serum 25-(OH) Dz seviyesi,
serum Vitamin B1o seviyesi ve serum lipit parametreleri (trigliserit, total kolesterol,
LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, VLDL-kolesterol) bagimsiz degisken olarak
atanmiglardir. Anlamli bir analiz modeli olusturabilmek adina bagimsiz degiskenler
icin Oncelikle es lineerlik analizi gerceklestirilmis ve es lineer oldugu tespit edilen
bagimsiz degiskenler bir arada olmayacak sekilde farkli alt model kombinasyonlari
olusturulmustur. Collinearity diagnostics analizine gore VIF skoru 3’ten biiyiik
degiskenler es lineer olarak belirlenmistir. Bu analizler neticesinde asagidaki

parametrelerin es lineer olduklar tespit edilmistir:

e TI1 ve T2 lezyon sayisi
e Total kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, Vitamin B1.
e Trigliserit ve VLDL-kolesterol

Es lineer ¢ikan bagimsiz degiskenlerden her seferinde birisi segilerek olusturulan alt
modellerin sayis1 16 olup bu alt modeller Model D.1 serisi olarak adlandirilmistir.
Analiz modellerinin tamaminda plazma clusterin konsantrasyonu, plazma miR-21-5p,
miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi, cinsiyet, kontrast tutan lezyon varlig, sigara,

serum 25-(OH) Ds seviyesi ortak olarak bulunmaktadir (Cizelge 3.46).
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Cizelge 3.46: Grup-2’de bulunan naif RRMS hastalarinda (n=30) biligsel bozukluk riski ile iligkili parametrelerin belirlenmesi i¢in
gergeklestirilen lojistik regresyon analizleri modellerinin olusturulmasi.

Model D.1 Serisi:

Naif RRMS hastalarinda bilissel
bozukluk riski i¢in yapilan analiz
modelleridir.

Bagimh Degisken:
Biligsel bozukluk riski
Bagimsiz Degiskenler:

Clusterin, miR-21-5p, miR-195-
5p, cinsiyet, Kontrast Tutan
Lezyon, Sigara, 25-(OH) Ds;
biitiin modellerde
bulunmaktadir.

Bagimsiz degiskenlere
T1 Lezyon dahildir

Model D.1.1-D.1.8
araligindaki modeller

Model D.1.1 & Model D.1.2:
Total Kolesterol eklenmistir

Model D.1.3 & Model D.1.4:
LDL-kolesterol eklenmistir

Model D.1.5 & Model D.1.6:
HDL-kolesterol eklenmistir

Model D.1.7 & Model D.1.8:
Vitamin B12 eklenmistir

Bagimsiz degiskenlere
T2 Lezyon dahildir

Model D.1.9-D.1.16
araligindaki modeller

Model D.1.9 & Model D.1.10:
Total kolesterol eklenmistir

Model D.1.11 & Model D.1.12:

LDL-kolesterol eklenmistir

Model D.1.13 & Model D.1.14:

HDL-kolesterol eklenmistir

Model D.1.15 & Model D.1.16:

Vitamin Bi2 eklenmistir

Model D.1.1: Anlaml bir sonug¢ bulunmamustir.
Trigliserit eklenmigtir
Model D.1.2: Anlamli bir sonug¢ bulunmamustir.
VLDL-kolesterol eklenmistir
Model D.1.3: Anlamli bir sonug¢ bulunmamustir.
Trigliserit eklenmigtir
Model D.1.4: Anlaml bir sonug¢ bulunmamustir.
VLDL-kolesterol eklenmistir
Model D.1.5: Anlamli bir sonug¢ bulunmamustir.
Trigliserit eklenmistir
Model D.1.6: Anlamli bir sonug¢ bulunmamustir.
VLDL-kolesterol eklenmistir
Model D.1.7: Anlaml bir sonug¢ bulunmamustir.
Trigliserit eklenmigtir
Model D.1.8: Anlamli bir sonug¢ bulunmamustir.
VLDL-kolesterol eklenmistir
Model D.1.9: Anlaml1 bir sonu¢ bulunmamustir.
Trigliserit eklenmigtir
Model D.1.10: Anlamli bir sonug bulunmamustir.
VLDL-kolesterol eklenmistir
Model D.1.11: Anlaml1 bir sonu¢ bulunmamustir.
Trigliserit eklenmistir
Model D.1.12: Anlaml1 bir sonu¢ bulunmamustir.
VLDL-kolesterol eklenmistir
Model D.1.13: Anlamli bir sonug bulunmamustir.
Trigliserit eklenmigtir
Model D.1.14: Anlaml1 bir sonu¢ bulunmamustir.
VLDL-kolesterol eklenmistir
Model D.1.15: Anlamli bir sonu¢ bulunmamustir.
Trigliserit eklenmigtir
Model D.1.16: Anlamli bir sonug bulunmamustir.

VLDL -kolesterol eklenmistir

175




Model D.1.1-D.1.8 araligindaki analiz modellerinde T1 lezyon sayist bagimsiz
degisken olarak bulunmaktadir. Bu analiz modellerinden Model D.1.1 ve Model D.1.2
total kolesteroliin bulundugu; Model D.1.3 ve Model D.1.4 LDL-kolesteroliin
bulundugu; Model D.1.5 ve Model D.1.6 HDL-kolesteroliin bulundugu; Model D.1.7
ve Model D.1.8 ise Vitamin Bi2’nin bulundugu analiz modelleridir. Trigliserit ve

VLDL-kolesterol ise bu analiz modelleri ¢iftlerine sirayla eklenmistir.

Model D.1.9-D.1.16 analiz modelleri ise T2 lezyon sayisinit bagimsiz degisken olarak
icermektedir. Bu analiz modellerinden Model D.1.9 ve Model D.1.10 total
kolesteroliin bulundugu; Model D.1.11 ve Model D.1.12 LDL-kolesteroliin
bulundugu; Model D.1.13 ve Model D.1.14 HDL-kolesteroliin bulundugu; Model
D.1.15 ve Model D.1.16 ise Vitamin B12 nin bulundugu analiz modelleridir. Trigliserit
ve VLDL-kolesterol ise bu analiz modelleri ¢iftlerine sirasiyla eklenmistir. Yapilan
analizler neticesinde naif RRMS hastalarinda biligsel bozuklukla iligkili herhangi bir

parametre bulunmamustir.
Tedavi alan RRMS hastalari icin gerc¢eklestirilen lojistik regresyon analizleri

Bu analiz i¢in boliim 3.4.3’te anlatildig1 sekilde biligsel bozukluk teshisi koyulan
tedavi alan RRMS hastalarinin durumu riskli olarak kabul edilerek bagimli degisken
olarak atanmistir. Bu analizlerde bagimsiz degisken olarak plazma clusterin
konsantrasyonu, plazma miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi,
cinsiyet, T1 lezyon sayisi, T2 lezyon sayisi, kontrast tutan lezyon varligs, sigara, serum
25-(OH) Ds seviyesi, serum Vitamin Bi> seviyesi ve serum lipit parametreleri
(trigliserit, total kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, VLDL-kolesterol)
bagimsiz degisken olarak atanmislardir. Anlamli bir analiz modeli olusturabilmek
adina bagimsiz degiskenler icin Oncelikle es lineerlik analizi gerceklestirilmis ve es
lineer oldugu tespit edilen bagimsiz degiskenler bir arada olmayacak sekilde farkl alt
model kombinasyonlar1 olusturulmustur. Collinearity diagnostics analizine gore VIF
skoru 3’ten biiylik degiskenler es lineer olarak belirlenmistir. Bu analizler neticesinde

asagidaki parametrelerin es lineer olduklar: tespit edilmistir:

e Plazma miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi
e TI1 ve T2 lezyon sayis1

e Total kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, Vitamin B1»
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e Trigliserit ve VLDL-Kolesterol

Bu es lineer bagimsiz degiskenlerden her seferinde birisi segilerek olusturulan alt
modellerin sayist 32 olup, analiz modelleri Model D.2 serisi olarak adlandirilmistir.
Plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesini i¢eren alt model serisi Model D.2.1
serisi olarak adlandirilirken plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesini igeren
model serisi ise Model D.2.2 serisi olarak adlandirilmistir. Analiz modellerinin
tamaminda plazma clusterin konsantrasyonu, cinsiyet, kontrast tutan lezyon varligi,

sigara, serum 25-(OH) Dz seviyesi ortak olarak bulunmaktadir (Cizelge 3.47)
Model D.2.1 serisi

Model D.2.1 serisinde tiim modellerde bulunan bagimsiz degiskenlere ilave olarak
plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi bulunmakta olup miR-195-5p rolatif

ekspresyon seviyesi bulunmamaktadir.

Model D.2.1 serisinde Model D.2.1.1-D.2.1.8 araligindaki analiz modellerinde T1
lezyon sayist bagimsiz degisken olarak bulunmaktadir. Bu analiz modellerinden
Model D.2.1.1 ve Model D.2.1.2 total kolesteroliin bulundugu; Model D.2.1.3 ve
Model D.2.1.4 LDL-kolesteroliin bulundugu; Model D.2.1.5 ve Model D.2.1.6 HDL-
kolesteroliin bulundugu; Model D.2.1.7 ve Model D.2.1.8 ise Vitamin Bi2’nin
bulundugu analiz modelleridir. Trigliserit ve VLDL-Kolesterol ise bu analiz modelleri
ciftlerine sirasiyla eklenmislerdir. Yapilan analizler neticesinde Model D.2.1.1, Model
D.2.1.2 modellerinin sonuglar1 ayn1 gelmis olup tedavi géren RRMS hastalarinda T1
lezyon sayisindaki artis ile bilissel bozukluk istatistiksel olarak anlamli derecede

iliskili bulunmustur (OR=1.10, %95 CI=1.01-1.20, P=.03) (Cizelge 3.48).

Model D.2.1.9-D.2.1.16 analiz modelleri ise T2 lezyon sayisini bagimsiz degisken
olarak igermektedir. Bu analiz modellerinden Model D.2.1.9 ve Model D.2.1.10 total
kolesteroliin bulundugu; Model D.2.1.11 ve Model D.2.1.12 LDL-kolesteroliin
bulundugu; Model D.2.1.13 ve Model D.2.1.14 HDL -kolesteroliin bulundugu; Model
D.2.1.15 ve Model D.2.1.16 ise Vitamin Bi2’nin bulundugu analiz modelleridir.
Trigliserit ve VLDL-kolesterol ise bu analiz modelleri ¢iftlerine sirasiyla eklenmis
olup tek sayiyla biten analiz modellerinde trigliserit, ¢ift sayiyla biten analiz

modellerinde VLDL-kolesterol bulunmaktadir.
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Cizelge 3.47: Grup-2’de bulunan tedavi alan RRMS hastalarinda (n=30) bilissel bozukluk riski ile iliskili parametrelerin belirlenmesi i¢in
gergeklestirilen lojistik regresyon analizleri modellerinin olusturulmasi.

Model D.2.1 Serisi:

Bu analiz serisinde miR-
21-5p vardir, miR-195-5p
yoktur.

Bagimh Degisken:
Bilissel bozukluk riski

Bagimsiz Degiskenler:

Clusterin, miR-21-5p,
Sigara, Cinsiyet, Kontrast
Tutan Lezyon, 25-(OH)
Ds

Model D.2.1.1 & D.2.1.2: Model D.2.1.1: Trigliserit eklenmistir Sonuglart ayni olup Cizelge 3.48’de sunulmustur.
Bagimsiz degiskenlere | Total Kolesterol eklenmistir | Model D.2.1.2: VLDL -kolesterol eklenmistir

T1 Lezyon dahildir Model D.2.1.3 & D.2.1.4: Model D.2.1.3: Trigliserit eklenmigtir Anlamli bir sonu¢ bulunmamugtir.
LDL-kolesterol eklenmistir | Model D.2.1.4: VLDL-kolesterol eklenmistir Anlamli bir sonug¢ bulunmamustir.
Model Model D.2.1.5 & D.2.1.6: | Model D.2.1.5: Trigliserit eklenmistir Anlamli bir sonug¢ bulunmamustir.
D.2.1.1-D.2.1.8 HDL-kolesterol eklenmistir | Model D.2.1.6: VLDL -kolesterol eklenmistir Anlamli bir sonug¢ bulunmamustir.
araligindaki modeller Model D.2.1.7 & D.2.1.8: Model D.2.1.7: Trigliserit eklenmistir Anlamli bir sonu¢ bulunmamustir.
Vitamin Bi2 eklenmistir Model D.2.1.8: VLDL -kolesterol eklenmistir Anlamli bir sonu¢ bulunmamustir.
Model D.2.1.9 & D.2.1.10: | Model D.2.1.9: Trigliserit eklenmistir Anlamli bir sonug¢ bulunmamustir.

Bagimsiz degiskenlere
T2 Lezyon dahildir

Model
D.2.1.9-D.2.1.16
araligindaki modeller

Total Kolesterol eklenmistir

Model D.2.1.10: VLDL -kolesterol eklenmistir

Anlaml1 bir sonu¢ bulunmamustir.

Model D.2.1.11 & D.2.1.12:
LDL-kolesterol eklenmistir

Model D.2.1.11: Trigliserit eklenmistir

Anlaml1 bir sonu¢ bulunmamustir.

Model D.2.1.12: VLDL -kolesterol eklenmistir

Anlamli bir sonu¢ bulunmamustir.

Model D.2.1.13 & D.2.1.14:
HDL -kolesterol eklenmistir

Model D.2.1.13: Trigliserit eklenmistir

Anlamli bir sonu¢ bulunmamustir.

Model D.2.1.14: VLDL -kolesterol eklenmistir

Anlamli bir sonug¢ bulunmamagtir.

Model D.2.1.15 & D.2.1.16:
Vitamin Biz eklenmistir

Model D.2.1.15: Trigliserit eklenmistir

iliskili parametreler Cizelge 3.48’de sunulmustur

Model D.2.1.16: VLDL-kolesterol eklenmistir

Mliskili parametreler Cizelge 3.48’de sunulmustur

Model D.2.2 Serisi:

Bu analiz serisinde miR-
195-5p vardir, miR-21-5p
yoktur.

Bagimh Degisken:
Biligsel bozukluk riski

Bagimsiz Degiskenler:

Clusterin, miR-195-5p,
Sigara, Cinsiyet, Kontrast
Tutan Lezyon, 25-(OH)
Ds

Model D.2.2.1 & D.2.2.2: Model D.2.2.1: Trigliserit eklenmistir .

Bagims1z degiskenlere | Total Kolesterol eklenmistir | Model D.2.2.2: VL DL -kolesterol eklenmigtir | >onustarn Model D-2.1.1 & Model D.2.1.2 ile aymdr.
T1 Lezyon dahildir Model D.2.2.3 & D.2.2.4: Model D.2.2.3: Trigliserit eklenmigtir Anlamli bir sonug¢ bulunmamustir.
LDL-kolesterol eklenmistir | Model D.2.2.4: VLDL-kolesterol eklenmistir Anlamli bir sonu¢ bulunmamugtir.
Model Model D.2.2.5 & D.2.2.6: Model D.2.2.5: Trigliserit eklenmigtir Anlamli bir sonug¢ bulunmamustir.
D.2.21-D.2.2.8 HDL-kolesterol eklenmistir | Model D.2.2.6: VLDL -kolesterol eklenmistir Anlamli bir sonu¢ bulunmamustir.
aralifindaki modeller Model D.2.2.7 & D.2.2.8: Model D.2.2.7: Trigliserit eklenmistir Anlamli bir sonu¢ bulunmamustir.
Vitamin B12 eklenmistir Model D.2.2.8: VLDL-kolesterol eklenmistir Anlamli bir sonu¢ bulunmamustir.
Model D.2.2.9 & D.2.2.10: | Model D.2.2.9: Trigliserit eklenmistir Anlamli1 bir sonu¢ bulunmamustir.

Bagimsiz degiskenlere
T2 Lezyon dahildir

Model
D.2.29-D.2.2.16
araligindaki modeller

Total Kolesterol eklenmistir

Model D.2.2.10: VLDL-kolesterol eklenmistir

Anlamli1 bir sonu¢ bulunmamustir.

Model D.2.2.11 & D.2.2.12:
LDL-kolesterol eklenmistir

Model D.2.2.11: Trigliserit eklenmistir

Anlamli bir sonug¢ bulunmamustir.

Model D.2.2.12: VLDL-kolesterol eklenmistir

Anlamli1 bir sonug bulunmamustir.

Model D.2.2.13 & D.2.2.14:
HDL -kolesterol eklenmistir

Model D.2.2.13: Trigliserit eklenmistir

Anlamli1 bir sonu¢ bulunmamustir.

Model D.2.2.14: VLDL-kolesterol eklenmistir

Anlaml1 bir sonu¢ bulunmamustir.

Model D.2.2.15 & D.2.2.16:
Vitamin Bi2 eklenmigtir

Model D.2.2.15: Trigliserit eklenmistir

Sonuglar Model D.2.1.15 ile aynidir

Model D.2.2.16: VLDL-kolesterol eklenmistir

Sonuglar Model D.2.1.16 ile aynidir
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Yapilan analizler neticesinde Model D.2.1.15 modelinde anlamli gelen sonuglar
Cizelge 3.48’de sunulmustur. Buna gore tedavi goren RRMS hastalarinda T2 lezyon
sayisindaki artis ile biligsel bozukluk istatistiksel olarak anlamli derecede iliskilidir
(OR=1.09, %95 C1=1.00-1.19, P=.04). Model D.2.1.16 modelinde de yine T2 lezyon
sayisindaki artig ile biligsel bozukluk istatistiksel olarak anlamli derecede iliskili

bulunmustur (OR=1.09, %95 Cl=1.00-1.18, P=.046) (Cizelge 3.48).

Cizelge 3.48: Grup-2’de bulunan tedavi alan RRMS hastalarinda (n=30)
biligsel bozukluk riski i¢in gerceklestirilen ikili lojistik regresyon analizinde
anlamli ¢ikan modeller ve bilissel bozuk riski ile iliskili bulunan parametreler.

P Hosmer &
MODEL iskili OR | woscl | P | B Lemeshow
Bulunanlar 5
X df P
D.2.1.1,
D.2.1.2, T1 Lezyon
D.2.2.1, Sayisi 1.10 1.01-1.20 .03 [0.10|830| 7 31
D.2.2.2
D.2.1.15, T2 Lezyon
D.2.2.15 Sayist 1.09 1.00-1.19 .04 009|511 7 .65
D.2.1.16, T2 Lezyon
D.2.2.16 Say1st 1.09 1.00-1.18 | .046 | 0.09 | 5.16| 7 .64

Model D.2.2 serisi

Model D.2.2 serisinde tiim modellerde bulunan bagimsiz degiskenlere ilave olarak
plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi bulunmakta olup miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesi bulunmamaktadir. Model D.2.2 serisinde Model D.2.2.1-D.2.2.8
aralifindaki analiz modellerinde T1 lezyon sayis1 bagimsiz degisken olarak
bulunmaktadir. Bu analiz modellerinden Model D.2.2.1 ve Model D.2.2.2 total
kolesterolin bulundugu; Model D.2.2.3 ve Model D.2.2.4 LDL-kolesteroliin
bulundugu; Model D.2.2.5 ve Model D.2.2.6 HDL-kolesteroliin bulundugu; Model
D.2.2.7 ve Model D.2.2.8 ise Vitamin Bi2’nin bulundugu analiz modelleridir.
Trigliserit ve VLDL-kolesterol ise bu analiz modelleri ¢iftlerine sirasiyla eklenmis
olup tek sayiyla biten analiz modellerinde trigliserit, ¢ift sayiyla biten analiz
modellerinde VLDL-kolesterol bulunmaktadir. Yapilan analizler neticesinde Model
D.2.2.1, Model D.2.2.2 modellerinin sonuglart Model D.2.1.1 ve Model D.2.1.2 ile

ayn1 gelmis olup Cizelge 3.48’de sunulmustur.
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Model D.2.2.9-D.2.2.16 analiz modelleri ise T2 lezyon sayisini bagimsiz degisken
olarak icermektedir. Bu analiz modellerinden Model D.2.2.9 ve Model D.2.2.10 total
kolesteroliin bulundugu; Model D.2.2.11 ve Model D.2.2.12 LDL-kolesteroliin
bulundugu; Model D.2.2.13 ve Model D.2.2.14 HDL-kolesteroliin bulundugu; Model
D.2.2.15 ve Model D.2.2.16 ise Vitamin Bi2’nin bulundugu analiz modelleridir.
Trigliserit ve VLDL-kolesterol ise bu analiz modelleri giftlerine sirasiyla eklenmistir.
Yapilan analizler neticesinde Model D.2.2.15 ve Model D.2.1.15 sonuglar1 ayn1 gelmis
olup Cizelge 3.48’de sunulmustur. Benzer sekilde Model D.2.2.16 ile Model

D.2.1.16’n1n sonuglar1 ayn1 gelmis olup Cizelge 3.48’de sunulmuslardir.

3.4.9 Receiver operating characteristics (ROC) analizleri

Bu tez caligsmasi kapsaminda, istatistiksel olarak anlamli sonu¢ verdigi belirlenen
parametrelerin bir tani1 belirteci olarak kullanima uygunlugunu degerlendirmek adina
ROC analizleri gergeklestirilmistir. Bu analizler, tipki ikili lojistik regresyon
analizlerinde oldugu gibi iki farkli baslik altinda yapilmistir. Bu basliklardan ilki, naif
RRMS hastalari, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol gruplarinda gergeklestirilen
ROC analizleridir. Bu analizler, gruplarin ikili olarak segilip iligkili parametrelerin iki
grubun siniflandirilmast becerisini ROC ile tayin etmek i¢in gerceklestirilmistir.
Analizler sirasiyla naif RRMS hastalar1 ve kontrol gruplarinin siiflandirilmasi; tedavi
alan RRMS hastalar1 ve kontrol gruplarimimn siniflandirilmasi; tedavi alan RRMS
hastalar1 ve naif RRMS hastalarinin siiflandirilmasi i¢in gerceklestirilmistir (Boliim
3.4.9.1). Diger baslik ise, bilissel bozukluk ile iliskili bulunan parametreler i¢in
gerceklestirilmis olan ROC analizleridir. Biligsel bozukluk i¢in gergeklestirilen
analizlerde, naif ve tedavi alan RRMS hastalarinda ayr1 ayr1 olmak iizere ROC
analizleri gergeklestirilmistir (Bolim 3.4.9.2). Bu analizlerden elde edilen anlamli

sonuclar Cizelge 3.49 ve Cizelge 3.50’de sunulmuslardir.

3.49.1 Gruplar arasi gerceklestirilen ROC analizleri

Bu baglhik altindaki ROC analizleri, daha oOnceki boliimlerde gergeklestirilen
analizlerde naif RRMS, tedavi alan RRMS ve kontrol gruplariyla iliskili bulunan
parametrelerle gerceklestirilmistir. Bu parametreler ise, tez calismasit kapsaminda
calisilan ve 6zgiin degeri olan plazma clusterin konsantrasyonu, plazma miR-21-5p ve

miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleri ile sinirlandirilmistir. Bu parametrelerden
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lojistik regresyon analizlerinde gruplardan biriyle anlamli derecede iliskili bulunanlar
(Boliim 3.4.8.1: Cizelge 3.44 & Cizelge 3.45) ve bunlara ilave olarak karsilagtirma
analizlerinde (Boliim 3.4.2: Cizelge 3.26) gruplar arasinda anlamli derecede farklh
olanlar i¢in ROC analizleri gerceklestirilmistir. Karsilastirma analizlerinde anlamli
¢ikan sonuglar icin de ROC analizlerinin yapilmasinin nedeni, ikili lojistik regresyon
analizlerinde ii¢ grubun aymi anda karsilastirilamamasidir. Plazma clusterin
konsantrasyonu i¢in ROC analizi, herhangi bir analizde gruplardan biri ile iliskili
olmadigr veya gruplar arasinda anlamli derecede farkli olmadigindan dolay1
gergeklestirilememistir. Plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi de tedavi alan
RRMS hastalar1 ve kontrol bireyler ile yapilan analizlerde anlamli sonug¢ vermedigi
icin tedavi alan RRMS vs. kontrol karsilastirmast i¢cin ROC analizi
gerceklestirilememistir. Asagidaki basliklar altinda gerceklestirilen ROC analizlerinin

sonuglari1 sunulmustur.
MiR-21-5p’nin naif RRMS hastalar1 ve kontrol gruplari arasindaki ROC analizi

Plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin naif RRMS hastalarinda kontrollere
gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu (Cizelge 3.26) ve naif RRMS ile anlamli
derecede iliskili oldugu (Cizelge 3.44) 6nceki boliimlerde belirlenmistir. Bu sonuglar
tizerine, yapilan ROC analizi neticesinde miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin
naif ve kontrol gruplarmin siniflandirilmasi i¢in orta diizeyde bir prediktor oldugu
goriilmiistiir (AUC=0.789, P<.001, %95 Cl= 0.68-0.89). Youden’s index kullanilarak
birden fazla kesme degeri bulunmasi {izerine karekok yontemi kullanilarak kesme
degeri 1.95 olarak belirlenmis olup 1.95’e esit veya 1.95’ten biiyiik fold change
degerine sahip olanlar naif RRMS hastas1 olarak smiflandirilmistir. Bu analizin
hassasiyeti (sensitivity) %66.7, ozgilligii (specificity) %76.7 olarak belirlenmistir
(Cizelge 3.49) (Sekil 3.20).
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Cizelge 3.49: Grup-2’deki naif RRMS (n=30), tedavi alan RRMS hastalar1 (n=30) ve kontrol gruplarinin (n=30) ikili olarak
karsilastirildiklarinda gruplarin siniflandirilmalari ile iligkili parametrelerin belirlenmesi i¢in yapilan ROC analizlerinden istatistiksel olarak
anlamli bulunanlar.

ROC analizi sonucu (]S)eun);?':}l\;ﬁl;) (S(;))z%:;lllcl:g/) (l'z\ggrjl::él;)

Parametreler AUC %95 ClI P Kesme degeri ROC Hata matrisi ROC Hata matrisi Hata matrisi
(mgﬁ'ég,‘:’ﬁpsf\?f ,22‘;’]‘3%?) (()é)Yr?; 0.68-0.90 | <.001 1.95 9666.7 %66.7 9%76.7 %76.7 %71.7
(Teda\,?ﬁ;ﬁ ob old change 5 (Oc';fs 0.61-0.86 | .002 559 %96.7 %96.7 %43.3 %43.3 %70
(Nt R va Kot (o | 067091 | <001 | 075 %90.0 %90.0 %60.0 %60.0 %75.0
(Tedrgi?;ﬁiﬁ'ggf@?;gfgﬁm,) (Coc;idfiii) 0.88-1.00 | <.001 0.19 %80.0 %80.0 %96.7 %96.7 %88.3
(Tedavi 195 op lod crange ) ?J?; 0.58-0.84 | .006 0.20 %80.0 %80.0 %53.3 %53.3 %66.7

ROC: Receiver Operation Characteristics. AUC: Area Under the Curve

Cizelge 3.50: Tedavi alan RRMS hastalarinda bilissel bozuklugu olanlar ve olmayanlar arasinda yapilan ROC analizlerinden istatistiksel
olarak anlamli bulunanlarin sonuglari.

.. Duyarhlik Ozgiilliik Dogruluk
ROC analizi sonucu (Sensitivity) (Specificity) (Accuracy)
Parametreler AUC %95CI P Kesme degeri ROC Hata matrisi ROC | Hata matrisi | Hata matrisi
T1 Lezyon Sayisi 0.770 i 0 0 0 0 0
(Bilissel Bozukluk Var vs. Yok) (Orta) 0.60-0.94 .02 27.0 %70.6 %70.6 %83.3 %83.3 %75.9
T2 Lezyon Sayisi 0.775 i 0 0 0 0 0
(Bilissel Bozukluk Var vs. Yok) (Orta) 0.61-0.94 .01 26.5 %58.8 %58.8 %91.7 %91.7 %72.4
ROC: Receiver Operating Characteristic. AUC: Area Under the Curve
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ROC Egrisi (Naif RRMS vs. Kontrol)

Cut-off noktas:
Referans ¢izpisi
miR-21-5p fold change

0g

AUC = 0.789
P<.001
0 Cut-off = 1.95

06

Sensitivity

04

02

00 0,2 04 06 08 10

1 - Specificity

Sekil 3.20: Plazma mir-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi kullanilarak Grup-
2’de bulunan naif RRMS hastlar1 (n=30) ve kontrol bireylerin (n=30)
siniflandirilmasi i¢in yapilan ROC analizinin egrisi

Plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin ROC analizinin istatistiksel olarak
anlamli olmasi iizerine hata matrisi analizleri de gergeklestirilmistir. Bu kesme
degerine gore gercekte ve bu teste gore naif RRMS olan 20 (DP), gercekte ve bu teste
gore de kontrol olan 23 (DN), gercekte naif RRMS olup bu teste gore kontrol olan 10
(YN), gercekte kontrol olup bu teste gore naif RRMS olan 7 (YP) birey oldugu
goriilmistiir (Cizelge 3.51). Bu siniflandirma degerlerine gore olusturulan hata matrisi
icin hassasiyet, hassasiyet %66.7, Ozgiillik %76.7 ve dogruluk %71.7 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 3.51: Plazma mir-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin naif RRMS
hastalar1 ve kontrol bireyler arasindaki hata matrisi analizi.

Tahmin Gerc¢ek Durum
miR-21-5p fold change > _ Naif RRMS Kontrol Toplam
o . : Naif- 20 (DP) 7 (YP)
195 oldugunda kisi naif : 27
RRMS tir Tahmin (@) (b)
Kontrol- 10 (YN) 23 (DN)
Tahmin ©) (d) 33
(Naif RRMS vs. Kontrol) Toplam 30 30 50
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Hassasiyet = [DP/(DP+YN)]*100 = [20/(20+10)]*100 = %66.7

Ozgiilliik = [DN/(DN+YP)]*100 = [23/(23+7)]*100 = %76.7

Dogruluk = [(DP+DN)/(DP+DN+YP+YN)]*100 = [(20+23)/(20+23+7+10]*100 =
%71.7

MiR-21-5p’nin tedavi alan RRMS hastalar1 ve naif RRMS hastalar1 arasindaki
ROC analizi

Plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin naif RRMS hastalarinda, tedavi alan
RRMS hastalarina gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu (Cizelge 3.26) ve yliksek
miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin naif RRMS olma durumuyla iliskili oldugu
(Cizelge 3.47) onceki analizlerde tespit edilmistir. Bu sonuglar tizerine, yapilan ROC
analizi neticesinde miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin tedavi alan RRMS
hastalart ve naif RRMS hastalar1 gruplarinin siniflandirilmasi i¢in orta diizeyde bir
prediktor oldugu goriilmiistiir (AUC=0.734, P=.002, %95 Cl=0.61-0.86). Bu analizde
Youden’s index kullanilarak kesme degeri 5.59 olarak belirlenmis olup 5.59’a esit
veya daha kiiclik fold change degerine sahip olanlar tedavi alan RRMS hastas1 olarak
siniflandirilmigtir. Bu analiz i¢in hassasiyet %96.7, oOzgiillik %43.3 olarak
hesaplanmustir (Cizelge 3.49) (Sekil 3.21).

ROC Egrisi (Tedavi Alan RRMS vs. Naif RRMS)

1o O Cut-off noktas:
Referans cizgisi
miR-21-5p fold change
038 AUC=10.734

P=.002

Cut-off = 5.59

08

Sensitivity

04

02

0o 02 04 08 0g 10

1 - Specificity

Sekil 3.21: Plazma mir-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi kullanilarak Grup-
2’de bulunan tedavi alan (n=30) ve naif RRMS hastlarinin (n=30)
siiflandirilmas i¢in yapilan ROC analizinin egrisi.
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Plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin ROC analizinin istatistiksel olarak
anlamli olmasi tlizerine hata matrisi analizleri de gerceklestirilmistir. Belirlenmis olan
kesme degerine gore gercekte tedavi alan RRMS olup bu teste gore de tedavi alan
RRMS olan 29 (DP), ger¢ekte ve bu teste gore de naif RRMS olan 13 (DN), gercekte
naif RRMS olup bu teste gore tedavi alan RRMS olan 17 (YP), gercekte tedavi alan
RRMS olup bu teste gore naif RRMS olan 1 (YN) birey oldugu goriilmiistiir (Cizelge
3.52). Bu smiflandirma degerlerine gore olusturulan hata matrisi i¢in hassasiyet,
ozgillik ve dogruluk degerleri hesaplanmistir. Bu analize goére hassasiyet %96.7,

ozgulliik %43.3 ve dogruluk %70.0 olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.52: Plazma mir-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin naif ve tedavi
alan RRMS hastalar arasindaki hata matrisi analizi.

Tahmin Ger¢ek Durum
miR-21-5p fold change < UEeCl el Naif RRMS | Toplam
5.59 oldugunda Kkisi tedavi RIS
o RrMste Tedavi- 29 (DP) 17 (YP) 16
alan r Tahmin @) (b)
(Tedavi Alan RRMS vs, M LiCYN) LY (DI 14
Naif RRMS) VT ©) (d)
Toplam 30 30 60

Hassasiyet = [DP/(DP+YN)]*100 = [29/(29+1))]*100 = %96.7

Ozgiilliik = [DN/(DN+YP)]*100 = [13/(13+17)]*100 = %43.3

Dogruluk = [(DP+DN)/(DP+DN+YP+YN)] = [(29+13)/(29+13+17+1)] = %70.0
MiR-195-5p’nin naif RRMS hastalar1 ve kontrol gruplari arasindaki ROC analizi

Plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin kontrollerde anlamli derecede daha
yiiksek oldugu oOnceki boliimlerde gerceklestirilen analizlerde tespit edilmistir
(Cizelge 3.26). Bunun iizerine yapilan ROC analizi neticesinde miR-195-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin naif ve kontrol gruplarinin siiflandirmasi i¢in orta diizeyde
bir prediktér oldugu goriillmistir (AUC=0.791, P<.001, %95 CI= 0.67-0.91). Bu
analizde Youden’s index kullanilarak kesme degeri 0.75 olarak belirlenmis olup 0.75°e
esit veya 0.75’ten kii¢iik fold change degerine sahip olanlar naif RRMS hastas1 olarak
siniflandirilmistir. Bu analiz i¢in hassasiyet %90.0, ozgiilliik %60.0 olarak

hesaplanmistir (Cizelge 3.49) (Sekil 3.22).
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ROC Egrisi (Naif RRMS vs. Kontrol)

©

08

06

Sensitivity

04

02

Cut-off noktast
Referans ¢izgisi
miR-195-5p fold change
AUC=0.791

P<.001
Cut-off = 0.75

0,0 02 04

06

1 - Specificity

0 10

Sekil 3.22: Plazma mir-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi kullanilarak Grup-
2’de bulunan naif RRMS hastlar1 (n=30) ve kontrol bireylerin (n=30)

siiflandirilmasi i¢in yapilan ROC analizinin egrisi.

Plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin ROC analizinin istatistiksel olarak

anlamli olmasi {lizerine hata matrisi analizleri de gerceklestirilmistir. Bu kesme

degerine gore gergekte naif RRMS olup bu teste gore de naif RRMS olan 27 (DP),

gercekte ve bu teste gore de kontrol olan 18 (DN), gercekte naif RRMS olup bu teste

gore naif olan 12 (YP), gercekte kontrol olup bu teste gore naif RRMS olan 3 (YN)

birey oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.53).

Cizelge 3.53: Plazma mir-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin naif RRMS
hastalar1 ve kontrol bireyler arasindaki hata matrisi analizi.

