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OZET

Sarialioglu, E. (2024). Multipl Skleroz Hastalarinda BDNF Geni mRNA Ekspresyonu
ile  hsa-miR-10a-5p ve hsa-miR-429-3p Ekspresyonlar1 Arasindaki iliskinin
Arastirilmasi. Istinye Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ve Genetik
ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Amac: Multipl Skleroz (MS), merkezi sinir sisteminin kronik, tedavi edilemeyen bir
hastalig1 olup, inflamasyon, demiyelinizasyon ve akson hasari ile karakterize olan ve
geng yetiskinlerde teshis edilen norolojik sakatligin en yaygin nedenidir. Yapilan
caligmalar, MS hastalarinda miRNA'larin 6nemli roller oynadigimi ve hastaligin
patofizyolojisinde kritik diizenleyici mekanizmalara sahip oldugunu gostermektedir. Bu
calismanin amaci, MS hastalarinda BDNF geni mRNA ekspresyonu ile hsa-miR-10a-5p
ve hsa-miR-429-3p mikroRNA ekspresyonlart arasindaki iligkiyi arastirarak, bu
diizenleyici mekanizmalarin hastaligin ilerleyisindeki potansiyel rollerini ortaya
koymaktir.

Materyal ve Metod: Calismaya, istanbul Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Néroloji
Ana Bilim Dali Multipl Skleroz ve Miyelin Hastaliklar1 Klinigine basvuran 18-65 yas
arast RRMS hastalar1 (n=20) ve progresif MS (PPMS, SPMS, RPMS) hastalar1 (n=20)
dahil edilmistir. Ayrica klinige basvuran MS tanisi olmayan bireyler kontrol grubu
olarak (n=20) calismada yer almistir. BDNF geni mRNA ve ilgili miRNA'larin (hsa-
miR-10a-5p, hsa-miR-429-3p) ekspresyon seviyeleri RT-gPCR ile analiz edilip
istatistiksel yontemlerle degerlendirildi ve gruplar arasindaki farklar belirlendi.
Bulgular: MS hastalarinda BDNF mRNA ekspresyonunun saglikli kontrollere kiyasla
hem serum hem de BOS o6rneklerinde anlamli derecede arttigini gosterdi. Serumda hsa-
miR-10a-5p ekspresyonu, Ozellikle RRMS grubunda kontrol grubuna gore anlamli
derecede yiiksekti, ancak Progresif MS grubunda bu artis gézlenmedi. BOS'ta hsa-miR-
10a-5p ekspresyonu gruplar arasinda anlamli bir fark gostermedi. Serumda hsa-miR-
429-3p ekspresyonu, hem RRMS hem de Progresif MS gruplarinda kontrol grubuna
gore anlaml1 derecede artt1, ancak BOS 6rneklerinde bu artiglar gruplar arasinda anlamh
bir farklilik gostermedi. ELISA ile analiz edilen BDNF protein seviyeleri de, mRNA
verileriyle uyumlu olarak, MS hastalarinda saglikli kontrollere gbre anlaml
degisiklikler gosterdi. Serumda BDNF seviyeleri, hem RRMS hem de Progresif MS
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla artmisti, BOS'ta da benzer sekilde RRMS ve
Progresif MS gruplarinda kontrol grubuna gore anlaml artiglar gozlendi.

Sonuclar: Bu calisma, BDNF ve ilgili miRNA'larin MS hastaligindaki potansiyel
biyolojik rollerini ortaya koymaktadir. Ozellikle, BDNF'nin serum ve BOS'taki artan
ekspresyonu, bu molekiillerin MS hastalarinda ndroprotektif bir rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir. Elde edilen bulgular, MS i¢in yeni prognostik biyobelirtegler ve
tedavi hedefleri gelistirilmesine katki saglayabilir. Gelecekte yapilacak arastirmalar,
BDNF ve ilgili miRNA'larin klinik uygulamalarda kullanilabilirligini ve tedavi
stratejilerinin  belirlenmesinde nasil etkili olabilecegini daha ayrintili bir sekilde
incelemelidir.

Anahtar Kelimeler: BDNF Ekspresyonu, Biyobelirteg, MikroRNA, Multipl Skleroz

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 2023/B13



ABSTRACT

Sarialioglu, A. (2024). Investigation of the Relationship Between BDNF Gene mRNA
Expression and hsa-miR-10a-5p and hsa-miR-429-3p Expression in Multiple Sclerosis
Patients. Istinye University, Institute of Health Science, Department of Medical Biology
and Genetics. Master Thesis. Istanbul.

Purpose: Multiple Sclerosis (MS) is a chronic, incurable disease of the central nervous
system, characterized by inflammation, demyelination, and axonal damage, and is the
most common cause of neurological disability in young adults. Studies have shown that
miRNAs play significant roles in MS patients and have critical regulatory mechanisms
in the pathophysiology of the disease. The aim of this study is to investigate the
relationship between BDNF gene mRNA expression and the expression of hsa-miR-
10a-5p and hsa-miR-429-3p microRNAs in MS patients, thereby revealing the potential
roles of these regulatory mechanisms in the progression of the disease.

Materials and Methods: The study included RRMS patients (n=20) and progressive
MS (PPMS, SPMS, RPMS) patients (n=20) aged 18-65 who presented to the Multiple
Sclerosis and Myelin Disorders Clinic of the Neurology Department at Istanbul
University Faculty of Medicine Hospital. Additionally, individuals without an MS
diagnosis who presented to the clinic were included in the study as the control group
(n=20). BDNF gene mRNA and the related miRNAs (hsa-miR-10a-5p, hsa-miR-429-
3p) expression levels were analyzed using RT-gPCR and statistically evaluated to
determine differences between groups.

Results: The analyses showed that BDNF mRNA expression in MS patients was
significantly increased in both serum and CSF samples compared to healthy controls.
Serum hsa-miR-10a-5p expression was significantly higher in the RRMS group
compared to the control group, but this increase was not observed in the Progressive MS
group. No significant differences were found between groups in CSF hsa-miR-10a-5p
expression. Serum hsa-miR-429-3p expression was significantly increased in both the
RRMS and Progressive MS groups compared to the control group, but this increase did
not show significant differences between groups in CSF samples. BDNF protein levels
analyzed by ELISA also showed significant changes in MS patients compared to
healthy controls, consistent with the mRNA data. Serum BDNF levels were increased in
both the RRMS and Progressive MS groups compared to the control group, and
similarly, significant increases were observed in CSF BDNF levels in the RRMS and
Progressive MS groups compared to the control group.

Conclusion: This study reveals the potential biological roles of BDNF and related
miRNAs in MS disease. Specifically, the increased expression of BDNF in serum and
CSF suggests that these molecules may play a neuroprotective role in MS patients. The
findings obtained could contribute to the development of new prognostic biomarkers
and therapeutic targets for MS. Future research should more comprehensively examine
the clinical applicability of BDNF and related miRNAs and how they may influence the
determination of treatment strategies.

Key Words: BDNF Expression, Biomarker, MicroRNA, Multiple Sclerosis
The present work was supported by the Scientific Research Projects Unit of Istanbul
University. Project No. 2023/B13
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1. GIRIS

Multipl Skleroz (MS), merkezi sinir sisteminin (MSS’nin) kronik inflamatuar,
demiyelinizasyon ve ndrodejenerasyon ile karakterize otoimmiin bir hastaligidir. Geng
yetiskinlerde travma dis1 ndrolojik engelliliklerin en yaygin nedenlerinden biri olan MS,
diinya genelinde 2,8 milyondan fazla kisiyi etkilemektedir. MS tedavi edilmediginde,
hastalarin yasam Kkalitesini ciddi sekilde olumsuz etkileyen bir tablo ile karsimiza
cikmaktadir. MS'in patogenezi tam olarak bilinmese de, genetik ve gevresel faktorlerin
hastaligin ortaya ¢ikisinda 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Hastaligin erken
tanisina yonelik yapilan biyobelirteg arastirmalari, kan veya beyin omurilik sivisi (BOS)
parametreleri tizerine odaklanmakta ve bu parametreler MS i¢in olas1 hastalik
biyobelirtegleri olarak incelenmektedir. Giinimiizde kullanilan tan1 yontemleri, MS'in
kesin olarak teshis edilebilmesi igin hastaligin belirli bir evreye ilerlemis olmasini
gerektirdiginden, erken donemde tan1 koymakta zorluk ¢ekilmektedir. Bu nedenle, MS'e
0zgl belirteglerin tanimlanmasi, hastaligin aktivitesini degerlendirmek ve tedaviye
yanitt izlemek i¢in 6nemli olabilmektedir. Bu nedenle, MS'e 6zgii belirteglerin
tanimlanmasi, hastaligin daha erken evrelerinde teshisi miimkiin kilarak tedaviye daha
erken baglanmasini saglayabilir. Bu belirtecler ayni zamanda hastalifin aktivitesini

degerlendirmek ve tedaviye yaniti izlemek i¢in de dnemli bir arag olabilir.

MikroRNA'lar (miRNA'lar), kii¢iik kodlamayan tek iplik¢ikli RNA molekiilleri
olup, hedef mesajc1 RNA'lara baglanarak onlarin yikimmna veya translasyonel
baskilanmasina yol acarak gen ekspresyonunu diizenlerler. miRNA'lar farkli dokularda
incelenmistir. Bunlar arasinda periferik kan monontikleer hiicreler, CD4+ T hiicreleri ve
MS lezyonlar1 bulunmaktadir. Ayrica, miRNA'lar plazma veya BOS gibi viicut
stvilarinda da izole edilebilirler. Son yillarda yapilan aragtirmalar, miRNA'larin
fizyolojik siireglerde onemli rol oynadigint ve bu molekiillerdeki degisikliklerin
patolojik durumlarla iligkili olabilecegini gostermektedir. Bu durum, dolasimdaki
miRNA'larin MS’in tan1 ve prognozunda potansiyel biyobelirtecler olarak 6nemli bir

role sahip olabilecegine isaret etmektedir.

MS'teki noroprotektif etkinin olasi bir mekanizmasi, periferik kandaki ve
inflamatuar lezyonlardaki bagisiklik hiicrelerinin yani sira mikroglia ve astrositler beyin

tarafindan {iretilen norotrofik faktériin (BDNF) salinmasini igerir.  BDNF’nin
1



ekspresyonu hem MSS’de (en ¢ok bulunan noérotrofik faktordiir) hem de periferik sinir
sisteminde oldugu ve agisiklik sistemi hiicreleri (yani T ve B lenfositleri,
monositler/makrofajlar) tarafindan da iiretildigi rapor edilmistir. Hastaligin stabil fazina
kiyasla tekrarlayan diizelen MS (RRMS) hastalarinda niiksetmeden sonra BDNF
seviyelerinin artti§1 goézlemlenmistir. BDNF seviyeleri arttiginda deneysel otoimmiin
ensefalomiyelit (EAE) modellerinde demiyelinizasyon egilimi daha az devam
etmektedir. Bu veriler, RRMS hastalarinda BDNF ve reseptoriiniin ekspresyon
seviyelerinin hastaligin niiks evreleri sirasinda da artmasiyla desteklenmekte ve bu olay,
sonraki remisyon evresine ulasmak icin yararl bir biyokimyasal yol olusturuyor gibi
goriinmektedir. BDNF ye iligkin bu genel bakis basta MS olmak {izere bir¢ok fizyolojik
siire¢ ve hastalikta BDNF’nin roliinii kanitlamaktadir. Buna gore, ikna edici kanitlar,
BDNF’nin sentezinde, seviyelerinde ve sinyallemesindeki bozulmanin MS gibi ¢esitli
patolojilerle iliskili oldugunu gostermektedir. MS’e kars1 bugiine kadar etkili bir tedavi
bulunmamaktadir. Bu nedenle, MS’in patolojik durumu ile uyumlu uygun stratejiler
gelistirmek ve BDNF islev bozuklugunu 6nlemek i¢in, BDNF islev bozuklugunda yer

alan mekanizmalar ve yolaklara iliskin 6nemli bilgilerin elde edilmesi gereklidir.

Daha 6nce gergeklestirdigimiz laboratuvar ¢alismalarimiz sonucu EAE metodu
ille MS olusturulan farelerden mikroarray analiz yapilarak heniiz literatiirde
iliskilendirilmemis, MS’in erken tanisinda kullanilabilecek aday 2 adet miRNA
belirlenmigtir. Belirlenen bu fare miRNA’lariin insan miRNA’larindaki karsilig1 (hsa-
miR-10a-5p, hsa-miR-429-3p) ve MS ile iliskili sinyal yollar1 veritabani analizleri
(TargetScanHuman 7.2, mirPath, miRDB) ile arastirilmistir. Literatlir arastirmasi ile
hsa-miR-10a-5p ve hsa-miR-429-3p’nin BDNF sinyal yolag: ile iliskili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Arastirmaya dahil edilen géniillii grubu, Istanbul Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Noroloji Poliklinigi’ne bagvuran 18-65 yas arast RRMS hastalari
(n=20) ve progresif MS (PPMS, SPMS, RPMS) hastalar1 (n=20) olarak belirlenmistir.
Ayrica, klinige bagvuran MS tanis1 olmayan bireyler de kontrol grubu olarak (n=20)

calismaya dahil edilmistir.

Tezin amaci, MS i¢in anlamli fark gosteren miRNA’lar1 erken tanida
biyobelirteg olarak kullanip, MS’in ge¢ ve zorlu tamisindan kaynaklanan olumsuz

etkilerini azaltmak ve tedaviye daha erken baslanmasini saglamaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Multipl Skleroz
2.1.1. Tanim

MS, MSS kronik inflamatuar, demiyelinizasyon ve akson hasarindan
kaynaklanan motor ve duyu fonksiyon kaybiyla karakterize bir otoimmiin hastaliktir
(Compston ve Coles, 2002; Fashina ve ark., 2023). MS'in bir otoimmiin hastalik oldugu
kavrami, en yaygin kullanilan hayvan modeli olan EAE ile dogrulanmistir. EAE,
periferde aktive edilen ve MSS'ne gog eden miyeline spesifik T
hiicrelerine aracilik eder. MS gelisiminin erken evrelerinde aktiflestirilmis T hiicreleri
kan- beyin- bariyerini (KBB) geger ve MS’de gozlenene benzer sekilde hastaligin
ilerlemesine (iltihaplanma, demiyelinizasyon ve aksonal dejenerasyon) neden olur
(Fletcher ve ark., 2010; Schaeffer ve ark., 2015). MSS'ne girdikten sonra, T hiicreleri,
major doku uyumluluk kompleksi (MHC) smif II peptidlerini sunan lokal ve infiltre
edici aktive edilmis antijen sunan hiicreler (APC) tarafindan yeniden aktive edilir. Bu
durum, daha sonra ortaya ¢ikan inflamatuar siiregler araciligiyla demiyelinizasyon ve
aksonal hasara yol acar (Fletcher et al., 2010). MS’in nedeni tam olarak bilinmemekle
birlikte genetik yatkinlik ile viral, metabolik ve ¢evresel faktorler gibi genetik olmayan
tetikleyicilerin bir kombinasyonu oldugu ve bunlarin birlikte MSS'nde kendi kendine
devam eden tekrarlanan bagisiklik saldirilarina yol agtigi diisiiniilmektedir (Goldenberg,
2012). MS; travmadan sonra norolojik sakatlik yasanmasina neden olur ve siklikla geng
yetigkinlerde travmatik olmayan norolojik yaralanmalarin c¢ogundan sorumludur
(Fashina ve ark., 2023). Hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde MS'in goriilme
siklig1 ve prevalansi giderek artmakta ve bunun altinda yatan neden hala belirsizligini
korumaktadir (Aarli ve ark., 2014). Bununla birlikte hastaligin goériilme siklig1 cografi
bolgelere gore de farkliliklar gostermektedir (Rosati, 2001). MS genellikle 20 ile 45 yas
arasindaki bireylerde daha yaygin goriilmekle beraber, geng erigkinlerde travmatik
olmayan ndrolojik engelliligin yaygin bir nedenidir. Hastaligin kadinlarda goriilme
siklig1, erkeklere kiyasla iki kat daha fazladir. Geng erigkinlerde MS riski yiiksek
olmasima ragmen, yas ilerledikce de Oliim riskini arttirmaktadir (Goldenberg, 2012;
Oztiirk ve ark., 2017). Hastaligin teshisi, klinik bulgulara ve beyin manyetik rezonans

goriintileme (MRG) ile BOS incelenmesi gibi yardimci testlerden elde edilen



destekleyici kanitlara dayanilarak yapilmaktadir (Goldenberg, 2012). MS, diinya
capinda 2,8 milyondan fazla insani etkilemektedir (Shah ve ark., 2023). Tiirkiye'de ise
MS prevalansi ile ilgili calisma sayis1 yetersiz olmakla birlikte ortalama 80 bini agkin

bireyin MS hastas1 oldugu tahmin edilmektedir (Akdemir ve ark., 2017).

2.1.2. Epidemiyoloji ve Etiyoloji

MS, norolojik hastaliklar arasinda yogun olarak incelenen bir hastaliktir.
Hastaligin cografi dagilimindaki diizensizlik ve diinya ¢apindaki yayginligi, hastaligin
etiyolojisinde Onemli bir etken olabilecegini disiindiirmektedir. Bu durum, MS
nedenlerinin analitik epidemiyolojik yontemlerle incelenebilecegine isaret etmektedir
(Hogancamp ve ark., 1997; Leray ve ark., 2016). MS'in baslangi¢ yast ¢ocukluktan
yetigkinlige kadar degismekte olup gen¢ hastalarin yasam kalitesini ciddi sekilde
etkileyen, yiiksek saglik maliyetlerine ve Onemli toplumsal sorunlara yol actig1
bilinmektedir (Moreno-Torres ve ark., 2019). MS'in kadinlarda erkeklere kiyasla daha
yaygin oldugu gozlemlenmekte ve son yillarda kadinlarda MS goriilme oraninin 6nemli

olgtide arttig1 rapor edilmektedir (Koch-Henriksen ve Magyari, 2021).

Gogmenler {lizerinde yapilan caligmalarda, MS goriilme sikliginin ve
yayginhiginin gogle degisebilecegi dolayisiyla 1rk, cinsiyet ve gevresel faktorlerin de rol
oynayabilecegi One siiriilmektedir (Weinshenker, 1996; Uria, 2002). Ayni cografi
bolgede dogan ve yasayan farkli etnik kokenlere ait alt popiilasyonlar arasinda MS
riskinde farkliliklar gdzlemlenebilir. Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri'nde dogan bir
Japon Amerikalinin MS riski, ayn1 bolgede yasayan beyaz bir Amerikaliya kiyasla
belirgin sekilde daha diisiik olabilmektedir (Koch-Henriksen ve Serensen, 2010). Diinya
genelinde MS'in yayginligini inceleyen arastirmalar, hastali§in beyaz ve Avrupa kékenli
insanlarda daha yaygin oldugunu ve tropikal bolgelerde daha nadir goriilebildigine
isaret etmektedir. Kuzey Avrupa, Giiney Kanada, Israil, Kuzey Amerika, Yeni Zelanda
ve Gliney Avustralya yiiksek MS prevalansina sahip bolgeler olarak tanimlanmaktadir
(Correa ve ark., 2016). Bu bélgelerde goriilme sikligi 300/100.000'e kadar ¢ikmakta
fakat Asya'da nadir olarak goriilmektedir (Forouhari ve ark., 2021).

MS’li kisilerin yaklasitk %15'inde etkilenen bagka bir aile iiyesi vardir.
Hastalarin kardesleri en yiiksek risk grubunda bulunmaktadir (Nielsen ve ark., 2005).

Bir calismada, standart genetik epidemiyoloji yoOntemlerini ve yas ayarlamasini



kullanarak elde edilen sonuglara gore, MS'li kisilerin birinci, ikinci ve iiglincli derece
akrabalarinda hastalifa yakalanma olasiliginin genel popiilasyona oranla daha yiiksek

oldugu ve tekrarlama riskinin aile soyuna gore degistigi gosterilmistir (Dyment ve ark.,
2004).

2.1.3. Cevresel Faktorler

MS hastaliginin seyrinin ve nedenlerinin kisiden kisiye degistigi bilinse de,
genetik faktorler tliim hastalar i¢in 6nemli bir rol oynamaktadir. MS'in gelisimine
katkida bulunabilecek diger faktorler arasinda, KBB'nin zarar gérmesi, fetal donemde
anne karninda meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlar, Epstein-Barr viriisii (EBV)
gibi viral ve bakteriyel etkenlere maruz kalma, insan herpes viriisii Tip 6, mikoplazma
pnomonisi, sigara tiiketimi, vitamin eksikligi, obezite ve UV radyasyonuna maruz

kalma da yer almaktadir (Pantazou ve ark., 2015).

MS ile iligkilendirilen bir¢ok kanit, EBV nin roliinii desteklemekte ve ozellikle
EBYV ile enfekte olmus B hiicrelerinin, hastaligin gelisim siirecinde MSS’e girdigini
gostermektedir (Soldan ve Lieberman, 2023). Periferdeki EBV ile enfekte olmus B
hiicrelerinin tekrarlayan hastalia katkisinin yani sira, EBV'nin MSS’nde segmentli
inflamasyon ve hasarin yayilmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegi ve potansiyel olarak
MS'in ilerleyici (niiksetmeyen) yonlerine etki edebilecegi diistiniilmektedir (Bar-Or ve
ark., 2020). MS hastalarinin neredeyse tamaminin gecmiste EBV enfeksiyonu gecirmis

olmasi, EBV'nin MS patogenezinde rol oynayabilecegi goriisiinii desteklemektedir
(Levin ve ark., 2010).

