T.C.
GAZI UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
TIBBi BiYOKIMYA ANABILiM DALI

MULTIPLE SKLEROZ ve NOROMYELITIS OPTIKA
SPEKTRUM BOZUKLUKLARI HASTALARINDA
NORODEJENERASYON, AKSONAL HASAR, ASTROSIT
AKTiVASYONU ve INFLAMASYONLA ILGILI
BELIRTECLERIN VUCUT SIVILARINDA INCELENMESI

UZMANLIK TEZI
Dr. BURAK ARSLAN

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. AYLIN SEPiCi DINCEL

ANKARA
ARALIK 2019



T.C.
GAZI UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
TIBBi BIiYOKIMYA ANABILIiM DALI

MULTIPLE SKLEROZ ve NOROMYELITIS OPTIKA
SPEKTRUM BOZUKLUKLARI HASTALARINDA
NORODEJENERASYON, AKSONAL HASAR, ASTROSIT
AKTiVASYONU ve INFLAMASYONLA ILGILI
BELIRTECLERIN VUCUT SIVILARINDA INCELENMESI

UZMANLIK TEZI
Dr. BURAK ARSLAN

Bu tez Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 01/2019-38 proje
numarasi ile desteklenmistir.

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. AYLIN SEPiCi DINCEL

ANKARA
ARALIK 2019



ICINDEKILER

TESEKKUR ........coooiiiiieeeeeeete et vii
SIMGELER VE KISALTMALAR.........c.cooiiiiseeeeeeeeeeeee e, viii
RESIMLER LISTESI .......c.cooviiiiiiiiicee e, X
SEKILLER LISTESI .......cooooviiiiiiceeeeeeee ettt Xi
TABLOLAR LISTEST .....c.coooiiiiiisies s Xii
GRAFIKLER LISTEST .......coooviiiiiiniese e Xiv
LI 123 1T 1
2.GENEL BILGILER ..........cccoceoiiiiiiiiiceie et 4
2.1.1 Noroimmunolojik Hastaliklar Nedir? ................ccccooiiiiiiiinnn, 4
2.1.2 Noroimmunolojik Hastaliklarin Mekanizmalari .............................. 5

2.2 MUILIPIE SKIBIOZ........civieiiee et 5
2.2.1 Tanmm ve Tarihce. ... 5
2.2.2 KIINIK BEIFTHET.....c..oiiiiiiiece e 6
2.2.3 KIINIK SEYIr TIPIEIT ..o 7
2.2 3. L KIS et 7
2.2.3.2 Ataklarla Seyreden MS(RRMS)......c.cooiiiiiiiiiiicce e, 8



2.2.3.3 ProgresSif MS..... .o 8

2.2 4 EXYOIOJT v 9
2.2.5 FIZYOPALOIOJI. ..ot 13
2.2.5.1 LeZYON OIUSUMU .......veiiiiiiiiiiiiiccsee s 13
2.2.5.2 Santral sinir sistemi diginda immiin sistem disregiilasyonu.............. 14
2.2.5.3 SSS: immiin Korunaklt BOIZE .........c.cceveveueireecrerieieiecie e, 15

2.2.5.4 Multiple Skleroz’da SSS igerisinde erken ve ge¢ donemde immun

SISteM diSrEGUIASYONU......c.viviiiiiiiiieecee e 16
2.2.5.4 Primer Progresif Multiple SKIEroz ..o 17
2.2.5.5 Multiple Skleroz’da relaps ........c.ccoovreiiieiiniciieeeeee e 18
2.2.5.6 Immiin Hiicre AKtIVASYONU ....c.c.verveveceeieiceeieeieseeeeie e, 18
2.2.6 Kan Beyin Bariyeri ve Kan BoS Bariyeri.........cccccoonininiiinicnnenn 19
2.2.6.1 Multiple Skleroz’da kan beyin bariyeri destriiksiiyonu .................... 20
D 20 A Y 1) RSSO 24
2.3 Noromyelitis Optika Spektrum Bozukluklar: Hastaliklari ....................... 27
8 T8 B 11 1 | 1 RSP 27
2.3.2 TAFTNGR ..o 27
2.3.3 KINIK BEIIFTHEr ..o 28
2.3.4 Etyoloji ve FizyopatoloJi .......cccceviiiiiiiiiiiceeee e 28
2.3.4.1 Aquaporin 4 kesfi, yapisi ve fonksiyonu..........ccocevverviienieinennenn 29
2.3.4.2 FIZYOPALOIOJI....cviiiieiiiiiiieeee e 30
2.3.5 NMOSB Ve anti = MOG ..o 33