Tahmin Gercek Durum
. Naif RRMS Kontrol Toplam
miR-195-5p fold change < -
0.75 oldugunda kisi naif | _Naif- 21 (DP) 12 (YP) 39
RRMS’tir Tahmin (a) (b)
Kontrol- 3(YN) 18 (DN) 21
(Naif RRMS vs. Kontrol) | Tahmin (© (d)
Toplam 30 30 60

Bu siniflandirma degerlerine gore olusturulan hata matrisi i¢in hassasiyet, 6zgiilliik ve

dogruluk degerleri hesaplanmistir. Bu analize gore hassasiyet %90.0, 6zgiilliikk %60.0

ve dogruluk %75.0 olarak belirlenmistir.
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Hassasiyet = [DP/(DP + YN)]*100 = [27/(27+3)]*100 = %90.0
Ozgiilliik = [DN/(DN + YP)]*100 = [18/ (18+12)]*100 = %60.0
Dogruluk = [(DP +DN)/(DP+DN+YP+YN)] = [(27+18)/(27+18+12+3)]*100 = %75.0

MiR-195-5p°nin tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol gruplar: arasindaki ROC

analizi

Onceki boliimlerde gergeklestirilen analizlerde, plazma miR-195-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin kontrollerde tedavi alan RRMS hastalarina gore anlamlhi
derecede daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.26). Bu sonug {izerine yapilan
ROC analizi neticesinde miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin tedavi alan RRMS
ve kontrol gruplarini ayrimi icin ¢ok iyi diizeyde bir prediktor oldugu gorilmistiir
(AUC=0.943, P<.001, %95 CI= 0.88-1.00). Bu analizde Youden’s index kullanilarak
kesme degeri 0.19 olarak belirlenmis olup 0.19°a esit veya 0.19’dan daha kiigiik fold
change degerine sahip olanlar tedavi alan RRMS hastasi olarak siniflandirilmistir. Bu
analiz icin hassasiyet %80.0, 6zgiilliik %96.7 olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.49)
(Sekil 3.23).

ROC Egrisi (Tedavi Alan RRMS vs. Kontrol)
1.0 Cut-off noktas1
Referans ¢izgisi
| miR-195-5p fold change
o___ AUC=10.943
P<.001
Cut-off = 0.19

08
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Sekil 3.23: Plazma mir-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi kullanilarak tedavi
alan RRMS hastlar1 (n=30) ve kontrol bireylerin (n=30) siniflandirilmasi i¢in
yapilan ROC analizinin egrisi.
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Plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin ROC analizinin istatistiksel olarak
anlamli olmasi iizerine hata matrisi analizleri de gergeklestirilmistir. Bu kesme
degerine gore gergekte tedavi alan RRMS olup bu teste gore de tedavi alan RRMS olan
24 (DP), gercekte ve bu teste gore de kontrol olan 29 (DN), ger¢ekte tedavi alan RRMS
olup bu teste gore kontrol olan 6 (YP), gercekte kontrol olup bu teste gore tedavi alan
RRMS olan 1 birey oldugu goriilmiistiir. Bu siniflandirma degerlerine gore olusturulan
hata matrisi i¢in hassasiyet, 6zgiillik ve dogruluk degerleri hesaplanmistir (Cizelge
3.54). Bu analize gore hassasiyet %80.0, 6zgiillik %96.7 ve dogruluk %88.3 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 3.54: Plazma mir-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin tedavi alan
RRMS hastalar1 ve kontrol gruplari arasindaki hata matrisi analizi.

Tahmin Ger¢ek Durum
miR-195-5p fold change < Tedavi RRMS Kontrol TOTAL
0.19 oldugunda Kisi tedavi | Tedavi- 24 (DP) 1(YP) o5
alan RRMS’tir Tahmin (a) (b)
_ Kontrol- 6 (YN) 29 (DN) 35
(Tedavi Alan RRMS vs. Tahmin (c) (d)
Kontrol) TOTAL 30 30 60

Hassasiyet = [DP/ (DP + YN)]*100 = [24/(24+6)]*100 = %80.0
Ozgiilliik = [DN/ (DN + YP)]*100 = [29/(29+1)]*100 = %96.7
Dogruluk = [(DP +DN)/(DP + DN+YP+YN)] = [(24+29)/(24+29+1+6)]*100 = %88.3

mMiR-195-5p’nin naif RRMS ve tedavi alan RRMS hastalar1 arasindaki ROC

analizi

Onceki boliimlerde gergeklestirilen analizlerde, plazma miR-195-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin naif RRMS hastalarinda tedavi alan RRMS hastalarina gore
anlamli derecede daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.26). Bu sonug iizerine,
gerceklestirilen ROC analizi neticesinde miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin
naif ve tedavi alan RRMS hastalar1 gruplarinin siniflandirilmasi igin orta diizeyde bir
prediktdr oldugu gorilmistiir (AUC=0.708, P=.006, %95 CI=0.61-0.86). Bu analizde
Youden’s index kullanilarak kesme degeri 0.20 olarak belirlenmis olup 0.20’ye esit
veya 0.20’den kiiciik fold change degerine sahip olanlar tedavi alan RRMS hastasi
olarak smiflandirilmistir. Bu analiz igin hassasiyet %80.0, ozgiillik %53.3 olarak

hesaplanmistir (Cizelge 3.49) (Sekil 3.24).
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ROC Egrisi (Tedavi Alan RRMS vs. Naif RRMS)
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Sekil 3.24: Plazma mir-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi kullanilarak Grup-
2’de bulunan tedavi alan (n=30) ve naif RRMS hastalarinin (n=30)
siniflandirilmasi i¢in yapilan ROC analizinin egrisi.

Plazma miR-195-5p rélatif ekspresyon seviyesinin ROC analizinin istatistiksel olarak

anlamli olmasi tizerine hata matrisi analizleri de gergeklestirilmistir (Cizelge 3.55).

Cizelge 3.55: Plazma mir-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin naif ve tedavi
alan RRMS hastalar1 arasindaki hata matrisi analizi.

Tahmin: Ger¢ek Durum

miR-195-5p fold change Tedavi RRMS Naif TOTAL
degeri 0.20’ye esit veya ]
kiiciik oldugunda kisi | Tedavi- 24 (DP) 14 (YP) 38
tedavi alan RRMS’tir Tahmin (@) (b)

_ Naif- 6 (YN) 16 (DN) .
(Tedavi Alan RRMS vs. | Tahmin () (d)
Naif RRMS) TOTAL 30 30 60

Belirlenmis olan kesme degerine gore gercekte tedavi alan RRMS olup bu teste gore
de tedavi alan RRMS olan 24 (DP), gercekte ve bu teste gore de naif RRMS olan 16
(DN), gercekte naif RRMS olup bu teste gore tedavi alan RRMS olan 14 (YP),
gercekte tedavi alan RRMS olup bu teste gore naif RRMS olan 6 (YN) birey oldugu

goriilmiistiir. Bu simiflandirma degerlerine gore olusturulan hata matrisi igin
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hassasiyet, 6zgiilliik ve dogruluk degerleri hesaplanmistir. Bu analize gore hassasiyet

%80.0, ozgiilliik %53.3 ve dogruluk %66.7 olarak belirlenmistir.

Hassasiyet = [DP/(DP + YN)]*100 = [24/(24+6))]*100 = %80.0
Ozgiilliik = [DN/(DN + YP)]*100 = [16/(16+14)]*100 = %53.3

Dogruluk = [(DP +DN)/(DP + DN+YP+YN)] = (24+16)/ (24+16+14+6) = %66.7

3.4.9.2 Bilissel bozukluk icin gerceklestirilen ROC analizleri

Naif ve tedavi alan RRMS hastalarinda gerceklestirilen lojistik regresyon analizlerinde
biligsel bozuklukla istatistiksel olarak anlamli derecede iligkili oldugu bulunan
parametreler icin ROC analizleri gerceklestirilmis olup anlamli ¢ikan sonuglar asagida
anlatilmis ve Cizelge 3.50°de 6zetlenmistir. Bu tez kapsaminda calisilan ve 6zgiin
degeri bulunan plazma clusterin konsantrasyonu, plazma miR-21-5p ve miR-195-5p
rolatif ekspresyon seviyeleri ise istatistiksel olarak anlamli bir iliski géstermedigi i¢in
ROC analizleri gergeklestirilememistir. Naif RRMS hastalarinda gergeklestirilen
lojistik regresyon analizlerinde biligsel bozuklukla iligkili anlamli bir parametre
bulunamadigt ig¢in bu grupta herhangi bir parametre i¢in ROC analizi
gerceklestirilememistir. Tedavi alan RRMS hastalarinda gergeklestirilen lojistik
regresyon analizlerinde bilissel bozukluk ile iligkili oldugu bulunan T1 ve T2 lezyon
sayilart i¢in yapilmis olan ROC analizlerinin sonuglar1 ise Cizelge 3.50°de

sunulmustur.

Tedavi alan RRMS hastalarinda T1 lezyon sayis1 icin gerceklestirilen ROC

analizleri

Tedavi alan RRMS hastalarinda yapilan ikili lojistik regresyon analizleri neticesinde
bilissel bozukluk ile istatistiksel olarak anlamli derecede iliskili bulunmasi sebebiyle
T1 lezyon sayist icin ROC analizi gerceklestirilmistir (Cizelge 3.46). Yapilan ROC
analizine gore T1 lezyon sayisinin biligsel bozukluk i¢in orta diizeyde bir prediktor
oldugu tespit edilmistir (AUC=0.770, P=.02; %95 CI=0.60-0.94). Youden’s index
hesabina gore kesme degeri 27.0 olarak bulunmus olup 27’ye esit veya 27’den fazla
olan degerler i¢in bilissel bozukluk teshisi konulmustur. Bu kesme degerine gore

hassasiyet %70.6, 6zgiilliik %83.3 olarak bulunmustur (Cizelge 3.50) (Sekil 3.25).
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ROC Egrisi (Bilissel Bozukluk Var vs. Yok)
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Sekil 3.25: Grup-2’deki tedavi alan RRMS hastalarinda (n=30) T1 lezyon

say1s1 kullanilarak biligsel bozukluk durumunu siniflandirmak i¢in yapilan
ROC analizinin egrisi.

T1 lezyon sayisinin ROC analizinin istatistiksel olarak anlamli olmasi lizerine hata
matrisi analizleri de gergeklestirilmistir (Cizelge 3.56).

Cizelge 3.56: T1 lezyon sayisinin tedavi alan RRMS hastalarinda bilissel
bozukluk olan ve olmayanlar arasindaki hata matrisi analizi.

Tahmin Ger¢ek Durum
Bilissel o
Bilissel
803‘;'“‘( Bozukluk Yok | 'oPlam
T1 lezyon sayis1 > 27 —
oldugunda tedavi alan Bilissel 12 (DP) 2 (YP)
Bozukluk 14
RRMS hastalarinda Var-Tahmin (a) (b)
bilisgsel bozukluk T
oriiliir. bR
8 Bozukluk 2 ((Z)N) L ((dE;N) 15
Yok-Tahmin
Toplam 17 12 29

Belirlenmis olan kesme degerine gore gercekte ve bu teste gore biligsel bozuklugu olan
12 (DP), gergekte ve bu teste gore de biligsel bozuklugu olmayan 10 (DN), gercekte
bilissel bozuklugu olmayip bu teste gore biligsel bozuklugu olan 2 (YP), gercekte
biligsel bozuklugu olup bu teste gore biligsel bozuklugu olmayan 5 (YN) birey oldugu
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goriilmiistiir. Bu smiflandirma degerlerine gore olusturulan hata matrisi igin
hassasiyet, 6zgiilliik ve dogruluk degerleri hesaplanmistir. Bu analize gore hassasiyet

%70.6, ozgiilliik %83.3 ve dogruluk %75.9 olarak belirlenmistir.

Hassasiyet = [DP/(DP + YN)]*100 = [12/(12+5))] *100 = %70.6
Ozgiilliik = [DN/(DN + YP)]*100 = [10/(10+2)]*100 = %83.3
Dogruluk = [(DP +DN)/(DP + DN+YP+YN)] = [(12+10)/(12+10+2+5)] = %75.9

Tedavi alan RRMS hastalarinda T2 lezyon sayisi icin gerc¢eklestirilen ROC

analizleri

Tedavi alan RRMS hastalarinda yapilan ikili lojistik regresyon analizleri neticesinde
biligsel bozukluk ile istatistiksel olarak anlamli derecede iliskili bulunmasi sebebiyle
T2 lezyon sayisi igin ROC analizi gergeklestirilmistir. Yapilan ROC analizi sonucunda
T2 lezyon sayisinin, bilissel bozukluk igin orta diizeyde bir prediktdr oldugu
goriilmiistiir (AUC=0.775, P=.01; %95 CI=0.61-0.94). Youden’s index hesabina gore
kesme degeri 26.5 olarak belirlenmis olup 26.5’e esit veya 26.5’ten fazla olan degerler
icin biligsel bozukluk teshisi konulmustur. Bu kesme degerine gére hassasiyet %58.8,

ozgiilliikk %91.7 olarak bulunmustur (Cizelge 3.50) (Sekil 3.26).

T2 lezyon sayisinin ROC analizinin istatistiksel olarak anlamli olmasi {lizerine hata
matrisi analizleri de gergeklestirilmistir. Belirlenmis olan kesme degerine gore
gercekte ve bu teste gore bilissel bozuklugu olan 10 (DP), gercekte ve bu teste gore de
biligsel bozuklugu olmayan 11 (DN), gercekte bilissel bozuklugu olmayip bu teste gore
biligsel bozuklugu olan 1 (YP), ger¢ekte bilissel bozuklugu olup bu teste gore biligsel
bozuklugu olmayan 7 (YN) birey oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.57). Bu siiflandirma
degerlerine gore olusturulan hata matrisi i¢in hassasiyet, Ozgiillik ve dogruluk
degerleri hesaplanmigtir. Bu analize gore hassasiyet %58.8, ozgiillik %91.7 ve

dogruluk %72.4 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.26: Grup-2’deki tedavi alan RRMS hastalarinda (n=30) T2 lezyon
say1s1 kullanilarak biligsel bozukluk durumunu siniflandirmak i¢in yapilan
ROC analizinin egrisi.

Cizelge 3.57: T2 lezyon sayisinin tedavi alan RRMS hastalarinda bilissel
bozukluk olan ve olmayanlar arasindaki hata matrisi analizi.

Tahmin Ger¢ek Durum
Bilissel Bilissel
Bozukluk Var | Bozukluk Yok Toplam
Bilissel
T2 lezyon sayis1 > 26.5 Bozuskluk 10 (DP) 1(YP) 11
oldugunda tedavi alan | \/5 Tahmin (a) (b)
RRMS hastalarinda Biligsel
biligsel bozukluk goriiliir. | goukiuk 7(YN) 11 (DN) 18
Yok-Tahmin (©) (d)
Toplam 17 12 29

Hassasiyet = [DP/(DP + YN)]*100 = [10/(10+7))]*100 = %58.8
Ozgiilliik = [DN/(DN + YP)]*100 = [11/ (11+1)]*100 = %91.7

Dogruluk = [(DP +DN)/(DP + DN+YP+YN)] = [(10+11)/(10+11+1+7)] = %72.4
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4. TARTISMA

MS, geng yetiskinlerde travma harici engelliligin en yaygin sebebi olan otoimmiin,
noroenflamatuvar ve norodejeneratif bir MSS hastaligidir (Filippi vd., 2018). Hastanin
yasam siiresini ve kalitesini olumsuz olarak etkileyen MS’in ortaya ¢ikmasina genetik
ve g¢evresel birgok faktdr neden olmaktadir. Ikiz kardeslerde ve ailelerde yapilan
caligmalarla genetik faktorlerin de 6nemli seviyede etkili oldugu belirlenen MS’in risk
faktorlerinin kesfine olan ihtiya¢ gilinimiizde de devam etmektedir (Dobson &
Giovannoni, 2019). Fiziksel engelliligin yani sira biligsel olarak da kisileri etkilemekte
ve bu biligsel bozukluklar hastaligin ilerlemesiyle veya tedavinin yanitsizligiyla da
iliskili olabilmektedir (Benedict vd., 2017; Comabella & Khoury, 2012; Reich vd.,
2018). Erken tani, diizenli takip ve semptomlarin yonetilmesi ile hastalarin yasam
kalitesi arttirilmaya c¢alisilsa da bu ancak teshis ve hastaligin seyri i¢cin uygun

biyobelirteglerle miimkiin gériinmektedir (Zailaie vd., 2022).

Hiicresel yasam ve 6liim yolaklarinda rol oynayan clusterin, basta beyin olmak {izere
tiim dokularda ifade edilen multifonksiyonel bir glikoproteindir (Charnay vd., 2012;
Jones & Jomary, 2002). Oksidatif stres, 1s1 soku gibi hiicresel stres durumlarinda ifade
seviyesi artan CLU geninde birgok SNP mevcuttur (Jones & Jomary, 2002; Woody &
Zhao, 2016). Bu SNP’ler basta Alzheimer olmak iizere T2D, HBB, XFS ve XFG
hastaliklariyla iliskili bulunmuslardir (Bettens vd., 2012; Daimon vd., 2011; Lambert
vd., 2009; Tan vd., 2016). Tim dokularda oldugu gibi dolasimda da bulunan
clusterinin plazma ve serumdaki seviyeleri, Alzheimer, T2D ve HBB ile
iliskilendirilmistir (Aghajanpour-Mir vd., 2019; Daimon vd., 2011; Shi vd., 2019).
Buna ilave olarak, plazma clusterin seviyesinin, Alzheimer ve KOAH hastalarinin
biligsel performanslari ile iliskili olduguna dair bulgular da literatiirde mevcuttur (Li

vd., 2013; Thambisetty vd., 2010, 2012).

Gen ifadesinin diizenlenmesinde rol alan yaklasik 22-24 niikleotit uzunlugundaki
kodlama yapmayan RNA’lar olan miRNA’lar, hedef mRNA'da bulunan spesifik

tamamlayict diziyi (¢ekirdek dizi) taniyip baglanmak suretiyle gen ekspresyonunu
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post-transkripsiyonel olarak etkilemektedir. Bu etkileme mekanizmasi, hedef
mRNA'nin yikimi, translasyon baglangicinin veya translasyonun uzama agamasinin
baskilanmasi gibi ¢esitli mekanizmalarla meydana gelmektedir (Lee vd. 2016; Undi
vd., 2013). Bu yiizden, miRNA’lar bir¢ok hastaligin teshisi ve seyri ile iliskilendirilmis

olup biyobelirte¢ kesif ¢calismalarinda gozde bir konumda bulunmaktadirlar.

Bu tez calismasi kapsaminda MS hastaligi riski ile CLU SNP’lerinin iligkileri
incelenmis ve plazma clusterin konsantrasyonu ile plazma miR-21-5p ve miR-195-5p
rolatif ekspresyon seviyesinin hem hastalik riski hem de bilissel bozukluk ile iligkileri
belirlenmistir. Yetiskin RRMS hastalarinda ilk defa belirlenmis olan plazma clusterin
konsantrasyonu CLU SNP genotiplerine gore de analiz edilmis olup, ayrica enjektabl
tedavi alan ve naif RRMS hastalarindaki seviyeleri de karsilastirilmistir. Plazma
clusterin konsantrasyonunun kapsamli bir sekilde MS hastaligiyla iliskisini inceleyen
bu caligmada ayrica CLU ekspresyon seviyesine etki ettigi bilinen hsa-miR-21-5p ve
hsa-miR-195-5p miRNA’larmin dolasimdaki seviyesi ile clusterinin plazmadaki
seviyesi arasindaki iligki de belirlenmistir. Ayrica, bu miRNA’larin MS riski, tedavi
durumu ve bilissel performansla iligkisi de ortaya konularak clusterinin, CLU genetik
polimorfizmlerinin ve CLU ifade seviyesine etki eden miRNA’larin MS ig¢in bir

biyobelirteg¢ aday1 olarak faydasi degerlendirilmistir.

4.1 Calsma Gruplarinin Demografik ve Klinik Profili

Bu tez calismasi kapsaminda, onceki boliimlerde de bahsedildigi iizere Grup-1 ve
Grup-2 olmak {iizere iki farkli calisma grubu bulunmaktadir (Sekil 3.1). Bu yiizden,

calisma gruplarinin demografik bilgileri ayr1 ayri ele alinacaktir.
4.1.1 Grup-1’in demografik ve klinik profili

4.1.1.1 Grup-1’in demografik profili

Grup-1, 310 RRMS hastas1 ve 310 kontrol bireyden olugsmaktadir ve bu katilimcilarin
tam kanlarindan izole edilen DNA’lar1 ile CLU genetik polimorfizm ¢aligmalari
gergeklestirilmistir. Bunun yani sira, 310 RRMS hastasinin klinik bilgileri ile bu tez

kapsaminda c¢alisilan CLU SNP’leri arasindaki iliskiler de ayrica incelenmistir.
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Hastaligin en yaygin alt klinik tipi olan RRMS, geng yaslarda (20-40) ortaya ¢ikmakta
olup, hastalarin ¢ogunda ilerleyen donemlerde hastaligin progresif bir formu olan
SPMS’e evrilmektedir. Ataklarla seyreden ve tam veya tama yakin diizelmelerin
goriildiigli bu siire¢ SPMS’e evrilmeden once ortalama 20 yillik bir siire boyunca
devam etmektedir (Vukusic, 2017). Grup-1’deki RRMS hastalar1 incelendiginde
ortalama yaglarinin 34.9 = 9.6 oldugu goriilmekte olup kontrol grubu ile arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir. Bu sayede, yasa bagl olarak

gruplar arasinda olusacak karistirict diger etmenlerin etkileri azaltilmistir.

MS hastalig1, kadinlarda erkeklere nazaran daha sik goriilmektedir. Farkli toplumlarda
veya caligmalarda degisiklik gosteren bu oran MS’in klinik tipleri arasinda da
degisiklik gosterebilmektedir. Progresif formlarda kadin/erkek oraninin yaklasik 1
oldugu goriilse de RRMS formunda bu oran degisiklik gdstermekte olup kadin
hastalarin oranlar1 erkeklere nazaran yiiksektir (Voskuhl vd., 2020). Son yayimlanan
MS atlasinda tim diinyada kadin/erkek oraninin 2.23 oldugu goriilirken bu oran
tilkemizde 2.03 olarak tespit edilmistir (MSIF, 2020). Ulkemizde farkli bdlgelerde

yapilan ¢alismalarda MS hastalarinin kadin/erkek oranlar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1: Ulkemizde farkli bolgelerdeki ve iilke ¢apindaki MS hastalarimin

kadin/erkek oranlari.

Kadin/Erkek Oram Bolge Referans
1.30 Gazipasa (Antalya) .
166 ordu Turk-Bori vd., 2018
2.33 Maltepe (Istanbul) | Tiirk-Bérii vd., 2006
2.55 Edirne Celik vd., 2011
2.50 Sakarya-Kocaeli Boliik vd., 2021
2.03 Ulke capinda MSIF, 2020

Bu calismalarda kadin/erkek oranmi en diisiik Antalya yoresinde gézlenmis olup en
yiiksek oran Sakarya-Kocaeli yoresinde gozlenmistir. Bu ¢alismada Grup-1’de RRMS
hastalariin kadin/erkek oran1 1.72 olup kontrol grubu ile cinsiyet dagilimi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir. Bu sayede, cinsiyete bagli olarak
gruplar arasinda olusacak karistirict diger etmenlerin etkileri azaltilmistir. Ayrica,
calisma grubumuzdaki RRMS hastalarinin kadin/erkek oraninin Ordu ilindeki MS
hastalariin kadin/erkek oranina gorece yakin oldugu dikkat ¢cekmektedir.
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4.1.1.2 Grup-1’deki RRMS hastalarimin klinik profili

Grup-1’deki RRMS hastalarinin klinik bilgileri Cizelge 3.3 te sunulmus olup erkek ve
kadin RRMS hastalarinin klinik bilgileri CLU SNP’lerinin genotiplerine gore de ayrica

karsilastirilmistir.

Grup-1’deki RRMS hastalarinin EDSS skorlar1 ele alindiginda kadinlarda, erkeklere
nazaran istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik EDSS skorlari oldugu
goriilmiistiir. Erkeklerde, kadinlara gore daha agir gegen RRMS fazinda cinsiyetler
arasindaki bu farkliliga diger ¢calismalarda da rastlanmaktadir (Magyari & Koch, 2022;
Ribbons vd., 2015).

EDSS skorlari, engelliligin ciddiyetine gore derecelendirilmektedir. EDSS skorlarinin
lic veya tligten kiiciik olmast durumunda engellilik hafif diizeyde kalirken 3-5
arasindaki EDSS skorlar1 orta diizey engellilik sinifina girmektedir. Bes ve besten
biiyitk EDSS skorlari ise agir diizey EDSS olarak siiflandirilmaktadir (Piri-Cinar &
Giliven-Yorgun, 2018). Bu siniflandirmalar da g6z oOniinde bulunduruldugunda
erkeklerde, kadinlara gore orta ila yiiksek diizey EDSS (EDSS>3) goriilme sikliginin
daha fazla oldugu gériilmiistiir. Bu durum, erkek RRMS hastalarinin EDSS skorlarinin

daha yiiksek olmasi sonucu ile de tutarlilik gostermektedir (Cizelge 3.3).

MS hastalarinda hastalik siiresi ve yagslar1 ile EDSS skoru arasinda dogal bir pozitif
korelasyon bulunmaktadir. Hastaligin ilerlemesi ile kaginilmaz olarak artan EDSS
skorlari, farkli ¢alismalarda calisma grubunun yas ortalamasimna gore farklilik
gosterebilmektedir (Grigorova vd., 2021; Morsaljahan vd., 2017). Bulgar
popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada ortalama yasi 40.5 + 9.0 olan RRMS
hastalarinin EDSS skorlar1 2.03 + 0.90’ken Iran popiilasyonunda ortalama yas1 32.3 +
7.6 olan RRMS hastalarinin 1.49 + 0.90 ortalama EDSS skoruna sahip oldugu
goriilmektedir (Grigorova vd., 2021; Morsaljahan vd., 2017). Mevcut ¢alisma
grubumuzun yas ortalamasi géz o6niinde bulunduruldugunda (34.9 +£9.6) 1.5+ 1.1 olan

EDSS skor ortalamasinin literatiirle uyum gosterdigi goriilmektedir (Cizelge 3.3).

RRMS hastalarinda hastaligin progresyon hizim1 belirlemek icin global MSSS
degerleri, hastalik siiresi ve EDSS skorlar1 kullanilarak hesaplanmistir (Roxburgh vd.,
2013). Cinsiyet faktorii géz oOniinde bulunduruldugunda erkek MS hastalarinda
kadinlara gore hastaligin seyrinin daha agir oldugu bilinmektedir (Ribbons vd., 2015).
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Yapilan ¢aligmalarda EDSS skorunun yillik artig hizinin, engelliligin kiimiilatif olarak
birikiminin ve SPMS fazina geg¢is hizinin erkeklerde kadinlara gore daha fazla oldugu
goriilmiis olup bu durum hastaligin progresyon hizinin erkeklerde daha yiiksek
olmasina yol agmaktadir (Coyle, 2021; Ribbons vd., 2015). Mevcut ¢alisma grubunda
ise RRMS hastalarinda erkeklerde ve kadinlarda MSSS bakimindan farklilik
izlenmemistir. Benzer sekilde, RRMS hastalar yiiksek (MSSS>5) ve diisiik (MSSS<5)
progresyon hizina sahip olanlar olarak siniflandirildiklarinda da erkek ve kadin RRMS
hastalar1 arasinda anlamli bir fark gorilmemistir. Grup-1’deki RRMS hastalarinin
tamaminin MSSS degerleri degerlendirildiginde ise agirlikli olarak diisiik progresyon
hizina sahip hastalarin ¢aligma grubunda oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.3). EDSS
skoru ve hastalik siiresiyle belirlenen MSSS degerinin, demografik ve klinik 6zellikleri
benzer olan ¢alisma gruplarinda birbirlerine yakin degerlerde olmasi beklenmektedir.
Markianos ve arkadaslarinin ¢alismasinda hastalik siiresinin 6.0 £ 5.7 yil, EDSS
skorunun 1.5 + 1.2 oldugu g¢alisma grubunun MSSS degeri 2.30 = 2.02 olarak
belirlenmis olup Grup-1’deki RRMS hastalarinin (hastalik siiresi 5.2 = 5.1 yil, EDSS
skoru 1.5 £ 1.1) MSSS degerleri (2.66 + 1.89) ile benzerlik gostermektedir (Cizelge
3.3) (Markianos vd., 2009). Bununla birlikte, Italyan (hastalik siiresi: 11.6 + 9.8 yil,
EDSS: 3.0+2.2, MSSS: 3.8 £2.7), Slovak (hastalik siiresi: 11.5 + 5.8 yil, EDSS: 3.49
+ 1.52, MSSS: 4.31 + 2.09), Iran (hastalik siiresi: 6.7 + 5.37 y1l, EDSS: 2.8 + 2.09,
MSSS: 4.8 + 2.90) popiilasyonlarinda yapilan ¢aligmalarda MS hastalarinin hastalik
siiresi veya EDSS skorlarinin daha yiiksek olmasi nedeniyle MS hastalarinin daha
yiiksek MSSS degerlerine sahip oldugu gériilmiistiir (Javor vd., 2018; Scazzone vd.,
2014.; Torbati vd., 2015).

MS, KBB’nin enflamatuvar sitokin ve kemokinler aracilig1 ile yapisinin bozulmasiyla
karakterizedir (Lorincz vd., 2022). KBB’nin yapisinin bozulmasiyla normal sartlar
altinda MSS’ye giris yapmayan LDL-kolesterol KBB’yi asip okside olarak
proenflamatuvar sitokinlerin salinimini arttirmakta ve bu durum néroenflamatuvar
hasar1 arttirmaktadir. Bu yiizden, LDL-kolesterol, yiiksek hastalik aktivitesi ve yiiksek
EDSS skorlart ile iliskilendirilmektedir (Boshra vd., 2022; Lorincz vd., 2022). Grup-
1’deki RRMS hastalari cinsiyetlerine gore gruplandirildiklarinda, gorece daha yiiksek
EDSS skorlar1 bulunan erkek hastalardaki yiiksek serum LDL-kolesterol seviyesi bu
durumu agiklar niteliktedir. Benzer sekilde, EDSS skoru ve MSSS ile pozitif korele
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oldugu ortaya konan VLDL-kolesteroliin erkeklerde daha yiiksek bulunmasi da bu
sonuglarla uyum gostermektedir (Boshra vd., 2022; Lorincz vd., 2022). Antioksidan
enzimlerin periferik dolasima salinmasini arttiran ve adezyon molekiillerinin
salmimini azaltarak antienflamatuvar etki gosteren HDL-kolesteroliin yiiksekligi ise
daha diisiik EDSS skorlar1 ve hastalik aktivitesi ile iliskilendirilmektedir (Lorincz vd.,
2022; Weinstock-Guttman vd., 2011). Bu galismada Grup-1’deki kadin RRMS
hastalarinda HDL-kolesterol seviyesi bu durumu destekler nitelikte olup istatistiksel
olarak anlamli seviyede daha diisiiktiir. EDSS skorlar1 ve MSSS degerleri ile pozitif
korele oldugu gosterilen trigliseritin, Grup-1°de erkeklerde daha yiiksek ¢cikmasi da bu
caligmada elde ettigimiz sonucu destekler niteliktedir (Weinstock-Guttman vd., 2011)
(Cizelge 3.3).

MS’in en bilinen ¢evresel risk faktorlerinden olan D vitamini, MS hastalarinda
genellikle kontrollere gore daha diisiik bulunup hastalik riskiyle iliskilendirilirken
hastalik seyrine de etki etmektedir (Dobson & Giovannoni, 2019; Filippi vd., 2018).
D vitamini regiilator T hiicreleri olan Treg’lerin IL-10 sitokin seviyelerini arttirirken,
proenflamatuvar Th17 lenfositlerinin ve IL-17'nin seviyelerini azaltarak immiin sistem
tizerinde diizenleyici bir rol almaktadir. Grup-1’deki RRMS hastalarinin serum 25-
(OH) D3 seviyeleri genel olarak ele alindiginda ise kadin ve erkek RRMS hastalari
arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (Cizelge 3.3). Tiirkiye Endokrinoloji ve
Metabolizma Dernegi’ne gore 20 ng/mL’den (49.9 nmol/L) disiik 25-(OH) D3
seviyesi D vitamini yetersizligi olarak tanimlanmaktadir (URL-12). Grup-1’deki
RRMS hastalarinin ortalama serum 25-(OH) D3 seviyeleri yeterlilik diizeylerine gore
degerlendirildiginde ise D vitamininin bu grupta yetersiz seviyede oldugu
gozlemlenmektedir (kadin RRMS: 26.6 + 20.6 nmol/L; erkek RRMS: 30.0 + 22.1
nmol/L; Grup-1 RRMS: 27.8 + 21.2 nmol/L) (Cizelge 3.3). Kadin (21.4 + 13.7
nmol/L) ve erkek (24.6 + 10.9 nmol/L) MS hastalarinda serum 25-(OH) D3
seviyelerinin ayr1 ayri belirlendigi bir ¢caligmada cinsiyetler arasinda serum 25-(OH)
D3 seviyesi bakimindan bir fark olmasa da MS hastalarinin serum 25-(OH) D3
seviyelerinin kontrol bireylerin serum 25-(OH) D3 seviyelerinden daha diisiik oldugu
goriilmiistiir (Akbay-Delikanh vd., 2022).

MS icin basta gelen cevresel risk faktorlerinden bir digeri olan sigara ise hastaligin

ortaya cikma riskiyle iliskilendirilmekle birlikte progresyonunu da kot yonde
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etkilemektedir. Sigara icenlerde, i¢meyenlere nazaran daha yiiksek seviyede
proenflamatuvar sitokinlerin bulunmasi, igeriginde bulunan nitrik oksit nedeniyle
KBB’nin yapisinin bozulmasin1 kolaylastirmasi ve igilmesi sirasinda ortaya c¢ikan
karbon monoksitin doku oksijen yogunlugunu diisiirerek demiyelinizasyonu arttirmasi
gibi birgok farkli yol ile hastaligin seyrini kotiilestirmektedir (Nishanth vd., 2020).
Ingiltere’de yapilan genis kapsamli bir ¢alismada sigara igen MS hastalarmin, daha
once hig¢ sigara igmeyenlere nazaran daha yiiksek EDSS skorlar1 ve MSSS degerlerine
sahip olduklar1 tespit edilmistir (Manouchehrinia vd., 2013). Grup-1’deki RRMS
hastalarinda sigara igme orani %31.6 olarak goriiliirken erkek RRMS hastalarinda bu
oran %57.4 olup kadin RRMS hastalarindaki sigara igme oranina (%16.4) gore anlamli
derecede yiiksektir (Cizelge 3.3). Bu bilgiler g6z oniine alindiginda Grup-1’de erkek
RRMS hastalarinin daha ytiksek EDSS skorlarina sahip olmalar: bu risk faktorii ile de

agiklanabilir.
4.1.2 Grup-2’nin demografik ve klinik profili

4.1.2.1 Grup-2’nin demografik profili

30 naif RRMS hastasi, 30 tedavi alan RRMS hastas1 ve 30 kontrol bireyden olusan
Grup-2’nin katilimcilarina biligsel test uygulanmig ve tam kanlarindan elde edilen
plazmalarindaki clusterin proteini konsantrasyonu ve miRNA rolatif ekspresyon
seviyeleri belirlenmistir. Bunun yani sira, elde edilen bu veriler ile diger klinik

parametreler arasindaki iliskiler de incelenmistir.

Heniiz tedavi almamis kesin RRMS tanili hastalardan olusan naif RRMS hastalari
grubunun yas ortalamalar1 dogal olarak tedavi alan RRMS hastalarindan daha kiigiik
olmakla birlikte kontrol grubuyla aralarinda yas bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamaktadir (Cizelge 3.3). Naif RRMS hastalarmin yas
ortalamasi 29.9 = 8.9 olup MS Atlasi’nin giincel versiyonunda iilkemizdeki MS
baslangi¢ yasi ortalamasi (29 yas) ile benzer oldugu goriilmektedir (MSIF, 2020).
Tedavi alan RRMS hastalarinin yas ortalamasiin ise (34.6 + 10.1) Grup-1’deki
RRMS hastalarinin yas ortalamasi ile benzer oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.1 &
Cizelge 3.2).
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Naif RRMS ve kontrol gruplarindaki cinsiyet dagilimlari incelendiginde kadin/erkek
oraninin 1.73 oldugu goriilmektedir. Bu oran, Grup-1’deki RRMS hastalarinin
kadin/erkek orani (1.72) ile olduk¢a benzerlik gostermektedir (Cizelge 3.1 & Cizelge
3.2). Buna karsin, enjektabl immiinomodiilatér tedavi alan RRMS hastalarindan
olusan grupta bu oranin 4.00 oldugu goériilmektedir. Bu durumun, enjektabl
tedavilerden GA’nin kadinlarda kullaniminin daha yaygin olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte bu {i¢ grup arasinda da cinsiyet dagilimi

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (Cizelge 3.2).