Ultraviyole radyasyon ve D vitamini eksikligi, MS prevalansinin 6zellikle kuzey
enlemlerde daha yiiksek oldugu bdlgelerde yaygin bir sekilde gozlemlenmistir. Bu
cografi farkliligin olas1 faktorlerinden biri, insanlarin ultraviyole B radyasyonuna ve
dolayisiyla D vitamini seviyelerine maruz kalmalarindaki farkliliklardir (Ward ve
Goldman, 2022). MS ile D vitamini arasindaki onemli bir klinik iligski, ekvatordan
uzakta bulunan ve dolayisiyla ultraviyole B radyasyonuna daha az maruz kalan
poplilasyonlarda D vitamini eksikliginin daha sik goriilmesidir (Miclea ve ark., 2020).
Cocukluk doneminde yaz giinesine daha az maruz kalinmasi sonucu D vitamini

eksikligi meydana gelmektedir. Artan MS vakalartyla D vitamini eksikliginin



iliskilendirildigi Tremlett ve arkadaslar1 (2018) tarafindan gosterilmistir (Tremlett ve
ark., 2018).

Bir¢ok ¢alisma, sigara igmenin MS riskini (yaklasik %40) artirdigini
desteklemektedir. Ek olarak, erken yasta obezite ve fazla tuz aliminin da MS risk
faktorleri arasinda yer aldigi ¢esitli ¢alismalarla belirlenmistir (Moreno-Torres ve ark.,
2019).

2.1.4. Klinik Ozellikler

MS semptomlar1 genellikle Ongoriilemez ve belirsizdir. Hastalik, MSS’nin
herhangi bir bdlgesini etkileyebildiginden ve bu nedenle ¢esitli norolojik semptomlara
neden olabilir. Ayrica, semptomlar hastadan hastaya ve ayni hastada zaman iginde
onemli Olciide degiskenlik gosterebilmektedir. MS ilerledikce, bazi anormalliklerin
daha belirgin hale geldigi ve islevler lizerinde daha fazla etki yarattig1 gézlemlenmistir

(Ghasemi ve ark., 2017).

MS klinik olarak, "ataklar" veya '"niiksetmeler" olarak adlandirilan ayri
donemlerde ortaya ¢ikan norolojik fonksiyon bozukluklar: ile tanimlanir. Bu ataklarin
neden oldugu semptomlar, hastalar arasinda biiyiik Ol¢iide degisiklik gosterir ve
norolojik hasarin hangi bolgesini etkiledigine baglidir (Gelfand, 2014). Klinik olarak
izole edilmis bir sendrom (KIS) ile basvuran bir kiside genellikle MS siiphesi olusur.
Lezyonlarin konumuna bagl olarak, bu sendrom tek veya ¢oklu semptomlarla ortaya
cikabilir (Dobson ve Giovannoni, 2019). Yaygin semptomlar arasinda, uzuvlarda
uyusma ve giigsiizliik, duyusal sorunlar, bagslangigta yiirlime giicliigii, mesane
problemleri, yorgunluk, bulanik gérme, konusma bozukluklari, dikkat ve konsantrasyon
zorluklart gibi biligsel semptomlar bulunmaktadir. Bununla birlikte, hareket
bozukluklari, epileptik nobetler, bas agrilari, biligsel bozukluklar, kortikal semptomlar,
isitme kaybi ve kas erimesi gibi belirtiler de goriilebilir (Efendi ve Kuscu, 2018).
Hastaligin ilerleyen evrelerinde, demans, bipolar bozukluk, patolojik giilme ve aglama,
psikoz gibi psikiyatrik semptomlar gelisebilir. Hastalarin yaklasik %60'inda depresyon
goriilebilmektedir (Hauser ve Oksenberg, 2006).

MS lezyonlarinin ¢ogu klinik olarak belirgin semptomlara neden olmasa da,
hastalik aktivitesini saptamak ve tanilamak icin MRG teknolojisi; kullanilan klinik

yontemlere kiyasla daha duyarli, objektif ve giivenilirdir (Schaeffer ve ark., 2015).



Klinik uygulamada, MRG rutin olarak MS hastalarinda inflamatuar lezyonlar1 tespit
etmek ve izlemek i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Tomassini ve ark., 2020).
Sinir hiicreleri, koruyucu bir miyelin kilifi ile kaplidir ve bu kilif suyun hareketine
yardimc1 olan yag bilesenlerini igermektedir. MS'in etkiledigi bolgelerde miyelin kilifin
yag iceriginde kayiplar meydana gelir. Bu kayiplar, suyun bu bdélgelerde birikmesine
neden olur ve sonu¢ olarak MRG taramalarinda goriilen belirgin beyaz lekeler veya
lezyonlar olusur (Shoeibi ve ark., 2021). MS'in teshisi klinik olarak yapilir ve MRG,
hastaligin zamansal ve mekansal boyutunu degerlendirmeye yardimci olur. MRG,
odaklanmis beyaz madde anormalliklerini ve klinik olarak sessiz lezyonlari tespit etme
konusunda yiiksek hassasiyete sahip oldugu icin MS siliphesi olan hastalarin ilk
degerlendirilmesi genellikle MRG ile gerceklestirilir. Geleneksel T2 agirhikli ve
kontrastlt T1 agirhikli goriintiiler (Sekil 2.1) (Mathur ve ark., 2021), beyaz maddede
yaygin hasar, noroaksonal dejenerasyon ve geri doniisiimsiiz demiyelinizasyonu tam
olarak gosterme konusunda bazi sinirlamalara sahip olsalar da, MS'in klinik tanisini
dogrulamak veya reddetmek i¢in yaygin olarak kullanilan standart degerlendirme

yontemleridir (Sahraian ve Eshaghi, 2010).

Sekil 2.1: MRG ile Elde Edilen, MSS’ndeki MS Lezyonlarina ait Temsili Goriintiiler (A)
Beyin MRG: T2 agirlikli goriintii. Bu goriintii, beyindeki su igerigini yiiksek bolgeleri
ve 6demleri daha belirgin gosterir, MS lezyonlar1 bu agirlikta daha aydinlik goriiniir.
(B) Beyin MRG: T1 agirlikli goriintii. Bu goriintii, beyindeki yapisal detaylar1 daha
net bir sekilde ortaya koyar, MS lezyonlar1 genellikle bu agirlikta koyu olarak goriiliir.



2.1.5. Klinik Alt Tipleri

MS, genellikle klinik niikslerin sikligina, hastaligin ilerlemesi i¢in gerekli zaman
aralifina ve MRG 'de lezyonlarin belirlenmesine dayali olarak ¢esitli kategorilere
ayrilmaktadir (McDonald ve ark., 2001; Polman ve ark., 2011). MS vakalarmin klinik
ozelliklerinin dogru bir sekilde tespit edilmesi, tedavi seceneklerinin belirlenmesi ve
hastaligin ilerleyisi hakkinda daha iyi bir tahmin yapilmas: i¢in hayati Onem
tasimaktadir (Elkhodiry ve El Tayebi, 2021). Hastaligin klinik seyir bakimindan doért
tipi vardir ve bunlar; Tekrarlayan-diizelen tip (relapsing-remitting MS, RRMS), birincil
ilerleyen tip (primer- progresif MS, PPMS), ikincil ilerleyen tip (sekonder-progresif
MS, SPMS) ve atakli ilerleyici tip (relapsing progresif MS, RPMS)’dir. En yaygin
goriilen smif ise RRMS’dir (Demir ve ark.,2011). Lubin ve ekibi, MS'i hastalik
aktivitesi ve/veya ilerlemesine dayali olarak tekrarlayan ve ilerleyen asamalara gore
simiflandirmistir. Hastalarin %90'inda RRMS goriilmiistiir (Lublin ve ark., 2014). Bu
hastalarin ¢ogunda SPMS gelismekte ve bu durum nérolojik bozulmanin daha da
ilerlemesine ve kotlilesmesine yol agmaktadir (Weinshenker ve ark., 1989). MS'in
ilerleyici formlari, PPMS ve SPMS seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Hastalarin yaklagik

%15'inde goriiliir ve en kotii prognoza sahip alt tiptir (Confavreux ve Vukusic, 2006).

MS'in patofizyolojisi ve alt tiplerindeki klinik farkliliklar hakkindaki bilgi
yetersizlikleri, hastaligin degerlendirilmesini saglayacak tek bir biyobelirtecin
olusturulmasin1 zorlastirmaktadir. Degisken klinik goriiniim nedeniyle laboratuvarda
0zel bir tani testi bulunmamasi, tan1 ve prognozda gecikmelere yol agmaktadir. Bu
yluzden, hastaligin gelisimi ve ilerlemesi hakkinda kesin teshis tekniklerinin

belirlenmesi 6nemlidir (Mathur ve ark., 2021).
2.1.5.1. Klinik izole Sendrom

KIS, belirli bir zaman diliminde ortaya ¢ikan ve potansiyel MS gelisimiyle
iliskilendirilen demiyelinizan bir olaydir (Marcus ve Waubant, 2012). KIS'teki klinik
zorluk, MS'in erken evrelerinde hastalik degistirici immiinomodiilator tedavilerin
etkinligi goz Oniline alindiginda, erken tedavinin Onemiyle ilgilidir. Gelecekte relaps
riski yliksek olan hastalar1 tanimlamak, ciddi noérolojik sorunlarla iliskilendirilebilecek

potansiyel riskleri azaltmada onemli bir adimdir. Norogoriintiileme ve biyokimyasal



belirtegler gibi cesitli araglar, KIS ve erken MS'de gelecekteki niikslerin olasi

ongoriiciileri olarak degerlendirilmektedir (Bosca ve ark., 2010; Tintoré ve ark., 2008).

BOS, MS patolojisi ile yakindan iligkili olup hastalikla iliskili biyokimyasal
degisiklikleri yansitabilen viicut sivisidir. Bu nedenle, MS i¢in umut verici bir
biyokimyasal belirte¢ kaynagi olarak kabul edilir. Bugiine kadar, MS tanisinda en
yaygin olarak kullanilan BOS testi, immiinoglobulin G oligoklonal bantlardir (OKB)
(Stangel ve ark., 2013; Tumani ve ark., 2009). KIS terimi, MSS demiyelinizan
hastaligin1 yiiksek oranda diisiindiiren ancak heniiz klinik olarak kesin MS tanisi
koyacak bir prevalans diizeyine ulasmamis erken klinik olaylar1 ifade eder. Ortaya ¢ikan
semptomlar genellikle tek odaklidir. Giinler veya haftalar i¢inde akut veya subakut
olarak ortaya ¢ikabilir ve optik siniri, omuriligi, beyin sapini veya beyincigi etkileyebilir
(Brodsky ve ark., 2008; Miller ve ark., 2012). Diger MS ataklarinda oldugu gibi
belirtilerin en az 24 saat siirmesi beklenir, ates ya da enfeksiyon goriilmez (Polman ve
ark., 2011). KIS'li hastalarin ¢ogunda (%50-70) demiyelinizan lezyonla uyumlu
asemptomatik T2 MRG’nda tespit edilen beyaz madde anormallikleri goze
carpmaktadir (Miller ve ark., 2012). Bu nedenle, MS’in baslangicin1 geciktirmeyi
amaglayan hastalik degistirici tedavilerin denemeleri i¢in KIS hastalar1 se¢mek

amaciyla MRG anormallikleri kullanilmistir (Brex ve ark., 2002).
2.1.5.2. Tekrarlayan-Diizelen MS (RRMS)

RRMS, MS hastalarinin yaklagik %85'ini etkileyen en yaygin fenotiptir. Bu
fenotip, degisken noérolojik islev bozukluklarinin oldugu donemler (niiksetmeler) ile
yeni norolojik semptomlarin olmadig1 goreceli klinik stabilite donemleri (remisyonlar)
ile belirlenir (Schaeffer ve ark., 2015; Freeman ve ark., 2022). RRMS'nin erken klinik
belirtileri arasinda giigsiizliik, duygu degisimleri, denge sorunlari, gorme keskinliginde
bozulma ve renklerin veya goriintiilerin ¢iftlenmesi gibi cesitli norolojik semptomlar
bulunmaktadir. Bu semptomlar, hastalik niiksettiginde ortaya cikabilmektedir (Lublin
ve ark., 2003). Enfeksiyon veya metabolik bir sorun olmadiginda, niiksler en az 24 saat
devam edebilir. Her atakta, hastalarin yaklasik yarisinda kalic1 hasarlar meydana gelir Ki

bu da sakatligin zamanla kademeli olarak artmasina sebep olur (Maghzi ve ark., 2011).

MS klinik olarak belirgin oldugunda, hastaligin erken evrelerinde fokal

inflamasyon baskindir. Bu inflamasyon, genc¢ hastalarda daha belirgin bir sekilde



goriiliir ve yasla birlikte azalir (Boiko ve ark., 2002; Filippi ve ark., 2018; Freeman ve
ark., 2022). Bu siireclerin yani1 sira, klinik olarak belirgin olmayan inflamasyon, néron
Oliimiine, akson hasarmma ve demiyelinizasyona neden olarak sonunda geri doniisi

olmayan ndérolojik hasara yol agar (Cree ve ark., 2019).

Klinik olarak etkilenmeyen bolgelerde yapilan MRG taramalarinda beyaz madde
anormalliklerinin tespit edilmesi, sonrasinda RRMS’in tami kriterlerini karsilama
olasiligin1 arttirir. Tlk iki yilda bu olasiligin %50'den %82'ye kadar yiikseldigi ve 20 yil
boyunca devam ettigi belirtilmektedir (Fisniku ve ark., 2008). Bu durum, beyaz madde
anormalliklerinin MS'in erken belirtileri arasinda degerlendirilmesi gerektigini ve
hastaligin ilerleyen evrelerinde teshis igin Onemli bir belirte¢ olabilecegini
vurgulamaktadir. Hastaligin ilerleyen donemlerinde, her atagin tam olarak iyilesmedigi
ve kalict semptomlarin biriktigi goézlemlenir. Bu durum, hastalarin yaklasik %65'inin
ikincil ilerleyici asamaya gectigini ve %Z20'sinin hastaligin baslangicindan itibaren
ilerledigini ortaya koyar. Her iki durumda da ilerlemenin genellikle 40 yas civarinda

basladig1 belirtilir (Confavreux ve Vukusic, 2000).

Arastirmalar sayesinde, enfeksiyonlar ile niiksetme sikligi, siiresi ve sakatlik
birikimi arasinda bir iliski bulunmustur. Ancak belirli bir patojen tanimlanmamuistir.
Yillar boyunca, akut ataklar1 onlemek icin ¢esitli potansiyel tetikleyiciler incelenmistir
(Vollmer, 2007). Enfeksiyonlar ve stresin yani sira hamilelik ve niiksetme arasindaki
iligki, diizenli tedavi uygulamasinin énemli unsurlarindan biridir (Mohr ve ark., 2004).
RRMS hastalarinin biiyiik bir kismiin sonunda SPMS'e ilerleyecegi diisiiniildiigiinde,
niiksetme Ozellikleri, ilerleyen zamanlarda baslangic zamami ve ciddiyetini tahmin

etmek i¢in bir gosterge olarak kullanilabilir (Klineova ve Lublin, 2018).
2.1.5.3. Progresif Multipl Skleroz

MS hastalarmin yaklasik %10-15'inde, hastaligin baslangicindan itibaren stirekli
fonksiyonel kotiilesme ile karakterize olan ilerleyici norolojik bozukluklar goriiliir ki bu
durum da PPMS olarak bilinmektedir (Ransohoff ve ark., 2015). PPMS'li hastalar,
RRMS hastalarina kiyasla genellikle hastaligin baslangicinda daha yashdir ve erkeklerin
orami daha yiiksektir. Inflamatuar beyaz madde lezyonlar1 daha az belirgin olmasimna
ragmen saglikli goriinen beyaz maddede kortikal demiyelinizasyon, yaygin aksonal

kayip ve mikroglial aktivasyon gdzlenebilmektedir (Miller ve Leary, 2007).
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Hastaligin baslangicindan itibaren PPMS teshisi koymak genellikle zor olabilir ve bazen
de hastalar veya doktorlar tarafindan hastalik fark edilemeyebilir. Ayn1 sekilde, RRMS
olan bir hastanin SPMS evresine ge¢isini belirlemek de zor olabilir. Ciinkii bu tamamen
hastanin geg¢misine dayali bir klinik tamidir (Weinshenker ve ark., 1989). Bu zorluk,
semptomlarin yavas yavas ilerlemesi ve SPMS'de ara sira ortaya ¢ikan klinik
niiksetmelerle iligkilidir. Ayrica, hastaligin SPMS evresinde, aktif inflamasyonun
belirleyici 6zellikleri olan yeni lezyonlar veya gadolinyum tutan lezyonlar gbzlenebilir.
RPMS, genellikle bir veya daha fazla semptomun norolojik ilerlemesi olarak ortaya
cikar. En yaygin RPMS formu, tipik olarak sfinkter fonksiyon bozuklugu ile birlikte
spastik, ataksik paraparezi olarak adlandirilan ilerleyici miyelopatidir. Ayrica, ilerleyici
serebellar, biligsel, hemiplejik, beyin sapt sendromlar1 ve bu sendromlarin bir
kombinasyonu da goriilebilmektedir (Stevenson ve ark., 1999). RRMS'den RPMS’e
gecis, hastalik aktivitesinde dnemli bir degisikligi ifade etmektedir. Ilerleyici seyrin
baslamasiyla birlikte, daha dnce hasar gormiis beyin bolgelerinde ek bir mekanizmanin
devreye girebilecegi one siiriilmektedir. Bu mekanizma, dnceden zarar goérmiis ndronlar
ve oligodendrositlerin ¢lirlimesi olabilir. Bu durum, MS'in ilerleyen asamalarinda ortaya
¢ikan patolojik siireglerin baslangiciyla iliskilendirilebilir. RPMS'de bu, beyin dokusu
yapisindaki biiylik kaybin, demiyelinizasyon ve hiicresel kaybin birlesiminden
kaynaklandigin1 gosterir. Bu siireg, hastaligin ilerleyen asamalarinda sinir liflerinin ve
oligodendrositlerin kaybina neden olur. Bu kayiplar, hastaligin ndrolojik semptomlarini
ve ilerlemesini tetikleyen ve artiran faktorler olarak kabul edilir. Dolayisiyla, RPMS,
hastaligin ilerleyen seyrinde 6nemli bir doniim noktasimi temsil eder (Jansen ve ark.,
1995). PPMS tanisi, genellikle gecikir. Tani kriterleri, zamansal ve anatomik yayilimin
yani sira, beyin omurilik sivist belirtegleri ile desteklenebilecek tam bir yil boyunca

kademeli ilerlemeyi gerektirir (Polman ve ark., 2011).

PPMS ve SPMS'de aktif demiyelinizasyon ve ndrodejenerasyonun her zaman
inflamasyonla iligkilendirildigi bilinmektedir (Frischer ve ark., 2009). Bununla birlikte,
inflamasyon ile KBB bozulmasi arasindaki baglantt RRMS'ye gore daha az belirgindir
(Hochmeister ve ark., 2006). Ilk olarak, patolojik sekilde serum protein sizintisi ile
kanitlanan minoér KBB hasari, inflamatuar sizintilarin varligina veya yokluguna

bakilmaksizin kronik lezyonlarla bir arada bulunabilir (E. E. Kwon ve Prineas, 1994;

Kirk ve ark., 2003; Hochmeister ve ark., 2006).
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PPMS'de MSS inflamasyonu, RRMS'den farklidir. RRMS atak donemlerinde,
KBB acilir ve ¢ok sayida digsaridan gelen T hiicresi ve monosit/makrofaj, MSS
dokusuna girerek yerel olarak proinflamatuar faktorler salgilar. RRMS'in remisyon
asamasinda ise KBB yeniden yapilandirilir ve dokunun i¢indeki T hiicrelerinin sayis1 ile
mikroglial hiicrelerin aktivasyon diizeyi belirgin bir sekilde azalir. MS ilerledikge,
inflamasyon arttk KBB'nin gerisinde kisitlanmis kalir. MSS dokusundaki hasar,
mikroglial hiicreler ve birden fazla intraparenkimal T hiicresi ilizerinde etkili olan
yayilabilir faktorlerin etkilerinden kaynaklanir (Bradl ve Lassmann, 2009). MS
genellikle tekrarlayan-diizelen bir seyirle baglar. RRMS tanist konulan hastalarin %60-
70'i, zamanla ilerleyici bir bozulma ile karakterize olan SPMS'ye ilerler (Koch ve ark.,
2009).

Niiksleri (iltthap ve demiyelinizasyonun neden oldugu yeni lokal norolojik
belirti ve semptomlar) iyilesme donemleri takip etmektedir (Lassmann ve ark., 2012).
Bu niikseden-diizelen seyir genellikle, niiksetmelerden bagimsiz olarak noérolojik
fonksiyonun kademeli olarak kotiilestigi bir donem olan SPMS ile devam eder. Ayrica,
ara sira hafif iyilesmelerle birlikte norolojik fonksiyonda kademeli bir azalma ile

karakterize oldugu da ifade edilmektedir (Lublin ve Reingold, 1996).