2.3.4 Multiple Skleroz ve Noromyelitis Optika Spektrum Bozukluklar:

Hastahklarinin bazi klinik ve laboratuvar o6zellikleri............................ 34
2.3.4.1 AQP4 ve MOG antikorlarimin 61¢Umii .........ccceerveriiiiiienieeie e 35
2.4 BIYODEIITECIET ... 35
2.4 0 TANIM. ...ttt 35
2.4.2 Multiple Skleroz’da Biyobelirteclerin Rolii .....................ccccooee 36
2.4.3 MS’de Neden Biyobelirteclere Thtiyac Vardir ?...............cc....c......... 36

2.4.4 MS Biyobelirteclerinin Validasyonu, Klinik Pratige Uygulamasi . 36

2.4.5 BiyoloJiK BanKa ...........ccoovviiiiiiiiiiee 38
2.4.6 Biyobelirteg olarak BOS ..o 38
2.4.6.1 BOS’un yapis1 ve fizyolojik 6zellikleri..........cccooviriiiiniiiici 38

2.4.6.2 BOS’un biyobelirte¢ olarak kullaniminin avantaj ve dezavantajlar1. 40

2.5 Tez calismasinda arastirilan parametreler ..........................cccoccvevennenne. 41
2.5.0 INterIOKINIET ..........c.covecvieieceeeee e 41
2.5.1.1 Hastalik patofizyolojisinde interlokinlerin yeri.........ccocvovvvvrvenenene. 41
2.5.1.2 Interlokin 6 ve InterloKin 17.......ccvveecerercececcceeeeeee e 43
2.5.2 Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP) ... 46
2.5.2.1 Astrosit Ve OzelliKIErT ..., 46
2.5.2.2 ReaKtif ASrOgliOZiS.......coviieiiiiiiiiie i 47
2.5.2.3 Glial Fibriler Asidik Protein kesif ve 6zellikleri..........cccoevvvrrnnnne. 48
2.5.3 Norofilaman Hafif Zincir (NFL) .........ccoovviiiiiii e 50
2.5.3.1 Norofilamanlarin yapisal 6zellikleri ve siniflandirilmalari................ 51
2.5.3.2 Norofilaman hafif zincirin yas ile degisimi.......ccccocvvviveeiiieeniinenne, 52



2.5.3.3 Neden norofilaman hafif ZINCIE 2...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 53

2.5.3.4 Neden norofilaman hafif zinciri biyobelirte¢ olarak arastirtyoruz? .. 53

2.5.3.5 Norofilamanlar tespit etme metotlart ...........ccovvvevvniiiiiiiciice 54
2.5.3.6 Norofilaman hafif zinCir Ve MRG ........ooov e, 55
2.5.3.7 NFL analizinde neredeyiz? Neler yapilmali?...........ccccceoiririnnnnn. 57
2.5.3.8 Periferik kan NFL : Norologun C Reaktif Protein’i mi?................... 57
2.5.3.9 NFL referans aralig1 belirlenmesi...........ccccovveiiiiiiniiiiciiic e 58
2.5.4 OSTEOPONTIN ...ttt 59
2.5.5 Growth Associated Protein —43.........oocovviiiiiee e 60

3. GEREC VE YONTEM oot ettt et et e e e e e seeeae s 61
3.1. Calismaya Katilacak Bireylerin Secilmesi....................ccccccoevviieninnennnnn. 61
3.2 Kan ve BOS orneklerinin toplanmast.......................cccccooviniiiicniennnnn. 65
3.3 KaN VE BOS ANANZIEII ... e, 66
3.3.1 Serum GFAP Western BIot ANAlIZi.........coovveooeeeeeeeeeee 67
3.3.2Serum ve BOS GFAP ANAliZi....ooooceeeee e 71
3.3.3SeruUmM NFL @NALIZI oo 73
3.3 A BOS NFL @QNALIZI.c..occooe et 75
3.3.5 Serum ve BOS Osteopontin ANAlZi.........c.ccoovviieneiiiiiiiieeee, 76
3.3.5 Serum ve BOS GAP-43 ANAlIZi ... 78
3.3.5 Serum ve BOS Interlokin-6 ANalizi.........cocooeeoeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeenanns 79