Grup-2’de bulunan naif RRMS hastalari, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol
bireyler arasinda egitim siiresi bakimindan anlamli bir farklilik bulunmakta olup en az
egitim siiresinin tedavi alan RRMS hastalarinda oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.2).
Ulkemizde yapilan galigmalar incelendiginde RRMS hastalarinin egitim  siiresi
Yigit’in calismasinda 12.0 + 12.5 y1l, Kasimay’1n ¢alismasinda ise 10.7 + 4.4 y1l olarak
belirlenmis ve bu ¢alismadaki tedavi alan ve naif RRMS hastalarin egitim siireleri ile
benzer oldugu goriilmistir (Kasimay, 2017; Yigit, 2018). Bununla birlikte, bu tez
calismasinda Grup-2°deki kontrol grubunun egitim siiresi bahsi gecen diger
calismalara nazaran yiiksektir. Universite mezunlarinin oraninin geng niifusta daha
yuksek seviyede olmasinin ve kontrol grubuna goniilliilerin dahil edilirken kisith bir
cevreden katillm saglanmasinin  bu durumun olugmasinda etkili oldugu
diistiniilmektedir (URL-13). Gruplar arasinda istthdam orani1 bakimindan ise anlaml

bir fark olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 3.2).

4.1.2.2 Grup-2’nin klinik profili

Grup-2’de bulunan naif RRMS hastalari, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrollerin
serum lipit parametreleri, serum 25-(OH) D3 seviyeleri; naif ve tedavi alan RRMS
hastalarinin ise vitamin Bi> seviyeleri, hastalik siireleri, EDSS skorlari, MSSS
degerleri ve MRG parametreleri gruplar arasinda karsilagtirilmistir. 30 naif, 30 tedavi
alan RRMS hastas1 ve 30 kontrol birey arasinda serum lipit paneli ve 25-(OH) D3
parametreleri yoniinden anlamli bir fark bulunmamistir. Her ne kadar boylamsal
caligmalarda serum lipit profilindeki degisimlerin MS hastaliginin progresyonuyla
iliskili oldugu goriilse de kolesterol ve trigliserit seviyeleri MS i¢in dogrudan risk

faktorii olmadiklar1 i¢in kontrol grubu ve MS grubu arasinda serum lipit profili

202



bakimindan herhangi bir fark goriilmeyebilir (Akbay-Delikanli vd., 2019; Durfinova
vd., 2015; Jakimovski vd., 2020; Sezer vd., 2022; Tettey vd., 2014; Uher vd., 2017).
S6zgelimi, Uher ve ekibinin ¢alismasinda HDL-kolesterol seviyesi daha ¢ok azalan
MS hastalarinin 4 y1l sonunda daha fazla gri ve beyaz madde atrofisi sorunu yasadigi
tespit edilirken, Tettey ve ekibinin c¢aligmasinda HDL-kolesterol disindaki
kolesterollerin artmasinin hastali§in seyrini olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir
(Tettey vd., 2014; Uher vd., 2017). Bununla birlikte, iilkemizde MS hastalarinin lipit
profilinin kontrol grubuyla Kkarsilastirildigni ¢alismalar incelendiginde ise bu
calismalarda da MS ve kontrol grubunun trigliserit, total kolesterol, LDL-kolesterol ve
HDL-kolesterol seviyeleri arasinda anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir (Akbay-

Delikanli vd., 2019; Sezer vd., 2022).

Yetersizliginin MS i¢in bir risk faktorii oldugu bilinen serum D vitamini seviyesinin
bu calismadaki naif RRMS hastalar1 (33.40 = 15.22 nmol/L), tedavi alan RRMS
hastalar1 (32.76 + 14.47 nmol/L) ve kontroller (45.67 £+ 32.99 nmol/L) arasinda farkli
olmadig1 gorlilmektedir. Buna ragmen, 25-OH Ds icin Onerilen referans aralik
degerleri g6z oniinde bulunduruldugunda her ii¢ grupta da serum D vitamini
konsantrasyonunun ortalamasinin yetersiz seviyede oldugu goriilmektedir (Cizelge
3.25). Ulke capinda serum 25-(OH) D3 seviyesinin belirlenmesi igin yapilan bir
caligmada serum 25-(OH) Dz seviyesinin 41.5 = 31.9 nmol/L ile diisiik seviyelerde
oldugu gozlemlenirken katilimecilarin yalnizca %8.7’sinin yeterli diizeyde (>75.0
nmol/L) serum 25-(OH) D3 seviyesine sahip oldugu goriilmiistiir (Senyigit vd., 2018).
Ogiis ve arkadaslarmin calismasinda ise katilimcilarin yalmzca %25’inin yeterli
diizeyde serum 25-(OH) D3 seviyelerine sahip oldugu gériilmiistiir (Ogiis vd., 2015).
Bu acidan degerlendirildiginde iilkemizde bir¢ok kisinin MS dahil olmak {izere 25-
(OH) D3 yetersizligine bagl hastaliklarin riski altinda oldugu sdylenebilir. Genel
olarak c¢alisma grubunun serum 25-(OH) D3z seviyeleri diger c¢alismalarla
karsilastirildiginda ise Sezer ve arkadaslarinin galismasindaki MS (53.72 + 37.72
nmol/L) ve kontrol (63.64 + 29.89 nmol/L) bireylerin serum 25-(OH) D3 seviyelerine
gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Sezer vd., 2022). Ulkemizde yapilan bir diger
calismada ise MS hastalarinda 22.2 + 10.1 nmol/L, kontrol bireylerde 47.2 + 27.6
nmol/L olarak belirlenmis olan serum 25-(OH) D3 seviyeleri bu tez galismasindaki MS

ve kontrol gruplarinda ulasilan sonuglara benzerlik géstermektedir (naif RRMS: 33.40
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+ 15.22 nmol/L; tedavi alan RRMS: 32.76 + 14.47 nmol/L; kontrol: 45.67 + 32.99
nmol/L) (Akbay-Delikanli vd., 2020). Buna karsin, bahsi gegen iki ¢alismada MS
hastalarinda serum 25-(OH) D3 seviyelerinin kontrollerden anlamli derecede daha

diisiik oldugu tespit edilirken bu tez calismasinda gruplar arasinda anlamli bir fark

olmadig1 goriilmiistiir (Akbay-Delikanli vd., 2020; Sezer vd., 2022).

MS igin bir risk faktorii olusturdugu bilinen (Michel, 2018) sigara kullaniminin kontrol
bireylerde daha yaygin oldugu gorilmektedir. Yalnizca hasta gruplarindaki
parametreler karsilastirildiginda da naif ve tedavi alan RRMS hastalarinin EDSS
skorlar1 ve MSSS degerleri arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriilmistiir (Cizelge
3.25). Gruplar arasinda MRG parametreleri karsilastirildiginda ise hem T1 hem de T2
lezyon sayilarinin tedavi alan RRMS hastalarinda daha fazla oldugu goriilmektedir.
Tedavi alan RRMS hastalarinda, tedaviye basladiktan sonraki iki y1l i¢inde T2 lezyon
yiikiinde azalmalar olsa da hastaligin ilerleyen donemlerinde T1 ve T2 lezyon yiikiinde
artig gorilebilmektedir (Paolillo vd., 2002). Boylamsal olarak yapilan farkli
calismalarda goriilen bu durum tedavi etkinliginden bagimsiz olup dogasi geregi
ilerleyici bir hastalik olan MS’te karsilasilan bir durumdur (Coles vd., 2006; Fiorini
vd., 2013; Giorgio vd., 2014; Mostert vd., 2010). Bu durumun hizini belirlemek igin
yapilan boylamsal bir ¢calismada 10 y1l sonunda T1 lezyon sayisinin yillik artisinin
ortalama 0.9 + 0.7, T2 lezyon sayisininkinin ise ortalama 1.5 + 1.0 oldugu tespit
edilmistir (Giorgio vd., 2014). Kontrast tutan lezyonlar, MSS’de aktif enflamatuvar
demiyelinizasyonun gostergesi olduklar1 i¢in RRMS hastalarinda yaygin olarak
goriilmektedir (Tim vd., 2019). Bu tez ¢alismasinda Grup-2’deki RRMS hastalarinda
kontrast tutan lezyon varligiin naif RRMS hastalarinda (%70.0) tedavi alan RRMS
hastalarindan (%23.7) daha fazla oldugu goriilmiistiir (P<.001). Bu durumun heniiz
tedavi almamis olan naif RRMS hastalarinda, hastaligin daha aktif olmasindan
kaynaklandig1 diisiintilmektedir. Yeni teshis alan RRMS hastalariyla yapilan bir
calismada naif RRMS hastalarinin %50°sinde kontrast tutan lezyon bulundugu
belirtilirken bir baska ¢alismada ise tedavi alan RRMS hastalarinin %31.8’inde
kontrast tutan lezyon varlig1 tespit edilmistir (Ashida vd., 2020; Graziano vd., 2015).
Bu sonuglar, naif RRMS hastalarinda tedavi alan RRMS hastalarina gére daha fazla

kontrast tutan lezyon varlig1 olabilecegine 6rnek teskil etmektedir.
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4.2 CLU SNP Genotipleri ile RRMS Arasindaki iliskiler

MS, genetik ve ¢evresel birgok faktoriin etkisiyle ortaya ¢ikan kompleks bir hastaliktir
(Filippi vd., 2018). Bu yiizden, MS’in etiyolojisini ve prognozunu daha iyi anlamak
icin genetik risk faktorlerin belirlenmesi ve c¢evresel faktorlerin genetik risk
faktorleriyle etkilesimlerinin incelenmesi gerekmektedir. MS ile genetik olarak en cok
iliskilendirilen bolge olan HLA lokusu 6. kromozomda bulunmakta olup HLA sinif |
(HLA-A, HLA-B, HLA-C) ve HLA simif II (HLA-DR, HLA-DQ, DLA-DP) olarak iki
sinifa ayrilmaktadir. HLA smif 1 varyantlarimin genellikle koruyucu oldugu
gosterilirken HLA sinif II varyantlar1 MS riski ile iliskilendirilmistir (Hollenbach &
Oksenberg, 2015). Bu varyantlardan OR degeri en yiiksek olan (=3.1) HLA-
DRB1*15:01 bakimindan homozigot olan MS hastalarinda hastaligin baslangic
yasinin yaklasik 3 yil azalmasinin yani sira hastaligin ilerleyen doneminde lezyon
yikiiniin daha fazla ve SPMS fazina gec¢isin daha erken oldugu goriilmiistiir
(Nischwitz vd., 2011). Bu varyantla baglanti dengesizliginde olan (linkage
disequilibrium, LD) HLA-DQA1*01:02 ve HLA-DQB1*06:02 varyantlar1 da MS riski
ile iliskilendirilen diger varyantlardandir (Jokubaitis & Butzkueven, 2016). Bununla
birlikte, MS ile tek iligkili bulunan genetik varyantlar HLA bdlgesindekilerle sinirh
olmay1p hastaligin patogeneziyle iliskili diger faktorlerdeki genetik varyantlar da MS
riskiyle iliskilendirilmistir (Nischwitz vd., 2011). T hiicrelerinin diizenlenmesinde
gorevli IL7RA geninin 6. ekzonundaki rs6897932 ve IL2RA genindeki rs12722489 ve
rs2104286 SNP’lerinin MS riskini arttirdigr goriilmiistiir (Hoe vd., 2011; IMSGC,
2008). MS patogenezinde aktif rol oynayan Th17 hiicrelerinin yiizeyinde ifade edilen
CD6 proteinini kodlayan CD6 genindeki rs17824933 de MS riskiyle iliskili
SNP’lerdendir. MS lezyonlarinda ifade seviyesi artan TNF-a reseptoriinii kodlayan
TNFRSF1A genindeki rs1800693 SNP’si de MS riskiyle iliskilendirilmistir (Jager vd.,
2009). Bunlara ilave olarak, MS’in genetik atlasinin ¢ikarilmasi i¢in IMSGC
tarafindan yapilan, genom capinda iligskilendirme c¢alismasinda 233 SNP MS ile
iliskilendirilmistir. Bu SNP’lerden 32 tanesi HLA lokusunda bulunurken bir tanesi X
kromozomunda bulunmaktadir. Bunlar haricindeki 200 SNP’nin otozomal
kromozomlarda bulunmasi, HLA lokusu disindaki bolgelerde bulunan SNP’lerin de

g6z ard1 edilmemesi gerektigini gostermektedir (MSGC, 2019).
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421 CLUrs1113600C/T

CLU geninin 3. intronunda 8:27607002 pozisyonunda bulunan bu SNP’nin T min6r
alelinin gMAF’1 0.392 olmakla birlikte diinya ¢apinda bolgelere gore farkliliklar
gozlemlenmektedir (URL-5). Avrupali popiilasyonlardaki MAF 0.395 ile global
Olcege en yakin olarak goriinmekteyken Afroamerikalilarda (0.555) ve Afrikalilarda
(0.556) daha yiiksek degerlere rastlamak miimkiindiir. Latin Amerikalilarda minor
alelin goriilme sikliginin Avrupa-Yerli Amerika kokenlilerde (0.338) Afrokarayip
kokenlilere (0.399) gore daha diisiik olmasi da yine bu dogrultuda bir sonugtur. Yakin
ve uzak doguda ise mindr alelin goriilme siklig1 diger bolgelere gore diisiis
gostermektedir. Giiney Asya’da 0.312 olan MAF, Uzak Dogu’da 0.214’¢ kadar
diismektedir (URL-5). Bu SNP i¢in farkli hastalik ve popiilasyonlardan elde edilen
MAF degerleri Cizelge 4.2’de sunulmustur.

Clusterin birgok patolojik ekstraseliiler birikintide oldugu gibi amiloid plaklarda da
cokca ifade edilmektedir. MSS’nin ndrodejeneratif bir hastaligi olan Alzheimer i¢in
en onemli genetik risk faktorlerinden olan ApoE ile ayni aileden olan clusterinin
(ApoJ) hem dolasimdaki seviyesi hem de SNP’leri Alzheimer hastaligiyla iliskilidir
(Woody & Zhao, 2016). Yapilan meta-analiz caligmalarinda rs1113600 SNP’sinin
hem beyaz irkta hem de Asya popiilasyonlarinda minér alel olan T alelinin Alzheimer
icin koruyucu faktor oldugu bildirilmistir (Liu vd., 2014). Asya popiilasyonunda ve
beyaz irkta rs11136000 SNP’sinin Alzheimer ile iliskisinin arastirildigi bir ¢alismada
resesif modelde T alelinin her iki popiilasyonda da Alzheimer hastalig i¢in koruyucu

faktor oldugu bulunmustur (Zhu vd., 2018).

MSS’nin bir diger ndrodejeneratif hastalig1 olan Parkinson hastalig1 lizerine yapilan
bir calismada, Sampadero ve arkadaglarinin rs1113600 CC genotipli yeni teshis almig
naif Parkinson hastalarmin daha diisiik biligsel skorlar aldigi, kortikal kalinliklarinin
daha az oldugu ve 5 y1l sonundaki kortikal incelmesinin daha hizli oldugu goériilmiistiir
(Sampedro vd., 2020). Etiyolojisinde oksidatif stresin 6nemli rol oynadigi eksfoliyatif
glokom (XFG) hastalar ile Tiirk popiilasyonunda yapilan bir ¢caligmada ise gozyasi
total protein konsantrasyonu, gozyasi clusterin konsantrasyonu, gdézyasi clusterin
konsantrasyonun gdzyasi total protein konsantrasyonuna orani, cinsiyet, diger
hastaliklarin varlig1 (hipertansiyon, inme, diyabet, kalp hastalig1) ve sigara kullanma

durumu ile birlikte ikili lojistik regresyon analizi gergeklestirildiginde rs11136000 C/T
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igin resesif modelde TT genotipinin CT ve CC genotipine kiyasla yaklasik 3 kat
koruyucu oldugu goriilmiistiir (Demirkaya-Budak, 2018). Patofizyolojisi bakimindan
MS ile benzerlik gdsteren bu hastaliklarda alinan sonuglar, daha 6nce MS ile iligkisi
calistimamis olan rs11136000 C/T SNP’sinin MS’te de rolii olabilecegini
distindlirmiistiir.

Cizelge 4.2: Farkli hastaliklarda yapilan caligsmalarda rs11136000 C/T
SNP’sinin T alel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplarinda dagilima.

. T Alel Frekansi
Hastallkk | Popiilasyon Hasta | Kontrol P Referans
RRMS Turk 0.353 0.377 .60 Bu Calisma
KAH Turk 0.369 0.344 A4 Ozyunuk vd., 2022
LOAD Turk 0.347 0.367 .59 Alaylioglu vd., 2016
Alzheimer Tirk 0.346 0.334 .66 | Guven vd., 2020
Alzheimer Turk 0.326 0.330 .35 | Senvd., 2015
PEG Turk 0.325 0.405 .09 Kiligarslan vd., 2017
XFS Turk 0.387 0.416 .39 A
XFG Tiirk 0409 | 0416 | .83 | Demirkaya-Budak, 2018
XFS Alman 0.398 | 0.340 .10 | Krumbiegel vd., 2009

Alzheimer Belgikali 0.350 | 0.370 .02
Alzheimer | Finlandiyali | 0.380 0.410 .30
Alzheimer Italyan 0.350 | 0.380 .02
Alzheimer Ispanyol 0.350 | 0.370 24

LOAD Amerikan 0.371 0.463 .01 Ferrari vd., 2012

Lambert vd., 2009

Alzheimer IKIUZZV 0451 | 0412 | .93
éj;‘e a Mullan vd., 2013
HBB NUZEY 0414 | 0412 | 96
Irlanda

Alzheimer Tayvan 0.228 - - Chang vd., 2021
Alzheimer Brezilya 0.429 0.414 .76 | Ramos vd., 2020
Alzheimer | Hong-Kong | 0.211 | 0.235 .04 | Huavd., 2020

Alzheimer Japon 0.252 | 0.280 .54 | Oharavd., 2012

Alzheimer fran 0.307 | 0.341 .10 | Aghajanpour-Mir vd., 2019
Alzheimer Hint 0.251 | 0.290 .25 | Mallapura & Narayanan, 2017
XES Amerikan | 0.370 | 0.360 71 | Fanvd. 2015

Israil 0.370 | 0.380
Alzheimer Cin-Han 0.187 | 0.186 94 | Luvd., 2014

HBB Cin-Han 0.167 | 0.219 15 | Caivd., 2016
LOAD Cin-Han 0.167 | 0.193 19 | Yuvd, 2010
Epilepsi Cin-Han 0.208 | 0.183 33 | Xianvd., 2017

Alzheimer | Giiney Cin | 0.213 | 0.240 .04 | Chenvd., 2012
LOAD: Late Onset Alzheimer Disease. HBB: Hafif biligsel bozukluk. KAH: Koroner arter hastaliklari. XFS:
Eksfoliasyon sendromu. XFG: Eksfoliyatif glokom

Bu calismada, rs11136000 C/T SNP’si i¢in minor alel olan T alel frekanst RRMS
grubunda 0.353, kontrol grubunda 0.377 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.5 ve Cizelge

4.2). Farkli popiilasyonlarda istatistiksel olarak anlamli sonuglar incelendiginde
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Alzheimer, XFG ve XFS i¢in koruyucu oldugu belirlenen T alel frekansinin bu tez
caligmasinda RRMS ve kontrol gruplari arasinda farkli olmadigi goriilmistiir (Chen
vd., 2020; Demirkaya-Budak, 2018; Ferrari vd., 2012; Lambert vd., 2009)
(Cizelge3.5). Yas ve cinsiyete gore P ve OR degerlerinde diizenleme yapilan
analizlerde de benzer sekilde gruplar arasinda anlamli bir fark izlenmemistir. Ayrica,
farkli genotip modellerine gore yapilan analizlerde de rs11136000 C/T SNP’si ile
RRMS arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir. Bu karsilastirmalarda calismada
coklu test uygulanmasindan dolay1 P anlamlilik diizeyi a<0.0125 olarak belirlenmistir

(Cizelge 3.6).

Tiirk popiilasyonunda farkli hastaliklarda yapilan ¢aligmalar incelendiginde koroner
arter hastaliklar1 bulunan ve saglikli bireylerde yapilan bir ¢aligmada hasta grubunun
T alel frekansinin 0.369, kontrol grubunun 0.344 oldugu belirlenmistir (Ozyunuk vd.,
2022). LOAD hastalari ile yapilan bir ¢alismada ise LOAD grubunda T alel frekansi
0.347, kontrol grubunda 0.367 olarak belirlenmistir (Alaylioglu vd., 2016). Tiirk
popiilasyonunda rs11136000 C/T ile Alzheimer arasindaki iliskiyi inceleyen iki
calismada ise T alel frekansinin Alzheimer hastalarinda 0.326 ve 0.346; kontrol
grubunda ise 0.334 ve 0.330 oldugu belirlenmistir (Guven vd., 2020; Sen vd., 2015).
Tirk popiilasyonunda XFS ve XFG ile rs11136000 C/T arasindaki iliskiyi inceleyen
bir calismada ise T alel frekansinin XFS grubunda 0.387, XFG grubunda 0.409 ve
kontrol grubunda 0.416 oldugu belirlenmistir (Demirkaya-Budak, 2018). Bu
calismalar g6z Oniinde bulunduruldugunda Tiirk popiilasyonunda T alel frekansinin
0.325-0.416 arasinda degistigi goriilmektedir. Bu agidan degerlendirildiginde NCBI
veri tabaninda Avrupa popiilasyonlarindaki rs11136000 C/T igin verilen MAF
degerinin (0.395) bu aralikta oldugu goriilmiis olup bu tez calismasinda rs11136000
C/T i¢in belirlenen T alel frekansinin (RRMS=0.353, Kontrol=0.377) bu sonuglarla
benzer oldugu goriilmektedir (URL-5). Yakin ve uzak dogu poptilasyonlar1 olan Cin,
Hong-Kong, Japon, Iran ve Hint popiilasyonlarinda bu frekansmn daha da azaldig
goriilmektedir (Aghajanpour-Mir vd., 2019; Cai vd., 2016; Chen vd., 2012; Fan vd.,
2015; Hua vd., 2020; Lu vd., 2014; Mallapura & Narayanan, 2017; Xian vd., 2017;
Yu vd., 2010). Bu durum, popiilasyon genetigi ¢alismalarindan elde edilen MAF
sonuglariyla uyum gostermektedir (URL-5).
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4.2.2 CLU rs3087554 T/C

CLU rs3087554 SNP’si 8. kromozomda bulunan CLU geninin 3’ UTR’sinde
8:27597925 konumundadir. Bu SNP i¢cin MAF degeri popililasyonlara gore
incelendiginde global seviyede 0.184 olan gMAF degerinin, Avrupa (0.178) ve
Afrokarayip asilli Latin Amerikalilarda (0.170) daha diisiik oldugu gézlemlenmistir.
Afrikalilarda (0.218-0.250) ve Afroamerikalilarda (0.217) nispeten yiiksek olan MAF
degerlerinin Asya popiilasyonlarinda daha yiiksek oldugu dikkat ¢gekmektedir (0.277-
0.352) (URL-7). CLU rs3087554 T/C SNP’si igin farkli hastalik ve popiilasyonlarda
elde edilen MAF degerleri Cizelge 4.3’te sunulmaktadir.

Cizelge 4.3: Farkli hastaliklarda yapilan c¢alismalarda rs3087554 T/C
SNP’sinin C alel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplarinda dagilima.

. C Alel Frekansi
Hastahk Popiilasyon Hasta | Kontrol P Referans
RRMS Turk 0.203 0.145 | .007 | Bu Calisma
XFS Turk 0.164 0.135 .24 | Demirkaya-Budak,
XFG Turk 0.178 0.135 .08 | 2018
Alzheimer Beyaz Irk 0.160 - .71 | Junvd., 2010
LOAD Cin-Han 0.242 0.237 .74 | Yuvd., 2013
Alzheimer | Portekiz-ingiliz 0.143 0.130 .56 | Guerreiro vd., 2010
XFS Polonyali 0.284 0.280 .94 | Lesiewska vd., 2019
XFS Alman 0.147 0.204 .02
XFS Italyan 0.140 0.168 42 .
XFG Alman 0.183 | 0.204 | .30 | Krumbiegel vd., 2009
XFG Italyan 0.169 0.168 .98
XFS Avustralyali 0.160 0.180 .51 | Burdon vd., 2008
XFS Amerikan 0.180 0.180
XFS israilli 0.160 | 0.50 | ‘8 | Fanvd. 2015
XFS Hifggf;/nh 0357 | 0340 | .64
Giiney Dubey vd., 2015
XFG Hindistanly 0.322 0.340 .61
FED Avustralyal 0.150 0.170 .50 | Kuotvd., 2012
FED: Fuch’s endotelyal distrofisi. XFS: Eksfoliasyon sendromu. XFG: Eksfoliyatif glokom

CLU rs3087554 T/C polimorfizmi ilk defa XFS kapsaminda ¢alisilmistir. 2008 yilinda
Burdon ve arkadaslarinin Avustralya’da yaptig1 calismada hastalikla nominal olarak
iliskili bulunsa da bu iligki istatistiksel diizeyde anlamli degildir (Burdon vd., 2008).
Yapilan meta analiz ¢alismasinda Japonlarda rs3087554 SNP’si XFS ile nominal
diizeyde iliskili bulunsa da ¢oklu karsilastirmalardan dolay1 anlamlilik derecesinde

diizenleme yapildiginda genel olarak Asya popililasyonlarinda XFS ile iliskili
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bulunmamustir. Ayni ¢alismada, Alman, italyan, Amerikan gibi beyaz irkta yapilan
analizlerde bu SNP’nin XFS ile iliskili olmadigi goriilmektedir (Fan vd., 2015).
Etiyolojisinde oksidatif stresin 6nemli rol oynadigt XFG hastalar1 ile Tiirk
popiilasyonunda yapilan bir calismada ise gdézyasi total protein konsantrasyonu,
gbzyast clusterin konsantrasyonu, gozyasi clusterin konsantrasyonun gozyasi total
protein konsantrasyonuna orani, cinsiyet, diger hastaliklarin varligi (hipertansiyon,
inme, diyabet, kalp hastalig1) ve sigara kullanma durumu ile birlikte ikili lojistik
regresyon analizi gercgeklestirildiginde rs3087554 T/C i¢in dominant modelde TT
genotipinin CC ve CT genotipine kiyasla yaklasitk 2.4 kat koruyucu oldugu
goriilmiistiir (Demirkaya-Budak, 2018). Polonyalilarda yapilan bir ¢alismada ise XFS
ile 1s3087554 arasinda iliski bulunmazken rs3087554 ve rs2279590 SNP’leri ile
yapilan haplotip analizinde CT haplotipinin XFS riski i¢in koruyucu bir rolde oldugu
(OR~0.6) gortilmustiir (Lesiewska vd., 2019). Bu sonuglar, rs3087554 T/C SNP’sinin
MS ile iligkili olabilecegini gostermektedir.

Bu calismada, rs3087554 T/C SNP’si i¢cin mindr alel olan C alel frekansi RRMS
grubunda 0.203, kontrol grubunda 0.145 olarak belirlenmis olup C alelinin RRMS ile
1.5 kat iligkili oldugu goriilmiistiir (P=.007). Ayrica, dominant modele gore CC+TC
genotipinin, TT genotipine kiyasla RRMS ile 1.7 kat iliskili oldugu belirlenmistir
(P=.002). Yas ve cinsiyete gore P ve OR degerleri diizenlendiginde de C alelinin
dominant modele gore 1.73 (P=.002), overdominant modele gére 1.80 (P=.001) ve
log-additive modele gore 1.48 kat RRMS ile iligkili oldugu goriillmektedir (P=.008).
Bu sonuglara gore rs3087554 T/C SNP’sinin C aleli RRMS riskiyle istatistiksel olarak
anlamli diizeyde iliskili bulunmustur. Bu karsilastirmalarda ¢alismada coklu test

uygulanmasindan dolay1 P anlamlilik diizeyi 0<0.0125 olarak belirlenmistir (Cizelge
3.8).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda rs3087554 T/C i¢in mindr alel olan C alelinin RRMS
hastalarinda daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.3). RRMS riskiyle iliskili
bulunan C alelinin ayn1 zamanda Alzheimer hastalarinda clusterin proteininin
salgilanan formu olan sCLU ifade seviyesini de arttirdig1 fakat apoptotik yolaklarda
gorev alan nCLU formunun ifade seviyesine etki etmedigi gosterilmistir (Szymanski
vd., 2011). Clusterinin sCLU formu yasamsal yolaklar1 destekliyor olsa da sCLU

seviyesindeki artisin boylamsal calismalarda otoimmdin bir hastalik olan RA gelistirme
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riskiyle iliskili oldugu gosterilmistir (Hughes-Austin vd., 2017; Tedeschi vd., 2017).
Bununla birlikte sSCLU’nun, NMO hastalarinda Sjogren sendromu riskiyle iligkili
oldugu goriilmiis olup terapotik hedef olarak alinmasi onerilmistir (Qiao vd., 2019).
Bu sonuglar sCLU ifade seviyesini arttiran C alelinin otoimmiin bir hastalik olan MS
riskiyle de iliskili olabilecegini desteklemektedir. Ayrica, asagi akis yoniinde bulunan
EPHX2 geni iizerinde diizenleyici etkisi olan bu SNP’nin T aleli EPHX2 geninin ifade
seviyesini azaltmaktadir (Lin vd., 2021). EAE modelinde yapilan bir ¢alismada
EPHX2 geninin ifade ettigi ¢6ziiniir epoksit hidrolazin baskilanmasinin hastaligin
seyrini hafiflettigi gosterilmistir (Biliktu vd., 2020). Coziiniir epoksit hidrolaz
seviyesindeki diislisiin epoksi yag asitlerinin seviyesindeki artisa neden olmasindan
dolay1 boyle bir etki goriildiigii diisiiniilmektedir. Epoksi yag asitlerindeki artisla
birlikte MSS’de BDNF/TrkB sinyal aracili norotrofik yolaklarin aktive olarak
norodejenerasyonun azalmasi ve NF-kB yolaginin baskilanarak ndroenflamatuvar
stireclerin inhibe edilmesi, EPHX2 ifade seviyesinde azalisin dolayli olarak MS
hastalik riski ve progresyonunu azalttigini gostermektedir (Biliktu vd., 2020; Kodani
& Morisseau, 2019). Bu sonuglar rs3087554 T/C SNP’sinin sCLU formunun ve
EPHX2 geninin ifade seviyelerine etki ederek MS hastalik riskiyle iliskili oldugu

goriisiinii desteklemektedir.

Bu tez calismasi1 kapsaminda CLU rs3087554 T/C SNP’sinin kontrollerdeki MAF
degeri (0.145), Tiirk popiilasyonunda yapilan bir diger caligma ile benzerlik
gostermektedir (0.135) (Demirkaya-Budak, 2018). Her iki ¢alismada da kontrol
grubunda MAF degerinin gMAF degerinden (0.184) daha diisiik olmas1 Tiirk
poplilasyonuna has bir 6zellik olabilecegine de isaret etmektedir. Avrupa kokenli
popiilasyonlarda yapilan ¢calismalarda MAF degerinin 0.130-0.204 araliginda degistigi
goriilmekte olup popiilasyon genetigi calismalarindan elde edilen MAF degerinin
(0.178) bu aralikta oldugu goriilmiistiir (Burdon vd., 2008; Guerreiro vd., 2020;
Krumbiegel vd., 2009; Kuot vd., 2012) (URL-7). Bununla birlikte popiilasyon genetigi
caligmalarinda 0.277-0.352 arasinda degistigi gozlemlenen MAF degeriyle Asya
kokenli popiilasyonlarda yapilan caligmalarda elde edilen MAF degerlerinin (0.237-

0.357) benzer oldugu goriilmiistiir (Dubey vd., 2015, Yu vd., 2013) (URL-7).
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4.2.3 CLU rs2279590 C/T

CLU rs2279590 C/T SNP’si, 7. intronda ve 8:27598736 lokasyonunda bulunmaktadir.
Farkli popiilasyonlara gore T aleli icin MAF degeri degisiklik gosteren bu SNP’nin
gMAF’1 0.386’dir. Avrupa kokenlilerde diger bolgelere gore daha yiliksek MAF
gozlemlenirken (0.409) Latin Amerikalilarda MAF 0.324-0.353 araligindadir. Giiney
Asya popiilasyonunda 0.295 olarak tespit edilen MAF Giiney Asya haricindeki tiim
Asya popllasyonu birlikte degerlendirildiginde 0.202 seviyesine diismektedir.
Afroamerikanlarda MAF 0.108 ile daha diisiikken, Afrika popiilasyonunda ise 0.105
olarak tespit edilmistir (URL-8). CLU rs2279590 C/T SNP’sinin MSS’nin
norodejeneratif bir hastaligi olan Alzheimer ve benzer patofizyolojik 6zellikleri
tagtyan diger hastaliklarla iliskisini inceleyen g¢alismalardan elde edilen sonuglar

Cizelge 4.4’te 6zetlenmistir.

Cin popiilasyonunda yapilan bir calismada Alzheimer hastalar1 ve saglikli kontroller
arasinda rs11136000 ve rs2279590 SNP’leri i¢in alel frekanslar1 ve genotipler
yonlinden anlamli bir fark bulunmazken 12279590, rs11136000 ve rs9331888
SNP’leri birlikte degerlendirildiginde CCG haplotipinin hastalik riskiyle (OR=1.6)
iliskili oldugu, CCC haplotipinin ise Alzheimer i¢in koruyucu rolde oldugu (OR=0.7)
bulunmustur (Yu vd., 2010). Giiney Cin popiilasyonunda LOAD hastalar1 ve saglikli
kontrollerle yapilan bir caligmada resesif modelde T mindr alelinin koruyucu bir etkiye
sahip oldugu tespit edilmistir (Chen vd., 2012). Belgikali, Finlandiyali, italyan ve
Ispanyol popiilasyonlarindan olusan genis ¢apli bir Avrupa popiilasyonu ¢alismasinda
T alelinin Alzheimer i¢in koruyucu bir etkisinin oldugu gorilmiistir. Bu
popiilasyonlar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde de Belgikal ve Italyan popiilasyonlarinda
T alelinin Alzheimer i¢in koruyucu etkisinin oldugu goériilmistiir (Lambert vd., 2009).
Buna karsin, Zhang ve arkadaslarinin hem beyaz irktan olanlar hem de Asyalilarla
yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda her iki popiilasyon bir arada degerlendirildiginde
de rs2279590 SNP’sinin C alelinin resesif ve dominant modelde Alzheimer’a
yatkinlig1 arttirdigr goriilmiistiir (Zhang vd., 2015). Hong-Kong popiilasyonunda
yapilan bir ¢alismada da diger sonuglarla tutarli bir sekilde T alelinin koruyucu
etkisinin oldugu gériilmiistiir (Chen vd., 2020). Ulkemizde yapilan bir ¢calismada ise
rs2279590 SNP’si ile LOAD arasinda bir iligki bulunmamistir (Alaylioglu vd., 2016).
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Cizelge 4.4: Farkli hastaliklarda yapilan calismalarda rs2279550 C/T
SNP’sinin T alel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplarinda dagilima.