MS'in ilk klinik belirtilerinin baglangicindan SPMS'nin ortaya ¢ikisina kadar
gecen siire biiylik Olclide degisebilir. Tedavi edilmemis hastalarda, niksiin
baslangicindan SPMS'nin baslangicina kadar gecen ortalama siire yaklasik 20 yildir
(Cree ve ark., 2021). Klinik 6zellikler arasinda yiirime giigliigii, ilerleyici felg ve beyin
ile omurilikteki atrofi bulunmaktadir (Schaeffer ve ark., 2015).

Tarihsel olarak, MS'in 6ncelikle beyaz maddeyi etkileyen bir hastalik oldugu
diigiiniilmekteydi. Ancak, SPMS'de fokal beyaz madde hasari da belirgin bir rol
oynamakta ve dnceden var olan beyaz madde lezyonlarinin yavas geniglemesi, ilerleyici
hastaligi olan bireylerde belirgin bir patolojik 0Ozellik olarak kabul edilmektedir
(Frischer ve ark., 2015; Luchetti ve ark., 2018). llerleyen MS vakalarinda,
demiyelinizan lezyonlar gri ve beyaz madde bolgelerinde esit olarak
yayginlasabilmektedir. Beyaz madde lezyonlarmin yani sira normal goriinen beyaz
madde bolgelerinde, hem kortikal hem de derin gri madde bdlgelerinde yaygin
noroaksonal kayip gézlemlenmektedir (Sekil 2.2). Hastaligin ikincil ilerleyici evresine

ulasildiginda ise geri doniisii olmayan fiziksel ve biligsel sakatligin temel nedeninin
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noroaksonal kayip oldugu diistiniilmektedir (Bradl ve Lassmann, 2009; Lassmann ve
ark., 2012; Dendrou ve ark.,2015).
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Sekil 2.2: MS Evrelerine Gore Beyin Ve Omurilikteki Degisimler Saglikli bir bireyin beyin ve
omurilik yapilarinin koronal ve transvers kesitleri ile karsilagtirmali olarak multipl sklerozun
relapsing-remitting ve progresif evrelerinde goriilen patolojik degisiklikler. Saglikli durumda
gri madde ve beyaz madde net bir sekilde belirginken, relapsing-remitting evrede beyaz
maddedeki demiyelinizasyon lezyonlari, progresif evrede ise kortikal demiyelinizasyon,
onceden hasar gormiis bolgelerde atrofi ve artan atrofiye bagli ventrikiiler genigleme
gbzlemlenmektedir. ilgili spinal kesitlerde, servikal, torasik ve lomber bolgelerde demiyelinize
lezyonlarin lokalizasyonu ve etkiledigi yapilara iliskin karsilastirmalar belirtilmistir.

MRG verileri, BOS veya kanin protein ve metabolit dl¢limleri gibi cesitli
modern biyobelirtegler, SPMS ile RRMS arasindaki ayrimi yapmada klinik olarak
faydal1 olabilmektedir. SPMS'ye gegisin erken tespiti i¢in kullanilabilecek yontemler,
hastaligin  immiinopatolojik ozelliklerine dayali arasgtirmalar iizerinden devam

etmektedir (Iwanowski ve Losy, 2015).

2.1.6. Tam ve Tedavi

MS, genellikle hastanin akut (tekrarlayan) veya kronik (ilerleyen) norolojik
belirtilerle bir saglik kurulusuna basvurmasiyla tani almaktadir. Klinisyen, MS tan

kriterlerini uygulamadan once, hasta hikayesi, fiziksel muayene, goriintiileme teknikleri
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ve diger mevcut bilgilerin demiyelinizasyona isaret edip etmedigini degerlendirmelidir
(Sand, 2015). MS’in teshis kriterleri, 1965 yilinda Schumacher Komitesi tarafindan ilk
kez olusturulmustur. Bu baslangi¢ kriterleri, klinik 6zelliklere dayanilarak belirlenmis
ve zamanla yapilan klinik ¢alismalarla siirekli olarak gelistirilmistir (Omerhoca ve ark.,
2018). MS kesin tanisi, tibbi dykii ve norolojik muayeneye dayanmaktadir. Bu siireg,
MRG gibi tekniklerinin yani sira, BOS analizi i¢in lomber ponksiyonlar, uyarilmis
potansiyeller ve kan testleri kullanilarak desteklenmektedir. MRG, klinik semptomlar ve
bulgularin varliginda MSS lezyonlarmi saptamada onemli bir rol oynamakta ve
genellikle hastanin tipik klinik sendromlar gosterdigi durumlarda lezyonlarin
karakteristik ozelliklerini belirlemek igin yeterli olabilmektedir (Brownlee ve ark.,
2017; Ghasemi ve ark., 2017). Tam siireci biiylik dl¢lide hastanin tibbi ge¢misi ve
norolojik muayenesine baglidir. Bu nedenle, ataklarin dogru bir sekilde tanimlanmasi
hayati dnem tasimaktadir. Ataklar, 24 saatten uzun siiren ates ya da herhangi bir
enfeksiyon olmaksizin belirli bir anatomik bolgeyle iliskilendirilebilen yeni ndrolojik
defisit olarak tanimlanmaktadir. Norolojik defisit genellikle 2 ile 4 hafta icinde yavasca
gelisir ve 6 ila 8 hafta icinde, ister kendiliginden ister kortikosteroid tedavisi sonrasi,
tamamen veya kismen ¢oziilebilmektedir. MRG ile monofokal atak olarak sunulan tek
bir anatomik bdlgenin veya multifokal ataklar olarak goriilen birden fazla MSS
bolgesinin etkilendigi goriilebilmektedir (C. Lucchinetti ve ark., 2000; Love ve ark.,
2015).

MS tanisinda klinik, goriintiileme ve laboratuvar bulgularini biitiinlestiren
kriterler zamanla degisiklik gostermistir. Bu kriterlerden en giincel olani, Uluslararasi
MS Tani Paneli tarafindan 2010 yilinda sunulan McDonald kriterleridir. Bu kriterler,
ozellikle goriintiileme tekniklerinin artan kullanimi sayesinde, daha erken, hassas ve
spesifik tanilarin konulmasina imkan tanimistir. Tan1 kriterleri, stirekli degisen teknoloji
ve konsensiis ile birlikte periyodik olarak yeniden degerlendirilmektedir (Poser ve ark.,
1983; McDonald ve ark., 2001; Polman ve ark., 2011). 2017 yilinda, McDonald
kriterlerinin glincellenmesi ve ileri arastirmalar i¢in Oneriler sunulmus bu siiregte tantya
yonelik daha fazla spesifiklik ve dogruluk hedeflenmistir. Revize edilen 2017
McDonald tani kriterleri Tablo 2.1°de yer almaktadir (Kuscu ve ark., 2018).
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Tablo 2.1: 2017 Revize McDonald Kriterleri (Thompson ve arkadaslar)

Atak Objektif klinik bulgulu lezyon | MS tamsi i¢in gerekli veri
sayisi
>2 >2 Yok®
>2 atak 1+ dykiide baska bir alanda ki Yok?
lezyona ait atak®
>2 atak 1 SSS’de farkli bir alandaki lezyona ait

yeni bir atak veya MRGe ile mekanda
yayilimin gosterilmesi

1 atak >2 atak Ek bir klinik atak veya MRG¢ ile
zamanda yayilimin gosterilmesi veya
BO-spesifik OKB¢ varlig1

1 atak 1 lezyona ait objektif klinik bulgu | SSS’de farkl: bir alandaki lezyona ait
yeni bir atak veya MRGe¢ ile mekanda
yayilimin gosterilmesi ek bir klinik
atak veya MRG4 ile zamanda
yayilimin gosterilmesi BOS-spesifik

OKBs varligi
Sinsi progresyon 1 yil klinik progresyon Asagidakilerin 2’si
(retrospektif, ataktan bagimsiz MS tipik (periventrikiiler,
olarak) kortikal/jukstakortikal veya

infratentoryal) alanlarda >1 leazyon
Spinal kordda >2 lezyon
BOS-spesifik OKB varligt

2. Mekanda ve zamanda yayilimi gostermek icin ek bir teste gerek yoktur. Ancak beyin MRG tiim hastalara
yapilmalidir. Taniy1 destekleyecek yetersiz klinik ve MR bulgular1 olanlarda, tipik KIS olmayanlarda, atipik
ozellikleri olan hastalarda ek olarak spinal kord MRG ve BOS tetkiki yapilmalidir. Bu tetiktekiler yapilamadiysa ya

da negatifse MS tanis1 koymadan 6nce dikkat edilmeli ve alternatif tanilar gz dniinde buluundurulmalidir.

b: atak i¢in objektif nérolojik bulgular temelinde konulmus klinik tan1 en giivenilirdir. Oykiideki ataga ait dokiimante
edilmis objektif norolojik bulgular yoksa, 6ykii inflamatuar demiyilenizan olaya ait tipik semptom ve klinik geligim
ozelliklerini icermelidir. Ancak en az bir atak objektif bulgularla desteklenmelidir. Objektif kanitlarin yoklugunda

dikkatli olunmalidir.

¢ MRG’de alanda yayilim; MS tipik (periventrikiiler, kortikal/jukstakortikal, infratentoryal ve spinal kord) 4 alanin

>2’sinde >1 lezyon olmasi.

4: MRG’de zamanda yayilim; herhangi bir zamanda ¢ekilen MRG’de kontrast tutan ve tutmayan lezyonlarin ayni
anda bulunmasi veya takip MRG’sinde ilk MRG (¢ekildigi zamandan bagimsiz olarak) referans alindiginda yeni bir

T2 hiperintens lezyonun ya da kontrast lezyonun olmasi.

. BOS-spesifik OKB varlig1 zamanda yayilimi gostermez ama tanida onun yerine geger. MS: Multipl skleroz, SSS:

Santral sinir sistemi, MRG: Manyetik rezonans goriintiileme, BOS : Beyin omurilik sivisi, OKB: Oligoklonal band

MS tedavisindeki temel amag, inflamatuar siiregleri kontrol altina alarak

bunlarin ndroaksonal yapilar iizerindeki tahribatin1 minimize etmek ve bdylece kalici
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sakatlik riskini 6nemli Ol¢lide azaltmaktir. Tedavi stratejisindeki basari, hastaligin dogru
ve erken bir sekilde teshis edilmesine ve en uygun zamanda en etkili tedavi
yontemlerinin uygulanmasina baghdir . Tedavide, hastaligi modifiye edici yaklasimlar,
atak tedavisi ve semptomatik tedaviler etkilesim halinde kullanilmaktadir. Bagisiklik
sistemini diizenleyen ve semptomlar1 hafifletmeyi amaclayan ilaclar (Grnegin
Glatiramer asetat, Interferon beta 1a ve 1lb, Mitoxantrone, Fingolimod, Natalizumab,
Alemtuzumab, Daclizumab gibi) ile tedavi edilen hastalar, ataklarin siklig1 ve siddeti
azaltilarak daha uzun siire ataksiz kalabilmektedirler (Jacobs ve ark., 1996; Tintore ve
ark., 2018). Atak donemlerinde ise, atagin etkilerini hizla azaltmak i¢in yiiksek doz
steroidler veya gerektiginde plazmaferez uygulanabilmektedir (C. Freeman, 2011).
Ayrica, norolojik fonksiyon bozukluklar1 sonucu ortaya c¢ikan semptomlar i¢in agri
kesiciler, kas gevseticiler, epilepsi ilaclar1 gibi tedaviler ve destekleyici fizyoterapi
yontemler ile hastalarin yasam Kkalitesi artirilabilmektedir. Bu tedavi yontemleri,
hastalarin hem giinlik yasam aktivitelerini siirdiirebilmelerini hem de uzun vadede
saglik durumlarmin stabil kalmasini saglamak ic¢in biitiinciil bir yaklasim olarak ele

alinmaktadir (Jo ve ark., 2011).

2.1.7. Patoloji

MS'deki hasarin temel nedeni, MSS’de beyaz ve gri madde dokularinda immiin
hiicre infiltrasyonu ve sitokinlerin yol ag¢tig iltthaplanmadir. Bu iltthaplanma sonucu,
beyin ve omurilikteki miyelin kiliflarina ve aksonlara zarar verilir (Loma ve Heyman,
2011; Ghasemi ve ark.2017; Shah ve ark., 2023). MS’in patolojisi, beyin ve
omurilikteki beyaz ve gri maddede goriilen plaklar veya lezyonlarla belirgindir. Bu
lezyonlar, miyelin kiliflarinin ve oligodendrositlerin kaybina isaret eden birlesik fokal
demiyelinizan alanlardir (Popescu ve Lucchinetti, 2012). Bu siireg, hastaligin ilerlemesi
ve semptomlarin ortaya c¢ikmasiyla ile baglantihidir. MS'in  temel patolojik
mekanizmalarinin anlasilmasi, etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde kritik bir

Ooneme sahiptir.

Erken MS vakalarinda, aksonlar ve noronlar genellikle korunmus olmasina
ragmen, hastalik ilerledik¢e kademeli ndroaksonal kayiplar ortaya ¢ikar ve bunun
sonucunda beyin atrofisi meydana gelir (Chard ve ark.,, 2002). Beyaz madde
lezyonlarinda, 6zellikle de miyelin kiliflarinin zarar gordiigii bolgelerde ¢oklu sklerotik

skarlar gorilir. MS'de c¢oklu sklerotik glial skarlar, hastaligin ilerleyisini ve
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semptomlarin ~ siddetini  etkileyebilir. Bu skarlar, beyaz maddede goriilen
demiyelinizasyon alanlarinin bir sonucu olarak karsimiza c¢ikarlar. Remiyelinizasyon
siireciyle, bu alanlar kismen onarilabilirler (Lucchinetti ve ark., 2011; Popescu ve

Lucchinetti, 2012; Frischer ve ark., 2015).

MS'in  tim  tipik  patolojik  Ozellikleri, hastaligin  her evresinde
gbzlemlenebilmektedir (Haider ve ark., 2016). Bu nedenle, PPMS dahil olmak {izere,
PRMS arasinda patolojik agidan belirgin bir fark bulunmamaktadir (Stevenson ve ark.,
1999; Luchetti ve ark., 2018). Ancak, patolojik siireclerin ve degisikliklerin katkis1
niceliksel olarak degisiklik gosterebilir. Fokal yeni ve aktif beyaz madde lezyonlari,
ozellikle erken (akut ve tekrarlayan) MS vakalarinda sik¢a gozlemlenir ve hastalar
ilerleyici asamaya gectikge nadir hale gelir. Bunun yerine, ilerleyici MS'de birgok
lezyon, yavas genisleyen lezyonlarin oOzelliklerini tastyan plaklar halinde
bulunmaktadir. Kortikal demiyelinizasyon, MS’in en erken evrelerinden itibaren
varligint  gostermesine ragmen  hastalar ilerleyici evreye ulastikga, bu
demiyelinizasyonun kapsami biiyiik dlclide artar (Kutzelnigg ve ark., 2005; Lucchinetti
ve ark., 2011; Lassmann ve ark., 2012). Demiyelinizasyonun fokal plaklari MS
patolojisinin tanisal Ozelligidir. Beynin gri ve beyaz maddesinde hastaligin her
asamasinda bu tiir plaklar bulunur (Lassmann ve ark., 2012). Erken MS vakalarinda,
normal goriinen beyaz maddedeki yaygin degisiklikler nadiren karsimiza ¢ikarken

ilerleyici MS hastalarinda oldukga belirgindir (Kutzelnigg ve ark., 2005).

EAE, otoreaktif MSS antijen hedefli T lenfositlerinin (CD4+, CD8+), MSS
demiyelinizan lezyonlarinin gelisiminde énemli bir rol oynadigin1 gostermistir (Maghzi
ve ark., 2011). Her ne kadar CD4+ T hiicrelerinin MSS’nde inflamasyonu tetiklemede
merkezi rol oynadig1 diisiiniilse de, doku hasarinin gergek kapsami ve 6zgiilligii, adaptif
bagisiklik bilesenleri (CD8+ T hiicreleri ve antikorlar) ve lezyonlarda mevcut olan
dogal bagisiklik bilesenleri (mikroglia/makrofajlar) tarafindan belirlenir (Prat ve Antel,
2005).

MS'nin immiinopatogenezi ile ilgili olarak, MSS’in demiyelinizasyonuna yol
acan inflamatuar bir siirecin, miyelini spesifik T hiicrelerinin saldiris1 ile basladig1 6ne
siriilmektedir (Poser, 1986). Belirli bir olay tarafindan periferde aktif hale gelen
lenfositler, KBB’yi gegerek beyne ulasir. Beyin kapillerlerinin endotel hiicrelerindeki

yapigsma molekiillerine baglanarak beyne giris yaparlar. Igeri girdikten sonra, beyin
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icinde bu aktif hiicreler, T ve B hiicrelerini i¢eren bagisiklik hiicresi hareketini aktive
ederek tahrip edici bir siireci baslatirlar. Sitotoksik T hiicreleri tarafindan salinan
perforinler ve granzimler, aktive B hiicrelerinin {irettigi antikorlarla birlikte, miyelin
kilifinin zarar gérmesine ve bundan dolay1 da demiyelinizasyonun olusmasina (Sekil

2.3) yol agarlar (Elkhodiry ve El Tayebi, 2021).
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Sekil 2.3: MS Patogenezine Dair Sematik Gosterim

MS’in patogenezi ile ilgili olarak, miyeline spesifik bir T hiicre saldirisi, MSS
demiyelinizasyonuna yol agabilecek bir inflamatuar yaniti tetikleyebilir. Birgok
calisgmada, T yardimci (Th) hiicrelerinin (CD4+ T hiicreleri olarak da bilinir)
midahalesinin ve APC'ler ile T lenfositler arasindaki etkilesimin tetikledigi adaptif
bagisiklik tepkisinin MS’in ilerlemesinde Onemli bir rol oynadigi gosterilmistir
(Ghasemi ve ark., 2017). CD4+ Th hiicreleri, bagisiklik hiicrelerinin fonksiyonunu
diizenleyerek MS patofizyolojisinde 6dnemli bir rol oynamaktadir. Th hiicreleri, IL-2,
IL-23 veya IL-4 gibi farkli interlokinlere baglandiklarinda kisa siirede Thl, Th2 veya
Th17'ye farklilagirlar (Shah ve ark., 2023).
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T hiicrelerinin bir alt kiimesi olan Th-17 hiicrelerinin (interlokin-17 salgilayan CD4+ T
hiicreleri) MS patogenezinde rol oynadigi giderek daha fazla diisiiniilmektedir. Bu
hiicreler KBB’ni asarak aksonal hasara ve noronlarin 6liimiine neden olma 6zelligine
sahiptirler. Akut niiksetme yasayan MS hastalarinda, dolasimdaki Th-17 hiicrelerinin
sayisinda bir artig yasanir (Ontaneda ve ark., 2012). MS'de KBB’nin pargalanmasi,
MSS'ye kars1 demiyelinizasyona ve aksonal kayba neden olan bir otoimmiin saldirinin
baslatilmasinda ve siirdiiriilmesinde erken ve 6nemli bir adimdir. Bu siire¢, sonug olarak
norodejenerasyona ve geri doniisii olmayan norolojik bozukluga yol acar (Balasa ve

ark., 2021).

2.1.8. MS ve Genetik

MS gibi diger birgok ndrodejeneratif hastalikta da genetik faktorler onemli bir
rol oynar. Ancak, bazi norodejeneratif bozukluklarda belirli mutasyonlar tanimlanmis
ve bu mutasyonlar hastaligin en azindan bir kismimin nedeni olarak belirlenmesine
karsin, MS i¢in bu tiir belirli mutasyonlar heniiz tanimlanmamistir (Nourbakhsh ve
Mowry, 2019; Stys ve Tsutsui, 2019).

Gegtigimiz on yilda, MS'e duyarlilik lokuslarinin belirlenmesi amaciyla genetik
alaninda cesitli aragtirmalar yapilmistir. Bu calismalar arasinda aday gen analizleri,
baglant1 analizleri, iligki analizleri ve son zamanlarda genom capinda iligskilendirme
calismalart (GWAS) da yer almaktadir (Hafler ve ark., 2007). GWAS, MS riski ile
iliskilendirilen 200'den fazla tek niikleotid polimorfizmi (SNP) tanimlamistir. Bu
SNP'lerin ¢ogu, bagisiklik fonksiyonuyla iligkili genlerde bulunmaktadir (Patsopoulos,
2018; Goodin ve ark., 2021). MS gelisiminde genetik faktorlerin rol oynayabilecegine
dair ilk bulgular, MS hastalar1 ve aile iiyeleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda elde
edilmistir. MS'li bir kardese sahip olan bireylerin MS'e yakalanma olasiligi, genel
popiilasyona gore 20 ila 30 kat daha fazladir (Nielsen ve ark., 2005; Ristori ve ark.,
2006). Kardesler arasinda %15-20 arasinda artan goreceli risk oran1 ve tek yumurta
ikizleri arasindaki %30'luk uyum orani, MS'de genetik faktorlerin dnemli oldugunu
gostermektedir. Ozellikle, insan 1dkosit antijeni (HLA) gen kiimesi, MS genomu
genelindeki en gii¢lii duyarlilik odaklarindan biridir (Canto & Oksenberg, 2018). MS ile
iligkilendirilen tek tutarli gen, HLA gen kiimesi lizerinde bulunan kromozom 6p21.3'tiir.