3.4 Verilerin Istatistiksel ANANZI................cooveeveeeeeeeeeee oo, 80

A BULGULAR oo 82



4.2 Numune turlerine gore biyobelirtegler icin Box-Plot Grafikleri.............. 90

4.3 Korelasyon ANGHZIEIT ......cc.oiiiiieiiie e 104
S5. TARTISMA ..o e e s bae e e e e nnnes 115
B. SONUGC ..ottt sttt st e st et e e be st e neen s 124
T KAYNAKLAR ..ottt e s nnnee s 128
8. O ZET e 147
0. AB ST RACT e 149
10. OZGECMIS ...ttt 151
LLEKLER oot 160

11.1 Olgu RAPOT FOIMU ...c.eiiiiiiiiiiieieceeee e 161

11.2 Arastirma Etik Kurul IZni ..................ccocoovvvevsireeiseerseeeeserssnennns 162

11.3 Genigletilmis Oziirliilitk Durum Olgegi......................cccoovvveeveveneennnn. 164

Vi



TESEKKUR

Tez calismamda maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen tez danigmanim
T1bbi Biyokimya Anabilim Dal1 6gretim gorevlisi Prof. Dr. Aylin Sepici Dingel’e,
ayni anabilim dalinda ¢alisan tiim hocalarima; numuneleri ve Klinik bilgileri
edindigimiz Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dal1 §gretim
gorevlisi Prof. Dr. Aslhi Tuncer’e ve degerli Noroloji Anabilim Dali asistani
arkadaslarima; ayni1 anabilim dalinda arastirma gorevlisi olarak c¢alisan,
arastirmanin biitiin agsamalarinda destegini esirgemeyen kiymetli esim, hayattaki en
biiyiik sansim ve destek¢im Dr. Gok¢e Ayhan Arslan’ a, tiim asistan arkadaslarim

ve laboratuvar ¢alisanlarina tesekkiirlerimle..

Dr.Burak Arslan

Vii



SIMGELER VE KISALTMALAR

MS: Multiple Skleroz

SSS: Santral Sinir Sistemi

NMOSBH: Noromyelitis Optika Spektrum Bozukluklar1 Hastaliklart
NMO: Noromyelitis Optika

Aquaporin — 4 1gG: NMO - IgG, AQP4 — 1gG
MRG: Manyetik Rezonans Goruntileme

IF: intermediate Filaman

BOS: Beyin Omurilik Stvisi

GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein

IL - 17: interlskin 17

Th17: T Helper 17

L — 6: Interlokin 6

GAP — 43: Growth Associated Protein — 43
KBB: Kan Beyin Bariyeri

EBV: Ebstein Barr Viris

KIiS: Klinik izole Sendrom

RIS: Radyolojik izole Sendrom

RRMS: Ataklarla Seyreden Multiple Skleroz
SPMS: Sekonder Progresif Multiple Skleroz
PPMS: Primer Progresif Multiple Skleroz

CMV: Sitomegalovirs

viii



Th1: T helper 1

KBSB: Kan Bos Bariyeri

ROT: Reaktif Oksijen Turevleri

MMP: Matriks Metalloproteinaz

OKB: Oligoklonal Bant

AQP4: AQP4

MOG: Myelin Oligodentrosit Glikoprotein
EAAT?2: Excitatory Aminoacid Transporter 2
CBA: Cell Based Assay