. T Alel Frekansi
Hastahk Popiilasyon Hasta Kontrol P Referans
RRMS Tirk 0.329 0.389 .03 | Bu Calisma
LOAD Turk 0.341 0.367 49 | Alaylhioglu vd., 2016
XFS Tirk 0.421 0.416 >.99 | Demirkaya-Budak,
XFG Turk 0.394 0.416 51 | 2018
Alzheimer Belgika 0.380 0.410 .03
Alzheimer Finlandiyali 0.400 0.420 .35
Alzheimer ftalyan 0380 | 0410 | o1 | -ambertvd, 2009
Alzheimer Ispanyol 0.380 0.400 24
Alzheimer Amerikan 0.365 0.380 .26 | Kamboh vd., 2012
Alzheimer Hong-Kong 0.206 0.227 .03 | Chenvd., 2020
LOAD Giiney Cin-Han 0.211 0.234 .04 | Chen vd., 2012
LOAD Cin-Han 0.193 0.202 .53 | Yuvd,, 2010
LOAD Cin-Han 0.154 0.183 .16 | Najvd., 2014
Alzheimer Giliney Cin-Han 0.173 0.174 .98 | Luvd., 2014
T2D Japon 0.270 0.248 .15 | Daimon vd., 2011
XFS Alman 0.435 0.347 .005
XFS Italyan 0.421 0.429 .87 .
XFG Alman 0402 | 0347 | .03 | Krumbiegel vd., 2009
XFG 1ta1yan 0.413 0.429 .69
XFS/IXFG Uygur 0.301 0.302 .96 | Mavd., 2019
XFS Amerikan 0.350 0.320
XFS fsrailli 0360 | 0350 | 20 | Fanvd. 2015
XFS Giiney Hindistanli | 0.230 0.263 .30
XFG Giiney Hindistanli | 0.255 | 0.263 | .80 | PuPey vd. 2015
FED Avustralyali 0.150 0.170 .50 | Kuot vd., 2012
FED: Fuch’s endotelyal distrofisi. XFS: Eksfoliyatif sendrom. XFG: Eksfoliyatif glokom

Bu SNP ile farkli hastaliklarda yapilan ¢alismalardan elde edilen MAF degerleri
Cizelge 4.4’te sunulmustur. Alman popiilasyonunda XFG riski i¢in yapilan bir
calismada rs2279590 SNP’sinin T alelinin hastalik riskiyle anlamli 6lgiide iliskili
oldugu gorilmiistiir (Krumbiegel vd., 2009). Benzer bir sonug, Hint popiilasyonu ile
yapilan bir baska ¢aligmada da goriilmiis olup C alelinin XFS hastalarinda anlaml
derecede daha fazla oldugu goriilmiistiir. Amerikan ve Israilli bireylerden olusan
popiilasyonlarin da dahil edildigi bir meta-analizde rs2779590 SNP’sinin XFG ile
iliskili oldugu bulunmustur (Fan vd., 2015). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada ise
gdzyast total protein konsantrasyonu, gozyasi clusterin konsantrasyonu, gozyasi
clusterin konsantrasyonun gozyasi total protein konsantrasyonuna orani, cinsiyet,
diger hastaliklarin varligi (hipertansiyon, inme, diyabet, kalp hastalig1) ve sigara

kullanma durumu ile birlikte ikili lojistik regresyon analizi gergeklestirildiginde
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rs2279590 C/T i¢in TT genotipinin yaklasik 3 kat koruyucu oldugu goriilmiistiir
(Demirkaya-Budak, 2018). Bu sonuglar, daha 6nce MS ile iligkisi ¢aligilmamis olan
bu SNP’nin MS hastalik riski ile iligkili olabilecegini diisiindiirmiistiir.

CLU 1s2279590 C/T SNP’si ile Alzheimer, XFS, XFG arasindaki c¢alismalar
incelendiginde, Alman popiilasyonu hari¢ istatistiksel olarak anlamli bulunan tiim
sonuglarda T alelinin hastalik i¢in koruyucu etkiye sahip oldugu goriilmektedir (Chen
vd., 2012; Krumbiegel vd., 2009; Lambert vd., 2009). Bu tez ¢alismasinda ise T alel
frekanst RRMS hastalarinda 0.329, kontrollerde 0.389 olarak bulunmus olup gruplar
arasinda nominal diizeyde anlamli derecede fark olsa da (P=.03) bu karsilastirmalarda
coklu test uygulanmasindan dolay1 P anlamlilik diizeyi a<0.0125 olarak belirlendigi
icin bu sonug anlamliligin yitirmistir (Cizelge 3.11). Farkli genotip modellerinde yasa
ve cinsiyete gore diizenlenmis P degerlerine bakildiginda yalnizca log-additive
modelde nominal diizeyde TT genotipi koruyucu olarak goriilse de anlamlilik
diizeyinin diizenlenmesi sonrasi bu anlamlilik kaybolmaktadir (Cizelge 3.12).
Nominal diizeyde elde edilen bu farklilik rs2279590 C/T’nin CLU ve komsulugundaki
genlerin diizenleyicisi roliinde olmasiyla aciklanabilir. Padhy ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada 1s2279590 C/T SNP’sinin T aleli olmast durumunda
transkripsiyon faktorii olan HSF1 i¢in baglanma bdlgesi olusturdugu gosterilmistir
(Padhy vd., 2017). T aleli olma durumunda HSF1 i¢in baglanma bdlgesi olusturdugu
g6z oniinde bulunduruldugunda T aleli tagiyanlarda CLU ifade seviyesinin artmasiyla
birlikte hiicresel yasam yolaklarinin aktive olacagi ve dolayistyla bu alelin MS riski

bakimindan koruyucu bir rolde olacagi ongoriilmektedir.

Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda rs2279590 C/T igin elde edilen MAF degerleri
incelendiginde Alaylioglu ve arkadaglarimin ¢alismasinda LOAD grubunda 0.341,
kontrol grubunda 0.367 olarak bulunan MAF, Demirkaya-Budak’in ¢alismasinda XFG
grubunda 0.394, XFS grubunda 0.421, kontrol grubunda 0.416 olarak belirlenmistir
(Alaylioglu vd., 2016; Demirkaya-Budak, 2018). Bu tez calismasinda rs2279590 C/T
SNP’si igin elde edilen MAF degerinin (RRMS=0.329, Kontrol=0.389) iilkemizde bu
SNP ile yapilan diger ¢alismalardan elde edilen MAF degerleriyle karsilastirildiginda
kontrol grubunun MAF degerinin diger calismalarda elde edilen degerlerle benzer
oldugu goriilmistiir. Popiilasyon genetigi caligmalarindan elde edilen veriler

incelendiginde bu tez calismasindaki kontrol grubu MAF degerinin Avrupa
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popiilasyonlarindaki MAF degerine daha benzer oldugu (0.409) goriilmektedir (URL-
8).

424 CLU rs1532278 C/T

CLU rs1532278, genin 3. intronunda lokalize bir SNP’dir. Minér alel olan T alelinin
frekansi toplumlar aras1 farklilik gostermekle birlikte global 6lgekte bakildiginda
Avrupa popiilasyonunda 0.390 olan MAF degeri gMAF degerinden gorece yiiksektir
(0.374). Benzer bir sekilde, Avrupa-Amerika kokenli Latin Amerikalilarda (0.325),
Afrokarayip kokenli Latin Amerikalilardan daha yiiksek MAF degeri gézlenmektedir
(0.310). Asya popiilasyonlarinda bu frekans 0.217-0.281 arasinda degisirken
Afrikalilarda 0.159-0.189 arasinda degismektedir (URL-9).

CLU rs1532278 C/T SNP’sinin bu calisma ve diger calismalarda elde edilen MAF
degerleri Cizelge 4.5’te sunulmustur. CLU 1s1532278 SNP’si, MSS’nin
norodejeneratif bir hastalig1 olan Alzheimer ile iligkili SNP’lerden biridir. Bettens ve
arkadaslarinin  gerceklestirdigi Belgika, Fransa ve Kanada popiilasyonlarinin
bulundugu meta-analizde aralarinda rs1532278 SNP’sinin de oldugu SNP’ler arasinda
Alzheimer ile en giiglii iligkiye sahip SNP oldugu goriilmiistiir (Bettens vd., 2012).
Ayrica, LOAD hastalari ile yapilan ¢ok merkezli bir caligmada rs1532278 ile hastalik
arasinda anlamli bir iligki bulunmustur (Naj vd., 2014). Buna karsm, Cin
popiilasyonunda yapilan bir bagka calismada ise hastalik ile herhangi bir iliskisi
goriilmemistir (Lu vd., 2014).

rs15332278 C/T SNP’sinin fenotipe olan etkilerini incelemek i¢in Tan ve
arkadaslarinin Alzheimer hastalarinda yaptiklar ¢alismada rs11136000 ve rs2279590
ile birlikte hastaligin baslangi¢ asamasinda singulat ve frontal korteksteki amiloid beta
birikimleri ile iliskili oldugu goriilen SNP’lerden olan rs1532278, Serebral Amiloid
Anjiyopati (SAA) hastalarinda agir beyaz madde hiperintensiteleri ile iliskili
goriilmiistiir (Montafiola vd., 2016; Tan vd., 2016). Ayrica, SAA’l1 hastalardaki lober
mikro kanamalar goriilen bireylerde rs1532278 SNP’sinin C alel frekansinin anlamh
diizeyde daha fazla oldugu tespit edilmistir. Patofizyolojisi MS ile benzerlik gosteren
hastaliklardaki bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar bu SNP’nin MS ile de iliskisi

olabilecegini diistindiirmiistiir.
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Cizelge 4.5: Farkli hastaliklarda yapilan calismalarda rs1532278 C/T
SNP’sinin T alel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplarinda dagilima.

.. T Alel Frekansi
Hastahk Popiilasyon Hasta | Kontrol P Referans
RRMS Tiurk 0.353 0.377 .60 | Bu Calisma
XFS Tiirk 0.404 0.414 .77 | Demirkaya-Budak,
XFG Tirk 0.387 0.414 43 | 2018
Alzheimer Belcika- 0371 | 0395 | .001
Flanderler Bettens vd., 2012
Alzheimer Fransiz 0.325 0.372 .004 "
Alzheimer Kanada 0.378 0.378 >.99
FED Avustralya 0.410 0.400 .74 | Kuot vd., 2012
Alzheimer | Giiney Cin-Han 0.190 0.190 .98 | Luvd., 2014
Alzheimer Ispanyol 0.297 0.433 | <.05 -
SAA Isganzol 0.383 | 0433 | <05 | Montafolavd., 2016
Alzheimer Amerikan 0.344 0.384 | >.05 Tan vd. 2016
HBB Amerikan 0.373 0.384 | >.05 N
FED: Fuch’s endotelyal distrofisi. XFS: Eksfoliasyon sendromu. XFG: Eksfoliyatif glokom. SAA: Serebral
Amiloid Anjiyopati.

Bu calismada minér alel olan T aleli icin MAF degeri RRMS hastalarinda 0.353,
kontrollerde 0.377 olarak belirlenmis olup gruplar arasinda alel frekansi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir. Farkli genotip modellerinde yapilan
analizlerde yas ve cinsiyete gore P ve OR degerlerinde diizenleme yapildig1 ve
yapilmadigr durumlarda da RRMS ve kontrol gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir (Cizelge 3.13 ve Cizelge 3.14). Bu karsilastirmalarda,
calismada ¢oklu test yapilmasindan dolayr P anlamlilik degeri 0<0.0125 olarak
belirlenmistir. Tiirk popiilasyonunda yapilan diger ¢alismada MAF degeri XFS
grubunda 0.404, XFG grubunda 0.387, kontrol grubunda 0.414 olarak belirlenmistir
(Demirkaya-Budak, 2018). Avrupa kokenli popiilasyonlarda yapilan diger ¢aligmalar
incelendiginde 0.297-0.433 arasinda degisen MAF degeri popiilasyon genetigi
caligmalarinda Avrupa popiilasyonunda 0.390 olarak belirlenmis olup bu tez
calismasinda elde edilen MAF degerleri ile benzerlik gostermektedir (Bettens vd.,

2012; Demirkaya-Budak, 2018; Montafola vd., 2016) (URL-9).

4.2.,5 CLU SNP’lerinin Kombinasyonlari

Bu tez ¢alismasi kapsaminda c¢alisilan dort SNP olan rs11136000 C/T, rs3087554 T/C,
1s2279590 C/T ve rs1532278 C/T SNP’lerinin dortlii kombinasyonlart ile yapilan
analizlerdke CCTCCTCC, CTTTCCCT, TTTTCCTT, TTTTCTCT genotiplerinin
RRMS hastalarinda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha fazla oldugu goriiliirken
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CTTTCTCT ve TTTTTTTT genotip kombinasyonlarinin kontrollerde istatistiksel
olarak anlamli 6l¢iide daha fazla oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.16). Bu sonuglar goz
oniinde bulunduruldugunda tek basmma anlamli sonu¢ vermeyen CLU SNP
genotiplerinin bir aradaki farkli kombinasyonlarinin hastalik riskiyle veya koruyucu

bir rol ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir.

4.3 CLU SNP’lerinin RRMS Hastalarinin Klinik Bulgularina Etkileri

Grup-1’de RRMS hastalarinin hastalik ve tedavi siireleri, engellilik durumlari,
progresyonlari, serum lipit paneli ve 25-(OH) D3 seviyeleri ile sigara igme durumlart
ile CLU rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, rs2279590 C/T ve rs1532278 C/T SNP’leri
arasindaki iliskiler analiz edilmistir. Bu analizlerde, SNP’lerin kodominant, resesif ve

dominant modellerine goére bu klinik parametrelerin dagilimlar karsilagtirilmastir.

4.3.1 CLU rs11136000 C/T SNP’sinin etkileri

MS’te ilk defa ¢aligilan bu SNP’nin genotiplerine gore olusturulan gruplardaki klinik
bulgularin dagilimlan karsilastirildiginda EDSS skorlari, MSSS degerleri, tedavi ve
hastalik siiresi bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir. Serum lipit parametreleri
karsilastirildiginda ise TT genotipli RRMS hastalarinin VLDL-kolesterol seviyesinin
CT genotipli RRMS hastalarindan istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha az oldugu
goriilmiistiir. MSSS ve EDSS ile arasinda pozitif korelasyon iliskisi oldugu tespit
edilen VLDL-kolesteroliin kodominant modelde CT genotipli RRMS hastalarinda TT
genotiplilere gore daha fazla bulunmasi T alelinin koruyucu yoniiyle
aciklanabilmektedir (Boshra vd., 2022). Chen ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
HBB ve Alzheimer goriilen Cinli bireylerde T alelinin diisiik serum trigliserit seviyesi
ile ve yiiksek HDL-kolesterol seviyesi ile iliskili oldugu bulunsa da, bu c¢alismada
rs11136000 C/T SNP genotipleri ile diger lipit parametreleri arasinda bir iligki
bulunmamistir (Chen vd., 2020). Bu tez c¢alismasinda resesif modelde TT
genotiplilerin CT+CC genotiplilere gore daha diisiik sigara icme oranlarina sahip

olmasi da dikkat ¢ekici bir bagka sonugtur.

4.3.2 CLU rs3087554 T/C SNP’sinin etkileri

Tez caligmasi kapsamindaki diger SNP’ler gibi MS’te ilk defa ¢aligilan bu SNP’nin
klinik bulgularini kiyaslayacak 6rnek bir calisma bulunmamaktadir. Bununla birlikte,
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bu tez calismasit kapsaminda Bonferroni diizeltmesi sonrasinda hastalik riski ile iligkisi
bulunan tek SNP de rs3087554 T/C olmustur. Yapilan analizlerde, hastalik ve tedavi
siiresi, EDSS skorlari ile rs3087554 T/C SNP’si arasinda anlamli bir iliski bulunmasa
da resesif modelde CC genotipli RRMS hastalarinin CT+TT genotiplilerine gore daha
yiiksek MSSS degerlerine sahip oldugu goriilmektedir (P=.02). Elde edilen bu sonug,
rs3087554 T/C SNP’sinin T alelinin, EPHX2 geninin ifade seviyesini azaltarak epoksi
yag asitlerinin seviyesinde artisa neden olmasi ve epoksi yag asitleri araciligiyla
norodejenerasyonu ve noroenflamasyonu azaltarak bu RRMS hastalariin hastalik
seyrini daha hafif gegirmesiyle agiklanabilmektedir (Kodani & Morisseau, 2019). Bu
durum, rs3087554 T/C SNP’sinin hem hastalik riskiyle hem de hastaligin seyriyle
iliskili oldugunu goéstermektedir. Serum lipit paneli ve 25-(OH) Ds seviyeleri ile

yapilan analizlerde ise bu grupta anlamli bir sonu¢ bulunmamustir (Cizelge 3.18).

4.3.3 CLU rs2279590 SNP’sinin etkileri

MS’te ilk defa ¢alisilan bu SNP’nin genotiplerine gore olusturulan gruplardaki klinik
bulgularin dagilimlar karsilastirildiginda EDSS skorlari, MSSS degerleri, tedavi ve
hastalik siiresi bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir. Chen ve arkadaslarinin
yaptigi ¢alismada rs2279590 C/T i¢in HBB goriilen Alzheimer hastalarinda T alelinin
diisiik serum trigliserit seviyesi ve yiikksek HDL-kolesterol seviyesi ile iliskili oldugu
bulunsa da bu ¢aligmada rs2279590 C/T SNP genotipleri ile lipit parametreleri
arasinda bir iliski bulunmamustir (Chen vd., 2020). Bu tez ¢alismasinda bu SNP ile MS
igin ¢evresel risk faktorlerinden olan sigara ve 25-(OH) D3 seviyesi arasinda da anlaml

bir iliskili bulunmamistir (Cizelge 3.19).

434 CLU rs1532278 C/T SNP’sinin etkileri

Bu tez calismasi kapsaminda ilk defa c¢alisilan bu SNP’nin klinik bulgularini
kiyaslayacak ornek bir ¢aligma literatiirde bulunmamaktadir. EDSS skorlari, MSSS
degerleri, tedavi ve hastalik siiresi bakimindan rs1532278 C/T genotipleri arasinda
anlamli bir fark bulunmamuistir. Serum lipit parametreleri ve 25-(OH) D3 seviyeleri ile
arasinda anlamli biri iligki bulunmamis olsa da rs1532278 C/T ile bu serum
parametreleri arasindaki iliskinin incelenmesi bu bakimdan ilk olma ozelligine
sahiptir. Sigara igme durumu ise resesif modelde CC+CT genotiplilerde TT

genotiplilere gére anlamli derecede daha yiiksektir (Cizelge 3.20).
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4.4 RRMS Hastalarinin Engellilik Durumlar1 ve Progresyon Hizlar ile Tliskili

Parametreler

Bu tez kapsaminda g¢alisilan CLU rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, rs2279590 C/T,
rs1532278 C/T ve diger deneysel parametreler bir aradayken orta ila yiiksek diizey
EDSS riski (EDSS>3) ve hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iliskileri ikili lojistik

regresyon analiziyle incelenmistir.

Orta ila yliksek diizey EDSS riski (EDSS>3) ile iliskili parametrelerin analizinde
SNP’ler kodominant, resesif ve dominant model olarak ayr1 ayri incelenmistir. Bu ikili
lojistik regresyon analizlerinde rs11136000 C/T SNP’sinin dominant modelde TT+TC
genotipinin CC genotipine kiyasla orta ila yiliksek diizey EDSS riski (EDSS>3) i¢in
~2.7 kat koruyucu oldugu gorilmiistir (P=.04) (Cizelge 3.23). Ayrica, yapilan ikili
lojistik regresyon analizlerinde dominant modelde rs11136000 TT+TC genotipinin
CC genotipine kiyasla hizli MS progresyon riski (MSSS>5) i¢in 4 kat koruyucu oldugu
goriilmiistiir (P=.02). Bu sonuglar gdz oniline alindiginda, rs11136000 C/T SNP’si
diger klinik parametrelerle bir arada analiz edildiginde T alelinin dominant modelde
orta ila yliksek diizey EDSS riski (EDSS>3) ve hizli MS progresyon riskine (MSSS>5)
karst koruyucu oldugu goriilmiistiir. Literatiirdeki diger ¢alismalarda da Alzheimer
hastaliginda koruyucu faktor oldugu goriilen T alelinin MS i¢in dogrudan bir koruyucu
faktor olmasa da hastaligin seyrine etki ettigi goriilmektedir. Clusterinin nCLU ifade
seviyesini arttiran rs11136000 T alelinin atak tedavisinde reaktif T hiicrelerinde
apoptotik yolaklar1 aktive ederek atak tedavisinin daha etkin ve hizli bir sekilde
saglamasi vasitasiyla kiimiilatif engelliligi ve progresyon hizini azaltiyor olabilecegi
diistiniilmektedir (Bier vd., 2021; Szymanski vd., 2011). Yapilan ikili lojistik
regresyon analizlerinde rs3087554 T/C SNP’sinin CC genotipinin, TC+TT genotipine
kiyasla MS progresyonu ile 3.7 (P=.04) (trigliserit ile ayn1 modelde oldugunda) ve 3.6
(P=.046) kat (VLDL-kolesterol ile ayni modelde oldugunda) iliskili oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 3.24). Bu sonug, rs3087554 T/C’nin C alelinin yalnizca hastalik
riski degil hastaligin progresyonu ile de iligkili oldugunu ve T alelinin koruyucu bir
etkiye sahip oldugunu da gostermektedir (Cizelge 3.24). Bu durum, rs3087554
SNP’sinin T alelinin ¢6ziiniir epoksit hidrolaz seviyesini azaltmasiyla epoksi yag
asitlerinin seviyesinde artiga neden olmasi ve epoksi yag asitlerinin BDNF/TrkB sinyal

aracilt norotrofik yolaklarin aktivasyonuyla norodejenerasyonu azaltirken NF-xB
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yolagini  baskilayarak  ndroenflamatuvar  siiregleri  azaltmasiyla ~ miimkiin

goriinmektedir (Kodani & Morisseau, 2019).

Grup-1’de yapilan analizlerde erkek olmanin kadin olmaya kiyasla kodominant ve
dominant modelde orta ila yiiksek diizey EDSS riskiyle (EDSS>3) yaklasik 2.6 kat
iligkili oldugu goriilmektedir (P=.04). Bu sonug, erkek RRMS hastalarinda EDSS
skorlarinin kadinlara nazaran daha yiiksek oldugu sonucuyla tutarlilik géstermektedir.
Daha 6nce MS’te cinsiyetin roliinii inceleyen ¢alismalarda da erkeklerde daha yiiksek
MS progresyonu ve SPMS fazina daha kisa siirede gecis oldugu sonuclar1 da goz
ontinde bulunduruldugunda bu ¢alismamizda elde edilen sonucun literatiir bulgulariyla
uyumlu oldugu goriilmektedir (Magyari & Koch, 2022; Ribbons vd., 2015). Daha
onceki caligmalarda EDSS skorlar1 ve MSSS degerleri ile arasinda pozitif korelasyon
oldugu gosterilen trigliseritin de kodominant (P=.008), resesif (P=.01) ve dominant
modelde (P=.003), orta ila yiiksek diizey EDSS riskiyle (EDSS>3) iligkili oldugu
goriilmektedir (OR~1.6) (Cizelge 3.23). Bu durum, artan trigliserit seviyelerinin
metabolik rahatsizliklara ve lenfoid dokulardaki yag depolari araciligiyla immiin
reaktivasyona sebep olmasindan kaynaklanabilecegi gibi trigliseritin l6kosit
aktivasyonuna neden olarak enflamatuvar siirecleri tetiklemesinden de
kaynaklanabilir. MS hastalig1 ile ¢ok benzer patofizyolojik siiregleri paylasan NMO
hastalarinda yapilan c¢aligmalarda serum trigliserit seviyeleri yiiksek olan NMO
hastalarinin iyilesme siireglerinin daha kotii gectigi gortilmektedir (Wu vd., 2019).
RRMS hastalariin remisyon déneminin kotii gegmesi durumunda EDSS skorlarinin
artacagi goz oniinde bulunduruldugunda artan trigliserit seviyelerinin orta ila yiiksek
diizey EDSS riskiyle (EDSS>3) iligkili olmasinin literatiir bilgileriyle uyumlu oldugu
diistiniilmektedir (Cizelge 3.23).

Orta ile yliksek diizey EDSS riski (EDSS>3) ile iliskili bir diger parametre de VLDL-
kolesterol olarak belirlenmistir (OR~4.5). Kodominant (P=.001), resesif (P<.001) ve
dominant modelde (P<.001) orta ila yiiksek diizey EDSS riskiyle (EDSS>3) iligkili
oldugu bulunan VLDL-kolesterol seviyesinin MS hastalarinda artan EDSS skorlari ile
pozitif korele oldugu bilinmektedir (Boshra vd., 2022; Lorincz vd., 2022)(Cizelge
3.23). Bu sonuglar goz oniinde bulunduruldugunda, daha yiiksek EDSS skorlar ile
pozitif korelasyon gosteren VLDL-kolesterol seviyesinin yiiksek EDSS riski ile iliskili

bulunmasi tutarlilik géstermektedir.
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Hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iligkili parametrelerin analizinde SNP’ler
kodominant, resesif ve dominant model olarak ayr1 ayri incelenmistir. Daha 6nceki
caligmalarda MSSS skorlar1 ile arasinda pozitif korelasyon oldugu gosterilen
trigliseritin kodominant, resesif ve dominant modelde (P<.001) hizli MS progresyon
riskiyle (MSSS>5)iligkili oldugu goriilmiistiir (Boshra vd., 2022; Lorincz vd., 2022)
(OR=1.7). Bu durum, artan trigliserit seviyelerinin 16kosit aktivasyonuna neden olarak
enflamatuvar siiregleri tetiklemesi nedeniyle bu RRMS hastalarinin progresyon
hizlarimin artmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, NMO hastalarinda yapilan
calismalarda serum trigliserit seviyeleri yiiksek olan NMO hastalarinin daha kétii bir
iyilesme donemi gecirmeleri gibi RRMS hastalarinda da kotii gegen remisyon
donemleri dolayisiyla daha kisa hastalik siiresinde daha yiiksek engellilik skorlarina
ulagsmaya ve daha hizli bir progresyona neden olabilir (Wu vd., 2019). Bu sonug,
trigliserit ile hizli progresyon riski arasindaki iliskiyi de agiklamaktadir (Cizelge 3.24).

Hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iligkili bir diger parametre de VLDL-
kolesterol olarak belirlenmistir (OR~3.77). CLU SNP’lerinin kodominant, dominant
ve resesif olduklar tiim modellerde hizli MS progresyon riskiyle (MSSS>5) iliskili
bulunan VLDL-kolesterol seviyesinin MS hastalarinda artan MSSS skorlart ile pozitif
korele oldugu bilinmektedir. Bu sonuglar géz oniinde bulunduruldugunda, daha
yiiksek MSSS skorlari ile pozitif korelasyon gosteren VLDL-kolesterol seviyesinin
hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iliskili bulunmasi tutarlilik gostermektedir
(Cizelge 3.24).

4.5 Plazma Clusterin Konsantrasyonu ve miRNA Seviyelerinin RRMS ile
Tliskileri

45.1 Plazma clusterin konsantrasyonunun RRMS ile iligkileri

Basta beyin olmak {lizere neredeyse tiim memeli dokularinda bulunan clusterin,
plazmada da mevcut olup basta Alzheimer olmak iizere farkli hastaliklarda
biyobelirteg aday1 olarak calisilmistir (Thambisetty vd., 2013; Vranova vd., 2010;
Woody & Zhao, 2016; Xing vd., 2012). Yetiskin MS hastalarinda daha once

calisilmamis olan plazma clusterin konsantrasyonunun, MS ile benzer patofizyolojiye
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sahip norodejeneratif veya otoimmiin hastaliklarda plazma ve serumdaki seviyelerinin

sonuglari Cizelge 4.6’da 6zetlenmistir.

Cizelge 4.6: Farkli hastaliklarda yapilan ¢alismalarda plazma clusterin
konsantrasyonlarinin hasta ve kontrol gruplarinda dagilimu.

Plazma Clusterin Konsantrasyonu
Hastahk Kontrol P Referans
Hasta (ng/mL) N (ug/mL) N
Naif: 59.09 + 16.52 | 30
RRMS Tedavi: 59.85 + 52.38+20.77 | 30 .16 Bu ¢alisma
15.44 30
MS* 58.0+7.0 9 45.4+6.1 9 <.05 | Rithidech vd., 2009
Parkinson 0.11+0.39 104 | 0.10+£0.03 69 .01 Lin vd., 2020
Alzheimer 193.6 + 58.2 154 | 178.6+52.3 | 142 | <.05 | Gemma vd., 2013
Alzheimer 33.3+39 127 33.3+4.8 171 | >.05 | Silajdzic vd., 2012
Alzheimer 42.2+15.0 70 40.5 +12.8 50 .18 Dukic vd., 2016
Alzheimer 248.6 £ 37.9 322 | 243.8+35.9 88 .29 Hsu vd., 2017
Alzheimer 65.4+28.3 34 | 130.2+108.7 | 19 .002 | Vishnuvd., 2016
Alzheimer 162.7+10.0 104 | 167.0+13.4 | 104 .01 | Xingvd., 2012
Alzheimer 158.5+453 67 | 161.5+47.6 | 191 .07 | Schiirmann vd., 2011
SLE 99.5+15.3 21 85.6 +28.3 .30 ;
RA 70.9+32.8 20 | 8562283 | 20 [ .ag | Pinnavd,2017
*. Calismada pediyatrik MS hastalar1 bulunmaktadir. SLE: Sistemik Lupus Eritematozus. RA:Romatoid Artrit

Bu ¢aligmalarda gruplar arasinda anlamli farkliligin izlendigi durumlarda bir ¢alisma
hari¢ (Vishnu vd., 2016) plazma clusterin konsantrasyonunun Alzheimer hastalarinda
kontrollere gore daha yiiksek oldugu gériilmistiir (Gemma vd., 2013; Xing vd., 2012).
Parkinson ve pediyatrik MS’te yapilan c¢aligmalarda da plazma clusterin
konsantrasyonunun hasta gruplarinda daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Lin vd.,
2020; Rithidech vd., 2009). Bununla birlikte, Alzheimer, sistemik lupus eritematozus
(SLE) ve romatoid artritte (RA) yapilan ¢aligmalarda hasta ve kontrol gruplari arasinda
anlamli bir fark olmadigin1 gésteren bulgular da literatiirde mevcuttur (Dukic vd.,

2016; Hsu vd., 2017; Pinna vd., 2017; Schiirmann vd., 2011; Silajdzic vd., 2012).

Bu tez kapsaminda plazma clusterin konsantrasyonu ilk defa yetiskin RRMS
hastalarinda c¢alisilmis olup naif, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerde
plazma clusterin konsantrasyonlar1 belirlenmis ve karsilastirilmistir. Daha 6nce
yalnizca pediatrik MS hastalarinda yapilan bir ¢aligmada belirlenmis olan plazma
clusterin konsantrasyonunun, pediatrik MS hastalarinda kontrollere gore daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir (Rithidech vd., 2009). Bunu haricinde, MS ile clusterin arasindaki
iliskinin incelendigi ilk c¢alismada MS hastalarmin  BOS’unda clusterin
konsantrasyonu Ol¢iilmiis olup MS hastalarinin BOS’unda clusterin seviyesinin
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kontrollere gore daha fazla oldugu goriilmiistir (Polihronis vd., 1993). Bu tez
calismasinda ise naif, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireyler arasinda plazma
clusterin konsantrasyonlar1 bakimindan anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir. Buna
karsin, lojistik regresyon analizlerinde plazma clusterin konsantrasyonunun, plazma
miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleri, cinsiyet, istihdam, sigara ve
CLU SNP’leri ile bir arada oldugunda tedavi alan RRMS olma durumuyla iliskili
oldugu goriilmiistiir (OR=1.06, P=.03).

4.5.2 Plazma miRNA rolatif ekspresyon seviyeleriyle RRMS arasindaki iliskiler

Kan, BOS, goz yasi, idrar gibi pek ¢ok viicut sivisinda da bulunabilen ve kan
dolasiminda stabil kalabilen miRNA’lar daha once de belirtildigi tizere pek cok
hastalikta tanisal, terapotik ve prognostik biyobelirte¢ aday:r olarak calisilmislardir
(Kacperska vd., 2016). Tanm1 ve takibinde giivenilir biyobelirteglere ihtiyag duyulan
MS’te odak konusu olan miRNA’larin MS ile iligkilerini aragtiran caligsmalar
literatiirde mevcuttur (Kacperska vd., 2015; Sendergaard vd., 2013; Zailaie vd., 2022).
Serum ve plazma 6rnekleriyle yapilan calismalarda RRMS ile iligkili bulunmus olan

miRNA’lar Cizelge 4.7’de sunulmustur.

Cizelge 4.7: Literatiirde serum veya plazmada RRMS ile iliskili bulunan

miRNAlar.
Gruplar Numune mMiRNA Sonug¢ Referans
miR-22-5p, miR-30e-5p,
RRMS vs. Kontrol Plazma | miR-140-3p, miR-210-5p, 1
miR-500-5p miR-574-3p Gandhi vd., 2013
miR-92a-1, miR-135a-5p,
SPMS vs. RRMS Plazma MiR-454-5p 1
RRMS" vs. Kontrol Serum | miR-122-5p, miR-196b-5p | .
RRMS™ vs. Kontrol | Serum | miR-122-3p ! Selmaj vd., 2017
miR-15b-5p, miR-30b-5p, Ebrahimkhani vd.,
RRMS vs. Kontrol Serum miR-451a-5p, MiR-342-3p 1 2017
Serum | miR-155-5p, miR-301a-5p 1 .
RRMS vs. Kontrol Serum | miR-326-5p | Niwald vd., 2017
RRMS vs. Kontrol Serum | miR-572-5p | Mancuso vd., 2015
miR-223-5p, miR-23a-5p, e
RRMS vs. Kontrol Serum MiR-15b-5p ! Ridolfi vd., 2013
RRMS vs. Kontrol Plazma | miR-145-5p 1 Sendergaard vd., 2013
RRMS vs. Kontrol Serum miR-191-5p, miR-24-3p 1 Vistbakka vd., 2018
miR-20-5p 1 .
RRMS vs. Kontrol Plazma MiR-26-5p, MiR-155-5p ! Balkan & Bilge, 2021
1: miRNA rolatif ekspresyon seviyesi artmistir. |: miRNA rolatif ekspresyon seviyesi azalmistir. *: Atak fazindaki hastalarla
calisilmistir. **; Remisyon fazindaki hastalarla ¢alisiimigtir.
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Cizelge 4.7°deki miRNA’larin her biri, birgok gen ve/veya molekiiler yolagi
diizenlemektedir. Literatiirden elde edilen bu bulgular1 degerlendirmek icin bahsi
gecen miRNA’larin hedef genleri veya etkiledikleri yolaklar Cizelge 4.8’de 6zet
olarak sunulmustur. Bununla birlikte, bu miRNA’larin etkiledikleri diger genler veya
molekiiler yolaklar bu kapsamin disinda tutulmus olup yalnizca yayinlardan elde

edilen sonuclara agiklik getirilmeye calisilmistir.

MS’te hastalik aktivitesi ile iliskilendirilmis 6nemli bir T hiicre alt grubu olan Th17
hiicreleri, miyelin proteinlerine yanit vererek enflamasyonu ve noronal hasari
arttirmaktadir (Mirshafiey & Jadidi-Niaragh, 2011). Cizelge 4.7’de bulunan miR-574-
3p, mMiR-326-5p, miR-223-5p, miR-15b-5p, miR-145-5p ve miR-26-5p Th17
farklilasmasinda rol almaktadirlar (Ehtesham vd., 2017; Niwald vd., 2017; Ridolfi vd.,
2013; Sharaf-Eldin vd., 2017; Sendergaard vd., 2013; Xu vd., 2016; Zanoni vd., 2020).
Plazmadaki rolatif ekspresyonu RRMS hastalarinda, kontrollerden daha yiiksek
oldugu belirlenen mMiR-574-3p, SMAD4 ifade seviyesini diizenleyerek TGF-
sinyalizasyonu aksayan naif T hiicrelerinin, Thl7 hiicrelerine dontsiimiinii
indiikklemektedir (Gandhi vd., 2013; Xu vd., 2016). SMAD4 ile ayni aileden olan
SMAD3’iin ifade seviyesini diizenleyen miR-326-5p ve miR-145-5p de Th17 hiicre
farklilasmasini arttirmakta olup dolasimdaki ifade seviyelerinin RRMS hastalarinda
arttig1 gorilmiistiir (Ehtesham vd., 2017; Niwald vd., 2017; Sharaf-Eldin vd., 2017;
Sendergaard vd., 2013). RORC geninin ifade seviyesini diigiirerek Th17 hiicre
farklilagsmasini azaltan miR-15b-5p ise daha koruyucu bir rolde olup, serumdaki ifade
seviyesinin RRMS hastalarinda kontrollere gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir
(Ridolfi vd., 2013; Zanoni vd., 2020). Th17 farklilasmasim, IL17 ifade seviyesini
diizenleyerek azaltan miR-26-5p’nin de plazmadaki ifade seviyesinin RRMS
hastalarinda kontrollere gore daha diisiik oldugu goriilmektedir (Balkan & Bilge,
2021). STAT1 geninin ifade seviyesini diizenleyerek Th17 hiicrelerinin olusumunu
destekleyen miR-223-5p’nin serumdaki rolatif ekspresyon seviyesinin RRMS
hastalarinda kontrollere gore daha diisiikk oldugu goriilse de PKMH’lerde rolatif
ekspresyon seviyesinin arttig1 rapor edilmistir (Ridolfi vd., 2013; Zanoni vd., 2020).
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Cizelge 4.8: Literatiirde serum veya plazmada RRMS ile iligkili bulunan miRNA’larin hedefleri ve MS ile iligkileri.