Bu gen kiimesi, MS'e genetik duyarliligin énemli bir kismini olusturmakta ve hem MS
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ile iligkilendirilmis hem de MS ile iliskili en giiclii ve ikna edici duyarlilik lokusu olarak

kabul edilmektedir (Hauser ve Oksenberg, 2006; Dutta ve Trapp, 2012).

MS gibi bir¢cok otoimmiin hastalik, ¢esitli HLA molekiilleriyle iliskilendirilmis
ve hastaligin riskini artirabilecegi veya koruma saglayabilecegi kesfedilmistir. Ornegin,
HLA-DRB1*15:01 alelini tasiyan bireylerin MS'e yakalanma olasiligi, bu aleli
tasimayan bireylere gore anlamli derecede yiiksektir (Kellar-Wood ve ark., 1995;
Patsopoulos ve ark., 2013). MS ile en sik iliskilendirilen HLA sinif II haplotipi, DR15
(Dw2) ve DQ6 (DRB1*15:01 DQA1*01:02 DQB1*06:02) olarak tanimlanmaktadir
(Saruhan-Direskeneli ve ark., 1997). Son zamanlarda yapilan galismalar da ise yeni ve
daha once tanimlanmis sinif II risk alelleri (HLA-DRB1*15:01, HLA-DRB1*13:03,
HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*08:01 ve HLA-DQB1%*03:02) ile smif I koruyucu
alelleri (HLA-A*02:01, HLA-B*44:02, HLA-B*38:01 ve HLA-B*55:01) arasinda,
HLA-DQA*101:01-HLA-DRB1*15:01 ve HLA-DQB1*03:01-HLA-DQB1*03:02 alel
ciftlerini igeren iki sinif II aleli etkilesimi oldugu tespit edilmistir (Barcellos ve ark.,
2006; Kwon ve ark., 1999; Lincoln ve ark., 2009; Moutsianas ve ark., 2015). Su ana
kadar, MS ile giiclii bir sekilde iliskilendirilen yaklasik 50 gen, risk iizerinde hafif ila
orta diizeyde etkiler gostermistir (olasilik orani, OR <1,3). Bu genlerin ¢ogu, dncelikle
immiinolojik islevlere sahiptir (Hoppenbrouwers ve Hintzen, 2011; Sawcer ve ark.,
2011).

miRNA'lar, yaklagik 22 niikleotid uzunlugunda olan kisa, tek sarmalli
kodlamayan RNA'lar sinifidir. Bu RNA'lar, ¢ok sayida hedef mRNA'nin translasyonel
baskilanmasin1 veya bozulmasini tetikleyerek onlarin ekspresyonunu diizenlemektedir.
miRNA'lar, ¢esitli biyolojik siireclerin kritik transkripsiyon sonrasi diizenleyicileri
olarak ortaya ¢ikmiglardir. Artan kanitlar, miRNA'larin bagisiklik sisteminin gelisimi ve
hem dogal hem de adaptif dallarinin dogru c¢aligmasi i¢in Onemli oldugunu
gostermektedir (Stefani ve Slack, 2008; Dai ve Ahmed, 2011). miRNA iiretiminde
meydana gelen en kii¢lik degisiklikler bile gen ekspresyonunda belirgin degisikliklere
neden olarak bagisiklik sisteminde patolojik durumlara yol agabilmektedir. Ozellikle
tolerans1 korumak i¢in, merkezi ve periferik lenfoid organlar cesitli kontrol noktalar
saglar. Bu kontrol noktalari, lenfopoez sirasinda rutin ve rastgele iiretilen oto-reaktif T
ve B hiicrelerinin eliminasyonunu veya susturulmasini miimkiin kilmaktadir.

(Shlomchik ve ark., 2001; Goodnow, 2007). Bununla birlikte, kontrol noktalarindan
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kagan oto-reaktif lenfositler periferik lenfoid dokularda hayatta kalabilir ve aktive
olduktan sonra kendi dokularina saldirabilirler. MS ve diger otoimmiin hastaliklarda
miRNA biyogenezinde ¢esitli degisikliklerin meydana geldigi bilinmektedir. MS
hastalarinin kan bilesenleri, BOS ve beyin lezyonlarinda farkli sekilde ifade edilen
miRNA'lar tespit edilmistir. Bagisiklik homoeostazint saglamak i¢cin miRNA'larin
bagisiklik hiicrelerinde siki bir sekilde diizenlendigi diisiiniildiiglinde, miRNA
ekspresyonundaki  diizensizliklerin  bagisiklik  toleransinin  bozulmasima  ve
otoimmiinitenin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegi one siirlilmektedir. Sistemik lupus
eritematozus ve romatoid artrit gibi otoimmiin bozukluklar da ¢esitli miRNA'larin

diizensiz oldugu ¢aligmalar ile refere edilmektedir (Dai ve Ahmed, 2011).

Gen ekspresyonunun kapsamli c¢aligsmalar1 siklikla, periferik kan monositleri
(PBMC) ya da MS hastalarindan aliman beyin dokusu Ornekleri {izerinden
yuritilmektedir. PBMC'ler, 0Ozellikle dolasimdaki lokositlerin gen ekspresyonu
profillerini belirlemek igin tercih edilmektedir. Bu profiller, ¢esitli dis etkenlere verilen
biyolojik tepkileri ilk olarak yansittigindan, hastaligin gidisatin1 6ngérmede ve tedaviye

verilen yanitlar1 degerlendirmede 6nemli bir rol oynamaktadir.
2.2. MikroRNA

Ik miRNA, 1993 yilinda Caenorhabditis elegans model organizmasinda yapilan
bir calismayla kesfedilmistir (R. C. Lee ve ark., 1993). Daha sonraki yillarda
miRNA'lar, biyolojik diizenleyiciler olarak taninmis ve genis bir yelpazede
organizmalar arasinda tanimlanmistir. Bu siiregte, miRNA'larin MS gibi cesitli
hastaliklarla iligkilendirilerek genis ¢apta arastirildigi bilinmektedir. Bu caligsmalar,
miRNA'larin patolojik siireclerdeki rollerini ve potansiyel terapdtik hedefler olarak

kullanimin1 aydinlatmistir (Friedldnder ve ark., 2014).

miRNA'lar, genellikle 19-24 niikleotid uzunlugunda olan ve hedef mRNA'nin 3'
UTR bolgesine baglanarak protein translasyonunu engelleyen non-coding small RNA
(ncsRNA-  kodlamayan kiigik RNA) molekiilleridir (S. C. Li ve ark., 2010).
miRNA'larin ¢ogu, DNA dizilerinden birincil miRNA'lar (pri-miRNA'lar) seklinde
kopyalanir ve ardindan o6ncii miRNA'lar (pre-miRNA'lar) ve son olarak olgun
miRNA'lara islenir. Cogu durumda, miRNA'lar hedef mRNA'larin 3' UTR (3'un ¢eviri
diizenleyici bolgesi) ile etkilesime girerek gen ifadesini baskilar (Ha & Kim, 2014).
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Bununla birlikte, miRNA'larin 5' UTR, kodlama dizisi ve gen promotorleri gibi diger
bolgelerle etkilesime girdigi de rapor edilmistir (Broughton ve ark, 2016). Ayrica,
belirli kosullar altinda miRNA'larin gen ekspresyonunu aktive ettigi gosterilmistir

(Vasudevan, 2012).

Tek bir miRNA, yiizlerce hedef genin ekspresyonunu degistirebilirken, ayni
sekilde tek bir gen, birden fazla miRNA tarafindan diizenlenerek karmasik bir
diizenleyici agin olusturulmasina katki saglayabilir (J. Li ve Zhang, 2013; Sempere ve
ark., 2021). Bu diizenleyici ag, gelisimsel ve gelisim sonrasi biyolojik siireg¢lerde dnemli
rol oynar. miRNA'lar, hiicre farklilagsmasi, ¢ogalmasi (Otto ve ark., 2017), stres yanitlar
(Konovalova ve ark., 2019), hiicre i¢i sinyalleme (O’Brien ve ark., 2018), hiicresel
metabolizma ve bagisiklik gibi cesitli biyolojik siire¢clerde anahtar rol oynadiklar: i¢in
hiicre homeostazisinde ciddi bir 6neme sahiptirler (Pedroza-Torres ve ark., 2019;
Howard ve ark., 2021).

Son yillarda yapilan bir dizi arastirma, miRNA fonksiyonunun ve biyogenezinin
molekiillerin  ayrmtilarim1  farkli  diizeylerde siki  bir sekilde diizenledigini
gostermektedir. Cesitli hastaliklarla iliskilendirilen miRNA ekspresyonu, ncsRNA'larin
patofizyolojik siireglerde onemli diizenleyiciler olarak rol oynadigini1 gdsteren bircok
calismay1 ortaya koymustur (Baumann ve Winkler, 2014; Treiber ve ark., 2018). Bu
durum, kanser, otoimmiin, norodejeneratif ve bulasict hastaliklar gibi ¢esitli
hastaliklarin ~ biyolojik temellerini  anlamamiza katkida bulunurken, miRNA
inhibitorlerinin tedaviye yonelik hizla gelistirilmesini tesvik etmektedir (Barwari ve
ark., 2016; Long ve ark., 2018; Tribolet ve ark.,, 2020). Anormal kosullarda
miRNA'larin up-down regiilasyonlari ilgili hastaliklar i¢in biyobelirteg veya molekiiler
terapotik hedef olarak kabul edilebilecek bir imza modelinin olusturulmasini

saglayacaktir (Sempere ve ark., 2021).

2.2.1. miRNA biyogenezi

miRNA biyogenezi, RNA polimeraz Il veya IIlI tarafindan transkribe edilen
RNA transkriptlerinin sonrasinda veya beraber islenmesiyle baslar (Ha ve Kim, 2014).
miRNA'lar, genomdan kopyalandiklarinda genellikle 'intragenik' veya 'intergenik'
olarak simiflandirilirlar (De Rie ve ark., 2017). Intragenik miRNA'lar, genellikle intronik
veya ekzonik boélgelerde bulunur ve konakgilartyla birlikte RNA Pol II tarafindan
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kopyalanirken; intergenik miRNA'lar, genomun kodlamayan bdlgelerinde bulunur ve
Pol II veya Pol III tarafindan kendi promotorlerinin kullanilmasiyla bagimsiz olarak
kopyalanirlar. Promoter bdlgeler, miRNA transkripsiyonunun baglatilmasinda 6nemli
rol oynamaktadirlar (Y. K. Kim ve Kim, 2007; De Rie ve ark., 2017; Treiber ve ark.,
2018).

miRNA biyogenezi, kanonik ve kanonik olmayan yollar seklinde siniflandirilir
(Broughton et al., 2016). miRNA biyosentezi, iki RNase Il enzimi olan Drosha ve
Dicer'in aracilik ettigi sirali endoniikleolitik boliinmeleri igermekte ve evrimsel olarak
korunmusg bir siire¢ olarak nitelendirilmektedir (V. N. Kim, 2005). RNA Pol II ile
transkripsiyon sonrasi, birincil miRNA transkripti (pri-miRNA), Drosha ve RNA
baglayict protein DiGeorge Sendromu Kritik Bolge 8 (DGCRS) iceren mikroislemci
kompleksi araciligiyla ¢ekirdekte 60 ila 70 niikleotid uzunlugunda bir sa¢ tokas1 yapisi
olan 6ncli miRNA'ya (pre-miRNA) doniistiiriiliir (Y. Lee ve ark., 2003, 2004; Han ve
ark., 2006). ik asamanm ardindan pre-miRNA, Ran-GTP’ye bagimli bir
Niikleo/sitoplazmik tagima reseptdr ailesine ait Exportin-5 (Exp5) ile dogrudan
etkilesim yoluyla cekirdekten sitoplazmaya tasinir (Bohnsack ve ark., 2004; Lund ve
ark., 2004; Treiber ve ark., 2018). Sitoplazmaya tasmman Pre-miRNA daha sonra
sitoplazmik RNaz III protein olan Dicer ve TRBP (TAR RNA baglayict protein) ile
kompleks halinde ~22 nt uzunlugunda olgun miRNA dublekslerine kesilir (Bernstein ve
ark., 2001; Ketting ve ark., 2001; O’Brien ve ark., 2018; Treiber ve ark., 2018). Son
olarak olgun miRNA, Argonaute (AGO) proteinine baglanarak RNA kaynakli susturma
kompleksi (RISC) olusturur. miRNA dubleksleri ayrildiginda, bir iplikcik (kilavuz
iplik¢ik) AGO proteinine baglanarak miRISC'nin bir parcasi haline gelirken, diger
iplik¢ik (yolcu) hizla pargalanir (Frank ve ark., 2010; Krol eve ark., 2010). Bu
kompleks, mRNA hedeflerinin belirli bolgelerinin boliinmesini veya translasyonunu
baskilayarak gen ifadesini diizenler (Selbach ve ark, 2008; Medley ve ark., 2021). Bu
miRNA biyogenezinin agiklanan mekanizmasi kanonik yoldur (Sekil 2.4). Fakat ayni
zamanda Dicer'den ve Drosha'dan bagimsiz yollar da dahil olmak iizere diger kanonik
olmayan yollar tanimlanmigtir (Srikok ve Chuammitri, 2016; Stavast ve Erkeland,
2019).
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Sekil 2.4: miRNA Biyogenezi ve islevsel Etkilesim Mekanizmasi

Kesfedilen ilk kanonik olmayan yol olan mirtron yolu, pre-miRNA'lar1 {iretmek
icin ¢ekirdekteki Drosha/Dgcr8 kompleksine ihtiya¢ duymadan, sitoplazmada Dicer't
kullanir. Mirtronlar, i¢inde bulundugu intronun tiim uzunluguyla tanimlanan bir pre-
miRNA'ya sahiptir ve biyogenezlerinin ilk adimi i¢in Mikroislemci yerine mRNA
oncesi birlestirme gerektirir. Bu biyogenez yolu, ilk kez Drosophila melanogaster ve
Caenorhabditis elegans'ta karakterize edilmistir (Okamura ve ark., 2007; Ruby ve ark.,
2007). Bu iki tirden elde edilen kiigiik RNA'larin derin dizilim verilerinin
incelenmesiyle mirtronlar kesfedilmis ve miRNA oOncesi boyuttaki kisa intronlar agiga

cikarilmistir. Bu intronlar, c¢ekirdekte spliceozomlar ve dallanmayi1 gideren enzimler
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tarafindan islenerek dogrudan Dicer tarafindan boliinebilecek miRNA sac¢ tokalar
olusturur. Bu sa¢ tokalari, daha sonra Exp5 tarafindan sitoplazmaya tasinir ve burada
Dicer tarafindan pargalanir. Bdylece, mirtron yolu mikroislemci asamasini atlar ve
birlestirme aktivitesiyle degistirir, ardindan da Exp5'e bagh tasima asamasinda kanonik

miRNA yolu ile birlesir (Okamura ve ark., 2007).

2.3. MS ve miRNA

MS patogenezi sirasinda, Th1/Th17 ve Treg hiicrelerindeki degisiklikler de dahil
olmak tizere bir¢ok patolojik siire¢ meydana gelir. Bunlar, periferik immiin inflamatuar
yanitlarin aktivasyonu ve KBB fonksiyon bozukluklar1 gibi glial hiicrelerin (6rnegin,
mikroglia, oligodendrositler ve astrositler) islev bozukluklarini icerir. Bu tiir islev
bozukluklari, MSS lezyonlariyla yakindan iliskilidir ve miRNA ekspresyonunun
diizensizligi ile iligkilendirilmistir. Ayrica, Treg hiicrelerinin islevlerinin miRNA

diizenlemesine bagli oldugu belirtilmistir (Podshivalova ve Salomon, 2013).

miRNA ekspresyon profili olusturulurken miRNA mikrodizi platformlari,
kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-gPCR), dijital PCR (dPCR),
hibridizasyon ve yeni nesil dizileme (NGS) gibi ¢esitli yontemler kullanilir. Bu
yontemler, farkli arastirma ihtiyaclarina uygun esneklik saglamakta ve miRNA
ekspresyonunu dogru bir sekilde belirlemeye yardimci olmaktadirlar (Git ve ark., 2010).
MS fenotipleri ile iliskilendirilen miRNA'larin diizensiz ekspresyonu daha once kanda
ve BOS'ta tespit edilmistir. Bu dolasimdaki miRNA'lar ¢esitli biyo-sivilarda bulunabilir
ve ¢esitli yollarla salinabilirler. Bunlar arasinda kronik inflamasyon nedeniyle hasar
gormiis hiicrelerden pasif sizinti, hiicre kaynakli mikropartikiiller ve apoptotik
cisimcikler yoluyla aktif salgilama ve proteinli kompleksler araciligiyla aktif tasinma
bulunmaktadir. Eksozomlar 6zellikle viicut sivilarindan kolayca ¢ikarilabildikleri i¢in
onemli miRNA biyobelirteg kaynaklari olabilirler (Gallo ve ark., 2012; Martinez ve
Peplow, 2020). miRNA salinimi, gesitli mekanizmalar araciligiyla gergeklesir. Bunlar
arasinda One ¢ikanlar hiicre dis1 kesecikler olarak bilinen eksozomlar ve diger
ekstraseliiler vezikiillerin i¢indeki miRNA'larin salinimidir ki bu vezikiiller, hiicreler
arasinda iletisimi saglayan ve sinyal tasiyan onemli araglardir (Valadi ve ark., 2007).
Ayrica, yiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ile iligkili miRNA'larin salinmasi da
dikkate degerdir. HDL, miRNA'larin tasinmasinda ve hedef hiicrelere iletilmesinde bir

araci olarak iglev goriir (Vickers ve ark., 2011). AGO2 proteini ile kompleks olusturan
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miRNA'larin salinmasi da Onemlidir. Bu protein, miRNA'larin hedeflenen genler
tizerindeki etkilerini diizenler ve hiicre igindeki miRNA tasinmasinda kilit bir rol oynar
(Arroyo ve ark., 2011). Bununla birlikte, RNA baglayici protein niikleofosmin (NPM1)
ile iliskili miRNA'larin salinmasi1 da gozlemlenerek ve NPM1, miRNA'larin hiicre
icindeki taginmasini diizenleyerek miRNA salinim mekanizmalarina (Sekil 2.4) katkida

bulunmaktadir (Wang ve ark., 2010).
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Sekil 2.5: miRNA'larin Hiicre Dis1 Bosluga ve Viicut Sivilarina Biyogenezi Ve Salinimina
iliskin Mekanizmalarin Sematik Bir Gosterim

Minimal invazivlik agisindan, dolagimdaki miRNA'larin serum veya plazmadan
ekstraksiyonunun, BOS toplama siirecine kiyasla avantajli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ancak, serum ve plazma miRNA diizeyleri arasinda farkliliklar bulunabilir (Wang ve
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ark., 2012; Mompeon ve ark., 2020). Plazma ve serum toplama metodolojisi arasindaki
temel fark, pihtilasmadir. Plazmada, pihtilagma Onlenir ve trombositler ile plazmayi
kirleten hiicresel elementler ve antikoagiilanlar gibi faktorler sonuglar1 etkileyebilir
(Felekkis ve Papaneophytou, 2020). Ote yandan, serumdaki pihtilasma siireci,
miRNA'larin kan hiicrelerinden ve trombositlerden salinmasini uyarabilir. Aragtirmalar,
bazi g¢alismalarda serumda, bazi calismalarda ise plazmada daha yiiksek miRNA
konsantrasyonlarinin bulundugunu gostermektedir. Bu tutarsizlik, numune hazirlama ve
miRNA ekstraksiyon yontemlerindeki farkliliklar, farkli Olgiim platformlarinin
kullanim1 gibi ¢esitli faktorlerden kaynaklanabilmektedir (McDonald ve ark., 2011;
Wang ve ark., 2012). Stabiliteleri ve tespit kolaylig1 nedeniyle miRNA'lar (Sekil 2.4),
daha fazla arastirma alaninda potansiyel biyobelirtegler haline gelmektedir (Gao ve ark.,

2021).

Analysis of miRNAs in miRNAs expression analysis
Serum/plasma miR-22, miR-422-a, miR-614, miR-648, miR-1826, miR-145,
f— miR-320a, miR-27a-3p, miR-199a-5p, miR-24-3p, miR-128-

! 3p, miR-326, miR-15b-5p, miR-23a-3p, miR-30b-5p, miR-
223-3p, miR-374a-5p, miR-342-3p, miR-432-5p, miR-433-
y 3p, miR-485-3p; miR-1979, miR-572

Serum PBMCs
plasma
g [3 miR-18b, miR-493, miR-599, miR-145, miRNA-26a, miR-
149-5p, miR-708-5p
CSF
J miR-181¢, miR-633, miR-922, miR-21, miR-146a/b, miR-150;
miR-219
T cells
@ miR-197 and miR-494

Sekil 2.6: Serum/Plazma, PBMC'ler, BOS ve T Hiicrelerinde miRNA Ekspresyon Analizi

MS patolojisinin biyobelirtecleri olarak dolagimdaki miRNA'lar1 gostermektedir.
Kirmizi,yiiksek miRNA seviyelerini, yesil ise azalmis miRNA seviyelerini gostermektedir.