NIH: The National Institues of Health
OEM: Otoimmun Ensefalomyelit

Th2: T helper 2

Tnf —a: Tumor Nekrozis Faktor alfa
ASH: Antijen Sunan Hicreler

NFH: Norofilaman agir zincir

NFM: Norofilaman orta zincir

NFL: Norofilaman hafif zincir

PSS: Periferik Sinir Sistemi

UFL: Unit Lenght Filament

LP: Lomber Ponksiyon

AF: Ara filaman



RESIMLER LISTESI

Resim 1: Multiple Skleroz ve hastalik alt tiplerinin klinik gidisati................... 9
Resim 2: SSS disinda immiin sistem disreglilasyonu...........................o..... 14

Resim 3: Multiple Skleroz’da SSS igerisinde erken ve ge¢ donemde immun

sistem disregUlasyOnU. ........ouiiuii e 16
Resim 4: Kan beyin bariyeri(A) ve kan bos bariyeri(B)..............cccovevinnnnn. 20
Resim 5: Saglikli ve MS beyninde KBB’ nin rolii..................cocoooiinn.. 22
Resim 6: 2017 Revize McDonald Kriterleri (Thompson ve Arkadaslari)......... 25
Resim 7: MS tanisi ve ayirict tanisinda kullanilan tetkikler......................... 27
Resim 8 : NMOSB’da AQP4 ve MOG IgG antikorlart.............................. 32

Resim 9: Multiple skleroz, tanisal, aktivite, tedaviye cevap biyobelirtegleri...... 38
Resim 10: CD4'T hiicrelerinin farklilagmasi ve patogenezde gorevli sitokinler..42
Resim 11 : Reaktif astrogliozisin tetiklenmesi ve sonuclari......................... 50

Resim 12: NFL’nin aksonal hasar sonrasi viicut sivilarinda dagilimi............... 55



SEKILLER LISTESI

Sekil 1:
Sekil 2:
Sekil 3:
Sekil 4:
Sekil 5:

Sekil 6:

BCA standart absorbans konsantrasyon egrisi..............c.oeevvvivinnnnnn. 68
GFAP standart absorbans konsantrasyon €grisi.............c.eeeevueenennnn. 73
Serum NFL standart absorbans konsantrasyon egrisi....................... 74
BOS NFL standart absorbans konsantrasyon egrisi......................... 76
Osteopontin standart absorbans konsantrasyon egrisi....................... 77
GAP-43 standart absorbans konsantrasyon egrisi........................... 79

Xi



TABLOLAR LISTESI

Tablo 1: Multiple Skleroz hastalik baslangicindaki belirtiler ve sikliklart.......... 7
Tablo 2: Multiple Skleroz gevresel risk faktorleri..............coooevviiiiiiiina.n.. 11
Tablo 3: Nicel degiskenlere iliskin tanimlayici istatistikler.......................... 82
Tablo 4: Serum biyobelirte¢ diizeylerinin gruplara gore Karsilastirilmasi......... 84
Tablo 5: Serum biyobelirte¢ diizeylerinin gruplara gore karsilagtirilmasi......... 87
Tablo 6: Biyobelirteg degerlerinin numune tirlerine gore karsilastirilmast....... 97

Tablo 7: Biyobelirteg serum dizeylerinin NMOSBH altgruplart AQP4+,MOG+

gruplarina gore Karsilastirilmast...........oovviriiieiiii e 99

Tablo 8: Serum biyobelirte¢ diizeylerinin biitiin hasta gruplarinda ila¢ kullanimina

gOre KarstlastirImast. .. ......oooiuiinit i 100

Tablo 9: NFL dizeylerinin hasta ve kontrol gruplarina gore karsilastirilmasi....103

Tablo 10: Biyobelirteg diizeylerinin birbirleri ve GD+T1 lezyon ile iliskisi...... 104

Tablo 11: Biyobelirte¢ diizeylerinin EDSS, relaps sayisi ile iliskisi............... 105
Tablo 12: Yas ve hastalik stiresinin biyobelirtec diizeyleri ile iliskisi.............. 106
Tablo 13: BOS ve serum 6rneklerinde biyobelirteglerin korelasyonu.............. 107