. Hedefleri .
MiRNA (Gen-Yolak) Etkisi Referanslar
miR-22-5p |BTG1 B. hucrelgrlpln cogalmasini engelleyip mikroglia hiicrelerinin nitrik oksit hasarina olan Zanoni vd., 2020
direnclerini azaltmaktadir.
MiR-30e-5 MAPKS, PI3K/Akt/MTOR yolagini diizenleyerek T hiicreleri ile dendritik hiicreler arasindaki | Erkal & Korkut, 2022;
P pPIK3R2 iligkiye etkiler. Bu yolag1 bastirarak otoimmiin siirecleri arttirir. Luo vd., 2020
MiR-140-3p | SIRT1, SF Enflamatuvar ankmlerm salinimini baskilayan bu genlerin ifade seviyesini azaltarak Luo vd., 2020
enflamasyonu tetikler.
MiR-210-5p | STAT5A STA'I:SA v bask}lqurak TGF-p kaynakli STAT3 sinyal yolagini indiikler ve MSS'ye Gandhi vd., 2013
immiin hiicrelerinin infiltrasyonun artmasi destekler.
mMiR-500-5p |ESR E.r(x./ErB y1 baskllay.aralf Th.l/ThZ dengesinin bozulmasina ve T hiicrelerinde IFN-y Maddalon vd., 2022
gibi enflamatuvar sitokinlerin salinmasina yol acar.
miR-122-5p | SOCS1 SQCSI/STAT? smygl yqlqgl tizerinden MSS'deki mikroglia, makrofaj ve astrositlerin Liu vd., 2021
aktive edilmesiyle iligkilidir.
miR-196b- . . . . . . C . Selmaj vd., 2017;
5p PTPRC B ve T hiicre sinyalizasyonlarini yonetir, bu hiicrelerin gelisim dénemlerinde rol alir. Takuma vd., 2017
miR-122-3p | MAPK yolagi | T hiicrelerinin aktivasyonlarinda etkili olan genlerin ifade seviyesini azaltir. Chen vd., 2020
MiR-30b-5p | SEMA3A SE_MA3A ifadesini  diizenleyerek Norotrofin/Trk yolagi {izerinden noéronal Chen vd., 2017
rejenerasyonu destekler.
miR-451a- MAPK sinyal yolagim diizenleyen TBL1XR1 gen ifadesine etki ederek T hiicrelerinin | Mastrototaro vd., 2021;
TBL1XR1 h . .
5p aktivasyonunu etkiler. Nuzziello vd., 2020
miR-342-3p |RICTOR RICTOR geninin ifadesini duze?leyerek Treg hiicrelerinin metabolik programlamasini Kim vd., 2020
ve glukokortikoidlere yanitini diizenler.
miR-92a-1 | CDA40 yolag1 Naif CD4" T hiicrelerinin aktivasyonu ve ¢ogalmasiyla iliskilidir. Zanoni vd., 2020
miR-135a- | JAK2/ JAK2/STAT3 yolag1t tiizerinden Thl7 hiicreleri araciligi ile proenflamatuvar Conti vd.. 2012
op STAT3 sitokinlerin salinimini indiikler. Th1/Th2 dengesini bozmaktadir. B
MiR-454-5p | PDK1 Treg hiicrelerinin hiicresel stresinin artmasina neden olup otoimmiin siireglerin | Fang vd., 2015; Feng vd.,

baslamasini destekler.

2021

RRMS hastalarinda serum veya plazmada ifade seviyesi degisen miRNA’larin MS’te muhtemel biyolojik islevleri. Er: Ostrojen reseptoril.
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Cizelge 4.8 (Devami).

Literatiirde serum veya plazmada RRMS ile iligkili bulunan miRNA’larin hedefleri ve MS ile iligkileri.

. Hedefleri L
mMiRNA (Gen-Yolak) Etkisi Referanslar
— SMADA4 ifade seviyesini diizenleyerek, TGF-f sinyalizasyonunun diizgiin ¢calismadig:
MiR-574-3p | SMAD4 durumda naif T hiicrelerinin Th17 hiicrelerine doniisiimiinii indiikler. Xuvd., 2016
SOCS1 SHIP1 SOCS1, SHIP1 gibi sitokin sinyalizasyonunun negatif regiilatorlerinin ifade seviyesini
miR-155-5p TAB? ’ ' | azaltarak enflamatuvar stiregleri arttirir, TAB2 araciligi ile NF-xB sinyalizasyonunu | Tili vd., 2009
diizenler.
miR-301la- |CXCL12, MSS'ye immiin hiicrelerin girmesini engelleyen CXCL12'nin ifade seviyesini azaltir, | Petkovic vd., 2013; Shen
5p STAT3 ayrica STAT3 ifadesini diizenleyerek enflamatuvar siire¢lerin artmasina neden olur. |vd., 2020
MiR-326-5p | ETS-1, SMAD3 Th17 .hucre farklilagmasini destekler ve CD47 ifadesini baskilayarak makrofajlarin Sharaf-Eldin vd., 2017
miyelin hasarini arttirmasina neden olur.
miR-572-5p | NCAM Noronal hasarin iyilesmesinde gorev alir remiyelinizasyon siireclerini destekler. Mancuso vd., 2015
miR-223-5p | STAT1, NLRP3, STATllar.acﬂlgl ile Th17 hiicrelerini arttirp Treg hlicrelerlnl azaltirken NLRP'3{in ifade Zanoni vd., 2020
seviyesini azaltarak enflamatuvar mekanizmalar1 6nler.
miR-23a-5p | FGF2 Kr.omk ve ak‘Flf MS lezyonlarinda ifade edilmektedir. Ayrica noéron ve Zanoni vd., 2020
oligodentrositlerin farklilagmasinda rol alir.
miR-15b-5p | RORC NF-kB ifadesinin azalmasina neden olur, RORC genini baskilayarak Thl17 Zanoni vd., 2020
farklilasmasini azaltir.
miR-145-5p | SMAD3, SP1 TGF-f sinyalizasyonuna etki ederek Th17 hiicre farklilagmasina neden olur. Emfrfr:/ijm \2/31’72 017; Sharaf-
IRS1 araciligiyla sitokin bagimli naif, hafiza ve Trgy hiicrelerinin metabolizmasini
miR-191-5p | IRS1, BDNF diizenler, BDNF'i baskilayarak noroenflamasyonu arttirirken noroprotektif siireclere | Vistbakka vd., 2018
engel olur.
miR-24-3p | IFN-y, ILI7RA | IFNG ifade seviyesini diizenleyerek Th1 hiicreleri tizerinde diizenleyici role sahiptir, | Vistbakka vd., 2018
MiR-20a-50 | TIMP?2 MMP-2’nin negatif regiilatorii olan TIMP2’nin ifade seviyesini azaltmaktadir. MMP- | Ehtesham vd., 2017; Zanoni
P 2 inhibisyondan kurtulur ve KBB biitiinliigii saglanir. vd., 2020
MiR-26-5p | IL23/1L17 Naif T hiicrelerinin doniigiimiinde rol oynayan sitokinleri hedefleyen miRNA'nin ifade Balkan & Bilge, 2021

seviyesinin azalmasiyla Th17 farklilasmasi artmaktadir

RRMS hastalarinda serum veya plazmada ifade seviyesi degisen miRNA’larin MS’te muhtemel biyolojik islevleri.
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Yardimci T hiicre alt popiilasyonlarindan Th1 hiicreleri proenflamatuvar sitokinlerin
salmimini desteklerken Th2 hiicreleri ise antienflamatuvar sitokinlerin salinimini
desteklemektedir. Bu yiizden, Th1/Th2 dengesinin bozulmas1 MS’te 6nemli bir rol
oynamaktadir (Oreja-Guevara vd., 2012). Literatiirdeki calismalar incelendiginde
miR-500-5p, miR-135a-5p ve miR-24-3p’nin Th1/Th2 dengesini Thl y6niine dogru
bozdugu goriilmektedir (Conti vd., 2012; Maddalon vd., 2015; Vistbakka vd., 2018).
Plazmada rolatif ekspresyon seviyesinin kontrollere gore daha yiiksek oldugu
gozlemlenen miRNA’lardan miR-135a-5p, Janus Kinaz 2/Sinyal Doéniistiiriicii ve
Transkripsiyon Aktivatorii 3 (JAK2/STAT3) yolagt iizerinden Thl hiicre
popiilasyonunu arttirmaktadir (Conti vd., 2012). Plazmada rolatif ekspresyon
seviyesinin kontrollere gore daha yiiksek oldugu gozlemlenen miR-500-5p ise ESR
geninin ifadesini diigiirerek Th2 hiicre popiilasyonu azaltip Th1/Th2 dengesinin
bozulmasina neden oldugu gosterilmistir (Maddalon vd., 2022). IFNG ifade seviyesini
diizenleyen miR-24-3p ise Thl hiicre popiilasyonunu etkilemekte olup RRMS
hastalarinin serumlarindaki rolatif ekspresyon seviyesinin kontrollere goére daha

yiiksek oldugu goriilmiistiir (Vistbakka vd., 2018).

Treg hiicreleri, immiin sistemin diizenleyici unsurlar1 olup enflamasyonu baskilayarak
otoimmiinitenin artmasimi  engellemektedirler (Kimura, 2020). Literatiirdeki
calismalar incelendiginde RRMS hastalarinin serumlarinda kontrollere nazaran daha
yiiksek seviyede ifade edilen miR-342-3p’nin RICTOR geninin ifade seviyesini
azaltarak Treg hiicrelerinin metabolik programlamasini negatif yonde diizenlenmesine
ve bu hiicrelerin popiilasyonunun azalmasina yol agtig1 goriilmiistiir (Ebrahimkhani
vd., 2017; Kim vd., 2020). Benzer bir rolde olan ve RRMS hastalarinin serumlarinda
kontrollere gore daha yiiksek seviyede ifade edilen miR-454-5p ise PDK1 genini hedef
alarak Treg hiicrelerinin hiicresel stres seviyesinin artmasina ve Treg popiilasyonunun
azalmasina neden olmaktadir (Ebrahimkhani vd., 2017; Fang vd., 2015; Feng vd.,
2021).

Periferde enflamatuvar siiregleri aktive eden mekanizmalar otoimmiin hastaliklarin
ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (Barkhane vd., 2022). MS ile iliskilendirilmis
miRNA’lardan olan miR-155-5p, SOCS1 ve SHIP1 gibi sitokin sinyalizasyonunun
negatif regiilatorlerini baskilayarak enflamatuvar siiregleri arttirmaktadir. Benzer bir

rolde olan miR-140-3p de enflamatuvar sitokinlerin salinimini baskilayan SIRT1 ve

227



SF-1 genlerinin ifade seviyesini azaltarak enflamasyonu arttirmaktadir (Tili vd.,
2009). Birden ¢ok T hiicre popiilasyonu iizerinde etkili olan miR-191-5p ise IRS1 geni
aracilig1 ile naif ve regiilator T hiicrelerinin metabolizmasini diizenlemektedir
(Vistbakka vd., 2018). Periferde enflamatuvar siiregleri aktive ederek hastalik
aktivitesini arttiran bu miRNA’lara ilave olarak miR-122-5p de SOCS1 geninin ifade
seviyesini azaltmaktadir. Normal kosullarda STAT3’lin negatif bir regiilatorii olarak
gorev alan SOCS1 geninin ifade seviyesinin azalmasi ile STAT3 ifade seviyesi
artmakta ve bu durum néroenflamasyonu arttirarak MSS’deki mikroglia, makrofaj ve
astrositlerin asir1 aktive olmasina neden olmaktadir. Bu miRNA’lardan miR-155-5p
ve mMiR-191-5p’nin serumda, miR-140-3p’nin ise plazmadaki rolatif ekspresyon
seviyesinin kontrollere gére daha yiiksek oldugu goriilmistir (Gandhi vd., 2013;
Niwald vd., 2017; Vistbakka vd., 2018). Buna karsin, serum miR-122-5p seviyesinin
atak ve remisyon fazindaki RRMS hastalarinda kontrollere gore daha diisiik oldugu

goriilmiistiir (Selmaj vd., 2017).

MS’in patogenezinde dnemli bir rol oynayan B hiicrelerinin kontrolsiiz gelisimi ve
cogalmalarini baskilamakta gorevli bir gen olan BTG1, miR-22-5p’nin hedeflerinden
biridir (Zanoni vd., 2020). Gandhi ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, miR-22-5p’nin
RRMS hastalarinin plazmalarinda kontrollere gére daha yiiksek rolatif ekspresyon
seviyesine sahip oldugu gortilmistiir (Gandhi vd., 2013).

MS’in patogenezinde immiin sistem hiicreleri arasi etkilesimler de rol oynamaktadir.
Plazmadaki rolatif ekspresyon seviyesinin RRMS hastalarinda, kontrollere gére daha
yiiksek oldugu tespit edilen miR-30e-5p, MAPK8 ve PIK3R2 genlerinin ifade
seviyesini azaltarak T hiicreleri ve dendritik hiicreler arasi iletisimi bozmakta ve
otoimmiin siiregleri arttirmaktadir (Erkal & Korkut, 2022; Gandhi vd., 2013; Luo vd.,
2020). RRMS hastalarinin serumlarindaki rolatif ekspresyon seviyesi kontrollere gore
daha diisiik olan miR-196b-5p ise PTPRC geninin ifade seviyesini diizenleyerek T ve
B hiicreleri arasi sinyalizasyonlara etki etmektedir (Selmaj vd., 2017; Takuma vd.,
2017).

MS patogenezinde ve progresyonunda, periferde baslayan stiregler KBB’nin yikimi ile
MSS’de devam etmektedir (Greiner & Kipp, 2021). Bu yiizden, KBB’nin yikimi ve
immiin hiicrelerin MSS’ye gegisi ile iligkili siirecler de hastaligin ortaya ¢ikmasiyla ve

hastalik aktivitesiyle iligkilidir. Normal kosullarda KBB’nin biitliinligiinii saglayan
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faktorlerden olan CXCL12, miR-301a-5p’nin hedeflerinden olup bu miRNA araciligi
ile ifade seviyesi azalmakta ve bu durum KBB’ye immiin hiicrelerin girisini
kolaylagsmaktadir (Petkovic vd., 2013; Shen vd., 2020). Niwald ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada miR-301a-5p’nin serum rolatif ekspresyon seviyesinin RRMS
hastalarinda kontrollere gore daha yiiksek oldugu goriilmistiir (Niwald vd., 2017).
Benzer bir role sahip olan miR-20-5p ise MMP2’nin negatif regiilatorii olan TIMP2’yi
hedef alarak ifade seviyesini azaltir ve KBB’nin biitiinliigiinii saglayan MMP2’nin
ifade seviyesinin artmasini saglar (Balkan & Bilge, 2021; Huang vd., 2016). Balkan
ve Bilge’nin ¢alismasinda plazma rolatif ekspresyon seviyesinin RRMS hastalarinda
kontrollere gore daha yiiksek oldugu goriilmiis olsa da bu durumun, ¢alismadaki
RRMS hastalarinin tedavi almalarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Balkan &
Bilge, 2021). Gandhi ve arkadaglarinin ¢alismasinda plazmadaki rolatif ekspresyon
seviyesinin arttig1 belirlenen miR-210-5p ise STAT5A ifade seviyesini azaltip TGF-f
kaynakli STAT3 yolagini aktive ederek MSS’ye infiltrasyonu arttirmaktadir (Gandhi
vd., 2013).

RRMS hastalarinda atak sonrasi remisyon donemlerinde tam veya tama yakin
tyilesmeler goriilebilmektedir. Bu siirecte alinan tedavilerle birlikte remiyelinizasyon
ve noral rejenerasyon siiregleri baslamaktadir (Berkovich, 2013; Sevim, 2016).
Literatiirdeki caligmalar incelendiginde serumdaki seviyesinin RRMS hastalarinda
kontrollere gore daha yiiksek oldugu gorillen miR-30b-5p’nin SEMA3A ifade
seviyesini  baskilayarak noral rejenerasyonu dolayli olarak destekledigi
diistinilmektedir (Chen vd. 2017; Ebrahimkhani vd., 2017). Serumdaki ifade
seviyesinin kontrollere gore daha diisiik oldugu tespit edilen miR-572-5p’nin atak
doneminde serumdaki ifade seviyesinin arttigi goriilmiis olup bu miRNA’nin
hedeflerinden birisi remiyelinizasyonda gorevli NCAM genidir. miR-572-5p’nin
NCAM seviyesini RRMS hastaliginin farkli donemlerinde diizenleyerek noral
rejenerasyonu dolayli olarak etkiledigi diisiiniilmektedir (Mancuso vd., 2015). Noral
rejenerasyonla iligkili oldugu diisliniilen bir diger miRNA da miR-23a-5p olup
serumdaki rolatif ekspresyon seviyesinin RRMS hastalarinda kontrollere gore daha
diisiik oldugu belirlenmistir (Ridolfi vd., 2013). miR-23a-5p’nin hedeflerinden olan
FGF, makrofaj/mikroglia aktivasyonunu arttirirken remiyelinizasyonu negatif yonde

etkilemektedir. Ridolfi ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada serumda rolatif
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ekspresyon seviyesinin azalmis oldugu tespit edilen miR-23a-5p’nin seviyesindeki
diisiis nedeniyle FGF’nin inhibisyondan kurtuldugu ve hastalik aktivitesini arttirdigi
distiniilmektedir (Ridolfi vd., 2013; Zanoni vd., 2020).

Bu anlamli sonuglarin 6zetlendigi arastirmalar haricinde RRMS ile iligkisi caligilan
fakat anlamli bir sonu¢ elde edilmeyen miRNA’larin da oldugu g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Literatiirden elde edilen bu sonuglar, miRNA’larin hastaligin
ortaya ¢ikmasinda farkli mekanizmalar ve yolaklar iizerinden farkli sekillerde etki

ettigi goriilmektedir.

45.2.1 Plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin RRMS ile iliskisinin

incelenmesi

Bu tez calismasinda, naif RRMS hastalarinin plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon
seviyesinin (12.01 + 18.10) hem kontrollerden (1.51 + 1.13) hem de tedavi alan RRMS
hastalarindan (2.15 + 2.49) daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (tedavi alan RRMS vs.
naif RRMS: P=.007; naif RRMS vs. kontrol: P<.001). Tedavi alan RRMS hastalar1 ve
kontrol bireyler arasinda ise plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi
bakimindan anlaml bir fark bulunmamaktadir (Cizelge 3.26). MS’te miR-21-5p’nin
roliinii aydinlatmak amaciyla EAE modelinde yapilan ¢alismalarda MIR21°/" farelerde
hastaliga direncin arttig1 ve noronal hasarin azaldigi goriilmektedir (Al-Ghezi vd.,
2019). Bu durum, miR-21-5p’nin hedeflerinden biri olan PPARa’nin miR-21-5p
seviyesinin azalmasi sayesinde post transkripsiyonel baskilanmadan kurtulmasiyla
acgiklanmaktadir. Baskilanmadan kurtulan PPARa, nérotrofik faktérlerden olan BDNF
ve gliyal hiicre tiirevli norotrofik faktoriin (glial cell line derived neurotrophic factor;
GDNF) ifadesini arttirip NF-kB gibi diger noroinflamatuvar faktorleri baskilayarak
noroprotektif gorevini yerine getirebilmektedir (Juzwik vd., 2019). Daha 6nce MS
hastalarinda yapilan bir calismada hastalar kontrast tutan lezyon bulunduran ve
bulundurmayan olarak ikiye ayrildiginda, plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon
seviyesi bakimindan gruplar arasinda bir fark bulunmasa da kontrast tutan lezyon
bulunduran hastalarin BOS’unda miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin arttigi
goriilmiistiir (Mundz-San Martin vd., 2019). Ayrica, RRMS hastalarinin atak ve
remisyon donemlerinde PKMH’deki seviyeleri incelendiginde miR-21-5p’nin atak

doneminde, remisyona gore daha yiiksek seviyede oldugu goriilmiis olup miR-21-
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5p’nin hastalik aktivitesi ile iligkili oldugu sonucuna ulasilmistir (Baulina vd., 2018).
Yine PKMH ile yapilan bir calismada RRMS hastalarinda, kontrollere gére miR-21-
Sp rolatif ekspresyon seviyesinin daha yiiksek oldugunun goriilmesi, miR-21-5p’nin
hastalik riskiyle de iliskili oldugunu gostermektedir (Fenoglio vd., 2011). RRMS
hastalarmin plazma Ornekleriyle yapilan bir g¢alismada ise miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin RRMS ve kontrol grubu arasinda farkli olmadigi goriilmiistiir.
Patofizyolojisi MS ile benzerlik gdsteren Alzheimer, sedef hastaligi, SLE ve tip-1
diyabet (T1D) hastaliklariyla iliskisinin incelendigi ¢alismalarda plazma miR-21-5p
rolatif ekspresyon seviyesinin hastalarda kontrollere gore daha yiliksek oldugu
goriilmistiir (Allawe vd., 2022; Chen vd., 2021; Giuliani vd., 2021; Su vd., 2018). MS
hastalarinda miR-21-5p ifade seviyesinde goriilen artisin, hastali§in patofizyolojisinde
onemli bir rol oynayan oksidatif stres ve Th17 hiicre farklilasmasinda gérev alan TGF-
B ile iliskili olduguna dair bulgular literatiirde mevcuttur (Cheng vd., 2009; Li vd.,
2021). Literatiirdeki c¢alismalar incelendiginde, kardiyak miyosit hiicrelerinde
oksidatif hasar olusturuldugunda miR-21-5p seviyesinin arttigi goriilmiistiir (Cheng
vd., 2009). Li ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise karaciger fibroz dokularinda TGF-
f’nin indiiklendigi durumda bu dokulardaki miR-21-5p seviyesinin arttig1 gorillmiistiir
(Li vd., 2021). Bu bulgular, MS hastalarinda miR-21-5p’nin ifade seviyesinin
artmasina agiklik getirmektedir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglara gore naif
RRMS hastalarinin plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin tedavi alan
RRMS hastalar1 ve kontrol bireylere gore anlamli Olglide arttigi goriilmektedir.
Patofizyolojisinde oksidatif stresin énemli bir rol oynadigi MS’te oksidatif hasar
ozellikle kontrast tutan lezyon alanlarindaki aktif demiyelinizasyon ve aksonal hasarin
gorildiigt bolgelerdir (Ohl vd., 2020). Ayrica, Cheng ve arkadaslarinin ¢aligmasinda
oksidatif stres ile miR-21-5p ifade seviyesinin arttig1 gosterilmistir (Cheng vd., 2009).
Dolayisiyla, bu tez calismasindaki naif RRMS hastalarinin %70’inde kontrast tutan
lezyon bulunmasinin da bu hastalardaki yiiksek miR-21-5p ifade seviyesine neden
olmast muhtemeldir. Her ne kadar tedavi yaniti ile iliskilendirilecek bir deney
dizaynina sahip olunmasa da tedavi alan RRMS hastalarinin plazma miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyelerinin naif RRMS hastalarindan anlamli derecede daha diisiik
oldugunun tespit edilmesi, diger ¢alismalarda hastalik aktivitesinin azalmasiyla diisen
miR-21-5p seviyelerinin bizim c¢alismamizda da tespit edildigini gostermektedir
(Baulina vd., 2018). Tedavi alan RRMS hastalar1 ile kontrol grubu arasinda miR-21-
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5p rolatif ekspresyon seviyesi bakimindan fark bulunmamasi da bu durumun bir

gostergesidir (Cizelge 3.26).

Plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin diger parametrelerle birlikte naif
RRMS veya tedavi alan RRMS olma durumu ile olan iliskileri de bu tez kapsaminda
calisilmistir (Cizelge 3.44, Cizelge 3.45). Yapilan ikili lojistik regresyon analizlerinde
miR-195-5p, cinsiyet, istihdam, sigara ve CLU SNP’leri ile bir arada oldugu durumda
miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesindeki yiikselmenin naif RRMS olma durumuyla
iliskili oldugu goriilmiistiir (OR=1.87, P=.01). Benzer sekilde, tedavi alan RRMS
hastalar1 ve naif RRMS hastalarinda kiyaslandiginda ise miR-195-5p, cinsiyet,
istihdam, sigara ve CLU SNP’leri ile bir arada oldugu durumda miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin artisginin naif RRMS olma durumuyla iligkili oldugu
goriilmiistiir (OR=1.3) (Cizelge 3.49). Bu durum, yukarida elde edilen sonuglarla da
uyum gostermektedir. Gergeklestirilen ROC analizleri neticesinde plazma miR-21-
5p’nin naif RRMS hastalar1 ve kontrol bireyleri siniflandirmada orta diizeyde bir
prediktor olabilecegi tespit edilmistir (AUC=0.789, P<.001, %95 Cl= 0.68-0.89)
(Cizelge 3.49). Ayrica, miR-21-5p’nin tedavi alan ve naif RRMS hastalarinin
siniflandirilmasinda da orta diizeyde bir prediktér olabilece§i goriilmiistiir

(AUC=0.734, P=.002, %95 Cl= 0.61-0.86) (Cizelge 3.49).

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda incelenen miR-21-5p’nin deneysel olarak kanitlanmis
hedeflerinden birisi de clusterin mRNA’sidir (Mydlarz vd., 2014). Daha 6nce hamile
kadinlarda yapilan bir ¢alismada miR-21-5p’nin plazmadaki ekspresyon seviyesi
arttiginda plazma clusterin konsantrasyonunun anlamli 6lgiide azaldig1 goriilmiistiir
(Timofeeva vd., 2021). Buna Karsin, bu tez ¢alismasinda plazma miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesi ve plazma clusterin konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon
oldugu gorilmistir (0=.436, P=.02) (Cizelge 3.28). Literatiirdeki c¢aligmalar
incelendiginde, Reale ve arkadaslarinin ¢alismasinda IL-13’nin RRMS hastalarinin
serum ve BOS’larinda kontrollere gore daha yiiksek seviyede ifade edildigi
goriilmistiir (Reale vd., 2012). EAE modellerinde yapilan caligmalarda da IL-1f
sentezleyemeyen farelerin daha az atak ge¢irdigi ve ataklarinin daha hafif gectigi
goriilmistiir (Lin & Edelson, 2018). Proenflamatuvar bir sitokin olan IL-1p’nin ayni
zamanda oksidatif stresi ve reaktif oksijen tiirlerinin salinimini arttirdig bilinmektedir

(Liu vd., 2021). Ayrica, hiicresel stres ve hasar durumlarinda clusterinin salgilanan
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formu olan sCLU’nun ifade seviyesini IL-1p’nin arttirdig1 goriilmustiir (Matta vd.,
2020). Oksidatif stres gibi hiicresel stres durumunda CLU geninin de ifade seviyesi
artis  gostermektedir (Jones & Jomary, 2002). Bu sonuglar goz Oniinde
bulunduruldugunda, MS hastalarinda salinimi artan IL-1B’nin clusterin proteinin
seviyesini de oksidatif stres araciligi ile indiikledigi diisiiniilmektedir. Bunlara ilave
olarak, RRMS hastalarinda hastalik aktivitesi ile iligkili oldugu belirlenen miR-21-
Sp’nin EAE modelinde yapilan ¢alismalarda Th17 hiicre popiilasyonunu arttirdigi
goriilmistir (Baulina vd., 2018; Murugaiyan vd., 2015). Li ve arkadaslarinin
calismasinda, karaciger fibroz dokularinda TGF-B’nin indiiklendigi durumda bu
dokulardaki miR-21-5p seviyesinin arttigi goriilmiistir (Li vd., 2021). Th17 hiicre
doniistimiinde de aktif rol oynayan TGF-B’nin naif RRMS hastalarinda goriilen ytiiksek
miR-21-5p seviyesiyle iligkili oldugu diistiniilmektedir (Ehtesham vd., 2017; Sharaf-
Eldin vd., 2017). Ayrica, kardiyak miyosit hiicrelerinde oksidatif hasar
olusturuldugunda da miR-21-5p seviyesinin arttig1 goriilmistiir (Cheng vd., 2009).
MS hastalarinda demiyelinizasyonun ve aksonal hasarin gostergesi olan kontrast tutan
lezyonlarda, basta aktive olan mikroglialar ve makrofajlar tarafindan olmak {izere
reaktif oksijen tiirlerinin saliniminin arttig1 goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda da naif
RRMS hastalarinin %70’inde kontrast tutan lezyon bulundugu tespit edilmistir
(Cizelge 3.25). Bu durumun da naif RRMS hastalarinda plazma miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin daha yiiksek olmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bu
bulgular, MS’in patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynayan oksidatif stresin hem
clusterin proteininin hem de miR-21-5p’nin ifade seviyesinin artmasinda etmen
oldugunu gostermektedir. Bu yiizden, plazma clusterin konsantrasyonunun ve miR-
21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin, aralarindaki iliskiden bagimsiz olarak,
enflamatuvar siireclerin ve hastalik aktivitesinin gorece daha yiiksek oldugu naif
RRMS hastalarinda yiikselmis olduklar1 ve bundan dolay1 aralarinda pozitif

korelasyon iliskisi tespit edildigi diistiniilmektedir.

Bunlarin yan1 sira dikkat ¢ekici bir diger sonu¢ da naif RRMS hastalarinda plazma
miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi ve VLDL-kolesterol arasinda pozitif bir
korelasyon goriilmesidir (6=.468, P=.01) (Cizelge 3.28). Daha 6nce RA hastalariyla
yapilan bir ¢galismada da VLDL-kolesterol ve plazma miR-21-5p seviyeleri arasinda

pozitif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir (Andonian vd., 2019). Bu durumun, miR-
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21-5p’nin  hedeflerinden 3-hidroksi-3-metil-glutaril-KoA rediiktaz (HMG-KoA
Rediiktaz) sentezleyen HMGCR genini baskilayarak kolesterol seviyelerini
diizenlemesinden kaynaklanmis olabilecegi 6ngoriilmektedir (Sun vd., 2015). Ayrica,
bu tez kapsaminda ¢alisilan bir diger miRNA olan miR-195-5p ile miR-21-5p arasinda
tiim gruplarda pozitif korelasyon goriilmesi bu miRNA’larin hem hastalikta hem de
normal fizyolojik kosullarda birbirleriyle iliskili olabilecegine isaret etmektedir (naif
RRMS: 6=.362, P=.049; tedavi alan RRMS: 6=.745; P<.001; kontrol: 6=.455; P=.01)
(Cizelge 3.28, Cizelge 3.29 & Cizelge 3.30). Bununla birlikte, literatiirde bu iki

miRNA’nin bir arada incelendigi baska bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

4.5.2.2 Plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin RRMS ile iliskilerinin

incelenmesi

Bu tez galismasi kapsamindaki miRNA’lardan olan miR-195-5p’nin tedavi alan
RRMS hastalarinda (0.15 + 0.11) ve naif RRMS hastalarinda (0.78 £+ 1.93) plazma
rolatif ekspresyon seviyesinin kontrol bireylerden (1.94 + 2.37) daha diisiik oldugu
goriilmistiir (tedavi alan RRMS vs. kontrol: P<.001; naif RRMS vs. kontrol: P<.001).
Ayrica, tedavi alan RRMS hastalariin plazma miR-195-5p rélatif ekspresyon
seviyesinin, naif RRMS hastalarina kiyasla daha diisiik oldugu goriilmektedir (P=.03)
(Cizelge 3.26). ROC analizi ile degerlendirildiginde ise miR-195-5p’nin naif RRMS
hastalariyla kontrolleri (AUC=0.791, P<.001, %95 Cl= 0.67-0.91) ve tedavi alan
RRMS hastalariyla naif RRMS hastalarini (AUC=0.708, P=.006, %95 Cl= 0.61-0.86)
simiflandirmada orta diizeyde bir prediktor olabilecegi tespit edilmistir (Cizelge 3.49).
Tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrollerin siniflandirilmasinda ise “cok iy1” diizeyde
bir prediktér oldugu goriilmiistiir (AUC=0.943, P<.001, %95 Cl= 0.88-1.00) (Cizelge
3.49). Daha dnce MS ile iligkisi ¢alisiimamis olan miR-195-5p’nin farkli kanser tiirleri
ile iligkili olduguna dair bulgular mevcuttur (He vd., 2011; Yu vd., 2018). Meme
kanseri ve osteosarkoma hastalarinda yapilan ¢alismalarda hastalarin serumunda ifade
seviyesinin arttig1 gdzlemlenen miR-195-5p’nin yumurtalik kanseri ve gastrik kanser
hastalarinin plazmalarinda ise ifade seviyesinin azaldigi goézlenmistir (Gorur vd.,
2013; Lian vd., 2015; Nogueira vd., 2019). Ayrica, akciger kanseri, metastatik
kolorektal kanseri, yumurtalik kanseri, hepatoseliiler karsinom ve mesane kanseri
hiicrelerinde yapilan c¢aligmalarda miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin

diistiigiine dair bulgular literatiirde mevcuttur (Arndt vd., 2009; Crawford vd., 2009;
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Dahiya vd., 2008; Ichimi vd., 2009; Xu vd., 2009). Diyabet hastalariyla yapilan
calismalarda ise hem gestasyonel diyabet hastalarinin serumunda hem de T2D
hastalarinda plazmasinda miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin arttigi
goriilmistir (Tagoma vd., 2018; Wang vd., 2020). Bununla birlikte, primer
hipertansiyonu olan T2D hastalarinda ise serum miR-195-5p rolatif ekspresyon
seviyesinin azaldigi goriilmistiir (Hu vd., 2021). Otizm hastalarinda ve hiperaktivite
goriilen cocuklarda yapilan calismalarda da serum miR-195-5p rolatif ekspresyon
seviyesinin arttig1 gozlemlenmistir (Vasu vd., 2014; Zadehbagheri vd., 2019). MS’le
benzer patofizyolojiye sahip Alzheimer ve Parkinson hastalarinda yapilan
caligsmalarda ise serum miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin hasta gruplarinda
arttigl gozlemlenmistir (Ardashirova vd., 2020; Cao vd., 2021). Bu sonuglar,
dolagimdaki ve dokudaki miR-195-5p rélatif ekspresyon seviyesinin artig ve azalisinin

tek basina agiklayict olmadigint gostermektedir.