Periferik kan biyobelirtegleri, MS gibi hastaliklarin tanisinda ve tedavisinde
onemli bir rol oynar. Ancak, MS'nin patolojisi MSS ile sinirli oldugu i¢in periferik kan
analizi baz1 kisitlamalara sahiptir. Bu kisitlamalar, MS ile iligkili serebral lezyonlarin
periferik kanda kolayca tespit edilememesi ve hastaligin bagisiklik sistemi {izerindeki
etkilerinin spesifik olmamasidir. Bununla birlikte, periferik kan biyobelirtegleri, MS'in

immiin tetikleyicileri ve sistemik olarak uygulanan ilaclarin etkinligi hakkinda degerli
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bilgiler saglayabilir (Neeta Garg ve ark., 2018). Onardoost ve ekibinin ¢aligmasi,
periferik kandaki miR-326'nin, MS’in tekrarlayan ve diizelen evreleri arasinda ayrim
yapabilen tanisal bir biyobelirteg¢ olarak hizmet edebilecegini One siirmektedir
(Honardoost ve ark., 2014). Benzer sekilde, Ebrahimkhani ve arkadaslarinin arastirmasi,
miR-15b-5p, miR-23a-3p, MiR-30b-5p, MiR-223-3p, miR-374a-5p, miR-342-3p, miR-
432-5p, miR-433-3p ve miR-485-3p gibi dokuz miRNA'nin, tekrarlayan-diizelen MS'i
ilerleyici MS'ten ayirt edebilecegini belirtmektedir. Bu bulgular, miRNA'larin yalnizca
MS tanisi i¢in degil, aym1 zamanda hastalik alt tipini yiiksek dogrulukla tahmin etmek
icin de kullanilabilecegini gostermektedir. Dolayistyla, bu miRNA'lar hem tanisal
biyobelirtegler olarak hizmet edebilmekte hem de hastaligin farkli evreleriyle

iliskilendirilebilmektedir (Ebrahimkhani ve ark., 2017).

BOS, MS patolojisine yakinlig1 nedeniyle degerli bir biyobelirte¢ kaynagidir.
Ancak, BOS toplama nispeten invazif olmasi sebebiyle bir norolog gerektirir.
Uygulama sonrasinda bazen omurilik ve bas agrilar1 gibi olumsuz etkiler ortaya
cikabilir. BOS'ta incelenen miRNA'larin ¢ogu hastaligin RRMS alt tipiyle iligkilidir
veya KIS'den RRMS'ye doniisiimii 6ngoriir (Ahlbrecht ve ark., 2015). MS'teki
diizenlenmis BOS miRNA'larinin kaynagi ve islevi tam olarak bilinmemekte ve bu
konuda cesitli spekiilasyonlar yapilmaktadir. miRNA'larin  genellikle KBB’yi
gecemedigi diisliniilmektedir. Ancak onkoloji alaninda, malign hiicrelerin miRNA'lar
kandan MSS bolgesine tasiyarak tiimor biiylimesini tesvik ettigi bilinmektedir (Skog ve
ark., 2008; Teplyuk ve ark., 2012). Bu durum, miRNA'larin KBB'yi geg¢ebilecegini
gostermektedir. MS hastaliinda aktif inflamasyon sirasinda KBB'nin pargalanmasi,
periferik kandan BOS'a miRNA gecisi olabilecegine isaret etmekte ve bu da, BOS'ta
bulunan miRNA'larin kaynagi olarak periferik kani diistindiirmektedir. Buna karsilik,
BOS'ta diizenlenmis miRNA'larin kaynaginin MSS olduguna dair bir argiiman ise, bu
miRNA'larin - MS  hastalarinin ~ periferik kaninda ve bagisiklik hiicrelerinde
bulunmamasidir. Eger miRNA'lar periferik kandan gelmiyorsa, bu onlarin MSS
kaynakli olabilecegini diisiindiirmektedir (Junker ve ark., 2009, 2010). Bu miRNA'larin
demiyelinizasyon siirecinde aktif veya apoptotik immiin efektor hiicreler tarafindan mi1
salindi81, yoksa saldirtya ugrayan glial veya néronal hiicrelerin bir tepkisi olup olmadigi

heniiz belirsizligini korumaktadir (Cox ve ark., 2010).
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MS hastalarinin BOS’unda dolagimdaki miRNA analizini i¢eren yaymlanmis ilk
calismada, Haghikia ve arkadaslari, kiiresel miRNA profillerini tarayarak belirli
miRNA'lar1 belirlemigler ve ardindan aday miRNA'lar1 dogrulamak i¢in RT-qPCR
yontemini kullanmislardir. Calismaya, kiiresel miRNA profili olusturmak i¢in MS'li 53
hasta ve diger ndrolojik hastaliklar1 olan 39 hasta dahil edilmistir. Bu ¢alisma, miR-922,
miR-181c ve miR-633'un MS hastalarinda, diger ndrolojik hastaliklarla
karsilastinnldiginda farkli sekilde diizenlendigini ortaya koymaktadir. Ozellikle miR-
181c ve miR-633"in SPMS ile karsilastirildiginda RRMS'min BOS’ta asag1 regiile
edildigini gostermektedir (Haghikia ve ark., 2012). Ancak, Kramer ve ekibi, bu
miRNA'larin MS'teki BOS'ta diizensiz oldugunu dogrulamistir. Onlarin ¢alismasi, miR-
181c'nin RRMS'ye kiyasla SPMS'de yukar regiile edildigini belirtmekte fakat miR-633-
Sp'nin istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gostermedigini vurgulamistir (Kramer ve
ark., 2019). Bu miRNA'larin, KIS de baslangi¢c asamasindan RRMS'e gecis siirecini
ongorebildigi ve BOS’daki artmis miRNA-181c seviyelerinin, MS'in aktif bir
déneminin erken belirteci olabilecegi bildirilmektedir (Ahlbrecht ve ark., 2015).

Ayrica, Ahlbrecht ve arkadaslari, miRNA'larin BOS’ta intratekal bir kokene
sahip olabilecegini de one stirmiistiir (Ahlbrecht ve ark., 2015). BOS'taki miR-21 ve
miR-146a/b seviyelerinin, aktif MS lezyonlart olan hastalari tanimlamak i¢in degerli
biyobelirtegler olabilecegini belirtmislerdir (Mundz-San Martin ve ark., 2019). Bergman
ve arkadaglari, BOS'ta miR-150'nin azaldigin1 ve inflamatuar aktif hastaligin erken
tanis1 i¢in potansiyel bir biyobelirte¢ olabilecegini rapor etmislerdir (Bergman ve ark.,
2016). Bruinsma ve ekibi, MS hastalarinda BOS'ta miR-219'da bir azalma tespit etmis
ve bunun MS i¢in aday bir tanisal biyobelirtec olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Bruinsma
et al., 2017). Bu bulgular, MS'nin patofizyolojisini anlamak ve hastalig1 tanilamak icin
potansiyel miRNA  biyobelirteglerinin  gelistirilmesine  yonelik  ilerlemeleri
vurgulamaktadir.

miRNA'larin isimlendirilmesi, tiir, spesifik dizi ve kok bilgilerini iceren belirli
kurallara dayanir. Bu sistem, bilimsel topluluk tarafindan miRNA'lar1 tanimlamak ve
simiflandirmak i¢in kullanilir (Kozomara ve Griffiths-Jones, 2011). miRBase,
mikroRNA dizileri ve agiklamalar1 i¢in birincil erisilebilir veri havuzu ve ¢evrimigi
kaynak olarak 2002 yilinda kurulmustur (Kozomara ve Griffiths-Jones, 2014). Bu

platform, mikroRNA gen isimlendirmesinden sorumludur ve yeni mikroRNA kesifleri
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icin gen adlar1 atamaktadir. miRBase web sitesi, miRNA dizileri, biyogenez onciilleri,
genom koordinatlari, literatiir referanslari, derin dizileme ifade verileri ve bilim
toplulugu tarafindan saglanan katkilarla zenginlestirilen bilgiler dahil olmak iizere genis
bir bilgi yelpazesi sunmaktadir (Griffiths-Jones ve ark., 2008). Bu sayede, arastirmacilar
miRNA'lar hakkinda kapsamli ve giivenilir bilgilere kolaylikla ulasabilmektedir.
Ayrica, miRBase, miRNA genleri ve dizileri hakkinda ii¢lincii taraf bilgileri i¢in bir
portal olarak iglev gormekte ve miRNA'larin 6ngoriilen ve deneysel olarak dogrulanmis
hedeflerine dair kaynaklara baglantilar saglamaktadir. Bu baglantilar, arastirmacilarin
miRNA'larin biyolojik islevlerini ve etkilerini daha iyi anlamalarina yardimci
olmaktadir (Griffiths-Jones ve ark., 2006). miRNA'lara ardisik sayisal tanimlayicilar
verilir ve tiirleri belirtmek i¢in 3 veya 4 harfli kisaltmalar kullanilir; bu nedenle
tanimlayicilar, hsa-miR-101 (Homo sapiens i¢in) formatini1 alir. Veritabaninda olgun
diziler 'miR' olarak adlandirilirken, Onciil sa¢ tokalar1 'mir' olarak etiketlenir. Gen adlari,
olgun miRNA'lar arasindaki islevsel iliskiler hakkinda sinirli bilgi saglar. Ornegin,
insanlardaki hsa-miR-101 ve farelerdeki mmu-miR-101 ortologdur. Olgun miRNA'larin
dizilerinde yalnizca bir veya iki pozisyonda farklilik gosteren paraloglara ise harfli son
ekler eklenir; 6rnegin, farede mmu-miR-10a ve mmu-miR-10b (Griffiths-Jones ve ark.,
2006). "hsa-miR-10a-5p" su sekilde agiklanabilir: hsa 6n eki miRNA'min ait oldugu
tiiri belirtir ve Homo sapiens'i yani insan tliriinii temsil eder. Farkli tiirler i¢in farkli
onekler kullanilir; 6rnegin, fare i¢in "mmu" (Mus musculus). miR-10a: Bu kisim,
spesifik miRNA dizisini tanimlar. "miR", olgun miRNA'y1 belirtirken, "10a" bu
miRNA'nin belirli bir genetik dizisini ifade eder. Ayni aileden gelen ve benzer dizilere
sahip olan miRNA'lar, genellikle harfli son ekler alir (6rnegin, miR-10a ve miR-10b
gibi). 5p: Bu son ek, miRNA'nin hangi kolundan (strand) geldigini gosterir. miRNA'lar,
onclil miRNA'nin (pre-miRNA) c¢ift sarmalli bir yapidan kesilmesiyle olusur ve iki
olgun miRNA kolu tiretir: 5' (5 prime) ve 3' (3 prime). "5p", bu miRNA'nin 5' kolundan
(5 prime strand) geldigini belirtir. Eger miRNA 3' kolundan (3 prime strand) geliyorsa,

"3p" olarak isimlendirilir.

2.3.1. hsa-miR-10a-5p

hsa-miR-10a-5p, gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel diizenlenmesinde
kritik bir rol oynayan bir miRNA'dir. Bu kiiciik, kodlamayan RNA molekiilii, hedef
mRNA'larin 3' UTR bolgelerine baglanarak, bu mRNA'larin degradasyonuna veya
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translasyonunun inhibisyonuna neden olur. Boylece hedef genlerin ekspresyonunu
azaltir. hsa-miR-10a-5p, hiicre dongiisii diizenlenmesi, apoptoz ve farklilagma ile ilgili
genleri hedef alarak, hiicresel homeostazin korunmasini ve ¢evresel degisikliklere yanit
verilmesinde 6nemli bir rol oynar (Jrom ve ark., 2008; Diirrbaum ve ark., 2018).
miRNA'lar ve transkripsiyon faktorleri, gen diizenlemesinde kilit roller oynayan iki
onemli molekiil sinifidir. Bu molekiiller, hiicre icinde gen ekspresyonunun hassas
kontroliinii saglayarak, bir¢ok biyolojik siirecte kritik fonksiyonlar iistlenirler. Ozellikle,
BDNF gibi sinir sistemi gelisimi ve fonksiyonlar i¢in hayati 6neme sahip olan genlerin
diizenlenmesinde miRNA'larin ve transkripsiyon faktdrlerinin etkilesimi dnemli bir rol

oynar (Hobert, 2008).

hsa-miR-10a-5p, bu baglamda 6ne g¢ikan bir miRNA'dir. hsa-mir-10a-5p'nin
BDNF geni lizerindeki etkileri, miRNA'larin gen diizenlemesindeki ¢ok yonlii rollerini
gosteren bir ornektir. hsa-mir-10a-5p, BDNF geninin transkripsiyonunu etkileyen iki
ana mekanizma tiizerinden islev goriir. Birinci olarak, hsa-miR-10a-5p'nin BDNF
geninin mRNA'sinin 3' UTR bolgesini hedefleyerek (Sekil 2.7) mRNA'nin stabilitesini
ve translasyonunu diizenledigi gosterilmistir. Bu sekilde, miRNA hedefledigi bolgeye
baglanarak gen ekspresyonunun seviyesini direkt olarak etkiler (Khani-Habibabadi ve
ark., 2019).

Position 65-72 of BDNF 3' UTR
hsa-miR-10a-5p

5' . . .UUGUAUAUAUACAUAACAGGGUA. ..

RN
3" GUGUUUAAGCCUAGAUGUCCCAU

Sekil 2.7: BDNF’nin 3°UTR’si hsa-miR-10a-5p

hsa-miR-10a-5p'nin ¢esitli hastaliklarda yer aldig1 bilinmektedir ve bu nedenle
terapotik bir hedef olarak arastirilmaktadir. Bu miRNA'nin seviyelerinin modiilasyonu,
kanserler, inflamatuar hastaliklar ve diger durumlar i¢in potansiyel bir tedavi yontemi

sunabilir. Ornegin, kanser hiicrelerinde hsa-miR-10a-5p'nin inhibisyonu, tiimor
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baskilayici genlerin ekspresyonunu yeniden kazandirabilir ve tiimor biiyiimesini inhibe
edebilir (S. Hu ve ark., 2020). Ayrica, hsa-miR-10a-5p'nin kan ve serum gibi viicut
sivilarindaki ekspresyon seviyeleri, ¢esitli hastaliklarin erken teshisi ve prognozu igin
bir biyomarker olarak degerlendirilmektedir. Bu miRNA'nin seviyelerindeki
degisiklikler, hastalik varligim1 ve ilerlemesini gosterebilir buna ek olarak da klinik
uygulamalarda degerli bir belirteg olabilir (Pliakou ve ark., 2022). Ornegin, yapilan
arastirmalar hsa-miR-10a-5p'nin pankreas kanserinin biiytimesini BDNF/SEMAA4C yolu
ile tesvik ettigini ortaya koymustur. Bu arastirmalar, miRNA'nin belirli genlerin
ekspresyonunu diizenleyerek kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina katkida bulundugunu
gostermistir (Fei ve ark., 2020). Ayrica, kronik miyeloid 16semi hiicrelerinde hsa-miR-
10a-5p'nin diisiik seviyelerde oldugu ve bu durumun hiicre biiylimesini arttirdigi, hsa-
miR-10a-5p'nin  yeniden eksprese edilmesi ile hiicre biiylimesinin azaldigi
belirlenmistir. Meme kanserinde ise, hsa-miR-10a-5p'nin tamoksifen direncinde rol
oynadig1 ve yiiksek seviyelerinin kisa niiks etmeden hayatta kalma ile iligkili oldugu
belirtilmistir (Chen ve ark., 2022).

Bu bulgular, hsa-miR-10a-5p'nin kanser ve diger hastaliklardaki biyolojik
fonksiyonlarin1 anlamak, hastalik patofizyolojisini ¢dzmek ve potansiyel tedavi

stratejileri gelistirmek agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

2.3.2. hsa-miR-429-3p

hsa-miR-429-3p, gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel diizenlenmesinde
kritik rol oynayan kiiciik, kodlamayan bir RNA molekiiliidiir. Bu miRNA, hedef
mRNA'larin 3" UTR bdlgelerine baglanarak onlarin  degradasyonuna veya
translasyonunun inhibisyonuna yol acar ve bdylece cesitli hiicresel siirecleri diizenler.
Ozellikle kanser metastaz1 igin kritik olan epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) siirecini
modiile ederek, kanser hiicrelerinin invaziv ve metastatik potansiyelini azaltict
etkilerinin oldugu bilinmektedir. EMT'yi inhibe ederek tiimor hiicrelerinin
hareketliligini ve yayilmasini engeller (Tian ve ark., 2015). hsa-miR-429-3p'nin
biyolojik fonksiyonlari, yalnizca EMT ile sinirli degil ayni1 zamanda tiimor biiyiimesi ve
hayatta kalmay1 tesvik eden spesifik onkogenleri ve transkripsiyon faktorlerini de hedef
alir. Kolorektal kanserde SOX2 gibi EMT ile iligkili genleri hedef alarak metastazi
baskiladig1 ve kanser hiicrelerinin invaziv yeteneklerini azalttigi gosterilmistir (X. Chen

ve ark., 2020). Over kanseri hiicrelerinde yapilan bir baska ¢alisma, hsa-miR-429-3p'nin

32



asirt ekspresyonunun onkogen BCL2 ve hiicre dongiisii diizenleyicisi CDC25A'nin
ekspresyonunu asagi regiile ederek hiicre canliligini azalttigini ve apoptozu artirdigini

vurgulamistir (De-Feng ve ark., 2021).

hsa-miR-429-3p'nin kanser progresyonundaki rolii nedeniyle, bu miRNA
terapoOtik bir hedef olarak arastirilmaktadir. Seviyelerinin modiile edilmesi, timor
bliylimesini inhibe etmek ve ilag direncini asmak icin potansiyel bir strateji
sunmaktadir. Bu baglamda, miRNA tabanli terapiler, hsa-miR-429-3p'nin normal
islevini kanser hiicrelerinde geri kazandirmak amaciyla miRNA taklitcileri veya
inhibitorleri kullanmayr icermektedir. Ayrica, hsa-miR-429-3p'nin g¢esitli kanser
tiirlerindeki farkli ekspresyon seviyeleri, erken teshis ve prognoz i¢in biyomarker olarak
degerlendirilmektedir. Bu miRNA'nin seviyelerindeki degisiklikler, hastaligin varligin
ve ilerlemesini yansitabilir bu da klinik tanilarda degerli bir belirte¢ olmasini

saglayabilir (Bartoszewska ve ark., 2023).

Bunun yani sira, hsa-miR-429-3p'nin kanser disindaki hastaliklarda da anlamli
sonuclar cikarabilecegi diisiiniilmektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklarda, miRNA'lar
kalp kasi hiicrelerinin islevini ve kalp hastaliklarinin gelisimini etkileyen genlerin
diizenlenmesinde kritik rol alirlar. hsa-miR-429-3p'nin  kardiyomiyopati veya
ateroskleroz gibi hastaliklarda terapotik hedef olarak kullanilabilecegi  6ne
stiriilmektedir (Ilieva ve ark., 2022). Norodejeneratif hastaliklarda, 6zellikle Alzheimer
ve Parkinson hastaliklarinda, sinir hiicrelerinin sagligini ve islevini koruyan genlerin
diizenlenmesinde etkili olabilirler. hsa-miR-429-3p'nin noéroinflamasyon, hiicre oliimi
ve sinaptik plastisite tizerindeki etkileri, bu hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir hedef
olarak arastirilabilir (Luo ve ark., 2024). Inflamatuar hastaliklarda, hsa-miR-429-3p'nin
romatoid artrit veya inflamatuar bagirsak hastaligi gibi durumlarda bagisiklik
hiicrelerinin aktivasyonunu ve sitokin iiretimini diizenleyerek hastaligin seyrini
etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Metabolik hastaliklarda, diyabet ve obezite gibi
durumlarda, insiilin duyarliligi, glukoz homeostaz1 ve lipid metabolizmasini diizenleyen
genlerin ekspresyonunu etkileyebilir. hsa-miR-429-3p'nin fibroblast aktivasyonunu ve
kolajen sentezini diizenleyerek karaciger, bobrek ve akciger fibrozisi gibi durumlarda
yeni terapotik yaklasimlar sunabilecegi diistiniilmektedir (Jordan ve ark., 2011; J. Li ve

ark., 2013).
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Ozetle, hsa-miR-429-3p'in biyolojik fonksiyonlar1 ve gen ekspresyonunu
diizenleme yetenegi, bir¢ok hastaligin patogenezinde ve tedavisinde potansiyel olarak
onemli roller oynayabilir. Bu durum mikroRNA'nin farkli hastalik siire¢lerinde nasil

calistigini anlamaya ve yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesine katkida bulunabilir.

2.4. BDNF

MS ile ilgili noroprotektif etkinin olasi mekanizmalarindan biri, hem MSS
icinde bulunan mikroglia ve astrositler hem de periferik kanda ve inflamatuar
lezyonlarda bulunan bagisiklik hiicreleri tarafindan salinan BDNF’nin rol almasini igerir
(Nociti, 2020). BDNF, noronal biiyiime faktorii (NGF), Norotrofinler (NT) 3 ve 4’ten
olusan norotrofin ailesinin bir tyesidir (Huang ve Reichardt, 2001). Norotrofinler,
noronal ve oligodendroglial gelisim ve fonksiyonun farklilagma, proliferasyon, hayatta
kalma, apoptoz, aksonal biiylime ve sinaptik plastisite gibi cesitli yonlerini kontrol eden
proteinlerdir (Huang ve Reichardt, 2001; Reichardt, 2006). Bu proteinler, sinir
sisteminin gelisimi, bakim1 ve onariminda énemli rol oynar ve hem MSS’nde hem de
periferik sinir sisteminde eksprese edilir. Ozellikle BDNF, memeli beyninde en ¢ok

arastirilan norotrofinlerden biridir (Kowianski ve ark., 2017).