Xii



Tablo 14: MS Grubu ROC Analizi Sonuglari...............coooiiiiiiiiiiini, 108

Tablo 15: NMOSBH Grubu ROC Analizi Sonuglari.......................cooeene 109
Tablo 16: RRMS Grubu ROC Analizi Sonuglari................ccooeviiiina... 110
Tablo 17: PPMS Saglikli Kontrol Grubu ROC Analizi Sonuglari.................. 111
Tablo 18: SPMS Saglikli Kontrol Grubu ROC Analizi Sonuglart.................. 112
Tablo 19: RRMS-SPMS Grubu ROC Analizi Sonuglart............................. 113
Tablo 20: RRMS-SPMS Grubu ROC Analizi Sonuglart............................. 114

Xiii



GRAFIKLER LiSTESI

Grafik 1: Numune tiirii BOS olan gruplarda GFAP degerlerinin dagilima.........90

Grafik 2: Numune tiirii serum olan gruplarda GFAP degerlerinin dagilimi....... 90

Grafik 3: Numune tiirii BOS olan gruplarda NFL degerlerinin dagilimi.......... 91

Grafik 4: Numune tiirii serum olan gruplarda NFL degerlerinin dagilimiu.........91

Grafik 5: Numune tiirii BOS olan gruplarda Osteopontin degerlerinin dagilimi.92

Grafik 6: Numune tiirii serum olan gruplarda Osteopontin degerlerinin

dagIlImI. ... e 92

Grafik 7: Numune tlri BOS olan gruplarda GAP-43 degerlerinin dagilimu........ 93

Grafik 8: Numune tlru serum olan gruplarda GAP-43 degerlerinin dagilimi.....93

Grafik 9: Numune tiirii BOS ve serum olan gruplarda IL-6 degerlerinin

dagIlimI. ..o e 94

Grafik 10: RRMS, PPMS alt gruplarinda immiinmodiilatér tedavi alanlar ile

almayanlar arasinda BOS NFL diizeyleri box-plot grafigi........................... 101

Grafik 11: Biitiin hastalik alt gruplarinda immiinmodiilatér tedavi alanlar ile

almayanlar arasinda serum NFL diizeyleri box-plot grafigi......................... 101

Xiv



Grafik 12: immiimmodiilator tedavi rejimlerine gore NFL ortalama degerlerinin

grafiksel gOSterIMI. ... .. i 102
Grafik 13: Multiple Skleroz Grubu ROC egrisi grafigi.................c.coeuven. 108
Grafik 14: NMOSBH grubu ROC egrisi grafigi............cccovviviiiiniiniannnn... 109
Grafik 15: RRMS grubu ROC egrisi grafigi...........coovviiininiiiiiiininenn, 110
Grafik 16: PPMS grubu ROC egrisi grafigi............coovvvviiiiniiininiininnn, 111
Grafik 17: SPMS grubu ROC egrisi grafigi............ccoeeviiiiiiiiiiiiiininnn, 112
Grafik 18: RRMS-SPMS grubu ROC ESLiSi.......vvvvveeeeeeeeeeeeiieeeeeeeen, 113
Grafik 19: RRMS-SPMS grubu ROC EGrisi.......covvviviiiiiiiieiiiiiaieanann, 114

XV



1.GIRIS

Multiple Skleroz (MS) geng eriskinlerde fiziksel ve kognitif engelliligin en sik
sebeplerinden birisi olan; kronik, nérodejeneratif, néroinflamatuvar santral sinir
sistemi (SSS) hastaligidir. Noromyelitis Optika Spektrum Bozukluklar1 Hastaliklar1
(NMOSBH) ciddi, geri doniissiiz hasara sebep olabilen ataklarla seyreden; biiyiik
oranda optik sinir ve medulla spinalisi etkileyen kronik, néroinflamatuvar,

otoimmun SSS hastaligidir.

Noromyelitis Optika (NMO) on sene 6ncesine kadar MS’in bir varyanti olarak
gosterilirken, hastaligin patolojisini baslatan aquaporin-4 1gG (AQP4 - IgG)
otoantikorunun kesfi ile beraber NMO MS’den ayr1 bir hastalik olarak
tanimlanmaya baglamistir. NMO tanis1 konan hastalarin da kendi icerisinde farkl
klinik ozellikler barindirmas: sebebi ile bu hastalik gruplart NMOSBH olarak

kapsayic1 bir tanim altinda incelenmeye baslanmistir.