Literatiirdeki caligmalar incelendiginde miR-195-5p’nin KOAH hastalik modelinde
PMKH’de ifade seviyesinin azaldigi ve miR-195-5p mimikleri kullanilarak ifade
seviyesi arttirildiginda proenflamatuvar sitokinlerin ifadesini azalttigi goriilmustiir (Li
vd., 2020). Serebral hasar modeli olan farelerde yapilan bir ¢alismada ise miR-195-
5p’nin ifadesinin artmasiyla serebral hasarin iyilestigi goriillmektedir (Ren vd., 2021).
Alkol kaynakli olmayan karaciger yaglanmasi gelistirilmis olan farelerde yapilan
caligmalarda, miR-195-5p’nin CD40" B hiicrelerini inhibe ettigi ve Th17 hiicrelerinin
oranini azaltmak suretiyle Th1/Th17 dengesini sagladigi gortlmistiir (Li vd., 2020).
Ancak, omurilik hasart modeli olusturulan farelerle yapilan bir ¢aligmada miR-195-
5p’nin antagomiR’lerle baskilanmasiyla apoptozu diizenleyen Bcl-2’yi kodlayan
BCL2 ve norotrofik bir faktor olan vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii A’y1 (Vascular
Endothelial Growth Factor-A; VEGF-A) kodlayan VEGFA ifade seviyesinin arttig1
tespit edilmis ve miR-195-5p’nin baskilandigi grupta omurilik hasarmin daha fazla
iyilestigi gorilmiistiir (Tao & Shi, 2016). Buna karsin, akut bobrek hasari modelinde
yapilan bir ¢aligmada ise miR-195-5p’nin hedef genlerinden olan VEGFA’nin
baskilanmasiyla enflamasyonu ve oksidatif stresi azalttig1 goriilmiistiir (Xu vd., 2020).
Buna ilave olarak iki ¢alismada norotrofik faktorlerden olan BDNF’yi hedef alarak
ifade seviyesini azalttig1 da goriilmiistir (He vd., 2011; Pan vd., 2021). Bu sonuglar

farkli kanser tiirleri ve enflamatuvar hastaliklarda apoptozu indiikleyip enflamasyon
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ve oksidatif hasar1 azaltarak koruyucu bir rolde olan miR-195-5p’nin néronal hasar
durumlarinda ise norodejenerasyonu arttirdigina isaret etmektedir. Bu tez ¢alismasinda
da naif RRMS hastalarinda diistik miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin
goriilmesi, bu kisilerde hastaligin basinda enflamatuvar siireglerin baskilanmamasi

nedeniyle MS’in gelisimine neden olabilecegi goriislinii desteklemektedir.

Bu tez ¢aligmasindaki bulgulara gore tedavi alan RRMS hastalarinin kontrol ve naif
RRMS hastalarindan daha diisiik plazma rolatif ekspresyon seviyelerine sahip
olmalari, miR-195-5p’nin ndrodejenerasyon ve ndral rejenerasyon siirecleriyle olan
iligkileriyle agiklanabilir. Periferde enflamasyonu ve oksidatif hasar1 azaltan miR-195-
5p’nin MSS’de ndral hasart arttirmasit ve BDNF ve VEGFA’y1 baskilayarak noral
rejenerasyona engel olmasi, hastaligin ilerleyisine etki edebilecegi goriisiinii
desteklemektedir. Boylamsal bir calisma olmamasi nedeniyle enjektabl
immiinomodiilatér tedavilerin bu durum iizerindeki rolii iizerine net bir yorum
yapilmasi miimkiin olmamakla birlikte, IFN-f ve GA’nin norotrofik faktorler olan
BDNF ve VEGFA ifade seviyelerini arttirdigi gériilmistiir (Azoulay vd., 2005, 2009;
Du vd., 2020; Makar vd., 2008). IFN-B’nin hangi mekanizmalarla BDNF veya VEGFA
seviyelerini arttirdig1 kesin olarak bilinmese de yapilan ¢alismalarda IFN-B tedavisi
alan bireylerde IL-10 ve IL-4 seviyelerinin tedavi ile birlikte arttigi goriilmektedir.
Daha 6nce EAE modelinde yapilan ¢alismalarda IL-4 ve IL-10 saliniminin artmasiyla
birlikte Th1 ve Th17 hiicre popiilasyonunun azaldigi ve BDNF, VEGFA gibi nérotrofik
faktorlerin ifade seviyesinin arttigi goriilmistiir (Freitas vd., 2022). Benzer sekilde,
GA tedavisi alan RRMS hastalarinda da GA-spesifik T hiicrelerinde BDNF ve diger
norotrofik faktorlerin ifadesinin arttigi goriilmiistiir (Azoulay vd., 2005). Ayrica, GA-
spesifik T hiicrelerinin MSS’de IL-10 salimmimlarinin da arttigi goézlemlenmistir
(Aharoni vd., 2003). Bu sonuglar goz 6niinde bulunduruldugunda, hem IFN- hem de
GA tedavilerinin IL-10 ve BDNF salinimini arttirdig1 goriillmektedir. Literatiirde miR-
195-5p ve IL-10 arasindaki iligkileri inceleyen bir ¢alismada karaciger yaglanmasi
modelinde miR-195-5p seviyesinin arttiginda IL-10 saliniminin azaldigi, miR-195-5p
seviyesinin azaldigi durumda ise IL-10 saliniminin arttigi goriilmiistir (Li vd., 2020).
Bir bagka ¢alismada ise miR-195-5p’nin PD-L1 seviyesini diistirerek IL-10 salinimin
azalttigr gorilmistiir. Bu bilgiler 1s18inda, IFN-B ve GA tedavisiyle IL-10 ve

norotrofik faktorlerin saliniminda goriilen artigin, tedavi yoluyla miR-195-5p’nin
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baskilanmasi sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir. Tedavi alan RRMS hastalarinda
miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin naif ve kontrol bireylerden daha diisiik
olmasi da bu goriisii desteklemektedir. Buna ilave olarak, plazma miR-195-5p ifade
seviyesi naiflerde MSSS ile pozitif korelasyon gosterirken (6=.394, P=.04) tedavi alan
RRMS hastalarinda MSSS ile miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleri arasinda
negatif korelasyon oldugu goriilmektedir (6=-.426; P=.02) (Cizelge 3.28 & Cizelge
3.29). Bu durum, miR-195-5p ekspresyonunun veya islevinin tedavi alan RRMS
hastalarinda baskilanmasi nedeniyle periferde enflamatuvar siireglerin daha sik
tetiklenmesi ve Th1/Th17 dengesinin bozulmasi nedeniyle bu hastalarda engelliligin
ataklara bagl olarak artmasiyla miimkiin gériinmektedir (Li vd., 2020; Xu vd., 2020).
Tedavi alan RRMS hastalarinin T2 lezyon sayilar1 ile miR-195-5p rolatif ekspresyon
seviyesi arasinda negatif korelasyon goriilmesi de bu sonucu desteklemektedir
(Cizelge 3.29). Buna karsin, naif RRMS hastalarinda miR-195-5p rolatif ekspresyon
seviyesiyle MSSS degerleri arasinda pozitif korelasyon goriilmesinin nedeninin ise
miR-195-5p’nin ifadesinin arttigi durumlarda nérotrofik faktorlerin baskilanmasi
nedeniyle heniiz tedavi almamis naif RRMS hastalarinda ndral rejenerasyonun

azalmasimin daha yiiksek engellilik skorlarinin  goriilmesine neden oldugu

distiniilmektedir (Pan vd., 2021; Xu vd., 2020).

4.6 Bilissel Durum ile fliskili Analizler

4.6.1 Grup-2’nin bilissel profili

Grup-2’deki naif RRMS hastalarina, tedavi alan RRMS hastalarina ve saglikli kontrol
bireylere BICAMS bataryasi uygulanmis olup gruplarin SDMT, CVLT-1l ve BVMT-
R test skorlar1 Cizelge 3.27°de sunulmustur. Gruplar arasinda egitim yili ve yas
bakimindan anlamli fark olmasi, test skorlarinin da egitim yili ve yas ile korelasyon
gostermesi nedeniyle test skorlari bu parametrelere gore diizenlenmis ve Cizelge
3.27°de ham skorlarla birlikte sunulmustur. RRMS hastalarina biligsel bozukluk
teshisi, bolim 3.4.3’te anlatildigr sekilde gergeklestirilmistir. Yapilan analizler
neticesinde, ham ve diizenlenmis skorlara gore kontrol grubunun SDMT, CVLT-II ve
BVMT-R test skorlar1 naif ve tedavi alan RRMS hastalarindan anlaml1 derecede fazla
olmakla birlikte (P<.001) naif ve tedavi alan RRMS hastalar1 arasinda anlaml1 bir fark
bulunmamaktadir (Cizelge 3.27).
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BICAMS bataryasinda uygulanan testlerin skorlari ¢alisma gruplarinin yas, egitim yil
ve klinik tiplerinden etkilenmekte olup bu parametrelerden bagimsiz
diistiniilmemelidir. Bu yilizden, bu ¢aligma kapsaminda ham BICAMS test skorlarinin
sunulmasinin yani sira gruplar arasindaki egitim y1il1 ve yas farkini kaldirmak amaciyla
bu skorlar yas ve cinsiyete gore lineer regresyon yontemi ile diizenlenmistir. Elde
edilen test skorlari, iilkemizdeki diger calismalardaki bulgularla karsilastirilmak
istenildiginde diger calismalardaki hasta gruplarimin heterojenligi, demografik
bilgilerin tam olarak verilmemis olmasi veya hastaliktan kaynaklanan diger
etmenlerden dolay1 bilissel performanslarinin azalmasina bagli olarak test skorlar
farklilik gosterebilmektedir. Dolayisiyla, bu boliimde test skorlarini ayri ayr ele

almaktan ziyade onlarin ifade ettigi bilissel bozukluk durumu 6n planda tutulmustur.

Ulkemizde BICAMS bataryasinin validasyonu igin yapilan caliymada RRMS
hastalarinda biligsel bozukluk orant %42.4 olarak belirlenmis olup bu oran bu tez
calismasi kapsamindaki naif (%50.0) ve tedavi alan RRMS hastalarindaki (%60.0)
biligsel bozukluk goriilme oranindan diisiiktiir. Biligsel bozukluk teshisi i¢in aym
metodun kullanildig1 Ozakbas ve arkadaslarinin calismasinda, referans olarak alman
kontrol grubunun test skorlart SDMT i¢in 53.5£9.5; CVLT-Ili¢in 53.9+7.7; BVMT-
R igin ise 22.5 + 9.2 olarak belirlenirken bu tez calismasinda diizenlenmis test
skorlarinin SDMT ig¢in 58.80 + 8.80, CVLT-II i¢in 56.29 + 3.04 ve BVMT-R i¢in
29.84 + 2.21 oldugu goriilmektedir (Ozakbas vd., 2017). Bu sonuglara gére, bu tez
calismasindaki kontrol grubunun BICAMS bataryasinin her {i¢ testinde de daha
yuksek skorlar aldig1 goriilmektedir. Bu durumun, bu tez ¢alismasinda daha yiiksek
bilissel bozukluk oraninin goriilmesinin nedeni olabilecegi diistiniilmektedir.
Ulkemizde gergeklestirilen ve bilissel bozukluk teshisi kesme degeri skorlarm
belirlemek i¢in ortalamadan 1.5 standart sapma uzakligin esas alindigi iki ¢alisma
incelendiginde ise MS hastalarinda biligsel bozukluk goriilme oraninin %33.3 ve
%31.7 olarak rapor edildigi goriilmiistiir (Cinar vd., 2017; Yigit, 2018). Bu bahsi gecen
calismalardan Cinar ve arkadaslarinin ¢calismasinda MS grubunun hastalik stiresi 2.02
+ 2.6 yildir ve bu tez calismasindaki naif RRMS hastalarinin hastalik siiresiyle benzer
oldugu goriilmistiir (2.1 = 3.5 yil). Buna karsin, Cinar ve arkadaslarinin ¢aligmasinda
RRMS hastalarinin egitim siiresinin (13.4 + 2.4 y1l) ve SDMT (40.3 £ 15.1) ve CVLT-

I1 (51.5 £ 13.7) testlerinin skorlarinin bu tez ¢calismasindaki naif (13.0 £ 3.8) ve tedavi
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alan RRMS hasta gruplarinin (11.9 + 4.4) egitim siiresi ve ham test skorlarindan daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir (naif RRMS: SDMT=39.30 + 10.50, CVLT-11=48.07 +
10.58; tedavi alan RRMS: SDMT=38.87 + 13.10; CVLT-11=47.93 + 12.35) (Cnar vd.,
2017). Benzer sekilde, biligsel bozuklugun goriilme oraninin %33.3 oldugu Yigit’in
calismasinda da MS hastalariin hastalik siiresinin (6.17 + 4.85 yil) bu tez
caligmasindaki tedavi alan RRMS hastalarinin hastalik siiresiyle (5.3 + 4.9 yil) benzer
oldugu goriilmiistiir. Yigit’in ¢alismasindaki MS hastalarinin ortalama egitim siiresi
(12.0+12.5 yil) bu tez ¢alismasindaki naif (13.0 + 3.8 yil) ve tedavi alan RRMS
hastalarinin (11.9 + 4 yil) ortalama egitim siiresiyle benzerlik gosterse de, SDMT
(47.99+£12.15) ve CVLT-Il (52.87+£11.13) test skorlarmin bu tez ¢aligmasi
kapsamindaki RRMS hastalarinin ham test skorlarindan daha yiiksek oldugu
goriilmektedir (Yigit, 2018). Bu durum, bahsi gegen ¢alismalarda daha diisiik bilissel
bozukluk goriilme oranina agiklik getirmekle birlikte kullanilan bilissel bozukluk
teshis yonteminin farkli olmasiin da bu duruma neden olabilecegi diisiiniilmektedir.
Global o6l¢ekte ise MS hastalarinda biligsel bozukluk goriilme orani degisiklik
gosterebilmektedir (De Caneda & De Vecino, 2016; Dusankova vd., 2012;
Polychroniadou vd., 2016; Sandi vd., 2017). Cek popiilasyonunda yapilan bir
calismada MS hastalarinda biligsel bozukluk goriilme oran1 %55 olarak bulunmustur
(Dusankova vd., 2012). Bu oran, Macar popiilasyonunda %57.1, Brezilya
popiilasyonunda ise %70’tir (De Caneda & De Vecino, 2016; Sandi vd., 2017).
Yunanistan’da yapilan BICAMS validasyon ¢aligmasinda ise MS hastalarinda biligsel
bozuklugun goriilme orani %47 olarak belirlenmistir (Polychroniadou vd., 2016).

Calisma grubunun BICAMS test skorlarinin yasa ve egitim yilina gore diizenlenmis
hallerine gore biligsel bozukluk teshisi koyuldugunda tedavi alan RRMS hastalarinda
(%60.0) ve naif RRMS hastalarinda (%50.0) bilissel bozukluk goriilme orani
bakimindan bir fark bulunmamaktadir (Cizelge 3.27). Bu ¢alisma kapsaminda, tedavi
alan RRMS  hastalarinda tedaviler enjektabl immiinomodiilatéor ajanlarla
sinirlandirilmig olup IFN-B ve GA tedavisi alan hastalar ¢alismaya dahil edilmistir.
Tedavilerin MS hastalarinda biligsel performansa olan etkileri incelendiginde IFN-f3
tedavisi almaya baslayan hastalarla yapilan bir ¢alismada 2 yil sonunda PASAT
skorlarinin anlamli derecede daha yiiksek oldugu gorilmiistir (Mori vd., 2012).

Cognitive Impairment in Multiple Sclerosis (COGIMUS) calismasinda 5 yil boyunca
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IFN-B tedavisi alan hastalarin biligsel performanslar1 degerlendirildiginde ise tedavi
alanlarin bilissel performanslarinin arttigi gozlemlenmistir (Patti vd., 2013). Naif
RRMS hastalariyla yapilan bir ¢caligmada ise 5 y1l sonunda, yiiksek doz IFN-f tedavisi
alan hastalarin diisiik doz alanlara nazaran daha iyi biligsel performanslar1 oldugu
goriilmiistiir (Patti vd., 2009). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada ise IFN-B tedavisine
baslayan RRMS hastalariin bir yillik tedavi sonunda tiim BICAMS test skorlarinin,
tedavi baslangicina gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Cinar vd., 2017). Bu
durumun, IFN-B tedavisinin antienflamatuvar etkileri sayesinde yeni lezyon
olusumunu yavaglatmasinin yani sira norotrofik faktorlerin salinimini indiiklemesi ve
lipit peroksidasyonunu, reaktif oksijen tiirlerinin azaltmasiyla mimkiin oldugu
goriilmektedir (Mudo vd., 2019; Patti vd., 2009). Tedavi grubunun kullandig1 bir diger
immiinomodiilatér ajan olan GA’nin uzun siireli kullaniminin takip edildigi bir
calismada, MS hastalarinin agik ve semantik bellek fonksiyonlarinin korundugu
gozlenirken dikkat, konsantrasyon gibi bir¢ok biligsel islevlerinde bozulmalar oldugu
gorilmiistiir (Schwid vd., 2007). BRB-N bataryasi ile GA kullanan 247 RRMS
hastasinin biligsel fonksiyonlar: incelendiginde ise plasebo grubuyla GA grubunun
bilissel performanslar1 arasinda anlamli bir fark olmadig1 goériilmiistiir (Amato vd.,
2019). EAE modelinde yapilan bir ¢alismada ise GA tedavisi alan modellerin kontrol
farelerle benzer biligsel profilde oldugu goriilmiistiir (Aharoni vd., 2019). Buna karsin,
iilkemizde yapilan bir calismada ise GA tedavisine baslayan hastalarin bilissel
performanslar1 tedavi basinda ve 1 yillik tedavi sonunda degerlendirildiginde tiim
BICAMS test skorlarinin tedavi sonunda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Cinar vd.,
2017). Bu caligmalar g6z Oniinde bulunduruldugunda, GA tedavisinin bilissel
fonksiyonlarin tiimiinde ayni etkiyi gostermedigi i¢in farkli sonuglara varilmasinin
miimkiin oldugu goriilmektedir (Amato vd., 2019). Ayrica, GA tedavisinin Th1/Th2
hiicre dengesini diizenleyerek antienflamatuvar siirecleri baslattigi ve GA-spesifik Th2
hiicrelerinin  KBB’yi gecerek norotrofik faktorlerin salinimimi da indiikledigi
bilinmektedir. Buna ilave olarak, naif RRMS hastalariyla yapilan boylamsal bir
calismada GA tedavisi alan hastalarda, hi¢ tedavi almayan naif RRMS hastalara
nazaran daha diisiik oranda biligsel bozukluk goriilmesi GA tedavisinin hastaligin
diger semptomlariyla birlikte biligsel semptomlarin1 da azalttiginin bir gostergesidir

(Kasindi vd., 2022).
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Tedavi ajanlart g6z onilinde bulunduruldugunda, genel olarak immiinomodiilator
tedavilerin biligsel performans iizerinde ayirt edici bir etkisinin olmamasinin yani sira
iilkemizde yapilan bir calismada GA veya IFN-f tedavileri alan RRMS hastalarinin
BICAMS test skorlar1 arasinda anlamli bir farklilik olmadigi gériilmiistiir (Cinar vd.,
2017). Bu tez caligmasi kapsaminda da tedavi alan RRMS hastalar1 GA (n=20) ve IFN-
B (n=10) tedavisi almakta olup analizler gerceklestirilirken bu tedaviler arasinda bir
fark olup olmadigina dair analizler gergeklestirilmemistir. Bu kisiler, tedavi alan

RRMS hastalar1 adiyla tek bir grup olacak sekilde bir arada degerlendirilmistir.

4.6.2 Plazma clusterin konsantrasyonu ve miRNA rolatif ekspresyon

seviyelerinin bilissel parametrelerle iliskileri

4.6.2.1 BICAMS test skorlari ile iliskileri

Bu tez caligmasi kapsaminda, diizenlenmis BICAMS test skorlari ile diger deneysel
parametrelerin iligkileri naif, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerde ayr1
ayr1 incelenmistir (Boliim 3.4.4.1). Bu sonuglara gore naif RRMS hastalarinda plazma
miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi ile BVMT-R skorlar1 arasinda negatif
korelasyon (o=-.385, P=.04) goriiliirken kontrol bireylerde ise diizenlenmis CVLT-I1I
test skorlar1 ve plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi arasinda negatif bir
korelasyon oldugu goriilmiistiir (6=-.385, P=.04) (Cizelge 3.28 & Cizelge 3.30). Daha
once MS’te biligsel performansla iliskisi ¢alisilmamis olan miR-195-5p’nin sizofreni
tanis1 almig bireylerin PKMH ve serumlarindaki rolatif ekspresyon seviyesinin arttik¢a
biligsel performanslarinin azaldigi gosterilmistir (He vd., 2011; Huang vd., 2020).
Benzer sekilde, inme hastalart ve Amerikan futbolu oyunculariyla yapilan
calismalarda da serum miR-195-5p ekspresyon seviyesi ve bilissel performans
arasinda negatif korelasyon oldugu gosterilmistir (Papa vd., 2018; Zhai vd., 2020).
Daha onceki c¢alismalarda Sema3A/Cdc42/INK yolagiyla hasar almig sinir
hiicrelerinin apoptozunu azaltti§1 gosterilen miR-195-5p seviyesinin hiicresel hasar
durumlarinda arttig1 goriiliirken ayn1 zamanda nérotrofik bir faktér olan BDNF’nin ve
VEGFA’nin da ifade seviyesini azaltmasi nedeniyle bu test skorlar1 arasinda negatif
bir korelasyon olmasi tutarlilik gostermektedir (Pan vd., 2021; Xu vd., 2020; Zhai vd.,
2020). Bu kisilerde azalan miR-195-5p seviyesi sayesinde, norotrofik faktorlerin ifade
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seviyesindeki artigin noral rejenerasyonu desteklenmesi yoluyla bilissel performansin

daha az etkilenmis oldugu diistiniilmektedir.

4.6.2.2 Bilissel bozuklukla iliskileri

Naif ve tedavi alan RRMS hastalar1 kendi iclerinde bilissel bozuklugu olanlar ve
olmayanlar olarak ikiye ayrilmis ve deneysel verilerin bilissel bozuklukla iliskileri
incelenmistir (Bolim 3.4.5). Bu tez calismasi kapsaminda plazma clusterin
konsantrasyonunun naif veya tedavi alan RRMS hastalarinda bilissel bozuklukla veya
diizenlenmis test skorlartyla iligskisi bulunmamistir. Daha onceki ¢aligmalarda
Alzheimer hastalarinda plazma clusterin konsantrasyonunun artmasiyla birlikte
biligsel performansin diistigii ve entorhinal korteksteki atrofinin arttig1 belirlenmistir
(Thambisetty vd., 2010, 2012). Ayrica T2D hastalarinda da plazma clusterin
konsantrasyonunun HBB goriilen bireylerde daha yiiksek olmast ve KOAH
hastalarmin serum clusterin konsantrasyonunun artmasiyla bilissel performansin
diismesi dolagimdaki clusterin seviyesi ile biligsel performans arasinda bir iliski
oldugunu gostermektedir (Cai vd., 2016; Li vd., 2013). Bu tez ¢alismasinda ise bu
yonde bir bulguya rastlanmamis olup RRMS hastalarinin plazma clusterin

konsantrasyonu ile biligsel bozukluk arasinda bir iliski bulunmamaistir.

Daha once MS’te bilissel bozuklukla miR-21-5p arasindaki iligskiyi inceleyen bir
caligmaya rastlanmamistir. Benzer patofizyolojiye sahip Alzheimer hastaliginda
yapilan bir calismada plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin agir biligsel
bozukluk teshisi alan hastalarda, almayanlara nazaran daha yiliksek oldugu
goriilmistiir (Giuliani vd., 2021). Plazmadaki rolatif ekspresyon seviyesi ile biligsel
bozukluk arasindaki iligkinin incelendigi bir baska ¢aligmada ise by-pass ameliyati
sonras1 biligsel bozukluk goriilen hastalarda, goériilmeyenlere nazaran daha yiiksek
miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi oldugu tespit edilmistir (Sessa vd., 2019).
MS’te bilissel bozuklukla iliskisinin ilk defa ¢alisildig1 bu tez caligmasinda ise plazma
miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi ile biligsel bozukluk arasinda bir iliski
bulunmamistir. Bu durum, biligsel bozukluktan bagimsiz olarak naif ve tedavi alan
RRMS hastalarinda miR-21-5p rdlatif ekspresyon seviyesinin yliksek olmasindan

kaynaklaniyor olabilir.
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Daha 6nce MS’te biligsel bozuklukla iliskisi ¢calisilmamis bir diger miRNA olan miR-
195-5p’nin bilissel bozuklukla iliskisi incelendiginde inme hastalarinin, Amerikan
futbolu oyunculariin ve naif kadin sizofreni hastalarinin serumlarindaki miR-195-5p
rolatif ekspresyon seviyelerinin artmasiyla biligsel performansin azaldig: goriilmiistiir
(Pan vd., 2021; Papa vd., 2018; Zhai vd., 2020). Alzheimer hastalarinin BOS’larinda
iIse miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi yiiksek olan hastalarin biligsel
performansin daha iyi oldugu goézlenmistir (Cao vd., 2021). RRMS hastalarinda
plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi ile bilissel bozukluk arasindaki
iligkinin ilk defa incelendigi bu tez calismasinda ise miR-195-5p ile bilissel bozukluk
arasinda anlamli bir iliski olmadigi goriilmistiir. Naif ve tedavi alan RRMS
hastalarinda, kontrollere goére anlamli seviyede diisiik oldugu goriilen miR-195-5p
rolatif ekspresyon seviyelerinin, biligsel bozukluktan bagimsiz olarak MS’in
patofizyolojisi ve tedavi ajanlariyla iliskili oldugu goriilmektedir. Bu durumun, miR-
195-5p’nin biligsel bozukluk ile iligkisinin tespit edilememesi lizerinde etkili oldugu

diistiniilmektedir.

4.6.2.3 Bilissel bozuklukla iliskili diger parametreler

Naif ve tedavi alan RRMS hastalar1 kendi iglerinde bilissel bozuklugu olanlar ve
olmayanlar olarak ikiye ayrilarak biligsel bozuklukla iliskili parametreler ayr1 ayri
incelenmistir (Bo6liim 3.4.5). Buna gdre naif RRMS hastalar1 bilissel bozuklugu olanlar
ve olmayanlar olarak ayrildiginda iki grup arasinda herhangi bir deneysel
parametrenin dagilimi veya frekansi bakimindan fark olmadigi goriilmiistiir (Cizelge
3.31 & Cizelge 3.32). Tedavi alan RRMS hastalar1 biligsel bozuklugu olan ve
olmayanlar olarak ayrildiginda ise MRG parametreleri olan T1 lezyon sayisinin
(P=.005), T2 lezyon sayisiin (P=.003) bilissel bozuklugu olanlarda daha fazlayken
ve kontrast tutan lezyon varliginin biligsel bozuklugu olmayanlarda daha ytiksek
oldugu goriilmistiir (P=.03) (Cizelge 3.33). Kontrast tutan lezyonlar, MSS’de aktif
enflamatuvar demiyelinizasyon gostergesi olduklari igin RRMS hastalarinda yaygin
olarak goriilmektedir (Tim vd., 2019). Immiinomodiilatér tedaviler ile birlikte bu
lezyonlarin sayis1 ve ataklarin sikliginin azaltilmasi hedeflenmektedir. Hastaligin
ilerleyen donemlerinde, MSS’ye infiltrasyon hastaligin basina gore azalirken
norodejeneratif siiregler ise baskin hale gelmektedir (Filippi vd., 2018). Bu tez

calismasinda, tedavi alan RRMS hastalarinda biligsel bozukluk goriilme sikliginin
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daha fazla oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.33). Bu durumun, kontrast tutan
lezyonlari bulunan tedavi alan RRMS hastalarinin heniiz hastaligin daha aktif
donemlerinde olduklari i¢in norodejenerasyonun baskin olmamasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

T1 lezyonlar beyinde T1 agirlikli MRG ile saptanan, c¢evresine gore koyu renkli
(hipointens) olarak gdzlemlenen lezyonlardir. Bu lezyonlar MS'in karakteristik bir
Ozelligi olup, miyelin yikimina bagli olarak beyindeki demir diizeylerinin artmasindan
ve aksonal kayiptan kaynaklanir (Walderveen vd., 1999). T1 lezyon hacimleri
engellilik ile iligkili olup hastaligin bagindan itibaren zamanla artig gostermektedirler
(Giorgio vd., 2014). Ayrica, T1 agirlikli goriintiileme gri ve beyaz maddeyi ayirmada
da kolaylik saglamaktadir (Parry vd., 2002). T2 lezyonlar ise enflamasyon, miyelin
kaybi1 ve akson hasarin gostergeleri olup ¢evrelerine gére daha parlak (hiperintens) bir
goriiniime sahiptirler. T2 agirlikli goriintiilemede yumusak dokular ve kortikal alanlar
hassas bir sekilde goriintiilenmekte ve bu ylizden T2 lezyonlar hastalik aktivitesini
daha iyi gostermektedir (Mostert vd., 2010). Bu bilgiler 1s18inda, bilissel bozuklugu
olan tedavi alan RRMS hastalarinda T1 ve T2 lezyon sayilarinin yiiksek olmasinin,
MSS’deki hasarin ve hastaligin progresyonunun bu kisilerde daha fazla olmasindan

kaynaklandig1 disiiniilmektedir (Cizelge 3.33).

T1 ve T2 lezyon sayilarinin, diger deneysel parametrelerle (cinsiyet, kontrast tutan
lezyon varligi, sigara igme durumu, miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon
seviyesi, serum 25-(OH) Dz ve B2 vitamin seviyeleri, serum lipit parametreleri)
birlikte bilissel bozuklukla olan iliskileri ikili lojistik regresyon analiziyle
incelenmistir. Bu analizler, T1 ve T2 lezyon i¢in ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir. Bu
analiz sonuclaria gore tedavi alan RRMS hastalarinda T1 lezyon sayisindaki artigla
biligsel bozuklugun 1.10 kat (P=.03); T2 lezyon sayisindaki artigla ise biligsel
bozuklugun 1.09 kat (P=.04) iliskili oldugu gorilmiistiir.

Bu tez ¢alismasinda, T1 (AUC=0.770, P=.02; %95 CI=0.60-0.94) ve T2 lezyon
sayilarinin (AUC=0.775, P=.01; %95 CI=0.61-0.94) tedavi alan RRMS hastalarinda
bilissel bozuklugu simiflandirma becerisi degerlendirildiginde ise her ikisinin de orta
diizeyde bir prediktér oldugu goriilmiistiir. Yapilan hata matrisi analizinde de TI
lezyon sayisinin bilissel bozuklukla iligkisi analiz edildiginde de hassasiyet %58.8,

ozgiilliik %91.7 ve dogruluk %72.4 olarak belirlenmistir. T2 lezyon sayis1 i¢in yapilan
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hata matrisi analizinde ise hassasiyet %70.6, ozgillik %83.3 ve dogruluk %75.9
olarak belirlenmistir (Cizelge 3.50). Bununla birlikte naif RRMS hastalarinda bu
sekilde bir iligkinin bulunmamasi, MRG parametrelerinin tiim RRMS hastalarinda

biligsel bozukluk teshisi i¢in tek basina yeterli olamayacagini1 da géstermektedir.

Serum lipit parametrelerinin biligsel bozukluk ile iligkileri incelendiginde ise serum
trigliserit (P=.004) ve LDL-kolesterol (P=.03) seviyelerinin tedavi alan RRMS
hastalarindan bilissel bozuklugu olanlarda daha yiiksek, HDL-kolesterol seviyesinin
(P=.049) ise daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Onceki boliimlerde de bahsedildigi iizere
serum trigliserit seviyesinin MS hastalarinda engellilik ve progresyon ile iligkili
oldugu gosterilmistir (Weinstock-Guttman vd., 2011). MS hastalarinin bilissel
performanslarinin MoCA ile degerlendirildigi bir caligmada serum trigliserit
seviyesinin yiikselmesiyle dikkatin azaldigi sonucuna ulasilmistir. Ayni calismada
total MoCA skorunun LDL-kolesterol ile arasinda negatif korelasyon oldugu
belirlenmis olup LDL-kolesteroliin diisiik gorsel-mekansal bellek kapasitesi ile iligkili
oldugu tespit edilmistir (Laura vd., 2020). MS hastalariyla yapilan ve bilissel
durumlarinin BRB-N bataryasiyla degerlendirildigi bir ¢alismadaysa serum trigliserit
seviyesinin ¢alisan bellek performansiyla arasinda negatif korelasyon iliskisi oldugu
goriilmistiir (Andaloro vd., 2022). D-KEFS ile biligsel performanslar1 degerlendirilen
MS hastalariyla yapilan bir ¢alismada ise LDL-Kolesterol seviyeleriyle D-KEFS
skorlar1 arasinda negatif korelasyon oldugu goriilmiis ancak serum trigliserit seviyesi
ile D-KEFS skorlar1 arasinda bir iliski bulunmamistir (Noori vd., 2019). Bu sonuglar
g6z Oniinde bulunduruldugunda artan serum trigliserit ve LDL-kolesterol seviyelerinin
hem hastaligin ilerlemesi hem de biligsel bozuklukla iligkili oldugu goriilmiis olup bu
tez calismasinda da biligsel bozuklugu olan tedavi alan RRMS hastalarinda daha
yiiksek serum trigliserit ve LDL-kolesterol seviyelerinin goriilmesinin literatiirdeki
sonuglarla uyumlu oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.34). MS’te antienflamatuvar
sitokinlerin salinimini indiiklemesi vesilesiyle koruyucu rolii oldugu bilinen HDL-
kolesteroliin ise bilissel bozuklugu olmayan tedavi alan RRMS hastalarinda, biligsel
bozuklugu olanlara nazaran daha yiiksek seviyede oldugu goriilmiistiir (Weinstock-
Guttman vd., 2011). Trigliserit ve LDL-kolesteroliin MS hastalarmin bilissel
performansi ile iligkilerinin incelendigi yukarida bahsi gecen calismalarda HDL-

kolesterol ile MS hastalarin biligsel performanslar1 arasinda herhangi bir iliski
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olmadig1 goriilmiistiir (Andaloro vd., 2022; Laura vd., 2020; Noori vd., 2019). Buna
karsin saglikli bireylerde yapilan c¢aligmalarda yiliksek serum HDL-kolesterol
seviyesine sahip olan bireylerin daha yiiksek ¢alisan bellek kapasiteleri oldugu ve daha
yiiksek MMSE skorlar1 aldiklar1 goriilmistir (Crichton vd., 2014). Orta yash
bireylerde yapilan kapsamli bir ¢alismada ise diisitk HDL-kolesterol seviyesine sahip
bireylerde 5 yil iginde bilissel performanslariin, yiiksek HDL-kolesterol seviyesine
sahip olanlara nazaran daha fazla dustiigii goriilmiistiir. Ayrica, Alzheimer
hastalarinda daha iyi bilissel performansla iligkili oldugu bilinen HDL-kolesteroliin
bilissel bozukluktan korunulmasi amaciyla terapdtik olarak kullanimi  da
onerilmektedir (Chernick vd., 2020). Bu sonuglar g6z oniinde bulunduruldugunda,
serum lipit paneli parametrelerinin MS hastalarinin bilissel performanslari iizerindeki
koruyucu ve bozucu etkileri lizerinde durularak potansiyel biligsel bozukluk risklerinin

onlenmesinin miimkiin olabilecegi goriilmektedir.

4.7 Plazma Clusterin Konsantrasyonuna Etki Eden Faktérlerin incelenmesi
4.7.1 CLU SNP’lerinin plazma clusterin konsantrasyonuna etkileri

4.7.1.1 CLU rs11136000 C/T ve plazma clusterin konsantrasyonu arasmdaki
iliski
Bu tez ¢alismasi kapsaminda RRMS ile iligkisi incelenen SNP’lerden olan rs11136000
C/T SNP’sinin plazma clusterin konsantrasyonu ile olan iligkisi kodominant, resesif
ve dominant modelde incelenmistir (Cizelge 3.35). Bu analizlerde, ayn1 genotipe sahip
naif, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerin plazma clusterin
konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda kodominant modelde, resesif modelde ve
dominant modelde herhangi bir anlamli fark olmadig1 goriilmiistiir. Her bir grup kendi
icinde olmak {izere, rs11136000 C/T genotiplerindeki plazma clusterin
konsantrasyonlari karsilastirildiginda ise naif RRMS hastalarinda, tedavi alan RRMS
hastalarinda ve saglikli kontrollerde genotipler arasinda anlamli bir fark olmadig
goriilmiistiir. MS hastalarinda ilk defa rs11136000 C/T SNP’sinin genotipleri ile
plazma clusterin konsantrasyonunun incelendigi bu tez ¢alismasinda anlamli bir sonug
bulunmamis olsa da Schiirmann ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada kontrol bireylerde

plazma clusterin konsantrasyonun CC genotiplilerde, TT genotiplilere nazaran daha
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diisiik oldugu goriilmiistiir. Buna karsin, ayni ¢aligmada Alzheimer hastalarinda
rs11136000 C/T SNP genotiplerindeki plazma clusterin konsantrasyonu bakimindan
anlaml bir fark olmadig1 goriilmiistiir (Schiirrman vd., 2011). Ulkemizde yapilan bir
caligmada ise Alzheimer hastalarinin ve kontrollerin serum clusterin seviyesinin CC
genotiplilerde, CT+TT genotiplilere gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Guven
vd., 2020). T2D hastalarinda yapilan bir c¢alismada ise plazma clusterin
konsantrasyonunun rs11136000 C/T SNP genotipleri arasinda herhangi bir fark
gostermedigi belirlenmistir (Cai vd., 2016).