BDNF geni, gen ekspresyonunu iceren kodlayict bir 5'-ekzon ve pro-BDNF
bolgesini kodlayan ortak bir 3'-ekzon ile biten, promoter tarafindan diizenlenen birkag
5'-kodlayict olmayan bélge icerir. Alternatif promoter kullanimi, RNA birlestirme ve
farkli poliadenilasyon bdolgelerinin kullanilmasi sonucu ¢esitli transkriptler tiretilir (Aid
ve ark., 2007). BDNF proteininin sentezi ve katlanmasi, pre-pro-BDNF adi verilen 6ncii
formda endoplazmik retikulumda gergeklesir. Bu onciinlin 6n bolgesi boliinerek pro-
BDNF izoformunu olusturur ve bu da hiicre iginde olgun izoform (m-BDNF) haline
dontstiiriilir (Matsumoto ve ark., 2008). Hem pro-BDNF hem de m-BDNF izoformlari
hiicre dis1 bosluga salinir ve burada pro-BDNF, metaloproteinazlar, plazmin ve hiicre
dis1 proteazlar (Sekil 2.8) tarafindan donistiiriilebilir (Lu, 2003; Yang ve ark., 2009).
Hem olgun BDNF hem de pro-BDNF, diisiik afiniteli p75 norotrofin reseptoriine
baglanarak apoptoz kaskadini aktive edebilir. Olgun BDNF ise yiiksek afiniteli reseptor
tirozin kinaz B'ye (TrkB) baglanarak cesitli sinyal kaskadlarin1 aktive eder (Minichiello,
2009; Lima Giacobbo ve ark., 2019).
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Sekil 2.8: BDNF Gen Ekspresyonu ve Protein Isleme Yolu: BDNF geninden pre-pro-BDNF
sentezi endoplazmik retikulumda gergeklesir. Pre-pro-BDNF, Golgi aygitinda pro-BDNF'ye
islenir ve ardindan hiicre i¢i vezikiillerde olgun izoform (m-BDNF) haline donistiiriiliir. Hem
pro-BDNF hem de m-BDNF hiicre dist bosluga salinir. Pro-BDNF, metaloproteinazlar (MMP2
ve MMP9) ve plazmin tarafindan m-BDNF'ye doniistiiriilebilir.

Dolagimdaki BDNF, hem periferik hem de serebral kaynaklardan koken
almasimin sebebi KBB c¢ift yonlii gecirgenlik 6zelligine sahip olmasidir (Klein ve ark.,
2011). Arastirmalar, BDNF'nin MS, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve
Huntington hastalig1 gibi ¢esitli norolojik hastaliklarin patofizyolojisinde etkili
olabilecegini One siirmektedir (Ginsberg ve ark., 2019). BDNF ile MS arasinda
karmasik bir iliski varligit MS'li kisilerde BDNF diizeylerinin genel olarak azalmasi ile
desteklenmektedir. BDNF, MS'te en ¢ok arastirilan nérotrofin olup, néroinflamasyonun
diizenlenmesinde ve ndroproteksiyonun indiiklenmesinde kritik bir rol oynamaktadir

(Azoulay ve ark., 2005, 2008).

BDNF, MS lezyonlarinin aktif demiyelinizan bdlgelerindeki bagisiklik hiicreleri
tarafindan eksprese edilirken, miyelin yikiminin devam etmedigi lezyonlarda eksprese
edilmez (Stadelmann ve ark.,, 2002). Norotrofin, gelisiminin erken evresinde,
demiyelinizasyonun aktif olarak gergeklestigi lezyonun kenar bolgelerinde daha fazla

eksprese edilir ve aksonlara yakin bir yerde salinir. BDNF'nin insan hiicresel kaynag:
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karmagiktir; sinir sistemi disindaki T hiicreleri, B hiicreleri, monositler ve hematojenik
oncii hiicreler gibi ¢esitli bagisiklik hiicrelerinin  BDNF iirettigi ve salgiladigi
gosterilmistir. Kerschensteiner ve arkadaslari, aktive edilmis T hiicreleri, B hiicreleri ve
monositlerin hem in vitro hem de inflamatuar beyin lezyonlarinda BDNF salgiladigin
gostermislerdir (Kerschensteiner ve ark., 1999). Ayrica, m-BDNF reseptorii olan TrkB,
MS plaklarinin yakinindaki néronlarda ve lezyon igindeki reaktif astrositlerde tespit
edilmistir., BDNF immiinopozitif hiicrelerinin sayisi, aym lezyondaki aktif

demiyelinizan alanlarda inaktif alanlara gore daha fazladir (Stadelmann ve ark., 2002).

Remisyon sirasinda BDNF seviyelerinin degismedigi, azaldig1 (Azoulay ve ark.,
2008) veya arttig1 gosterilmistir (Petereit ve ark., 2003). RRMS hastalarinda niiksetme
sonrast BDNF seviyelerinin arttig1 gozlemlenmistir (Frota ve ark., 2009). Tekrarlayan
fazda, BDNF seviyelerinin hem PBMC hem de serumda genellikle arttig1 belirtilmistir
(Sarchielli ve ark., 2002; Caggiula ve ark., 2005). Ancak, Azoulay ve arkadaslari
tarafindan, RRMS hastalarinin serumunda remisyon ve niiksetme evreleri arasinda fark
olmaksizin daha diisiik BDNF seviyeleri tespit edilmistir (Azoulay ve ark., 2008). MS
hastalarinda serum ve BOS BDNF diizeyleri ile PBMC'ler tarafindan salgilanan BDNF,
saglikli kontrollere kiyasla azalmistir (Azoulay ve ark., 2005; Hamamcioglu ve Reder,
2007). Noropatolojik bulgulara gore, RRMS hastalarinda bagisiklik hiicreleri tarafindan
uretilen BDNF diizeyleri, ilerleyici MS hastalarina kiyasla daha ytiksektir. Bu, MS'in
ilerlemesinin kronik hasar sirasinda ndroproteksiyon ve ndéroonarim fonksiyonlarindaki
yetersizlikten kaynaklanabilecegini diislindiirmektedir. Ayrica, niiks yasayan ve
immiinomodiilasyon tedavisi almayan RRMS hastalarinin daha yiiksek BDNF
diizeylerine sahip olduguna dair veriler birbirleriyle uyusmaktadir (Sarchielli ve ark.,
2002; Hamamcioglu ve Reder, 2007). Immiinohistokimya analizleri, MS hastalarinin
beyinlerindeki aktif lezyonlarda BDNF pozitif makrofajlar ve T lenfositlerin
bulundugunu ve bu hiicrelerin sayisinin demiyelinizasyon ile iliskili oldugunu
gostermistir (Stadelmann ve ark., 2002). Buna karsilik, kronik ve inaktif lezyonlar daha
az sayida BDNF salgilayan hiicre icermektedir. MS hastalarinda ve saglikli bireylerde,
hasar gormemis bolgelerde BDNF'nin ana kaynagi noronlardir. Noronlar tarafindan
tiretilen BDNF, lezyon bolgelerinde bagisiklik hiicreleri tarafindan salgilanan BDNF'yi
destekleyebilir (Von Bartheld ve ark., 1996). Ayrica, akson hasarindan sonra BDNF'nin

hiicre govdesinden akson uglarina tasinmasi artmaktadir (Tonra ve ark., 1998). Ancak,
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progresif MS asamalarinda, kinesin ailesine ait proteinlerin azalan ekspresyonu
nedeniyle, néron hiicresinin govdesinden akson uglarina dogru gergeklesen tasimada bir
eksiklik olusmaktadir. Bu durum, BDNF'nin koruyucu fonksiyonlarinin etkinligini

azaltabilmektedir (Sekil 2.9) (van den Berg ve ark., 2017).

B C
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Sekil 2.9: MS’te BDNF'nin rolii (A) MS hastalarinda BDNF azalir, ancak niiksler sirasinda iiretimi
ndronlar, makrofajlar ve T hiicreleri tarafindan arttirilir. (B) BDNF diizeyleri, MRG ile
kanitlanan lezyonlarin sayisiyla ters iligkilidir. (C) Biitirat iireten bagirsak mikroorganizmalari
BDNF ekspresyonunu indiikleyebilir. (D) Fiziksel aktivite sirasinda kaslar tarafindan iiretilen
BDNF, KBB gegerck MSS’ne ulasabilir ve burada ndroprotektif (sinir hiicrelerini koruyucu)
etkiler saglayabilir. (E) Ilerleyici multipl sklerozda, anterograd aksonal akistaki bozulma,
demiyelinizan lezyonlarda BDNF akiginin bozulmasina yol agabilir ve bu da BDNF'nin
koruyucu roliinii azaltabilir.

BDNF gen ekspresyonunun serum ve BOS'ta 0Olgiilmesi, MS'in
biyomarkerlarinin belirlenmesinde kritik bir adim olabilmektedir. BDNF'nin MSS ve
periferik kan dolagiminda farkli kaynaklardan kdken almasi, hastalik ilerleyisi ve tedavi
yanitlarinin degerlendirilmesi agisindan 6nemlidir. Bu 6l¢limler, BDNF'nin hastaligin
farkli evrelerindeki roliinii daha iyi anlagilmasina yardimci olabilir ve seviyelerindeki
degisiklikler, MS'in progresyonunu izlemek ve potansiyel tedavi stratejilerini
degerlendirmek i¢in degerli ipuglari verebilir (Hu ve ark., 2021). BDNF'nin farklh
etkileri g6z oniine alindiginda, hem 6nciil hem de olgun BDNF'nin bireysel dolagimdaki

seviyelerinin ayr1 ayr1 Ol¢iilmesi 6nem arz etmektedir (Yoshida ve ark., 2012).
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Bazi aragtirmalar, MS'li bireylerin serumlarindaki BDNF seviyelerinin saglikli
kisilere gore daha diisiik oldugunu gostermistir (Azoulay ve ark., 2005; Castellano ve
White, 2008). Bu arastirmalarin ¢ogunlugu RRMS hastalarina odaklanirken, SPMS
hastalarinda BDNF azalmasimin daha belirgin oldugu saptanmistir (Naegelin ve ark.,
2020).

Baz1 ¢alismalar, MS'in relaps donemlerinde dolasimdaki BDNF seviyelerinde
artis oldugunu ortaya koymustur (Frota ve ark., 2009; Oraby ve ark., 2021). Bu
bulgular, artan BDNF seviyelerinin aktif inflamatuar stireglerle iliskili oldugu hipotezini
desteklemektedir. Bununla birlikte, diger arastirmalar, MS hastalar1 ile saglikli kontrol
gruplar1 arasinda BDNF seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigini

gostermistir (Damasceno ve ark., 2015).

MS hastalarinin  BOS'unda BDNF ile ilgili calismalar kesin sonuglar
vermemistir. BOS iizerine yapilan bir aragtirma, diger norolojik rahatsizliklar1 olan
hastalarla karsilastirildiginda, RRMS hastalarinda niiks donemlerinde BDNF
seviyelerinin azaldigini gostermistir (Azoulay ve ark., 2005). Ancak, baska veriler BOS
BDNF diizeylerinde kontrol deneklerine kiyasla bir artis oldugunu ortaya koymustur
(Mashayekhi ve ark., 2012). SPMS hastalarinda ise, BOS undaki BDNF seviyeleri
stabil fazdaki RRMS hastalar1 ve saglikli kontrollerle karsilastirildiginda daha diisiik
oldugu belirlenmistir (Sarchielli ve ark., 2002).

BDNF'nin hastalik ataklar1 ve remisyon donemlerinde farklilik géstermesi, bu
norotrofik faktdriin MS patofizyolojisindeki roliinii vurgulamaktadir. Insan kanindaki
BDNF seviyeleri, ticari olarak temin edilebilen insan BDNF ELISA kitleri kullanilarak
degerlendirilebilir. Bu kitler, BDNFnin serum ve plazma oOrneklerindeki
konsantrasyonlarini hassas bir sekilde dlgmeyi saglar (Yoshida ve ark., 2012). Bu
nedenle, BDNF'nin MS'in teshisinde ve hastalik progresyonunun izlenmesinde giivenilir
bir biyomarker olarak kullanilmasinin miimkiin olabilecegi diistiniilmektedir (Yang ve
ark., 2022).
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3. GEREC VE YONTEM

Sunulan ¢alisma igin “Istinye Universitesi, Insan Arastirmalar1 Etik Kurulu”na
yapilan bagvuru neticesinde 04.04.2024 tarihli ve 2024/03 sayili toplantida onay
alimmistir (Protokol No: 24-99). Arastirmaya iliskin gere¢ ve yontemler asagida

sunulmustur.
3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3.1°de listelenmistir.

Tablo 3.1 Calismada Kullanilan Cihazlarin Model ve Marka Bilgileri

Cihaz Model Marka
Spektrofotometre NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific
Thermal Cycler SimpliAmp Applied Biosystem
Real Time PCR CFX96 Touch Bio-Rad
Liiminesans Mikroplaka Okuyucu LUMIstar Omega BMG Labtech
Spin Sprout Heathrow Scientific
Vorteks MX-S Scilogex
Santrifiij HIMAC CT15E Hitachi
-80°C derin dondurucu MDF-U5386S Panasonic
-20°C derin dondurucu MDF-MU500H Panasonic
4 °C buzdolab1 MPR-215F-PE Panasonic

3.1.2. Kullanilan Kitler/Sarflar

Calismada kullanilan kitler/sarflar Tablo 3.2’de listelenmistir.

Tablo 3.2: Cahsmada Kullanilan Kitlerin/Sarflarin Isim ve Markalar

Kit/Sarf Marka

miRNeasy Serum/Plasma Kit QIAGEN

SensiFAST cDNA Synthesis Kit MERIDIAN BIOSCIENCE
SensiFAST SYBR No-ROX Kit MERIDIAN BIOSCIENCE
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miRCURY® LNA RT Kit QIAGEN

miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit QIAGEN
BDNF ELISA kiti BT LAB
1,5 ml eppendorf Axygen
Kloroform Merck
%100 etanol Emsure
0,2 ml tiip Axygen
10 pL,100 pL, 1000 pL pipet ucu Axygen
3.2. Yontem

3.2.1. MS Hasta ve Kontrol Gruplarindan Orneklerin Toplanmasi

Calisma igin, gii¢ analizi (“G3 power analysis”) yapilmis olup, daha onceki
caligmalar referans alinarak katsayilar sirastyla -0.42 ve 0.50 olarak alindiginda %95
giiven diizeyi 0=0.05 anlamlilik seviyesinde %80 gii¢ i¢in 6rneklem biiyiikliigii her grup
icin n=20 bulundu. Calismaya toplam 60 eriskin goniillii birey dahil edildi. Bunun i¢in
calismaya Istanbul Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Noroloji Ana Bilim Dali Multipl
Skleroz ve Miyelin Hastaliklar1 Klinigine bagvuran 18-65 yas arasi hastalar1 (n=20) ve,
progresif MS (PPMS, SPMS, RPMS) hastalar1 (n=20) dahil edildi. Ayrica klinige

bagvuran MS tanis1 olmayan bireyler kontrol grubu olarak (n=20) ¢alismada yer aldu.
Cahismaya Dahil Olma Kriterleri
e 18 ila 65 yas arast,

e McDonald Kriterlerine (2017) dayali olarak ve tetkikler sonucunda yeni tan
almis MS hastalari,

e McDonald Kriterlerine (2017) dayali olarak RRMS, PPMS, RPMS ve SPMS

tanil1 hastalar,

e Tedavisiz veya calismadan en az alti ay dnce MS hastaligin1 modifiye edici

tedavinin stabil dozda olan hastalar ¢alismaya dahil edildi.

Cahismadan Hari¢ Olma Kriterleri

18 yasindan kiigiik veya 65 yasindan biiyiik bireyler,
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e Hamile ve emziren kadinlar,

e Sistemik organ yetmezligi (kalp hastalig1, kronik karaciger hastaligi, akut veya

kronik bobrek yetmezligi) olan kadin ve erkek bireyler,

e Bag dokusu hastaliklar1 (Sistemik Lupus Eritematozus, Ailesel Akdeniz Atesi

vb) olan kadin ve erkek bireyler,

e Klinik bulgusu olan, tedavisiz hormonal hastaliklar1 (Konjenital Adrenal
Hiperplazi, Cushing sendromu, hiperprolaktinemi vb.) olan kadin ve erkek

bireyler,

e MS veya baska bir otoimmiin hastaligi (Sistemik lupus eritematozus, myastenia

gravis ve Behget hastaligi vb.) bulunan kadin ve erkek bireyler,
e Yabanci uyruklu ve Tiirk¢e bilmeyen bireyler ¢alismaya dahil edilmedi.

BOS 06rneginin alinmasi (Lomber ponksiyon) Prof. Dr. Murat Kiirtiincii
tarafindan gerceklestirilmistir. Istanbul Tip Fakiiltesi Néroloji klinigine gelen ve
takip olan MS siipheli ve hastalardan rutin tani i¢in alinmis BOS Orneklerinin arta
kalanlar1 ¢alisma i¢in kullanildi. Buna gore numune alinacak birey fetiis
pozisyonunda olacak; L3, L4-L5 arasindan (iliac kanatlar1 birlestiren ¢izgi) 20-22
gauge spinal igne kullanilarak 5 ml BOS steril tiiplere alindi.

Kan ornegi, Prof. Dr. Murat Kiirtiinci gozetiminde klinik hemsiresi
tarafindan jelli biyokimya tiiplerine alinmistir. Istanbul Tip Fakiiltesi Néroloji
klinigine gelen MS yeni tanili hastalardan rutin analizler i¢in alinacak kan

orneginden arta kalan kisim ¢alisma i¢in kullanild.

Istanbul Tip Fakiiltesi Noroloji Klinigi’nde alman BOS ve kan &rnekleri
rutin analizler sonrasinda soguk zincir seklinde (biyolojik numune transfer ¢antasi

kullanilarak) Istinye Universitesi arastirma laboratuvarina getirildi.

3.3. BDNF geni mRNA Ekspresyon Analizleri

3.3.1. BOS ve Serum Numunelerinden Total RNA izolasyonu

BOS ve serum numunelerinden Total RNA izolasyonu miRNeasy Serum/Plasma

Kit (Katalog No: 217184; QIAGEN, Almanya) kullanilarak yapildi. Total RNA

1zolasyonunda kisaca su sekilde yapildi.
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200 pL. BOS ve 200 pL serum numuneleri RNaz igcermeyen steril 1,5 ml
eppendorf tiiplerine ayr1 ayr1 konuldu. Uzerlerine 6rnek miktarmnin 5 kat1 kadar (1000
ul) QIAzol Lysis Reagent eklenip 10 saniye vortekslenerek karistirildi. Lizat oda
sicakliginda 5 dakika bekletildi. 200 pL. Kloroform ilave edilerek homojen oluncaya
kadar 15 saniye vortekslendi. 2-3 dakika oda sicakliginda bekletildi.

4°C 12.000 x g’de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 olusan 3 fazdan RNA iceren
ist, renksiz ve sivi faz (yaklasik 300 pl) yeni 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine aktarildi.
Uzerine RNA miktarmin 1,5 kat1 olacak sekilde (yaklasik 450 ul) %100 etanol eklendi.
Lizatin tamami RNeasy MinElute spin kolona aktarildi ve 8,000 x g ve oda sicakliginda
15 saniye santrifiij edildi. Bu asamada RNA spin kolona baglanmistir. Toplama tiipii
bosaltilarak tekrar spin kolon ile birlestirildi. Spin kolona 700 pl RWT Buffer eklendi.
Spin kolon 8,000 x g ve oda sicakliginda 15 saniye santrifij edilerek yikandi. Toplama
tiipli bosaltilarak tekrar spin kolon ile birlestirildi. Spin kolona 500 pul RPE Buffer
eklendi. Spin kolon 8,000 x g ve oda sicakliginda 15 saniye santrifiij edilerek yikandi.
Toplama tiipii bosaltilarak tekrar spin kolon ile birlestirildi. Spin kolona 500 pul %80°1lik
etanol eklendi. 8,000 x g ve oda sicakliginda 2 dakika santrifiij edilerek yikandi. Spin
kolon yeni bir toplama tiipii ile birlestirildi. Alkoliin ugmasi i¢in spin kolon kapagi agik
bir sekilde 14,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Spin kolon RNaz i¢cermeyen steril
1,5 ml eppendorf tiipiine yerlestirildi ve spin kolonun tam ortasina 14 pL RNaz
icermeyen su eklendi. 1 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 14,000 x rpm’de 1

dk santrifiij yapildi. izole edilen total RNA miktarin1 artirmak igin bu asama tekrarland.

Total RNA'nin konsantrasyonu ve safligi, “NanoDrop 2000 Spektrofotometre
(Thermo Fisher Scientific)” ile 260 nm ve 280 nm dalga boyunda 6l¢iimler ile incelendi

ve RNA ornekleri -80°C’de saklanda.

3.3.2. BOS ve Serum Numunelerinden cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in SensiFAST ¢cDNA Synthesis Kit (Katalog No: B10-65053;
MERIDIAN BIOSCIENCE, Amerika)iireticinin talimatlarina gore kullanildi. 100 ng-1
pg’a RNA igerecek sekilde her bir o6rnek igin Tablo 3.3’de ki bilesenler ile cDNA

sentezlendi.
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Tablo 3.3: cDNA Sentezi Bilesen ve Miktarlar:

Bilesen Ad1 Miktar

Total RNA 100 ng-1 pg

5x TransAmp Buffer 4 ul

Reverse Transcriptase 1l

DNase/RNase free-water Toplam volim 20 pl’ye tamamlayacak
miktarda

Toplam Hacim 20 ul

Karigim, pipetajla homojen olana kadar karistirildi. “SimpliAmp Thermal Cycler
(ABI)” cihazinda sirastyla 25°C’de 10 dakika, 42°C’de 15 dakika ve 85°C’de 5 dakika
inkiibe edildi. Tiipler hemen buzda 5 dakika sogutuldu ve elde edilen cDNA'lar -
20°C'de muhafaza edildi.