Bu hastaliklar grubunun klinige bagvuru sirasinda spesifik olmayan klinik ve
radyolojik bulgular gosterebilmesi sebebi ile tanisal belirsizlik oranlari artmuis,

yanlis tedavi rejimlerine baslanabilme ihtimalleri ortaya ¢ikmistir.

Biyobelirtegler objektif olarak olgiilen ve degerlendirilen, normal biyolojik
slireclerin, patolojik siireclerin veya da tedaviye verilen cevaplarin gostergesi
olarak tanimlanmistir. Dogru ve giivenilir bir biyobelirtecin, hastaligin gidisatini ve

sonuglarini 6ngOrebilen herhangi bir madde, yap1 veya siire¢ oldugu belirtilmistir.



MS ve NMOSBH’nin fizyopatolojisi glnimizde net olarak
bilinmemektedir. Hastalik patolojisi hakkinda 6ne siiriilen hipotezler, medikal
tedavi ajanlarmin kesfinde temel olusturmustur. Hastalik fizyopatolojisini net bir
sekilde gosterebilecek biyobelirteg, hastalik takibini kolaylastiracak, belirli bir
molekiili  hedefleyen yeni terapotik ajanlarin  kesfedilmesine imkan

saglayabilecektir.

Tanisal belirsizlik oranlarini azaltabilmek i¢in kolay ulasilabilen, invaziv
olmayan, subklinik evrede hastalik ile ilgili bilgiler verebilecek biyobelirteclere
ithtiya¢ duyulmaktadir. Kronik nérodejeneratif hastaliklar ile ilgili biyobelirtegler,
hastaligin gidisati hakkinda bilgi verebilmeli, prognozun nasil olacagini

ongorebilmelidir.

MS’de progresif bir kotiilesme oldugu igin, secilecek dogru bir biyobelirteg,
hastalik progresyonun baslangicinda olan hastalar1 yakalayabilecek, bu sayade daha
efektif bir tedavi rejimine gecilmesi ile hastaligin ilerlemesini durdurmaya yardimei

olabilecektir.

Kronik norodejeneratif hastaliklara sahip hastalarin rutin kontrollerinde
Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG) gibi goriintiileme tetkikleri ile hastalarin
lezyon takibi yapilmaktadir. MRG ile heniiz olugsma agamasindaki lezyonlar gzden
kacabilmekte, bir sonraki vizite kadar hastada kagmilmaz kotilesmeler
olabilmektedir. Oysa ki gelistirilecek biyobelirtegler ile minimal invaziv metot ile
elde edilebilecek kan numunelerinden, hastalik ile ilgili anlik degerlendirme

yapabilme imkani olabilecektir.



Norofilamanlar Ara Filamanlar (AF) grubunda bulunan, aksona yapisal destek
ve saglamlilik saglayan proteinlerdir. Aksonal hasar durumlarinda hastalik
etyolojisine bakilmaksizin beyin omurilik sivis1 (BOS) ve daha az oranda kana bu

proteinlerin gecisinin olmasi beklenmektedir.

Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP) astrositlerde bulunan AF’lerdir.
Astrositlere yapisal destek ve saglamlilik saglamaktadirlar. Astrogliozis ve astrosit
hasarmin oldugu siireglerde BOS ve daha az oranda kanda miktarlarinin artmasi

beklenmektedir.

Interldkin — 6 (IL-6) MS ve NMOSBH fizyopatolojisinde merkezi konumda
gorev alan bir sitokindir. T helper (Th) 17 ve AQP4 — IgG antikorlarini iireten
plazma hicrelerinin aktivasyonu icin gereklidir. Hastalik aktivasyonunda

diizeylerinin artmasi beklenmektedir.

Osteopontin néroinflamasyonun olusumunda ve ilerlemesinde roli olan atipik

immun regiilatordiir. T hiicre gelisiminde ve farklilasmasinda gorevlidir.

Growth Associated Protein — 43 (GAP —43) aksonal ve sinaptik rejenerasyonda
gorevli sinaptik membran proteinidir. Blylyen ve rejenere olan aksonlarda BOS ve

kan diizeylerinin artmas1 beklenmektedir.