4.7.1.2 CLU rs3087554 T/C ve plazma clusterin konsantrasyonu arasindaki
iliski
Bu tez ¢alismasi kapsaminda RRMS ile iligkisi incelenen SNP’lerden olan rs3087554
T/C SNP’sinin plazma clusterin konsantrasyonu ile olan iligkisi de kodominant, resesif
ve dominant modelde incelenmistir (Cizelge 3.36). Bu analizlerde, ayni genotipe sahip
naif, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerin plazma clusterin
konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda kodominant modelde, resesif modelde ve
dominant modelde herhangi bir anlamli fark olmadig: goriilmiistiir. Her bir grup kendi
icinde olmak Tlzere, 1s3087554 T/C genotiplerindeki plazma clusterin
konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda ise naif RRMS hastalarinda, tedavi alan RRMS
hastalarinda ve saglikli kontrollerde genotipler arasinda anlamli bir fark olmadig:
goriilmiistiir (Cizelge 3.36). Daha 6nce Alzheimer hastalarinda sCLU ifade seviyesini
arttirdig1 belirlenen C alelinin (Szymanski vd., 2011) bu c¢alismada plazma clusterin
konsantrasyonu ile iliskisinin bulunmamasmin, CC genotipinin Grup-2’deki
frekansinin diisiik olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. MS hastalarinda ilk
defa rs3087554 T/C SNP’sinin genotipleri ile plazma clusterin konsantrasyonunun
iligkisinin incelendigi bu ¢calismada anlamli bir sonu¢ bulunmamais olup literatiirde bu
SNP’nin genotipleri ile plazma veya serum clusterin seviyesi arasindaki iliskiyi

inceleyen bagka bir ¢alismaya da rastlanmamustir.

4.7.1.3 CLU rs2279590 C/T ve plazma clusterin konsantrasyonu arasindaki
iliski
Bu tez ¢calismas1 kapsaminda RRMS ile iliskisi incelenen SNP’lerden olan rs2279590

C/T SNP’sinin plazma clusterin konsantrasyonu ile olan iligkisi de kodominant, resesif
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ve dominant modelde incelenmistir. Bu analizlerde, ayn1 genotipe sahip naif, tedavi
alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerin plazma clusterin konsantrasyonlar1 gruplar
arasinda karsilastirildiginda kodominant modelde, resesif modelde ve dominant
modelde herhangi bir anlamli fark olmadig1 goriilmistiir. Her bir grup kendi iginde
olmak {izere, rs2279590 C/T genotiplerindeki plazma clusterin konsantrasyonlari
karsilastirildiginda ise naif RRMS hastalarinda kodominant modele gore TT genotipe
sahip naif RRMS hastalarinin plazma clusterin konsantrasyonunun CC ve CT
genotipinden daha diisiik oldugu goriilmiistir (P=.03) (Cizelge 3.37). Daha Once
serum ve plazmada clusterin konsantrasyonu ile rs2279590 C/T arasindaki bir
calismaya rastlanmasa da HEK293 hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada T alelinin
CLU ifade seviyesini C aleline gore anlamli 6l¢iide azalttigi goriilmistir (Padhy vd.,
2017). Ayrica, CC genotipli XFS hastalarinin lens kapsiillerinde TT genotiplilere
nazaran 2 kat daha fazla CLU ekspresyonu oldugu tespit edilmistir (Padhy vd., 2014).
Bu sonuglar TT genotipinin CLU ifade seviyesini etkiledigini ve bunun naif RRMS
hastalarinin plazma clusterin konsantrasyonunda da azalmaya yol actigim
diistindiirmektedir. Naif RRMS hastalarinda resesif ve dominant modele gore plazma
clusterin konsantrasyonu yoniinden genotipler arasinda anlamli bir fark izlenmemistir.
Tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerde ise plazma clusterin konsantrasyonu
kodominant, resesif ve dominant modele gore genotipler arasinda karsilastirildiginda
anlamli bir fark izlenmemistir (Cizelge 3.37). Bu tez calismasiyla birlikte RRMS
hastalarinda ilk defa plazma clusterin konsantrasyonu ve rs2279590 C/T arasindaki

iliski incelenmistir.

4.7.1.4 CLU rs1532278 C/T ve plazma clusterin konsantrasyonu arasindaki
iliski
Bu tez ¢alismasi kapsaminda RRMS ile iligkisi incelenen SNP’lerden olan rs1532278
C/T SNP’sinin plazma clusterin konsantrasyonu ile olan iliskisi de kodominant, resesif
ve dominant modelde incelenmistir (Cizelge 3.39). Aynm genotipe sahip naif RRMS
hastalari, tedavi alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerin plazma clusterin
konsantrasyonu karsilastirildiginda kodominant ve resesif modelde gruplar arasinda
anlaml bir fark izlenmemistir. Dominant modelde ise CT+TT genotipli tedavi alan
RRMS hastalarinin plazma clusterin konsantrasyonunun, ayni genotipe sahip naif

RRMS hastalar1 ve kontrol bireylerden anlamli 6l¢iide daha fazla oldugu goriilmistiir.
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Ayrica, dominant modelde CT+TT genotipli tedavi alan RRMS hastalarinin CC
genotipli tedavi alan RRMS hastalarina nazaran plazma clusterin konsantrasyonunun
daha fazla oldugu goriilmiistiir. XFG ve XFS hastaliklari ile rs1532278 C/T SNP’sinin
iliskisini inceleyen bir caligmada CC genotipli kontrol bireylerin CT ve TT
genotiplilere gore gozyas1 orneklerinde daha diisiik clusterin konsantrasyonu oldugu
belirlenmistir (Demirkaya-Budak, 2018). Rosenthal ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada transkripsiyon faktorlerinin baglanmasiyla iliskili oldugu tespit edilen
rs1532278 C/T SNP’sinin T alelinin baskin olmasi durumunda CLU geninin ifade
Seviyesini arttirarak plazma clusterin konsantrasyonunu arttirmasinin miimkiin oldugu

goriilmektedir (Rosenthal vd., 2014).

4.7.2 Plazma clusterin konsantrasyonuna rs3087554 T/C ve miRNA’larin

etkileri

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, miR-21-5p ve miR-195-5p miRNA’larinin plazma
rolatif ekspresyon seviyelerinin, plazma clusterin konsantrasyonuna olan etkileri, CLU
geninin 3’UTR’sinde bulunan rs3087554 T/C SNP’sinin genotipleri de géz 6niinde
bulundurularak incelenmistir (Cizelge 3.39, Cizelge 3.40, Cizelge 3.41, Cizelge 3.42)
Daha 6nce CLU geninde baglanma bolgesi oldugu deneysel olarak belirlenmis olan
miR-21-5p ve miR-195-5p’nin plazma rolatif ekspresyon seviyelerine gore kisiler
yiiksek ve diisiik rolatif ekspresyon seviyelerine sahip olanlar olarak gruplandirilmis
ve analizler gergeklestirilmistir (Boliim 3.4.7.1). Hasta — kontrol gruplarindan
bagimsiz olarak rs3087554 T/C SNP genotiplerinin miR-21-5p ve miR-195-5p’nin
plazma rolatif ekspresyon seviyesinin plazma clusterin konsantrasyonuna etkileri
incelendiginde TT, TC ve CC genotipli bireylerin plazma clusterin konsantrasyonu
diisiik ve yiiksek miRNA rolatif ekspresyon seviyeleri gruplar1 arasinda anlaml bir
fark gostermemektedir. Buna karsin, rs3087554 T/C SNP’sinden bagimsiz olarak
gruplarda ayr1 ayri incelendiginde ise naif RRMS hastalarinda yiiksek miR-21-5p
rolatif ekspresyonu olan grupta plazma clusterin konsantrasyonunun da daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir (P=.04) (Cizelge 3.40). Ayrica, tim RRMS hastalari bir arada ele
alindiginda da yiiksek miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi grubunda plazma
clusterin konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu goériilmistiir (P=.03) (Cizelge 3.40).
Mydlarz ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, saglikli bireylerin oral mukozasindan

tiiretilen normal oral keratinosit hiicre hattinda CLU geninin 3 UTR’sinde miR-21-
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5p’nin baglanma bolgesi oldugu lusiferaz raportor testiyle teyit edilmistir. Yine bu
calismada, miR-21-5p’nin nCLU ifade seviyesini azalttig1 goriilmiistiir (Mydlarz vd.,
2014). Timofeeva ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ise hamile kadinlarin plazma
miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi ile plazma clusterin seviyesi arasinda ters
korelasyon oldugu goriilmiistir (Timofeeva vd., 2021). Bu sonuglar, miR-21-5p’nin
CLU geninin diizenleyicisi oldugu sonucunu desteklemektedir. Buna karsin, akut
pankreatit hastalarinda dolasimdaki clusterin seviyesi ve plazma miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesinin incelendigi bir ¢alismada akut pankreatit hastalarinin plazma
miR-21-5p rolatif ekspresyon ve clusterin seviyesinin kontrol bireylerden daha yiiksek
oldugu gorilmiistiir (Li vd., 2019). Bu durum, clusterin ve miR-21-5p’nin dolagimdaki
seviyelerinin, miR-21-5p’nin CLU geni iizerine olan etkisinden bagimsiz olarak
patofizyolojik  kosullar  nedeniyle  degismesinden  kaynaklanabilecegini
gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda da naif RRMS hastalarinda hem dolasimdaki
clusterin seviyesinin hem de plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin
artmasinin MS’in patofizyolojik etmenlerinden kaynaklandigi diisiintilmektedir.
Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde, kardiyak miyosit hiicrelerinde oksidatif hasar
olusturuldugunda miR-21-5p seviyesinin arttigi gorilmistir (Cheng vd., 2009).
Patofizyolojisinde oksidatif stresin énemli bir rol oynadigi MS’te oksidatif hasar
ozellikle kontrast tutan lezyon alanlarindaki aktif demiyelinizasyon ve aksonal hasarin
goriildigi bolgelerdir (Ohl vd., 2020). Dolayisiyla, bu tez ¢alismasindaki naif RRMS
hastalarinin %70’inde kontrast tutan lezyon bulunmasinin da bu hastalardaki yiiksek
miR-21-5p ifade seviyesine neden olmasi muhtemeldir. Benzer sekilde, oksidatif stres
gibi hiicresel stres durumlarinda ifade seviyesi artan CLU geninin indiiklenmesinin de
naif RRMS hastalarinda clusterin protein seviyesinin artmasiyla iligkili oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica, hiicresel stres ve hasar durumlarinda clusterinin salgilanan
formu olan sCLU’nun ifade seviyesini IL-1B’nin arttirdigi goriilmiistiir (Matta vd.,
2020). Daha 6nceki ¢alismalarda naif RRMS hastalarinda ifadesinin arttig1 goriilen IL-
1B’nin Liu ve arkadaslarinin ¢calismasinda oksidatif stresi ve reaktif oksijen tiirlerinin
salinimini tetiklediginin tespit edilmesi, dolayli yoldan CLU ifade seviyesini
arttirabilecegini diisiindiirmektedir (Connel vd., 2014; Liu vd., 2021). Bu bulgular,
MS’in patofizyolojisinde onemli bir rol oynayan oksidatif stresin hem clusterin
proteininin hem de miR-21-5p’nin ifade seviyesinin artmasinda etmen oldugunu

gostermektedir. Bunlara ilave olarak, Li ve arkadaslarinin ¢alismasinda, karaciger
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fibroz dokularinda TGF-B’nin indiiklendigi durumda bu dokulardaki miR-21-5p
seviyesinin arttig1 gorilmistiir (Li vd., 2021). Th17 hiicre doniisiimiinde de aktif rol
oynayan TGF-B’nin da naif RRMS hastalarinda goriilen yiiksek miR-21-5p seviyesiyle
iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu tezin ¢alisma grubundaki naif RRMS
hastalarinda plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin, heniiz tedavi
almadiklari i¢in hastalik aktivitelerinden kaynakli olarak arttig1 ve ¢aligma grubundaki
naif RRMS hastalarinda plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin ve plazma
clusterin konsantrasyonunun birbirlerinden bagimsiz olarak ifade seviyelerinin

yiikseldigi diistintilmektedir.

MS hastaliginin ortaya ¢ikmasinda ve progresyonunda 6nemli bir rol oynayan Th17
hiicre popiilasyonunun hem IFN-B hem de GA tedavisi ile azaldig1 gézlemlenmistir
(Ramgolam & Markovic-Plese, 2010; Sellebjerg vd., 2012). Bu yiizden, TGF-$ ve
oksidatif stres araciligi ile ifade seviyesinin artmasiyla Th17 hiicre farklilagsmasinda
rol oynayan miR-21-5p’nin ifade seviyesinin tedavi ajanlari araciligi ile dolayli olarak
azaltilmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, bu tez calismasi kapsaminda tedavi
alan RRMS hastalarinin %20’sinde kontrast tutan lezyon bulundugu belirlenmis olup
bu oran naif RRMS hastalarininkinden anlamli derecede disiiktiir (P<.001) (Cizelge
3.25). Bu yiizden, tedavi alan RRMS hastalarinda, hastalik aktivitesi naif RRMS
hastalarindan daha diisiik oldugu i¢in bu hastalarda plazma miR-21-5p rolatif
ekspresyon seviyesi ile plazma clusterin konsantrasyonu arasinda, naif RRMS

hastalarindakine benzer bir iliski olmadig diistiniilmektedir.
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5. SONUC

MSS’nin demiyelinizan, otoimmiin ve ndrodejeneratif kronik bir hastaligi olan MS,
geng eriskinlerde travma harici engellilige neden olan en yaygin hastaliktir (Filippi
vd., 2018). Oliimciil olmamakla birlikte hastanin yasam siiresi ve yasam kalitesini
onemli Ol¢lide olumsuz yonde etkileyen MS’in ortaya ¢ikmasinda tek bir etmen
bulunmadigi gibi kesin bir tedavisi de mevcut degildir (Dobson & Giovannoni, 2019).
MSS’deki noéronlarin demiyelinizasyonu ve tahribati nedeniyle fiziksel engelliligin
yani sira biligsel bozukluk da MS hastalarinda yaygin olarak goriilmektedir (Benedict
vd., 2020; Reich vd., 2018). Genetik ve gevresel faktorlerin kompleks etkilesimleri ile
ortaya ¢ikan MS’in hem teshisinde hem de takibinde gilivenilir biyobelirteglere ihtiyag
duyulmaktadir (Zailaie vd., 2022).

Clusterin, hiicresel yasam ve Oliim yolaklarinda rol alan multifonksiyonel bir
proteindir (Jones & Jomary, 2002). Oksidatif stres, 1s1 soku gibi hiicresel stres
durumlarinda ifade seviyesi artan CLU geninde birgok SNP mevcut olup bu SNP’ler
Alzheimer, T2D, HBB, XFS ve XFG gibi bir¢cok hastalikla iligkili bulunmustur
(Bettens vd., 2012; Daimon vd., 2011; Jones & Jomary, 2002; Lambert vd., 2009; Tan
vd., 2016; Woody & Zhao, 2016). Basta beyin olmak iizere tiim dokularda ifade edilen
clusterin proteininin dolasimdaki seviyeleri Alzheimer, HBB ve T2D ile
iligskilendirilmis olmasinin yani sira serum ve plazmadaki clusterin seviyelerinin
Alzheimer ve KOAH hastalarinin biligsel performanslari ile de iligkili oldugu
goriilmistiir (Aghajanpour-Mir vd., 2019; Charnay vd., 2012; Li vd., 2013; Shi vd.,
2019; Thambisetty vd., 2010, 2012).

Gen ifadesinin diizenleyicileri olan miRNA’lar, hedef mRNA'da bulunan spesifik
tamamlayict diziyi taniyarak gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel olarak
diizenlemektedir. Hedef mRNA'min yikimi, translasyon baslangicinin veya
translasyonun uzama asamasinin baskilanmasi gibi ¢esitli mekanizmalarla genlerin
ifadesini diizenleyen miRNA’lar hastaliklarin teshisi ve takibi i¢in yapilan biyobelirteg
kesif ¢alismalarinda siklikla ¢alisilmaktadirlar (Lee vd. 2016; Undi vd., 2013). Bir

veya birden ¢ok genin ifade seviyesini diizenleyerek fizyolojik siire¢lerde rol alan
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miRNA’lardan miR-21-5p’nin ve miR-195-5p’nin CLU genini hedefledigi deneysel
olarak kanitlanmistir (Ma vd., 2018; Mydlarz vd., 2014).

Bu tez calismasinda, patofizyolojisinde oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadigt MS
ile CLU SNP’lerinin iligkilerinin incelenmesi ve bilissel bozuklugun yaygin olarak
goriildiigii bu hastalikta plazma clusterin seviyesi, plazma miR-21-5p ve miR-195-5p
rolatif ekspresyon seviyelerinin hem hastalik riski hem de bilissel bozukluk ile
iliskilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda iki ¢alisma grubu
olusturulmustur. Grup-1, 310 RRMS hastas1 ve 310 kontrol bireyden olusurken Grup-
2 30 naif RRMS hastasi, 30 enjektabl tedavi alan (IFN- veya GA) RRMS hastas1 ve
30 kontrol bireyden olugsmaktadir.

Grup-1°deki RRMS hastalarinda yapilan analizlerde erkek RRMS hastalarinin kadin
RRMS hastalarina gore daha yiiksek engellilik skoruna (EDSS), daha yiiksek serum
trigliserit ve VLDL-kolesterol seviyelerine sahip olduklari goriiliirken serum HDL-
kolesterol seviyelerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu bulgular, erkek RRMS
hastalarinin kadin RRMS hastalarina nazaran daha kotii prognoza sahip olduklarina

isaret etmektedir.

CLU SNP’leri olan rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, rs2279590 C/T ve rs1532278
C/T SNP’lerinin genotipleri Grup-1’de 310 RRMS hastast ve 310 kontrol bireyde
belirlenmis olup farkli genotip modellerine gére bu SNP’lerin RRMS riski ile iligkileri
incelenmistir. Yapilan analizler neticesinde MS ile iliskisi ilk defa ¢alisilmis olan CLU
rs3087554 T/C SNP’sinin C alel frekansinin RRMS grubunda anlamli derecede daha
yiiksek oldugu goriiliirken dominant modelde de RRMS riski ile iliskili oldugu
goriilmiistiir (OR=1.71). Yasa ve cinsiyete gore OR ve P degerleri diizenlendiginde
CLU rs3087554 T/C SNP’sinin dominant modelde 1.73 kat, kodominant modelde 1.82
kat, overdominant modelde 1.80 kat ve log-additive modelde 1.48 kat RRMS riski ile
iligkili oldugu goriilmiistiir. Bu CLU SNP’lerinin dortlii kombinasyonlar1 (sirastyla
rs11136000, rs3087554, rs2279590, rs1532278 olmak iizere) ile RRMS riski
arasindaki iliski incelendiginde de CCTCCTCC, CTTTCCCT, TTTTCCTT,
TTTTCTCT genotiplerinin RRMS hastalarinda istatistiksel olarak anlamli dlciide
daha fazla oldugu gorilirken CTTTCTCT ve TTTTTTTT genotip
kombinasyonlarinin kontrollerde istatistiksel olarak anlamli1 6l¢iide daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglar, tek basina RRMS ile iligkili bulunmayan CLU SNP’lerinin

bir arada oldugu durumlarda MS ile iliskili olabilecegini gostermektedir.
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Grup-1’de CLU SNP’lerinin MS hastalarinin orta ila yiiksek diizey EDSS riski
(EDSS>3) ve hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iliskileri ikili lojistik regresyon
analizi ile incelenmistir. Bu analizlerde rs11136000 C/T SNP’sinin T alelinin
dominant modelde (CT+TT vs. CC) orta ila yiiksek diizey EDSS riski (EDSS>3) i¢in
koruyucu rolde oldugu goriilmiistir (OR=0.37). CLU SNP’lerinin dominant ve
kodominant modelde oldugu analizlerde erkek olmanin da orta ila yiiksek diizey EDSS
riski (EDSS>3) ile iliskili oldugu goriilmiistiir (OR~2.6). Dikkat ¢ekici bir diger sonug
da serum trigliserit seviyesinin CLU SNP’lerinin kodominant (OR=1.63), resesif
(OR=1.58) ve dominant (OR=1.73) oldugu modellerde orta ila yiiksek diizey EDSS
riski (EDSS>3) ile iliskili oldugunun goriilmesidir. Benzer sekilde, serum VLDL-
kolesterol seviyelerinin de CLU SNP’lerinin kodominant (OR=4.33), resesif
(OR=4.61) ve dominant (OR=4.97) oldugu modellerde orta ila yiiksek diizey EDSS
riski (EDSS>3) ile iliskili oldugu goriilmiistiir. Hizli MS progresyon riski (MSSS>5)
icin yapilan analizlerde ise rs3087554 T/C SNP’sinin C alelinin resesif modelde hizli
MS progresyon riski (MSSS>5) ile iliskili oldugu bulunmustur (OR~3.6). Bu durum,
rs3087554 T/C SNP’sinin hem MS riski hem de MS progresyonu ile iligkili oldugunu
gostermektedir. Bir diger CLU SNP’si olan rs11136000 SNP’sinin T alelinin ise
dominant modelde hizli MS progresyon riski (MSSS>5) icin koruyucu bir rolde
oldugu goriilmiistir (OR=0.3). Serum trigliserit seviyesi, CLU SNP’lerinin
kodominant (OR=1.73), resesif (OR=1.79) ve dominant (OR=1.81) oldugu modellerde
hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile iligkili bulunmustur. Benzer sekilde, serum
VLDL-kolesterol seviyesi de CLU SNP’lerinin kodominant (OR=3.44), resesif
(OR=3.76) ve dominant (OR=3.95) oldugu modellerde hizli MS progresyon riski ile
iligkili bulunmustur. Bu sonuglar, MS hastalarinin serum lipit profillerinin de takip
edilmesinin ve bu hastaligin takibinde diger disiplinlerden de yardim alinmasinin

hastaligin seyrinin iyilestirilmesinde fayda saglayabilecegini gostermektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda Grup-2’deki 30 naif RRMS hastasina, 30 tedavi alan
RRMS hastasina ve 30 kontrol bireye bilissel performanslarini belirlemek tizere
BICAMS bataryasi uygulanmis ve bu bireylerin plazma clusterin seviyeleriyle plazma
miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Yasa ve egitim
yilina gore diizenlenmis BICAMS test skorlar1 ile yapilan analizlerde, naif RRMS
hastalarinda biligsel bozukluk goriilme oraninin %50, tedavi alan RRMS hastalarinda

bilissel bozukluk goriilme oraninin %60 oldugu tespit edilmistir. Ayrica, naif RRMS
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hastalarinda plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi ile diizenlenmis BVMT-
R skorlar1 arasinda negatif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir. Bunlara ilave olarak,
tedavi alan RRMS hastalarinda T1 ve T2 lezyon sayilarinin bilissel bozukluk goriilen
bireylerde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Plazma clusterin konsantrasyonu, plazma
miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi, cinsiyet, T1 lezyon sayisi, T2
lezyon sayisi, kontrast tutan lezyon varligi, sigara, serum 25-(OH) D3 seviyesi, serum
Vitamin By seviyesi ve serum lipit parametreleri (trigliserit, total kolesterol, LDL-
kolesterol, HDL-kolesterol, VLDL-kolesterol) ile birlikte yapilan ikili lojistik
regresyon analizlerinde de tedavi alan RRMS hastalarinda T1 ve T2 lezyon sayilarinin
biligsel bozukluk ile iligkili oldugu goriilmiistiir. Buna karsin naif RRMS hastalarinda
T1 ve T2 lezyon sayilari ile bilissel bozukluk arasinda anlamli biri iliski gériilmemesi,
lezyon sayilarinin bilissel bozukluk teshisi icin tek basina yeterli olamayabilecegini
gostermektedir. Benzer sekilde, tedavi alan RRMS hastalarinda serum trigliserit, LDL-
kolesterol ve VLDL-kolesterol seviyelerinin bilissel bozuklugu olanlarda daha yiiksek
oldugu goriiliirken serum HDL-kolesterol seviyesinin biligssel bozuklugu olan tedavi
alan RRMS hastalarinda daha diisiik oldugu goriilmiistiir. MS hastalar1 ile yapilan
calismalarda artan serum LDL-kolesterol ve trigliserit seviyeleri, yiiksek hastalik
aktivitesiyle iliskilendirilmistir (Boshra vd., 2022; Weinstock-Guttman vd., 2011).
Yine MS hastalar1 ile yapilan caligmalarda artan LDL-Kolesterol ve trigliserit
seviyelerinin biligsel performans diisiikligi ile iligkili oldugu goriilmustiir (Andaloro
vd., 2022; Laura vd., 2020; Noori vd., 2019). Saglikli bireylerle yapilan boylamsal
calismalarda ise HDL-kolesterolii yiiksek olan bireylerin bilissel performanslarinin
daha iyi korundugu ve daha iyi biligsel performans gosterdiklerine dair bulgular elde
edilmistir (Chernick vd., 2020; Crichton vd., 2014). Bu sonuglar, 6zellikle orta yash
MS hastalarmin daha iyi bir prognoza sahip olmalar1 i¢in serum lipit profillerinin de
takip edilmesinin faydali olacagina isaret etmektedir. Plazma clusterin
konsantrasyonu, miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyeleri ile biligsel

bozukluk arasinda ise anlamli bir iligki goriillmemistir.

Grup 2°deki naif RRMS hastalarinin plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin
kontrol ve tedavi alan RRMS hastalarindan anlamli derecede daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Naif RRMS hastalar1 ile kontrol bireyler arasinda yapilan ikili lojistik
regresyon analizlerinde plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi ile naif RRMS

olma durumunun iligkili oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar {izerine gergeklestirilen
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ROC analizinde plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin naif RRMS
hastalar1 ve kontrol bireyleri ayirmada orta diizeyde bir prediktor oldugu goriilmiistiir.
Benzer sekilde, tedavi alan RRMS hastalar1 ve naif RRMS hastalar1 arasinda yapilan
analizlerde de artan miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi ile naif RRMS olma
durumunun iligkili oldugu goriilmiistiir. Yapilan ROC analizlerinde de plazma miR-
21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin tedavi alan RRMS hastalar1 ve naif RRMS
hastalarim1 ayirmada orta diizeyde bir prediktdr oldugu goriilmiistiir. Onceki
calismalarda, RRMS hastalarinin CD4* T hiicrelerinde, BOS unda ve atak doneminde
PKMH’lerinde ekspresyon seviyesinin artti§i gozlemlenen miR-21-5p’nin bu
calismada plazmadaki rolatif ekspresyon seviyesinin Naif RRMS olma durumu ile
iligkili oldugu goriilmiistiir (Fenoglio vd., 2011; Mundz-San Martin vd., 2019; Wang
vd., 2016). Tedavi alan RRMS hastalarinda plazma miR-21-5p rdlatif ekspresyon
seviyesinin kontrol bireylerle benzerlik gostermesi, miR-21-5p’nin tedavi yanitim
degerlendirmeye yonelik bir biyobelirteg adayi olabilecegini diisiindiirmektedir.
Potansiyel terapotik biyobelirte¢ adayi olan miR-21-5p’nin boylamsal ¢alismalarla

tedavi yanitiyla iliskisinin incelenmesi gerekmektedir.

Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde, miR-195-5p’nin MSS’nin noérodejeneratif
hastaliklarindan olan Parkinson ve Alzheimer ile iliskili oldugunu gosteren ¢alismalar
oldugu goriilmiistiir (Ardashirova vd., 2020; Dobricic vd., 2022; Samadian vd., 2021).
MS’teki roliine dair dogrudan bir bulguya rastlanmamis olsa da miR-195-5p’nin
MS’in immiinopatolojisinde rol oynayan IFN-y, TNF-a proenflamatuvar sitokinlerinin
salinimi ve Th17/Treg dengesiyle iliskili olduguna dair bulgular literatiirde mevcuttur
(He vd., 2018; Li vd., 2020). Grup-2’deki tedavi alan RRMS hastalarinin plazma miR-
195-5p rolatif ekspresyon seviyelerinin hem naif RRMS hastalar1 hem de kontrol
bireylerden daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Ayrica, naif RRMS hastalarinin plazma
miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin kontrol bireylerden daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglar iizerine gergeklestirilen ROC analizlerinde plazma miR-
195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin naif RRMS hastalar1 ve kontrol bireyleri
siniflandirmada orta diizeyde bir prediktor oldugu goriilmiistiir. Ayrica, plazma mir-
195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin tedavi alan RRMS hastalar1 ve naif RRMS
hastalarin1 simiflandirmada da orta diizey bir prediktér oldugu gortilmiistiir. Tedavi
alan RRMS hastalar1 ve kontrol bireyler arasinda gerceklestirilen ROC analizinde ise

plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesinin ¢ok iyi diizeyde bir prediktor
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oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar goz oniinde bulunduruldugunda, plazma miR-195-
5p rolatif ekspresyon seviyesinin RRMS teshisine yonelik bir biyobelirteg aday1
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle, miR-195-5p ile enjektabl immiinomodiilator
tedavi ajanlar1 olan IFN-B ve GA arasindaki iligkilerin molekiiler diizeyde
incelenmesinin . MiR-195-5p’nin bu tedavi ajanlarinin hedefi olup olmadiginin
kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi i¢in 6nem arz ettigi goriilmektedir. Bunlara
ilave olarak, plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi ile MSSS arasinda naif
RRMS hastalarinda pozitif korelasyon iligskisi bulunurken tedavi alan RRMS
hastalarinda miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi ile MSSS arasinda negatif
korelasyon iligkisi bulunmaktadir. Bu durum, miR-195-5p’nin MS riskinin yan sira
MS’in progresyonu ile de iligkili oldugunu diisiindiirmekte olup molekiiler seviyede
yapilacak olan ¢aligmalarla miR-195-5p’nin MS’teki roliiniin aydinlatilmasina ihtiyag

duyulduguna dikkat ¢ekmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda, naif RRMS hastalari, tedavi alan RRMS hastalar1 ve
kontrol bireyler arasinda plazma clusterin konsantrasyonlari bakimindan anlamli bir
fark olmadigi goriilmiistiir. Buna karsin, lojistik regresyon analizlerinde plazma
clusterin konsantrasyonunun, plazma miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon
seviyeleri, cinsiyet, istihdam, sigara ve CLU SNP’leri ile bir arada oldugunda tedavi
alan RRMS olma durumuyla iligkili oldugu goriilmiistiir (OR=1.06). MS hastalarinda
biligsel performansla iligkisi ilk defa calisilan plazma clusterin seviyesi ile bilissel
bozukluk arasinda ise anlamli bir iligski olmadig1 goriilmiistiir. Daha 6nce Alzheimer
ve KOAH hastalarinda biligsel performans ve biligsel bozuklukla iliskili bulunan
plazma clusterin seviyesinin RRMS hastalarinda biligsel bozuklukla iliskisinin
bulunmamasinin, MS’in kompleks patofizyolojik siireclerinin de plazma clusterin

seviyesini etkilemesinden kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda Grup-2’de plazma clusterin seviyesi ile CLU rs11136000
C/T, rs3087554 T/C, rs2279590 C/T ve rs1532278 C/T SNP’leri arasindaki iligki de
ayrica incelenmistir. Bu analizlerde, tedavi alan RRMS hastalarinda dominant
modelde CT+TT genotipli olanlarin CC genotiplilere kiyasla plazma clusterin
konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Rosenthal ve arkadaglarinin
yaptig1 calismada transkripsiyon faktorlerinin baglanmasiyla iliskili oldugu tespit

edilen rs1532278 C/T SNP’sinin, T alelinin baskin olmasi durumunda CLU geninin
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ifade seviyesini arttirarak plazma clusterin konsantrasyonunu arttirmasinin miimkiin

oldugu goriilmektedir (Rosenthal vd., 2014).

Literatiirdeki caligmalarda, CLU geninin ifade seviyesini diizenledigi deneysel olarak
tespit edilen miR-21-5p ile miR-195-5p’nin plazma rolatif ekspresyon seviyeleri ile
plazma clusterin konsantrasyonu arasindaki iligkiler de bu ¢alisma kapsaminda ayrica
degerlendirilmistir. Bu analizlerde, naif RRMS hastalarinda plazma miR-21-5p rdlatif
ekspresyon seviyesi ile plazma clusterin seviyesi arasinda pozitif korelasyon iliskisi
oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde, naif RRMS hastalar1 ve tiim RRMS hastalar1 (naif
RRMS ve tedavi alan RRMS hastalar1 birlikte) plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon
seviyelerine gore yiiksek ve diisiik rolatif ekspresyon seviyeleri olarak iki gruba
ayrildiklarinda plazma clusterin seviyelerinin yiiksek miR-21-5p rolatif ekspresyon
seviyesi grubunda daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu durumun olas1 nedenleri bliim
4.7.2°de detaylart ile ele alinmis olup plazma miR-21-5p ve plazma clusterin
seviyelerinin naif RRMS hastalarinda goriilen patofizyolojik siiregler neticesinde
birbirlerinden bagimsiz olarak artis gosterdigi diisiiniilmektedir. Bu tez c¢aligsmasi
kapsamindaki bir diger miRNA olan miR-195-5p ile clusterin arasinda ise herhangi
bir iligki olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar1 degerlendirirken, dolasimdaki miRNA
seviyelerinin ve plazma clusterin konsantrasyonunun fizyolojik diger siire¢lerden de

etkilenmesinin miimkiin oldugunun da g6z 6niinde bulundurulmas1 gerekmektedir.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda elde edilen 6nemli sonuglar asagida 6zet olarak ayrica

sunulmuglardir:

e CLU rs3087554 T/C SNP’sinin C aleli dominant (OR=1.73; P=.002),
kodominant (OR=1.82; P=.005), overdominant (OR=1.80; P=.001) ve log-
additive (OR=1.48; P=.008) modelde RRMS riski ile iliskilidir.

e Ikili lojistik regresyon analizlerine gore, CLU rs3087554 T/C SNP’sinin C aleli
resesif modelde hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile anlamli diizeyde
iligkilidir (trigliserit modelde oldugunda: OR=3.71; P=.04, VLDL-kolesterol
modelde oldugunda: OR=3.58; P=.045).

e CLU rs11136000 C/T SNP’sinin T aleli dominant modelde orta ile yiiksek
diizey EDSS (EDSS>3) riski (OR=0.37; P=.04) ve hizli MS progresyon riski
(MSSS>5) i¢in koruyucu roldedir (trigliserit modelde oldugunda: OR=0.28;
P=.03, VLDL-kolesterol modelde oldugunda: OR=0.25; P=.02).
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CLU rs1532278 C/T SNP’sinin T aleli dominant modelde tedavi alan RRMS
hastalarin plazma clusterin seviyesini arttirmakta olup CLU geninin ifade
seviyesinin diizenlenmesinde rol aldig1 diistiniilmektedir (P=.03).

Plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi naif RRMS hastalarinda
kontrollerden ve tedavi alan RRMS hastalarindan daha ytiksektir (naif RRMS
vs. kontrol: P<.001; tedavi alan RRMS vs. naif RRMS: P=.007).

Plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi, naif RRMS hastalarinin ve
kontrol bireylerin smiflandirmasinda orta diizeyde bir prediktordiir
(AUC=0.789, P<.001, %95 Cl= 0.68-0.90).

Plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi, tedavi alan RRMS ve naif
RRMS hastalarimin = siniflandirmasinda  orta diizeyde bir prediktordiir
(AUC=0.734, P=.002, %95 CI= 0.61-0.86).

Plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesinin naif RRMS hastalarinda,
kontrol bireylerden daha yiiksek bulunmasi, RRMS teshisine yonelik
potansiyel bir biyobelirte¢ aday1 oldugunu gdstermektedir.

Plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi bakimmdan tedavi alan RRMS
hastalar1 ve kontrol bireyler arasinda fark olmamasi, miR-21-5p’nin potansiyel
bir terapdtik biyobelirteg aday1 oldugunu gostermektedir.

Plazma miR-195-5p rdlatif ekspresyon seviyesi, naif ve tedavi alan RRMS
hastalarinda kontrollere gore daha diistiktiir (naif RRMS vs. kontrol: P=.001;
tedavi alan RRMS vs. kontrol: P<.001). Bu ylizden miR-195-5p RRMS teshisi
i¢in potansiyel bir biyobelirte¢ adayidir.

Plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi tedavi alan RRMS
hastalarinda, naif RRMS hastalarindan daha diisiiktiir (tedavi alan RRMS vs.
naif RRMS: P=.03).

Plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi, naif RRMS hastalarinin ve
kontrol bireylerin siniflandirmasinda orta diizeyde bir prediktordiir
(AUC=0.791, P<.001, %95 CI= 0.67-0.91).

Plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi, tedavi alan RRMS
hastalarinin ve kontrol bireylerin smiflandirmasinda ¢ok iyi diizeyde bir

prediktérdiir (AUC=0.943, P<.001, %95 Cl= 0.88-1.00).
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Plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi, tedavi alan RRMS hastalari
ve naif RRMS hastalarin smiflandirilmasinda orta diizeyde bir prediktordiir
(AUC=0.708, P<.001, %95 CI= 0.58-0.84).

Plazma miR-195-5p rolatif ekspresyon seviyesi, enjektabl immiinomodiilator
tedavi ajanlar1 olan IFN-B ve GA araciligi ile azalmakta olup potansiyel
terapotik bir hedeftir.

MRG’deki T1 (OR=1.10; P=.03) ve T2 lezyon (OR=1.09; P=.04) sayilar1
tedavi alan RRMS hastalarinda bilissel bozuklukla iliskilidir.

RRMS hastalari igin erkek olmak kadin olmaya kiyasla, orta ila yiiksek diizey
EDSS riski ile iliskilidir (OR~2.6; P=.04).

Erkek RRMS hastalarinin kadin RRMS hastalarina nazaran daha yiiksek serum
trigliserit (P<.001), LDL-kolesterol (P=.04) ve VLDL-kolesterol (P<.0001)
seviyelerine sahip olduklar1 goriilirken serum HDL-kolesterol seviyelerinin
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (P<.001).

Serum trigliserit ve VLDL-kolesterol seviyeleri, hem orta ile yiiksek diizey
EDSS riski (EDSS>3) hem de hizli MS progresyon riski (MSSS>5) ile
iligkilidir.

Diizenlenmis ve diizenlenmemis SDMT, CVLT-Il ve BVMT-R skorlarinin
kontrol bireylerde, naif ve tedavi alan RRMS hastalarindan daha yiiksek
oldugu goriilmiistir (P<.001)

Bilissel bozukluk goriilme oranlari, naif RRMS hastalarinda %350, tedavi alan
RRMS hastalarinda %60 olarak belirlenmistir.

Tedavi alan RRMS hastalarinda T1 lezyon (OR=1.10; P=.03; %95 CI=1.01-
1.20) ve T2 lezyon (OR=1.09; P=.04; 1.00-1.19) sayilarinin artmasinin biligsel
bozuklukla iligkili oldugu goriilmiistiir.

T1 (AUC=0.770, P=.02; %95 CI=0.60-0.94) ve T2 lezyon (AUC=0.775,
P=.01; %95 CI=0.61-0.94) sayilarinin bilissel bozuklugu olan ve olmayan
RRMS hastalarinin  siiflandirilmasinda orta diizeyde prediktor oldugu
gOriilmiistiir.

Tedavi alan RRMS hastalarinda, serum trigliserit (P=.004) ve LDL-kolesterol
(P=.03) seviyelerinin bilissel bozuklugu olanlarda daha yiiksek oldugu
goriiliirken serum HDL-kolesterol seviyesinin biligsel bozuklugu olanlarda

daha diisiik oldugu goriilmistiir (P=.049).
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e RRMS hastalarinin serum lipit profilinin takibinin, hastaligin seyrini
iyilestirme ve hastanin biligsel performansini koruma potansiyeline sahip

oldugu diisiiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasiyla birlikte clusterinin MS’teki rolii genotip, fenotip ve bilissel
seviyede kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir. CLU SNP’lerinden olan rs11136000
C/T,rs3087554 T/C, rs2279590 C/T ve rs1532278 C/T ile RRMS riski arasindaki iligki
ilk defa bu tez c¢alismasinda incelenmistir. Yine bu SNP’lerin RRMS hastalarinin
plazma konsantrasyonu ile iliskileri ilk defa bu tezde ¢alisilmistir. Bu tez ¢alismasinda
MS ile iliskili yeni bir SNP ortaya konmus olup farkli popiilasyonlarda da bu iligkinin
incelenmesi gerekmektedir. Ayrica, bu tez ¢aligmasi ile ilk defa RRMS hastalarinin
plazma clusterin seviyesi ile biligsel performanslar1 arasindaki iligkiler incelenmistir.
Yine bu tez ¢alismasinda ilk defa plazma miR-21-5p ve miR-195-5p rolatif ekspresyon
seviyesi ile RRMS hastalarinin bilissel performansi arasindaki iliski incelenmistir.
Buna ilave olarak RRMS hastalarinda plazma clusterin seviyesi ile, CLU geninin
diizenleyicileri olan miR-21-5p ve miR-195-5p’nin plazma rdlatif ekspresyon
seviyeleri arasindaki iligki de ilk defa incelenmis olup bu analizlerde CLU geninin 3’

UTR’sinde bulunan rs3087554 T/C SNP’sinin etkisi ayrica degerlendirilmistir.

Bu tez ¢aligmasi1 kapsaminda RRMS ile iligkisi incelenen miR-21-5p’nin ve miR-195-
Sp’nin plazma rolatif ekspresyon seviyesinin RRMS teshisine yoOnelik birer
biyobelirteg olabilecegi goriilmiistiir. Ayrica, tedavi alan RRMS hastalarinda ve
kontrol bireyler arasinda plazma miR-21-5p rolatif ekspresyon seviyesi bakimindan
fark olmamasi, miR-21-5p’yi potansiyel bir terapotik biyobelirte¢ aday1 olarak 6ne
cikarmaktadir. Bu konuda yapilacak olan boylamsal ve kapsamli arastirmalara ihtiyag
duyulmaktadir. Buna ilave olarak, miR-21-5p’nin IFN-B ve GA’nin terapotik hedefi
olup olmadigmin da belirlenmesi i¢in molekiiler diizeyde yeni ¢alismalar yapilmasi
onerilmektedir. Benzer sekilde, miR-195-5p’nin de RRMS teshisine yonelik bir
biyobelirte¢ aday1 olarak 6n plana ¢ikmasinin yani sira tedavi ajanlar1 olan IFN-3 ve
GA ile de plazma rolatif ekspresyon seviyesinin azaldigi goriilmiistiir. Bu ylizden,
mMiR-195-5p’nin de terapdtik bir hedef olup olmadiginin degerlendirilmesi igin de

molekiiler diizeyde ¢aligmalar yapilmasi onerilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda miR-21-5p ve miR-195-5p’nin enjektabl immiinomodiilator
tedavilerin hedefi olabilecegine dair birtakim bulgular elde edilmistir. Onerilen daha

kapsamli ¢alismalarla birlikte bu miRNA’larin daha spesifik olarak hedeflenmesine
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yonelik tedavi ajanlari gelistirilebilir. RRMS’in teshisi ve  RRMS hastalarinin
prognozunun takibi i¢in plazmadaki potansiyel biyobelirte¢ adaylarinin ortaya koyan
bu calismanin, ilerleyen donemlerde gelistirilecek olan biyosensorlere, tedavi
ajanlarina ve tam kitlerine yol gosterecegi ongoriilmektedir. Multidisipliner bir
yaklagimin iriinii olan bu tez, bahsi gegen yonleriyle Biyomedikal Miihendisligi

alanina katk1 saglayan bir ¢alisma niteligindedir.
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EK-3

Cizelge EK.1: Kullanilan malzemelerin katalog numaralari, tiretici firmalar1

ve Uretim yerleri

Malzeme Katalog Numarasi | Uretici Firma ve Mensei

Acil RO551L New England Biolabs Inc., ABD
Agaroz 16500500 Thermo Scientific, ABD

Apol RO566L New England Biolabs Inc., ABD
Borik Asit B6768 Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ABD
Carrier RNA 1068337 Qiagen, Almanya

dNTP mix R0192 Thermo Scientific, Litvanya
Etanol 920.026 ISOLAB, Almanya

Etidyum bromiir 15585011 Thermo Scientific, ABD
E}Z“?ESE?:;“ tetra aggllig asit disodyum E5134 Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ABD
Gene RulerTM 50 bp DNA Ladder SM0372 Thermo Scientific, Litvanya

Insan Clusterin ELISA kit SEB180Hu USCN, Cin

Magnezyum kloriir (MgCI2) M8266 Sigma-Aldrich Co., Cin
miRCURY LNA RT Kit 339340 Qiagen, Almanya

miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit 339346 Qiagen, Almanya

miRNEasy Serum/Plasma Kit 217184 Qiagen, Almanya

Phosphate buffered saline (PBS) P4417 Sigma-Aldrich Co., Isvicre
Potasyum kloriir (KCI) sc-203207 Santa Cruz Biotechnology, ABD
Qiazol Liziz Reajeni 79306 Qiagen, Almanya

Sodyum dodesil siilfat (SDS) L3771 Sigma-Aldrich Co., Japonya
Sodyum kloriir (NaCl) 31434 Sigma-Aldrich Co., Danimarka
Tag DNA polimeraz EP0402 Thermo Scientific, ABD
TagMan® genotyping master mix 4371355 Applied Biosystems, Avustralya
TagMan® SNP genotyping assays 4351376 Applied Biosystems, ABD

Tris (hidroksimetil) amino-metan 252859 Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ABD
Triton X-100 T8787 Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ABD
Trizma hidrokloriir (Tris-HCI) T5941 Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ABD
Tween 20 P1379 Sigma-Aldrich Co., Fransa
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EK-4

Cizelge Ek.2: Kullanilan cihazlarin modelleri ve liretim yerleri

Cihaz Model Marka ve Uretim Yeri
-20°C Buzdolab1 LGex 3410 Index 22A/001 | Liebherr, Almanya
+4°C Buzdolab1 LKv 3913 Index 20B/001 | Liebherr, Almanya
-86°C Buzdolabi MDF-U55V-PE Panasonic, Japonya
Biyogiivenlik kabini $20201.2 Thermo Scientific™, Almanya
Calkalamali inkiibator Innova New Brunswic Scientific, ABD
Es zamanli PCR cihazi StepOne Plus Applied Biosystemts, ABD
Hassas tarti PLJ 300 Kern, Almanya
Kuru blok 1sitict Bio TDB-100 BioSan, Letonya
Laminar akig kabini LAF-90 MetiSafe, Tiirkiye
Manyetik Karigtirici ArecX Velp Scientifica, Italya
Mikrodalga firin MD1610 Beko, Tiirkiye
Mikroplaka okuyucu MultiSkan GO Thermo Scientific™, ABD
Mikrosantrifiij MiniSpin® Eppendorf, Almanya
Multispin MSC-6000 BioSan, Letonya
Otoklav MLS-3751L Panasonic, Japonya
PCR cihazi Mastercycler® Nexus | Eppendorf, Almanya
pH metre pH 1100 L VWR, ABD
Saf su cihazi Minipure MES Medikal, Tiirkiye

Saf su cthazi

Smart2Pure 6 UV/UF

Thermo Scientific™, ABD

Sogutmali santrifuj

Universal 320R

Hettich, Almanya

Su banyosu 462-0353 VWR, ABD

UV goriintiileme sistemi Vilber Lourmat Vilber Lourmat, Fransa
UV-Vis spektrofotometre | NanoDrop™ One/OneC | Thermo Scientific™, ABD
Vorteks 622.01.001 ISOLAB, Almanya

Yatay elektroforez sistemi

Owl™ EasyCast™

Thermo Scientific™, ABD
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EK-5

Cizelge Ek.3: PCR-RFLP metodu ile genotipleme ¢aligsmalarinda kullanilan primerlerin dizileri ve {ireticileri

SNP Primer Dizi Uretici
Ileri Primer | 5°- CAT CTT CCA AAG CAGGCT G -3’ lontek Ilag Tam ve Biyoteknoloji Uriinleri, Tiirkiye
rs11136000
Geri Primer | 5°- CCT GAC CCC AAG TAA TAT GC - 3’ | lontek Ilag Tam ve Biyoteknoloji Uriinleri, Tiirkiye
Ileri Primer | 5° - AGA TTG TCG CAC CTT GGT CA - 3’ | Iontek flag Tan1 ve Biyoteknoloji Uriinleri, Tiirkiye
rs3087554
Geri Primer | 5’ - TGT GAG CTG ATC GCT TGG AG - 3’ | Iontek Ilag Tani ve Biyoteknoloji Uriinleri, Tiirkiye

Cizelge Ek.4: Es zamanli PCR ile genotipleme ¢alismalarinda kullanilan kitlerin bilgileri

SNP ID Prob Dizisi Uretici
Thermo Fisher,
rs2279590 | C__ 1842470 20 CTTCTGATAAGGAAGTCCTCCTGCTIC/TICTCCAAGGAAACCTAGAGAGCTGAC ABD
Thermo Fisher,
rs1532278 | C__ 1522420 1 CAAATGAACCTTCCCTGCTTCTTAA[C/TITGCAGCCTCAGCATCAGCTGACACA ABD
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A Listesi Aminda Serbest Hatirlama {Immediate
Free Recall) 1.Deneme

Size kelimelerden olusan bir liste ar:#unum__._._.
Dikkatle dinleyin, giinkil okumam bittiginde,
soyleyebileceginiz kadar gok kelimeyi bana
soylemenizi istiyorum. Bunlan istediginiz sirada
sayleyebilirsiniz, sadece soyleyebileceginiz

kadar gok kelime soyleyin. Hazir misinez?

Egit bir aralikla, her kelimede bir saniyeden biraz daha
uzun kalarak A Listesini okuyun. Bdylece lisfedeki fifm
kelimelen ckumak 18 iie 20 sanfye kadar strecehfir
Sonra gdyle deyin: §imdi baglaymn

2 Deneme

3. ve 4 Denemeler

Ay listeyi tekrar okuyacagm. Daha Ayni listeyi tekrar okuyacafim. Daha
dncaden oldufu gibi, herhangi bir sralama nceden oldufu gibi, herhangi bir
ile. bana séyleyebileceginiz kadar gok kelime  siralama ile, daha énceki listeden
sayleyin. lik seferde listeden bana soylemis soylediginiz kelimeler dahil, bana
oldugunuz kelimeleri de soylediginizden soyleyebileceginiz kadar gok kelime

emin alun.

soyleyin.

5 Deneme

Ayni listeyi bir defa daha okuyacagim.
Daha dnceden oldugu gibi, herhangi
bir siralama ile, daha Gnceki listeden
saylediginiz kelimeler dahil, bana
sdyleyebileceginiz kadar gok kelime
sdyleyin.

Tiim yaniflan, hatiiandikdan swa e, kelimes kelimesine kaydedin. [ik ve sonraki denemelern sonunda (Yani denek 15 saniye sdneyle hig yanit
vemedijinds ya da daha fazla kelime hatmamadigim séyledijinde) sadece bir kez tegwik edic bir sdz sdyleyin (Gmedin Daha bagka?).

1.Deneme Jot 2 Deneme Tant 3 Deneme Tane 4 Deneme Jane 5 Deneme ...«.N_LH
1 1 1 1 1
2 2 2 2 2
3 3 3 3 3
4 4 4 4 4
A Listesi 5 5 5 5 5
kamyon
ispanak B & 8 8 B
zirafa 7 7 7 7 7
kitaplk
sadan -] -] a a8 -]
motosiklet a a g g a
dolap
zebra 10 10 10 10 10
araba 11 11 1 11 i1
lamb:
. 12 12 12 12 12
inek 13 13 13 12 13
YAzl Masas
kayik 14 14 14 14 14
sincap 15 15 15 15 15
lahana 18 18 15 18 18
17 17 17 17 17
18 18 18 18 18
19 18 18 19 18
20 20 0 0 20
Toplam Dogru Says D _H_ Toplam Dogru Sayisr D _H_ Topiam Dogru Saysr D _H_ Toplam Dogru Saps O _H_ Toplam Dogm Saysr O
ToolamTekrar Says: T _H_ Toplam Tedrar Sayisr T _H_ Toplam Tekrar Sayis T _H_ Toplam Tekrar Says T _H_ Toplam Tekrar Sayps1 T

Topiam “enl Kelime'Hata/' ¥ _H_ Topiam Yenl KeimaHata/

Mildahaie Saysl

Midahale Sayisi

—/_ CVLTHI - Turkey Turkish - Version of 31 Aug 12 - Mapi Institute.

X
L

IDBE2E § CULT-H_AUALO pur-TRudes

]

Toplam Yenl KellmeHatal Taplam Yenl Kellme/Hata/
Modahale Sayisi _H_ Midahaie Says!

(O v

Sekil Ek.2: CVLT-II testi
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Sekil Ek.3: BVMT-R testi
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Es lineerler:
s 152279590 C/T,rs1532278C/T
»  Total kolesterol, HDL-kolesterol,
LDL-kolesterol, VLDL-kolesterol
+  Trigliserit ve VLDL-kolesterol

I—[ Kodominant Model ]

Bagimh Degisken: EDSS>3 (Riskli) ]

Tiim Bagimsiz Degiskenler:
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, rs2279590
C/T, rs1532278 C/T, Cinsiyet, Sigara, 25-(0H)

Ds, Trigliserit, Total kolesterol,

HDL-

kolesterol, LDL-kolesterol, VLDL-kolesterol

Ortak Bagimsiz Degiskenler (OBD):
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C,
Cinsiyet, Sigara, 25-(0H) Ds, Trigliserit

(+):
Eklendi
-
Cikarildy

4 ™
Model-A.1. Serisi Model-A.2. Serisi
+0BD +0BD
+r52279590 C/T +rs51532278 C/T
A S
I |
Model-A.1.1. Model-A.2.1.
+0BD +0BD
+rs2279590 C/T +rs1532278C/T
+Total kolesterol \ +Total kolesterol
I T
Model-A.1.2. Model-A.2.2.
+0BD +0BD
+rs2279590 C/T +rs1532278 C/T
+HNDI1.-knlesteral \_ +HDL-kolesterol
' - : o
Model-A.1.3. Model-A.2.3.
+0BD +0BD
4152279590 C/T +r51532278 C/T
+LDL-kolesterol +LDL-kolesterol
. ~ . S
' 4 ™
Model-A.1.4. Model-A.2.4.
+0BD +0BD
+r52279590 C/T +rs1532278C/T
+VLDL-kolesterol +VLDL-kolesterol
\_ -Trigliserit \_ -Trigliserit Y,

Sekil Ek.4: Grup-1’deki RRMS hastalarinda (n=310) orta ila yiiksek diizey EDSS riski (EDSS>3) i¢in ger¢eklestirilen ikili lojistik

regresyon analizlerinin olusturulmasi.

[ Resesif Model ]

Model-A.3. Serisi
+0BD
+r52279590 C/T

Model-A.3.1.
+0BD
+rs2279590 C/T
+Total kolestaral

1

Model-A.3.2.
+0BD
+rs2279590 C/T
+HDL-kolesterol

i

Model-A.3.3.
+0BD
+rs2279590 C/T
+1.D1-kalestaral

I

Model-A.3.4.
+0BD
+r52279590 C/T
+VLDL-kolesterol
-Trigliserit

308

[ Dominant model ]—‘

g N ™
Model-A.4. Serisi Medel-A.5. Serisi Model-A.6. Serisi
+0BD +0BD +0BD
+r51532278 C/T +152279590 C/T +rs1532278 C/T
e 7
I | |
e e p
Model-A.4.1. Model-A5.1. Model-A.6.1.
+0BD +0BD +0BD
+rs1532278 C/T +rs2279590 C/T +rs1532278 C/T
\ +Taotal klnles:rp.rnl \ +Total klolesherol J +Total kolesterol
1§
4 ' N 7
Model-A.4.2. Model-A.5.2. Model-A.6.2.
+0BD +0BD +0BD
+r51532278 C/T +r52279590 C/T +rs1532278C/T
+HDL-kolesterol +HDL-kolesterol +HDL-kolesterol
. A\ - J
e e Y N
Model-A.4.3. Model-A.5.3. Model-A.6.3.
+0BD +0BD +0BD
+r51532278C/T +r52279590 C/T +151532278 C/T
+LDL-kolesterol +LDL-kolesterol +LDL-kolesterol
\ : " ; J
C c Y
Model-A.4.4. Model-A.5.4. Model-A.6.4.
+0BD +0BD +0BD
+151532278 C/T 4152279590 C/T 4151532278 C/T
+VLDL-kolesterol +VLDL-kolesterol +VLDL-kolesterol
-Trigliserit -Trigliserit -Trigliserit
o (. AN /




EK-10

[ Bagimh Degisken: MSSS=5 (Riskli) ]

Tiim Bagimsiz Degiskenler:

s rs2279590 C/T,rs1532278 C, T rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, rs2279590

*  Total kolesterol, HDL-kolesterol, C/T, rs1532278 C/T, Cinsiyet, Sigara, 25-(0OH)
LDL-kolesterol, VLDL-kolesterol D;, Trigliserit, Total kolesterol, HDL-

*  Trigliserit ve VLDL-kolesterol kolesterol, LDL-kolesterol, VLDL-kolesterol

Es lineerler: +):
Ortak Bagimsiz Degiskenler (0BD): Eklendi
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, ):

Cinsiyet, Sigara, 25-(0H) D3, Trigliserit Cikanld:

I—[ Kodominant Model ] [ Resesif Model ] [ Dominant model ]—l

g ™ g N O ™
Model-B.1. Serisi Model-B.2. Serisi Model-B.3. Serisi Meodel-B.4. Serisi Model-B.5. Serisi Model-B.6. Serisi
+0BD +0BD +0BD +0BD +0DBD +0BD
+r52279590 C,/ T +151532278 C/T +rs2279590 C/T +r51532278 C/T 4152279590 C/T +r51532278 C/T
& J /N ; AN ; J
Model-B.1.1. Model-B.2.1. Model-B.3.1. Model-B.4.1. Model-B.5.1. Model-B.6.1.
+0BD +0BD +0BD +0BD +0BD +0BD
+r52279590 C/T +r51532278 C/T +rs2279590 C/T +1s1532278 C/T +152279590 C/T +151532278 C/T
\ +Total kolesterol P, +Tatal kolesteral p, +Total kalesternl +Tantal kalesternl \_ +Total kalesteral J +Total knlesteral Y,
' i - ; - ' N : ~
Model-B.1.2. Model-B.2.2. Model-B.3.2. Model-B.4.2. Model-B.5.2. Model-B.6.2.
+OBD et iy +OBD +0BD +0BD
+152279590 C/T +151532278 C/T 152279590 ¢/ T + 151532278 C/T +1s2279590 C/T +151532278 C/T
+HDL kolesterol +HDL-kolesterol +HDL-kolesterol +HDL kolesterol 9 +HDL-kolesterol VAR +HDL-kolesterol )
e ™ ! e ! N (O : ™)
Model-B.1.3. Model-B.2.3. Model-B.3.3. Model-B.4.3. Model-B.5.3. Model-B.6.3.
+0BD +0BD +0BD +0BD +0BD +0BD
+152279590 C/T +151532278 C/T +r52279590 C/T +151532278 C/T 4152279590 C/T +151532278 C/T
\ +LDL-k0I]esterol y, +]__DL,kol]estem1 Y, +LDL-kollesterol Y +LDL-kc:]esterol J U +LDlrk¢IJlesherol J L +LDL-kollesterol )
0 N N e N (€ N N
Model-B.1.4. Model-B.2.4. Model-B.3.4. Model-B.4.4. Model-B.5.4. Model-B.6.4.
+0BD +0BD +0BD +0BD +0BD +0BD
4152279590 C/T +r51532278 C/T +r52279590 C/T +151532278 C/T 4152279590 C/T +151532278 C/T
+VLDL-kolesterol +VLDL-kolesterol +VLDL-kolesterol +VLDL-kolesterol +VLDL-kolesterol +VLDL kolesterol
\ -Trigliserit J -Trigliserit -Trigliserit \_ -Trigliserit \_ -Trigliserit VAN -Trigliserit Y,

Sekil Ek.5: Grup-1’deki RRMS hastalarinda (n=310) hizl1 MS progresyon riski (MSSS>5) i¢in gerceklestirilen ikili lojistik regresyon

analizlerinin olusturulmasi.
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[ Naif-Tedavi Alan RRMS-Kontrol gruplari ile iliskili parametrelerin tespiti ]
i '
Es lineerler: Tiim Bagimsiz Degiskenler: Ortak Bagimsiz Degiskenler (0BD):
rs11136000 C/T, rs1532278 C/T Clusterin, miR-21-Sp, miR-195-5p, cinsiyet, isthdam, sigara, Clusterin, miR-21-5p, miR-195-5p,
rs11136000 C/T, rs3087554 T/C, rs2279590 C/T, rs1532278 C/T ;}?glyegz;ﬁ;h;'oacm;,rs‘gmf 153087554
[ (+): Eklendi (-):Cikarild: ] \ s

4{ Naif vs. Kontrol } Tedavi vs. Kontrol ] 4[ Naif vs. Tedavi ]

—[ Model-C.1. Serisi: SNP'ler kodommanttlr J '—[ Model-C.2. Serisi: SNP'ler kodominanttir —[ Model-C.3. Serisi: SNP'ler kodummanttlr‘ J
A
1 | - 1 N 1
Model-C.1.1. Model-C.1.2. Model-C.2.1. Model-C.2.2. Model-C.3.1. Model-C.3.2.
+0BD +0BD +0BD +0BD +0BD +0BD
+rs11136000 C/T +rs1532278 C/T +rs11136000 C/T JL +rs1532278C/T ) +rs11136000 C/T +r51532278 C/T
M
N\
—{ Model-C.1. Serisi: SNP'ler resesiftir J —[ Model-C.2. Serisi: SNP'ler resesiftir —[ Model-C.3. Serisi: SNP'ler resesiftir
T g T
s ™y
Model-C.1.3. Model-C.1.4. Model-C.2.3. Model-C.2.4. Model-C.3.3. Model-C.3.4.
+0BD +0BD +0BD +0EBD +0BD +0BD
+rs11136000 C/T +rs51532278 C/T +rs11136000 C/T L +r51532278C/T ) +rs11136000 C/T +r51532278 C/T
—[ Model-C.1. Serisi: SNP'ler dominanttir J _[ Model-C.2. Serisi: SNP'ler dominanttir —[ Model-C.3. Serisi: SNP'ler dominanttir J
A
N A
Model-C.1.5. Model-C.1.6. Model-C.2.5. Model-C.2.6. Model-C.3.5. Model-C.3.6.
+0BD +0BD +0BD +0BD +0BD +0BD
+rs11136000 C/T +rs1532278 C/T +r511136000 C/T L +rs1532278C/T ) +rs11136000 C/T +r51532278 C/T
M

Sekil Ek.0.6: Grup-2’de naif RRMS (n=30) tedavi alan RRMS hastalar1 (n=30) ve kontrol bireyler (n=30) ile iliskili parametrelerin
belirlenmesi i¢in kullanilan lojistik regresyon analiz modellerinin olusturulmasi.
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Es lineerler:
-T1 lezyon & T2 lezyon

-Total kolesterol,

LDL-kolesterol,

HDL-kolesterol, Vitamin Biz
-Trigliserit & VLDL-kolesterol

[ Bagimh Degisken: Bilissel bozukluk riski ]

Tiim Bagimsiz Degiskenler:

Clusterin, miR-21-5p, miR-195-5p, cinsiyet, istihdam, sigara, kontrast
tutan lezyon, 25-(0OH) Dz, Vitamin Biz, T1 lezyon, T2 lezyon, trigliserit,
total kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, VLDL-kolesterol

(+): Eklendi (-):Cikarild:

Ortak Bagimsiz Degiskenler (0OBD):

Clusterin,

miR-21-5p,

miR-195-5p,

cinsiyet, istihdam, sigara, kontrast tutan
lezyon, 25-(0H) D3

'd Y 'd Y
Model-D.1.1-D.1.8 Serisi: Model-D.1.9-D.1.16 Serisi:
OBD'ye T1 Lezyon Eklenir (OBD-1: OBD+ T1 Lezyon) OBD'ye T2 Lezyon Eklenir (OBD-2: OBD+ T2 Lezyon)
1 1 g 1 1 g
4 A ( A . A . A
Model-D.1.1 Model-D.1.2 Model-D.1.1 Model-D.1.2
+0BD-1 +0BD-1 +0BD-2 +0BD-2
+Total Kolesterol +Total Kolesterol +Total Kolesterol +Total Kolesterol
+Trigliserit +VLDL-kolesterol +Trigliserit +VLDL-kolesterol
gl < 1 < gl < 1 /
Model-D.1.3 Model-D.1.4 Model-D.1.3 Model-D.1.4
+0BD-1 +0BD-1 +0BD-2 +0BD-2
+LDL-kolesterol +LDL-kolesterol +LDL-kolesterol +LDL-kolesterol
+Trigliserit +VLDL-kolesterol +Trigliserit +VLDL-kolesterol
I /] 1 _/l I /] I _/I
N N\ N )
Model-D.1.5 Model-D.1.6 Model-D.1.5 Model-D.1.6
+0BD-1 +0BD-1 +0BD-2 +0BD-2
+HDL-kolesterol +HDL-kolesterol +HDL-kolesterol +HDL-kolesterol
+Trigliserit +VLDL-kolesterol +Trigliserit +VLDL-kolesterol
™ . J - . J ; J - . J
Model-D.1.7 Model-D.1.8 Model-D.1.7 Model-D.1.8
+0BD-1 +0BD-1 +0BD-2 +0BD-2
+Vitamin B2 +Vitamin B1z +Vitamin B2 +Vitamin B1z
+Trigliserit +VLDL-kolesterol +Trigliserit +VLDL-kolesterol
¢ J J ¢ J J

Sekil Ek.7: Grup-2’de naif RRMS hastalarinda (n=30) bilissel bozukluk ile iliskili parametrelerin belirlenmesi i¢in gergeklestirilen lojistik
regresyon analiz modellerinin olusturulmasi.
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[ Bagimh Degisken: Biligsel bozukluk riski }

+): -):Cikaril
Es lineerler: { (9 Eklendi 0:¢ &
-T1 lezyon & T2 lezyon

-Total kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-
kolesterol, Vitamin By,

-Trigliserit & VLDL-kolesterol

Tiim Bagimsiz Degiskenler:
Clusterin, miR-21-5p, miR-195-5p, cinsiyet, istthdam, sigara, kontrast tutan
lezyon, 25-(OH) Ds, Vitamin Biz, T1 lezyon, T2 lezyon, trigliserit, total
kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, VLDL-kolesterol

Clusterin, cinsiyet, istthdam, sigara,

Ortak Bagimsiz Degiskenler (OBD):
kontrast tutan lezvon, 25-(OH) Ds

[ Model D-2.1 Serisi: OBD"ye miR21-5p Eklenir (OBD-3: OBD+miR 21 5p) J_L{ Model D.2.2 Serisi: OBD"ye miR-195-5p Eklenir (OBD-4: OBD+miR-195-5p) ]

~
Model-D.2.1 ( Model-D.2.1.2 Model-D.2.1.3 Model-D.2.2.1 Model-D.2.2.2 Model-D.2.2.3
+OBD-3 + T1 Lezyon +OBD-3 + T1 Lezyon +OBD-3+ T1 Lezyon +OBD-4 + T1 Lezyon +OBD-4 + T1 Lezyon +OBD-4+ T1 Lezyon
+Total Kolesterol +Total Eolesterol +LDL-kolesterol +Total Kolesterol +Total Kolesterol +LDL-kolesterol
+Trigliserit +VLDL-kolesterol +Trigliserit +Trigliserit +VLDL-kolesterol +Trigliserit
- _/ AN AN
C Y aYa N Ya N N
Model-D.2.1.4 ModelD2.15 Model-D.2.1.6 Model- D224 Model-D.2.2.5 Model-D.2.2.6
+0BD-3 +T1 Lezyon +0BD-3 + T1 Lezyon +0OBD-3 +T1 Lezyon +0OBD-4 +T1 Lezyon +0BD-4 + T1 Lezyon +0BD-4 +T1 Lezyon
+LDL-kolesterol +HDL-kolesterol +HDL-kolesterol +LDL-kolesterol +HDL-kolesterol +HDL-kolesterol
+VLDL-Kolesterol +Trigliserit +VLDL-kolesterol +VLDL-Kolesterol +Trigliserit +VLDL-kolesterol
- J J - J . J
C Y4 N (@ D N N @ N
Model-D.2.1.7 Model-D.2.1.8 Model-D.2.1.9 Model-D.22.7 Model-D.2.2.8 Model-D.2.2.9
+0BD-3 +T1 Lezyon +0OBD-3 +T1 Lezyon +0BD-3 + T2 Lezyon +0OBD-4 +T1 Lezyon +OBD-4 +T1 Lezyon +0OBD-4 + T2 Lezyon
+Vitamin By +Vitamin Bz +Total Kolesterol +Vitamin Bz +Vitamin Bya +Total Kolesterol
+Trglisent +VLDL-kolesterol +Tngliserit +Tngliserit +VLDL-kolesterol +Tngliserit
- AN J J J J
r N O ™ O N O ™ O Y ™
Model-D.2.1.10 Model-D.2.1.11 Model-D.2.1.12 Model-D.2.2.10 Model-D.2.2.11 Model-D.2.2.12
+OBD-3 + T2 Lezyon +OBD-3+ T2 Lezyon +0BD-3 +T2 Lezyon +OBD-4 + T2 Lezyon +OBD-4+ T2 Lezyon +OBD-4 +T2 Lezyon
+Total Kolesterol +LDL-kolesterol +LDL-kolesterol +Total Kolesterol +LDL-kolesterol +LDL-kolesterol
+VLDL-kolesterol +Trigliserit +VLDL-Kolesterol +VLDL-kolesterol +Trigliserit +VLDL-Kolesterol
h J J J AN J J
e 4 'a g g 4
Model-D.2.1.13 Model-D.2.1.14 Model-D.2.1.15 Model-D.2.2.13 Model-D.2.2.14 Model-D.2.2.15
+0BD-3 + T2 Lezyon +0OBD-3 +T2 Lezyon +0BD-3 +T2 Lezyon +0BD-4 + T2 Lezyon +0OBD-4 +T2 Lezyon +0BD-4 +T2 Lezyon
+HDL-kolesterol +HDL-kolesterol +Vitamin Byy +HDL-kolesterol +HDL-kolesterol +Vitamin By,
+Trigliserit +VLDL-kolesterol +Trgliserit +Trgliserit +VLDL-kolesterol +Trgliserit
- J / AN J J
Model-D.2.1.16: Model-D.2.2.16:
+0OBD-3 + T1 Lezyon +0BD-4 + T1 Lezyon
+Vitamin By; + VLDL-kolesterol +Vitamin By; + VLDL-kolesterol
/

Sekil EK.8: Grup-2’de tedavi alan RRMS hastalarinda (n=30) bilissel bozukluk ile iliskili parametrelerin belirlenmesi igin gergeklestirilen lojistik
regresyon analiz modellerinin olusturulmasi.
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