3.3.3. Primer Dizaym

NCBI Primer Blast, Primer3 ve SnapGene programlar1 kullanilarak GAPDH ve
BDNF genleri icin primerler Tablo 3.4’deki gibi dizayn edildi. Genomik DNA’dan
kaynaklanabilecek yanlis ¢ogalmalar1 engellemek igin; primerler ekzon- ekzon birlesme
noktalar1 icerecek sekilde ve forward ile reverse primerler arasinda en az bir intron

bolgesi olacak bigimde tasarlandi.

Tablo 3.4: GAPDH ve BDNF Primer Dizileri

GAPDH F Primer 5" GTCAACGGATTTGGTCGTATTG 3’
GAPDH R Primer 5’ TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG 3’
BDNF F Primer 5" GCTGACACTTTCGAACACGTG 3’
BDNF R Rimer 5" CTGGACGTGTACAAGTCTGCG 3’
3.3.4. RT-gPCR

BOS ve serum Orneklerinden elde edilen ¢cDNA’lar, BDNF mRNA ifade
seviyesini Ol¢mek icin RT-qPCR reaksiyonunda kullanildi. Referans gen olarak
GAPDH calisildi. RT-gPCR reaksiyon SensiFAST SYBR No-ROX Kit (Katalog No:
B10-98020; MERIDIAN BIOSCIENCE, Amerika) ile yapildi. Reaksiyon karigimi
toplam hacim 20 pl olacak sekilde Tablo 3.5’de ki gibi hazirlandi.
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Tablo 3.5: RT-qPCR Reaksiyon Bilesenleri

Bilesen adi Miktar
2x SensiFAST SYBR No-ROX Mix 10 pl
Forward Primer (10 pmol) 0,8 ul
Reverse Primer (10 pmol) 0,8 ul
cDNA (1/5 dilue) 2 ul
DNase/RNase Free Water 6,4
Toplam Hacim 20 pl

Amplifikasyonlar “CFX96 Touch Real Time PCR (BIO-RAD)” cihazi ile
Tablo 3.6° te ki gibi gergeklestirildi. Erime Egrisi (Melt Curve) Analizi ile
amplifikasyonun dogrulugu kontrol edildi. Roélatif gen ekspresyon verilerinin analizi
22T metodu kullanilarak yapildi. BDNF mRNA ekspresyon seviyelerini dlgmek igin,
BDNF ve GAPDH PCR iiriinlerinden seri on kat seyreltmeler hazirland1 ve standartlar

olarak kullanildu.

Tablo 3.6: RT-qPCR Kosullari

Sicakhik Siire Dongii Sayis
95°C 2 dakika 1

95 °C 5 saniye

GAPDH- 59 °C 10 saniye 39

BDNF - 63°C

72 °C 20 saniye

72-95°C 1 °C/ (Melting curve) 5 saniye 1

3.4. hsa-miR-10a-5p ve hsa-miR-429-3p Ekspresyon Analizleri

3.4.1. Reverse Transkriptaz Enzimi ile miRNA’larin cDNA Sentezi

BOS ve serum oOrneklerinden izole edilen miRNA’larin ¢cDNA sentezi

miRCURY® LNA RT Kit (Katalog No: 339340; QIAGEN, Almanya) ile yapildu.

UniSp6 RNA spike-in (Sentetik RNA spike-in) 80 ul niikleaz igermeyen su ile
¢ozdiiriildii. Kisa bir vorteks ve spin isleminden sonra tamamen ¢oziinmesi i¢in 20-30

dakika buz iizerinde bekletildi. Daha sonra vorteks ve spin islemleri yapilip -20°C'de
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saklandi. RNA'lar ve 5x miRCURY RT Reaction Buffer buzda ¢ozdiiriildii. RNA'lar 5
ng/ul olacak sekilde diliie edildi. Reverse transkripsiyon master miksi Tablo 3.7’e gore

buz tizerine hazirlanda.

Tablo 3.7: cDNA Sentezi PCR Bilesenleri

Bilesen adi Miktar
5x miRCURY RT Reaction Buffer 2 ul
RNase icermeyen su 4.5 ul
10x miRCURY RT Enzyme Mix 1 ul
Synthetic RNA spike in 0.5 ul
Template RNA (5 ng/pl) 2ul
Toplam Reaksiyon Hacmi 10 pl

42°C'de 1 saat inkiibe edildi ve RT enziminin inaktivasyonu i¢in 95°C'de 5
dakika inkiibasyona birakildi. Hizli bir sekilde 4°C'ye sogutuldu. cDNA ornekleri
-20°C'de saklandi.

3.4.2. hsa-miR-10a-5p ve hsa-miR-429-3p’nin RT-gPCR ile Kantitasyonu

BOS ve serum oOrneklerinden izole edilen miRNA’lardan sentezlenen cDNA
ornekleri RT-qPCR reaksiyonunda kullanildi. Referans gen olarak kullanildi. U6
SnRNA (GeneGlobe Id: YP02119464), hsa-miR-10a-5p (GeneGlobe Id: YP00204778)
ve hsa-miR-429-3p’ye (GeneGlobe Id: YP00205901) spesifik primerler i¢in miRCURY
LNA miRNA PCR Assay (Katalog No: 339306; QIAGEN, Almanya) kullanild:.
RT-qPCR reaksiyonu “miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit (Katalog No: 339345;
QIAGEN, Almanya)” ile yapildi. Reaksiyon karigimi toplam hacim 10 pl olacak sekilde
Tablo 3.8’de ki gibi hazirlandi.

Tablo 3.8: hsa-miR-10a-5p ve hsa-miR-429-3p’nin RT-qPCR Bilesenleri

Bilesen adi Miktar
2x mMiRCURY SYBR Green Master Mix Sul
PCR Primer Mix 1wl
c¢DNA (60x Diliie Edilmis) 3ul
RNaz icermeyen su 1l
Toplam hacim 10 pl
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Hazirlanan karisim beyaz steril strip PCR tiiplerine dagitildi. Amplifikasyonlar
“CFX96 Touch Real Time PCR (BIO-RAD)” cihazi ile Tablo 3.9°de ki gibi kosullarda
gerceklestirildi. Erime Egrisi (Melt Curve) Analizi ile amplifikasyonun dogrulugu
kontrol edildi.

Tablo 3.9: hsa-miR-10a-5p ve hsa-miR-429-3p’nin RT-qPCR Kosullari

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
95 °C 2 dakika 1
95 °C 10 saniye

56 °C 60 saniye 39
72 °C 20 saniye

60-95°C 1 °C/ (Melting 5 saniye 1
curve)

Rolatif gen ekspresyon verilerinin analizi 22T metodu kullanilarak yapildi.

3.4.3. istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizi IBM SPSS-25 (Statistical Product and Service
Solutions, ABD) istatistik programi kullanilarak yapildi. Parametrik degiskenler
Student’s T-Test ve varyans analizi ile nonparametrik degiskenler Mann Whitney U test
ve Kruskal Wallis yontemleri ile calisildi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

3.5. BDNF Protein Diizeylerinin ELISA ile Tespiti

BDNF protein seviyeleri, BDNF ELISA kiti (Katalog No: E1302Hu; BT LAB,
Cin) kullanilarak analiz edildi. Tiim reaktifler, standart ¢ozeltiler, serum ve BOS
ornekleri protokole gore hazirlandi. Kullanmadan once kit oda sicakligina getirildi. Kit
iceriginden ¢ikan 96 kuyucuklu plak tamamiyle kullanildi. Plakta standart olarak
kulanilan kuyulara diliie edilmis standart ¢ozeltilerden 50 pl eklendi. Ardindan kalan
kuyularina 40 pl serum ve BOS 6rnekleri eklendi. Orneklerin bulundugu kuyulara 10 pl
Insan BDNF antikoru eklendi. Ardindan 6rnek ve standart kuyularina (bos kontrol
kuyusu hari¢) 50 pl streptavidin-HRP eklenip iyice karistirildi. Plagin {istii kaplanip
37°C'de 60 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda plak yikama tamponu ile 5 kez
yikandi. Her yikama i¢in kuyular1 300 pl yikama tamponu ile 30 saniye bekletildi.
Yikama sonrasinda her kuyuya 50 pl substrat ¢ozeltisi A eklendi ve ardindan her
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kuyuya 50 pl substrat ¢ozeltisi B eklendi. Plak iistii kapali olacak sekilde 37°C'de
karanlik bir ortamda 10 dakika inkiibe edildi. Her kuyuya 50 pl Durdurma Cozeltisi
eklendi. Plakta her kuyuda mavi renkte olan 6rnekler durdurma ¢ozeltisi eklendiginde
aninda sartya donmiistiir. Plak her kuyudaki optik yogunlugu (OD degeri) hemen 450
nm'ye ayarlanmis BMG LABTECH LUMIstar Omega cihazinda okutuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsma Grubunun Demografik Ozellikleri

Aragtirma kapsaminda incelenen 6rneklere ait demografik veriler Tablo 5.1°de
yer almaktadir. Orneklem grubu, 20 RRMS ve 20 Progresif MS olmak iizere toplam 40
MS hastast ve 20 saglikli kontrol grubu Serum-BOS eslenik sekilde olugmaktadir.
RRMS grubunda 14 kadin ve 6 erkek, Progresif MS grubunda 15 kadin ve 5 erkek,
kontrol grubunda 12 kadin ve 8 erkek birey bulunmaktadir. RRMS-Kontrol, Progresif
MS-Kontrol ve RRMS-Progresif MS gruplari arasinda cinsiyet dagiliminda istatiksel

olarak anlamlilik bulunmamaktadir (p> 0.05).

RRMS ve Progresif MS hasta gruplarinin yas ortalamasi sirastyla 35,10+10,86
ve 44,73+12,15 olarak bulunmus olup RRMS — Progresif MS gruplar1 arasinda yas
dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur (p=0,009). Kontrol
grubunun yas ortalamasi 49,07£17,13 olarak bulunmus olup RRMS grubuyla
karsilastirildiginda anlamli bir fark gosterirken (p < 0.05), Progresif MS grubuyla
karsilastirildiginda anlamli bir fark gostermemektedir (p > 0.05).

Tablo 4.1: Tiim Gruplarin Demografik Ozellikleri

Kontrol RRMS Progresif MS
Hasta Sayis1 20 20 20
Yas Ortalamasi 49,07+17,13 35,10+10,86 44,73+12,15
Cinsiyet K/E n(%) 12(60%) / 8(40%) 14(70%) / 6(30%) 15(75%) / 5(25%)

4.2. hsa-miR-10a-5p BOS ve Serum miRNA Ekspresyon Ortalamalari
20 RRMS, 20 Progresif MS ve 20 saglikli kontrol grubundan serumdan elde

edilen sonuclar sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1: RRMS ve Progresif MS Hastalarinda hsa-miR-10a-5p miRNA ifadesinin
Kontrol Grubuna Gore Degisimi

Sekil 4.1'de, serum hsa-miR-10a-5p ekspresyon seviyeleri kontrol grubu, RRMS
ve Progresif MS gruplarinda karsilagtirilmistir. Ekspresyon seviyeleri, tek yonli
ANOVA ve ardindan post-hoc Bonferroni testi kullanilarak analiz edilmistir. RRMS
grubunda, kontrol grubuna kiyasla hsa-miR-10a-5p ekspresyonunda istatistiksel olarak
anlaml bir artis gézlenmistir (*p<0,001). Progresif MS grubunda ise kontrol grubuna
gore artiy gbzlenmis olmasina ragmen, bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Bu bulgular, hsa-miR-10a-5p'nin RRMS hastalarinda 6nemli bir rol

oynayabilecegini gostermektedir.

20 RRMS, 20 Progresif MS ve 20 saglikli kontrol grubundan BOS’tan elde

edilen sonuclar sekil 4.2°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.2: BOS hsa-miR-10a-5p Ekspresyon Seviyelerinin Kontrol, RRMS ve PMS
Gruplarinda Karsilastirilmasi

Ekspresyon seviyeleri Kruskal-Wallis testi ve ardindan post-hoc Dunn testi
kullanilarak analiz edilmistir. BOS 6rneklerinde Kontrol grubuna kiyasla, RRMS ve
Progresif MS gruplarinda hsa-miR-10a-5p ekspresyonunda artis gézlenmis, ancak bu
artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (*p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001

olarak degerlendirilmistir).

4.3. hsa-miR-429-3p BOS ve Serum miRNA Ekspresyon Ortalamalari
20 RRMS, 20 Progresif MS ve 20 saglikli kontrol grubundan serumdan elde
edilen sonugclar sekil 4.3’de ve BOS’tan elde edilen sonuglar Sekil 4.4’de gosterilmistir.

Ekspresyon seviyeleri tek yonlii ANOVA ve ardindan post-hoc Bonferroni testi
kullanilarak analiz edilmistir. RRMS ve Progresif MS gruplarinda, kontrol grubuna
kiyasla hsa-miR-429-3p ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli artiglar gdzlenmistir
(**p<0,01, ***p<0,001 olarak degerlendirilmistir). Bu bulgular, hsa-miR-429-3p'nin
hem RRMS hem de Progresif MS hastalarinda 6nemli bir rol oynayabilecegini

gostermektedir.
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Sekil 4.3: Serumda hsa-miR-429-3p Ekspresyon Seviyelerinin Kontrol, RRMS ve
Progresif MS Gruplarinda Karsilastirilmasi
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Sekil 4.4: BOS’ta hsa-miR-429-3p Ekspresyon Seviyelerinin Kontrol, RRMS ve Progresif
MS Gruplarinda Karsilastirilmasi
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Ekspresyon seviyeleri Kruskal-Wallis testi ve ardindan post-hoc Dunn testi
kullanilarak analiz edilmistir. Sekilde goriildiigii iizere, kontrol grubu ile RRMS ve
Progresif MS gruplar1 arasinda hsa-miR-429-3p ckspresyon seviyelerinde anlamli bir
fark bulunmamistir (*p<0.05, **p<0,01, ***p<0.001 olarak degerlendirilmistir). Bu
sonuglar, BOS'taki hsa-miR-429-3p ekspresyonunun, MS alt tipleri arasinda belirgin bir

farklilik gostermedigini diisiindiirmektedir.

RRMS, Progresif MS ve Kontrol gruplarinin serum ve BOS 6rneklerindeki hsa-
miR-429-3p ve hsa-miR-10a-5p ekspresyon seviyeleri arasindaki anlamlilik (p)
degerleri, Tablo 4.2 ve Tablo 4.3'te gdsterilmektedir.

Tablo 4.2: Serum Orneklerinde hsa-miR-429-3p ve hsa-miR-10a-5p Ekspresyon Seviyeleri
Arasindaki Gruplar Aras1 Anlamhhk

miR-10a-5p miR-429-3p
Kontrol- RRMS p degeri <0,0001 <0,0001
Kontrol-Progresif MS | p degeri 0,4680 0,0091
RRMS-Progresif MS | p degeri <0,0001 0,1927

Tablo 4.3: BOS Orneklerinde hsa-miR-429-3p ve hsa-miR-10a-5p Ekspresyon Seviyeleri
Arasindaki Gruplar Arast Anlamhilhik Degerleri

miR-10a-5p miR-429-3p
Kontrol-RRMS p degeri >0,9999 0,3249
Kontrol- Progresif MS | p degeri 0,2036 >0,9999
RRMS-Progresif MS | p degeri 0,8706 >0,9999

4.4. Serum ve BOS Orneklerinde BDNF mRNA Ekspresyon Seviyeleri

Serum BDNF mRNA ekspresyon seviyeleri, RRMS, progresif MS ve saglikli
kontrol gruplar1 arasinda tek yonlii ANOVA ve ardindan post-hoc Bonferroni testi
kullanilarak analiz edilmistir. Sekil 4.5’de goriildigi gibi, RRMS ve Progresif MS
gruplarinda BDNF mRNA ekspresyon seviyeleri, kontrol grubuna gore anlaml

derecede yiiksek bulunmustur (**p<0,01, ***p<0,001).
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Sekil 4.5: Kontrol, RRMS ve Progresif MS Gruplarina Ait Serum BDNF mRNA
Ekspresyon Seviyeleri

BOS BDNF mRNA ekspresyon seviyeleri, RRMS, progresif MS ve saglikli
kontrol gruplar1 arasinda Kruskal Wallis testi ve ardindan post-hoc Dunn testi
kullanilarak analiz edilmistir. Sekil 4.6’da goriildiigii gibi, RRMS ve PMS gruplarinda
BDNF mRNA ekspresyon seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Sekil 4.6: Kontrol, RRMS ve Progresif MS Gruplarma Ait BOS BDNF mRNA
Ekspresyon Seviyeleri

RRMS, Progresif MS ve Kontrol gruplarinin serum ve BOS 0&rneklerindeki
BDNF mRNA ekspresyon seviyeleri arasindaki anlamlilik (p) degerleri, Tablo 4.4°de

gosterilmektedir.

Tablo 4.4: Gruplar Aras1 Anlamhilik Degerleri

BDNF SERUM BDNF BOS
Kontrol-RRMS p degeri 0,0045 0,0043
Kontrol -Progresif MS | p degeri <0,0001 0,0005
RRMS-Progresif MS | p degeri 0,0188 >0,9999

45.Serum ve BOS Orneklerinde BDNF Protein Seviyelerinin ELISA ile
Degerlendirilmesi

Calisma kapsaminda RRMS, progresif MS ve saglikli kontrol gruplarina ait
serum ve BOS orneklerinden BDNF protein seviyeleri sandvi¢ ELISA ydntemiyle
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incelenmistir. Gergeklestirilen analizler sonucunda serum ve BOS 6rneklerinde RRMS,

progresif MS ve kontrol gruplar1 arasinda BDNF protein seviyeleri anlamli fark
gostermistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: RRMS, Progresif MS ve Kontrol Gruplarma Ait Serum Orneklerinde BDNF
protein seviyeleri
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Sekil 4.8: RRMS, Progresif MS ve Kontrol Gruplarina Ait BOS Orneklerindeki BDNF
Protein Seviyeleri

BDNF diizeyleri tek yonliit ANOVA ve ardindan post-hoc Bonferroni testi kullanilarak
analiz edilmistir. Analiz sonuglarina gére, RRMS ve progresif MS gruplarindaki BDNF
seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksektir
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Bu bulgular, BDNF seviyelerinin MS hastaliginin
farkli asamalarinda degistigini  ve hastaligin 1ilerlemesiyle birlikte arttigim

gostermektedir.
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5. TARTISMA

MS, MSS’ni etkileyen, beyin ve omurilikte inflamasyon ve aksonlar1 ¢cevreleyen
miyelin kiliflarin demiyelinizasyonuna neden olan ataklarla seyreden, multifaktoriyel
etiyopatogeneze sahip ve siklikla geng eriskinleri etkileyen en yaygin noérolojik
hastaliklardan biridir. MS’in klinik ve patolojik o6zelliklerinin tanimlanmasinin
tizerinden 150 yildan fazla zaman gegmis olmasina ragmen, hastaligin etiyopatogenezi
hala tam olarak anlagilamamistir (Sinnecker ve ark., 2012). Yapilan arastirmalar,
cevresel faktorler, genetik yatkinlik ve otoimmiin siirecler basta olmak tizere bir¢ok
faktoriin MS gelisiminde etkili oldugunu gostermektedir. Ayrica, miRNA aracili gen
diizenlemesi gibi epigenetik mekanizmalarin da bireyin hastaliga yatkinliginda,
hastaligin siddetinde ve tedavisinde 6nemli bir rol oynadig: belirtilmistir (de Faria ve
ark., 2013). miRNA'lar, hiicre dongiisii, apoptoz, farklilasma ve gelisme veya timor
olusumu gibi ¢esitli biyolojik siire¢lerin diizenlenmesinde son zamanlarda rol oynayan,
21 ila 25 niikleotid uzunlugunda, kodlamayan, tek zincirli RNA'lardir. miRNA'lar,
mRNA stabilitesini azaltarak veya mRNA c¢evirisini bloke ederek belirli genlerin
ifadesini engelleyebilmektedirler. Son birkag yil iginde, MS hastalarinin kaninda ve
lezyonlarinda, kontrol grubuna kiyasla farkli sekilde ifade edilen miRNA'larin
tanimlanmasi, miRNA'larin MS i¢in yeni potansiyel prognostik biyobelirtecler olarak
kabul edilmesine yol agcmistir. Bu goriis, plazma, serum, idrar, tiikiirik ve BOS gibi
biyolojik sivilarda stabil miRNA'larin yakin zamanda kesfedilmesiyle daha da giivenilir

hale gelmistir (Fenoglio ve ark., 2012).