Tek bir biyobelirte¢ tan1 koymada tek basma yeterli degildir. Hastalik
patogenezinde 6nemi oldugu gosterilen belirtecler, klinik bulgular ve MRG gibi

goriintiileme yontemleri ile beraber tan1 koymaya yardimci olurlar. Ozellikle



hastalik takibinde, verilen tedaviye verilen cevabin degerlendirmesinde

norofilamanlar ve GFAP gelecek vadeden belirteclerdir.

2.GENEL BIiLGILER

2.1.1 Noroimmunolojik Hastaliklar Nedir?

Noroimmun hastaliklar; ndrodejenerasyon ve otoimmun demyelinizasyonun
oldugu, firsatgr enfeksiyonlarin hastalik sebebi olabildigi, paraneoplastik ve
noropsikiyatrik hastaliklarin goriilebildigi bir dizi hastalik ve olaylarin gézlendigi
hastaliklar bdtinin hepsine verilen isimdir. Bu hastaliklar multifaktoriyel,
kompleks, ¢ogunlukla da genetik, ¢cevresel faktorler ve bozulmus immdinitenin rol
aldig1 mekanizmalar ile tetiklenen heterojen klinik ve patolojik ozellikleri olan
hastaliklardir. Dogal immUnite yolaklarinin aktivasyonu, efektér T hiicrelerinin ve
otoantikorlarin iretimi, inflame kan beyin bariyeri (KBB), aktiflestirilen
mikroglialar, astrositler, oligodentrositler ve néronlar néroimmin hastaliklarin
olusumuna katkida bulunurlar. Bu hastaliklar hakkindaki giincel ¢aligmalar genetik
, biyobelirte¢ kesfi, ayirici tani, tedavi se¢imi ve noroimmunolojik yolaklarinin
temelini arastirmak tizerinedir (1, 2). Butln néroimmin hastaliklarin temelinde
noronal antijenlere kars1 gelisen immun aktivasyon yatmaktadir . Noroinflamasyon
noroimmiin hastaliklarin belirgin 6zelliklerinden birisidir ve ndroinflamasyona
kars1 gelistirilen immdinterapotik ajanlar noroinflamatuvar hastaliklara kars1 6nemli

faydalar saglamustir (3, 4).



2.1.2 Noroimmunolojik Hastaliklarin Mekanizmalari

Noroinflamasyon, néronal antijenlere immiin cevap ile indiiklenir. Dogal ve
kazanilmis immin hiicrelerin kompleks etkilesimleri, vaskiiler inflamasyon,
astrositler ve mikroglia hicreleri néroimmin hastaliklarin patolojisinde goérev
almaktadir. HUcre aracili otoimmin cevap néronal otoimmunitenin belirgin
ozelligidir. CD4* ve CD8" T lenfositler patolojinin baslamasini ve yayilmasini
tetikler ve noronal antijenlere karsi otoantikor cevabini destekler. Normal
fizyolojide, timusta negatif seleksiyon ile otoreaktif T lenfositlerin biyuk
cogunlugu elimine edilmektedir. Fakat, bazi1 diistik affiniteli self-reaktif T hiicreleri
timik santral toleranstan kacar ve periferal lenfoid organlara mobilize olur. Bu
otoreaktif T hiicrelerinin SSS hasar1 yapmak i¢in aktivasyonu ndronal T hiicre
cevabini indiikler. Genetik ve gevresel faktorler noronal otoimminiteyi de
diizenlediginden, patojenik mikroorganizmalarin antijenleri ile ndronal antijenlerin
molekdler benzerlikleri otoreaktif CD4* ve CD8 T+ hiicrelerinin aktivasyonunu da
tetikler. Ornek olarak, Ebstein Barr Virlis (EBV) enfeksiyonlar1 ve reaktivasyonlari

MS gelisme riski ile giiglii bir sekilde iligkilidir (1, 2).