Son zamanlarda, MS sirasinda meydana gelen otoimmiin inflamasyonda 6nemli
bir rol oynadigi bilinen, ndrotrofin ailesine ait bir protein olan BDNF kodlayan gen
tizerine ilgi artmistir (Liguori ve ark., 2007). BDNF'nin kritik rolii dikkate alindiginda,
BDNF ifade diizeyini kontrol eden diizenleyici mekanizmalarin sifresinin ¢dziilmesi,
norolojik hastaliklar i¢in daha dogru ve etkili tedaviler gelistirmenin Oniinii agabilir.
Farkli diizenleyici sistemler arasinda, miRNA'lar, genlerin mRNA'larinin 3' UTR
bolgelerine baglanarak gen ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynamasinin
altma miRNA'lar buraya baglanarak mRNA'nin stabilitesini ve translasyonunu

etkileyebilecegi yatmaktadir (Khani-Habibabadi ve ark., 2019).
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miR-10a'nin yiiksek ekspresyon seviyeleri, hastalik aktivitesi ile iliskili olabilir.
Bu, miR-10a'"nin RRMS hastalarinda immiinolojik yanitlar1 diizenleyen veya etkileyen
mekanizmalarla baglantili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle, silico molekiiler
sinyal zenginlestirme analizi, miR-10a'nin 12 mRNA'y1 dogrulanmis hedefler olarak
diizenleyebilecegini ortaya koymustur. Bu hedefler, hastaligin progresyonu ve
immiinolojik profil lizerinde potansiyel etkileri olan kritik genler olabilir. Boroumand
ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada miR-10a ekspresyonunun RRMS hastalarinda relaps
doneminde ve relaps sonrasi iki ay boyunca saglikli bireylere kiyasla anlamli derecede
yiiksek oldugunu gozlemlemistirler (her iki durumda da p<0,0001). Bu bulgu, miR-
10a'nin RRMS patogenezinde potansiyel bir rol oynayabilecegini ve bu nedenle RRMS
tanisi i¢in bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (Boroumand ve

ark., 2018).

Radyolojik Izole Sendrom, KiS ve RRMS tanili hastalarinda kan ve gaita
ornekleri kullanilarak yapilan bir ¢alismada miR-10a ekspresyon seviyelerini
degerlendirilmistir. RIS grubundaki olgu sayisinin smirli olmasina (n=6) ragmen, bu
gruplarin tiimiinde miR-10a ekspresyon diizeyleri saglikli kontrol grubuna kiyasla
anlamli farkliliklar géstermis oldugu rapor edilmistir. Ancak, RRMS hastalarinda klinik
ozelliklerle karsilastirildiginda, miR-10a ekspresyon seviyelerinde belirgin bir degisim
gozlemlenmedigi belirtilmistir.  Bu bulgular, miR-10a'nin hastaligin  baslangig
asamalarindaki roliine isaret ederken, hastalifin progresyonu ile dogrudan iligkili
olmadigin1  diislindiirmektedir. ~ Ayrica, miR-10a'nin bu hasta gruplarinda
diizenlenmemis olmasi, bu molekiiliin non-invaziv bir biyobelirte¢ olarak kullanilma

potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir (Saridas, 2018).

Wu ve arkadaslarinin c¢alismasinda, miR-10a'nin Alzheimer hastaligi modeli
olarak kullanilan siganlarin agirt ekspresyonunun, hipokampiis noronlarinda Sinapsin
yeniden sekillenmesini engelledigi ve BDNF-TrkB sinyal yolunu kisitlayarak ndronal
hiicrelerin proliferasyonunu da engelledigi ve apoptozu destekledigi tespit edilmistir. Bu
bulgular, miR-10a'nin norodejeneratif hastaliklardaki potansiyel roliinii ve ozellikle
BDNF-TrkB sinyal yolunun diizenlenmesindeki etkisini vurgulamaktadir (Wu ve ark.,
2018).

Zhang ve arkadaglarinin ¢alismasinda, miR-10a-5p'nin insan folikiiler sivisinda

BDNF ekspresyonunu diizenleyerek oositlerin olgunlasmasin1  olumsuz etkiledigi
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gosterilmigtir. Bu c¢alismada, miR-10a-5p'min 3' UTR bdlgesine dogrudan baglanarak
BDNF ifadesini diizenleyebilecegi, ayrica BDNF'nin dolayli yollardan da
etkilenebilecegi belirtilmistir. Zhang ve arkadaslari, bu miRNA'nin in vitro fertilizasyon
sonuglarini iyilestirebilecegini ve iireme saglig lizerinde 6nemli bir etkisi olabilecegini

One stirmiislerdir (Zhang ve ark., 2021).

Zhai ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada ise miR-10a-5p'nin asiri
ekspresyonunun rahim agzi kanseri hiicrelerinde hiicre canliligini azalttig1 ve hiicre
dongiisiinii geciktirdigi gosterilmistir. Bu ¢alismada ayrica, BDNF'nin miR-10-5p'nin
hedef geni oldugu belirlenmis bu da miR-10-5p'nin rahim agzi kanseri gelisiminde
onemli bir diizenleyici rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu bulgular, miR-10-
5p'nin kanserde tiimor baskilayici bir islevi olabilecegine isaret etmektedir (Zhai ve ark.,

2017).

hsa-miR-429, miR-200 ailesinin bir {iyesi olarak bilinmektedir. miR-200 ailesi,
EMT, hiicre farklilasmasi ve timor baskilayic islevler gibi kritik biyolojik siireglerde
yer alan miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 ve miR-429 gibi miRNA'lar1 igerir.
Literatiirde, miR-200 ailesinin iiyelerinin kanser biyolojisinde énemli rol oynadigi ve
ozellikle tiimor baskilayici 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Boese ve ark., 2016).
Bu baglamda, hsa-miR-429'un da MS gibi noroinflamatuar hastaliklarda potansiyel
diizenleyici roller iistlenebilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismanin bulgulari, hsa-miR-
429'un MS patofizyolojisinde olas1 bir biyobelirte¢ olarak degerlendirilmesine katkida
bulunabilir ve miR-200 ailesinin {iiyelerinin daha genis bir yelpazede biyolojik

islevlerini anlamamiza yardimci olabilir.

Saglikli kontroller ve Travmatik Beyin Hasar1 hastalarinda miR-429'un ifade
ozelliklerini aragtirmak amaciyla, serum ve BOS seviyeleri tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglar, Travmatik Beyin Hasar1 sonrasi hastalarda, miR-429 hem serumda hem de
BOS'ta saglikli kontrollere kiyasla 6nemli 6lciide yukar: regiile edildigini gdstermistir.
miR-429 ve yukar1 regiile edilmesi, hastaligin neden oldugu néroinflamasyonun bir
gostergesi olabilir. Bu miRNA'lar, hasara yanit olarak immiin hiicrelerin aktivasyonu ve

inflamatuar yanitin baslatilmasi ile iliskilidir (Qi ve Wang, 2020).

Naegelin ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, MS hastalarinda serum BDNF
diizeylerinin saglikli kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu

bulunmustur. Ozellikle, bu azalma SPMS alt grubunda daha belirgin olarak
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gozlemlenmistir. Bununla birlikte, BDNF diizeylerinin klinik degiskenler veya MRG
bulgular1 ile anlamli bir iliski gdstermedigi, dolayisiyla hastalifin ilerlemesi veya
aktivitesi hakkinda bilgi vermedigi belirtilmistir. BOS BDNF diizeyleri ile ilgili olarak,
mevcut literatirde BOS'taki BDNF seviyelerinin genellikle ¢ok diisiik oldugu
bildirilmistir. Bu ¢aligmada, BDNF'nin beyinden kana diflizyonuna dair dogrudan bir
kanit bulunmadigini ve BDNF'nin BOS'ta o6l¢iilebilir seviyelerde bulunmasinin zor
oldugunu belirtilmistir. Bu durum, BOS'ta BDNF o6l¢iimlerinin teknik olarak zorlayict

oldugunu ve elde edilen verilerin siirl olabilecegini gostermektedir (Naegelin ve ark.,

2020).

Tongiorgi ve arkadaslarimin calismasinda, RRMS hastalarinda toplam BDNF
serum konsantrasyonunun saglikli kontroller ile karsilastirildiginda anlamli derecede

daha diisiik oldugu belirtilmistir (Tongiorgi ve ark., 2012).

Mashayekhi ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada; BDNF ELISA testi
kullanilarak yapilan Ol¢timlerde, MS hastalarnin BOS'undaki ortalama BDNF
konsantrasyonunun 70.54 + 12.53 pg/ml oldugu ve bu degerin normal bireylerin
BOS'undaki 8.64 + 1.52 pg/ml BDNF diizeyine goére anlamli derecede daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (p<0.0001). Bu sonuglar, BDNF'nin insan BOS'unda bulundugunu
ve MS hastalarinda normal bireylere kiyasla daha yiiksek oldugunu goéstermektedir

(Mashayeknhi ve ark., 2012).

BDNF'nin, ndronlarin hayatta kalmasin1 ve oligodendrosit proliferasyonu ile
miyelinizasyonu tesvik eden 6nemli bir norotrofik faktor oldugu bilinmektedir. Bu
baglamda, MS hastalarinda BOS'taki BDNF artis1, oligodendrosit kaybina yanit olarak
ortaya ¢ikan bir telafi mekanizmasi olabilir. Normal beyin dokusunda BDNF'nin ana
kaynagi noronlar iken, hasar gormiis beyinde glial hiicrelerin BDNF iiretimi artti3i
goriilmiistiir. MS hastalarinda BOS'taki BDNF artis1, glial hiicrelerin artmig iiretimi
sonucu ortaya ¢ikmis olabilir. Ozellikle, birgok ndronun tahrip oldugu ve yerini reaktif
gliyozis aldig1 durumlarda, BOS'taki BDNF'nin ana kaynagi olarak reaktif glial hiicreler
one ¢ikabilir. Glial hiicrelerin BDNF {iretimi, MS gibi norodejeneratif degisikliklere
yanit olarak aktif bir mekanizma olabilir. Aktive olmus mikroglia hiicrelerinin sitokinler
ve norotrofik faktorler salgilayarak noroprotektif bir rol oynayabilecegi One
stiriilmektedir. MS hastalarinda BOS'taki BDNF artisinin, beyin hasarina yanit olarak

glial hiicrelerin artan aktivitesinden kaynaklanabilecegini ve bu durumun
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norodejeneratif siireclere karsi bir savunma mekanizmasi olabilecegini gostermektedir

(Mashayekhi ve ark., 2012).

Oraby ve ekibinin bir ¢alismasinda serum BDNF diizeylerinin MS hastalarinda
degiskenlik gosterdigini ortaya konulmustur (Oraby ve ark., 2021). Calismada, serum
BDNF diizeyleri hem MS hastalar1 hem de kontrol gruplarinda degerlendirilmis ve
relaps donemindeki MS hastalarinin serum BDNF diizeylerinin, remisyon donemindeki
hastalara gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu bulgular,
calismamizda elde edilen sonuglarla paralellik gostermektedir. Bizim ¢alismamizda da,
relaps donemindeki MS hastalarinda BDNF diizeylerinin arttigi gozlemlenmistir. Bu
artis, noroinflamatuar siireglerin bir yansimasi olabilir ve bu da BDNFnin MS
hastaliginin aktif fazlarinda néroprotektif bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.
BDNF'nin néronal hayatta kalma, sinaptik plastisite ve norojenezi tesvik ettigi
bilindiginden, bu artisin hastalifin akut donemlerinde merkezi sinir sisteminde

koruyucu bir mekanizma olarak islev gorebilecegi one siiriilebilir.

Azoulay ve ekibinin yiiriittiigii bir ¢alismada, RRMS hastalarinin kontrole
kiyasla serum ve BOS BDNF diizeylerinin azaldig1 rapor edilmistir (Azoulay et al.,
2005). Bu bulgular, BDNF'nin MS'deki doku hasarina karsi koruyucu mekanizmalarda
yer aldigi fikrini desteklemektedir. Arastirmacilar, azalan BDNF diizeylerinin, RRMS'te
BDNF tarafindan saglanan doku korumasinda bir azalma veya MS'deki hasarli doku

nedeniyle MSS tarafindan BDNF tiiketiminde bir artis oldugunu 6ne siirmektedir.

Bu caligmada, MS hastalarinda BDNF geni mRNA ekspresyonu ile hsa-miR-
10a-5p ve hsa-miR-429-3p miRNA ekspresyonlari arasindaki iliskileri inceleyerek, bu
molekiillerin  hastaligin  patofizyolojisindeki  potansiyel rollerini  arastirmayi
amaglamistir. Elde edilen bulgular, BDNF ve ilgili miRNA'larin MS hastaligindaki

biyolojik siireglerde kritik roller oynayabilecegini gostermektedir.

Calismamizda, BDNF mRNA ekspresyonunun hem serum hem de BOS
orneklerinde saglikli kontrollere kiyasla anlamli derecede arttigi gézlemlenmistir. Bu
bulgu, literatirde BDNF'nin MS hastalarinda noroprotektif bir rol oynayabilecegi
yoniindeki  goriisleri  desteklemektedir. Ozellikle, BDNF'nin  demiyelinizasyon
sireglerine karst bir yanit olarak arttigi ve sinir hiicrelerinin hayatta kalmasini

destekledigi diistiniilmektedir. Cesitli calismalar, BDNF'nin MS'in farkli alt tiplerinde

61



artig gosterdigini bildirmektedir, bu da hastaligin ilerlemesiyle birlikte BDNF iiretiminin

bir kompansatuar mekanizma olarak devreye girebilecegini 6ne siirmektedir.

Serum orneklerinde, hsa-miR-10a-5p ekspresyonunun 6zellikle RRMS grubunda
saglikli kontrollere kiyasla belirgin sekilde arttigi, ancak Progresif MS grubunda bu
artisin gézlenmedigi bulunmustur. Literatiirde, miRNA'larin MS hastaliginda 6nemli
diizenleyici roller oynadigi, 6zellikle inflamatuar siireclerin modiilasyonunda kritik
fonksiyonlara sahip oldugu belirtilmistir. Calismamizda hsa-miR-10a-5p'’nin RRMS
hastalarinda yiiksek ekspresyon gostermesi, bu miRNA'nin hastaligin erken evrelerinde
veya aktif atak donemlerinde daha etkin olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, BOS
orneklerinde hsa-miR-10a-5p ekspresyonu gruplar arasinda anlamli bir fark
gostermemistir, bu da bu miRNA'nmin BOS'ta daha az belirgin bir rol oynadigini veya

biyolojik varyasyonlarin daha biiyiik oldugunu gésterebilir.

Elde edilen sonuglar, hsa-miR-10a-5p'nin BDNF mRNA'sina baglanarak
ekspresyonunu diizenledigi bilindiginde, bu iki molekiil arasindaki iliskinin MS
hastalarinda kosullara bagl olarak degiskenlik gosterebilecegini ortaya koymaktadir.
Serumda hsa-miR-10a-5p ekspresyonunun RRMS grubunda anlamli derecede yiiksek
olmasi ve eszamanli olarak BDNF mRNA ekspresyonunda da artig gozlenmesi, miR-
10a-5p'nin BDNF ekspresyonunu diizenleme potansiyeline isaret etmektedir. miRNA'lar
genellikle hedef mRNA'nin ekspresyonunu baskilayici bir rol oynarken, bu durumda
miR-10a-5p'nin BDNF iizerinde artig yoniinde bir etki gosterdigi veya diger diizenleyici
faktorlerin bu iliskiye miidahil oldugu diisiliniilebilir. Buna karsilik, Progresif MS
grubunda miR-10a-5p ekspresyonunda anlamli bir artis olmamasina ragmen BDNF
mRNA ekspresyonunun artis gostermesi, bu grupta miR-10a-5p'nin  BDNF'yi
diizenleme etkinliginin azalabilecegini veya baska diizenleyici mekanizmalarin devrede
olabilecegini diistindiirmektedir. Bu bulgular, miR-10a-5p ile BDNF arasindaki iligkinin
mevcut oldugunu, ancak bu iliskinin hastaligin farkli evrelerinde veya alt tiplerinde

farkli sekillerde ortaya ¢ikabilecegini gostermektedir.

Serumda hsa-miR-429-3p ekspresyonu ise hem RRMS hem de Progresif MS
gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli derecede artmistir. Bu bulgu, hsa-miR-429-
3pnin  MS patofizyolojisinde o6nemli bir diizenleyici rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir. Literatiirde, hsa-miR-429-3p'nin sinir sistemi ile ilgili hastaliklarda

gen ekspresyonunu modiile ettigi ve Ozellikle hiicre Oliimiinii ve inflamasyonu
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diizenleyen yollarla iliskili oldugu belirtilmistir. Bu miRNA'nin serumda artan
ekspresyonu, hastaligin ilerlemesiyle birlikte inflamatuar yanitlarin giiclenebilecegini

veya hiicresel hasarin arttigini gosterebilir.

ELISA sonuglari, BDNF protein seviyelerinin hem serum hem de BOS'ta
mRNA ekspresyon verileriyle uyumlu olarak arttigini ortaya koymustur. Bu, BDNF'nin
MS hastalarinda néroprotektif bir yanit olarak arttig1 ve hastaligin progresyonuna kars1
bir koruma mekanizmasi olarak islev gordiigii hipotezini desteklemektedir. BDNF'nin
MS hastalarindaki artisi, literatiirde siklikla rapor edilen bir bulgudur ve bu protein,
sinir hiicrelerinin hayatta kalmasini destekleyen kritik bir norotrofik faktdr olarak

tanimlanmaktadir.

Bu bulgular, BDNF'nin MS tedavisinde potansiyel bir terapdtik hedef olarak
degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir. lleriye doniik calismalarda, BDNF
diizeylerinin ve noroprotektif etkilerinin daha ayrintili olarak incelenmesi, MS
tedavisine yeni yaklagimlar gelistirilmesine katkida bulunabilir. Ayrica, miR-10a-5p ve
hsa-miR-429'un spesifik biyolojik mekanizmalarini ve bu miRNA'larin MS ve diger
noroinflamatuar hastaliklardaki rollerini daha iyi anlamak, bu molekiillerin MS'in erken
teshisi, prognozu ve tedavisinde potansiyel biyobelirtecler olarak kullanilabilirligine 151k
tutabilir. Gelecekteki c¢aligmalar, BDNF ve ilgili miRNA'larin hastaligin farkl
evrelerinde gosterdikleri ekspresyon profillerini daha 1yi anlamamiza yardimer olacak
ve bu molekiillerin klinik uygulamalarda nasil etkili olabilecegini daha derinlemesine
arastiracaktir. Sonug olarak, bu ¢alisma, MS'in altinda yatan biyolojik siiregleri anlamak
ve kisisellestirilmis tedavi yaklasimlar1 gelistirmek i¢in 6nemli bir adim tegskil

etmektedir.
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6. SONUC, ONERILER VE TOPLUMA KATKI

Bu ¢alismada, MS hastalarinda BDNF geni mRNA ekspresyonu ile hsa-miR-
10a-5p ve hsa-miR-429-3p ekspresyonlar1 arasindaki iliski incelenmistir. Sonuglar,
BDNF mRNA ekspresyonunun, hem hsa-miR-10a-5p hem de hsa-miR-429-3p ile
anlamli bir iliski i¢inde oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle, hsa-miR-10a-5p'nin
artan ekspresyonunun BDNF mRNA diizeylerinde bir azalmaya neden oldugu
gbzlenmis, buna karsin hsa-miR-429-3p'nin BDNF ekspresyonu iizerinde belirgin bir
etkisi olmadigi saptanmistir. Bu bulgular, miRNA'larin BDNF ekspresyonunu
diizenlemedeki potansiyel rollerini ve BDNFnin MS patofizyolojisindeki onemini

vurgulamaktadir.

Bu dogrultuda, miRNA'larin BDNF {izerindeki diizenleyici etkileri ve bu
etkilesimlerin MS hastaliginin farkli evrelerindeki rolii daha ayrintili bir sekilde
aragtirilmalidir. Ozellikle hsa-miR-10a-5p'nin BDNF mRNA ekspresyonu iizerindeki
baskilayic1 etkisi, MS tedavisinde potansiyel bir hedef olarak degerlendirilebilir.
BDNF'nin néroprotektif etkilerinden yararlanarak, miRNA'larin diizenleyici yollarin
hedef alan tedavi yaklasimlar1 gelistirilebilir; bu tiir tedaviler, MS hastalarinda hastalik
progresyonunu yavaslatabilir veya durdurabilir. Ayrica, BDNF mRNA ve ilgili
miRNA'larin ekspresyon profillerinin MS tanist ve prognozu i¢in biyomarker olarak
kullanilabilirligi arastirilmalidir. Bu, hastaligin erken teshisi ve kisisellestirilmis tedavi

yaklasimlariin gelistirilmesine 6nemli katkilar saglayabilir.

Sonug¢ olarak, bu calisma, MS hastalarmin tedavi siireglerine ve yasam
kalitelerine olumlu katkilar saglayabilecek potansiyel yeni hedefler ve biyomarkerlar
belirlemeye yonelik onemli veriler sunmaktadir. miRNA'lar ile BDNF arasindaki
etkilesimlerin daha iyi anlagilmasi, MS patofizyolojisinin derinlemesine kavranmasina
ve bu dogrultuda yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yardimei olabilir. Bu
calisma, MS hastaliginin karmasik biyolojik siireclerini anlamada topluma ve bilim
camiasimna degerli bir katki sunmakta olup, MS gibi kronik hastaliklarla yasayan
bireylerin yasam kalitesini artirmak amaciyla daha etkili ve kisisellestirilmis tedavi

yaklagimlariin gelistirilmesine katkida bulunabilir.
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