2.2 Multiple Skleroz

2.2.1 Tamim ve Tarihce

MS inflamasyon, demyelinizasyon ve aksonal hasar ile karakterize; beyin ve
spinal kordu etkileyen kronik otoimmin SSS hastaligidir. Bu hastalikta myelin

kiliflar, oligodentrositler ve daha az oranda akson ve ndronlar hasarlanir. 2015°de



diinya capinda yaklasitk 2.3 milyon insanin MS hastaligina sahip oldugu
belirtilmistir (5). ilk olarak 1868 yilinda Jean — Martin Charcot tarafindan hastalik
tanimlanmistir.  Gliniimiize kadar hastaligin degisik formlar1 tanimlanip tam
kriterleri degistirilmistir. Hastaligin ortalama baslama yas1 20-50 arasidir;
kadinlarda erkeklerden iki kat fazla gorilmektedir (6, 7).

MS kisisel ve sosyoekonomik ciddi yiikler getirmektedir. Hastaligin ortalama
baslama yasi1 olan 30, is ve aile planlamasi i¢in belirleyici bir yas grubudur. Geng
eriskinlerde 6zellikle de kadinlarda ciddi fiziksel engellilik sebebidir. Tanidan
ortalama 25 sene sonra , hastalarin yaklagik yarisi tekerlekli sandalye kullanma

ihtiyact duymaktadir (8).

2.2.2 Klinik Belirtiler

MS hastalarinda SSS hasarina bagh tiim belirti ve bulgular ortaya ¢ikabilse de
bunlarin goriillme sikliklar1 degiskendir. Ekstremitelerde gugsuzlik, duysal
belirtiler, ataksi, mesane problemleri, yorgunluk, diplopi, gérme bulanikligi gibi
gorsel belirtiler; dizartri, bellek-konsantrasyon-dikkat bozuklugu gibi kognitif
yakinmalar sik goriilen belirtilerdir. Buna karsilik hareket bozukluklari, epileptik
nobet, bag agrisi, demans diizeyinde kognitif yikim, kortikal belirtiler, isitme kayba,

amyotrofi seyrek goriilen belirti ve bulgulardir(9).



Tablo 1: Multiple Skleroz hastalik baslangicindaki belirtiler ve sikliklari (9)

Bir ya da daha fazla ekstremitede %35
gucsuzluk
Optik Norit %20
Parestezi %20
Diplopi %10
Vertigo %5
Mesane Problemleri %5
Diger <%5

2.2.3 Klinik Seyir Tipleri

MS klinik alt tipleri 2013 yilinda Lublin ve arkadaslari tarafindan Klinik izole
Sendrom (KIiS), relapsing (atakli) ve progresif (kotiillesen) MS olarak ii¢ baslik
altinda tanimlanmistir (9). Bu Klinik tipleri tanimlamada, hastaligin aktive olmasi
ya da hastaligin ilerlemesi, oziirliligiin giderek artmast g6z 6nunde
bulundurulmustur. Daha 6nce ki kilavuzlarda kullanilmis bir terim olan progresif-
relapsing terimi artik kullanilmamaktadir ¢iinkii bu hastalar progresif-aktif hastalar
grubu igine alinmustir. KIS, MS fenotipleri arasina dahil edilmistir. Radyolojik izole
sendrom (RIS) grubuna ait hastalar klinik belirti ve bulgulara sahip olmadigindan
bir MS fenotipi olarak belirlenmemistir (9).
2.2.3.1 KIS

Izole optik néropati, medulla spinalis tutulumu, beyin sap1 sendromu ve daha
az oranda hemisferik tutulum seklinde bulgu vererek ortaya ¢ikan, MRG’de MS‘i

diisiindiiren semptomatik ya da asemptomatik (sessiz) lezyonlarin goézlendigi,



SSS’nin inflamatuvar demyelinizan 6zellikte etkilendigi ilk norolojik tablo KIS

olarak adlandirilmaktadir (9).

2.2.3.2 Ataklarla Seyreden MS (RRMS)
Akut ataklar izleyen tam ya da tama yakin diizelme donemleri mevcuttur,
ataklar arasinda hastalikta ilerleme gozlenmez (9). MS hastalarinin %85’ini

etkileyen, en sik goriilen formdur (10).

2.2.3.3 Progresif MS

Hastalik seyri sirasinda 6ziirliiliigiin eklendigi alt tiptir. Atak ve iyilesmeler ile
giden ortalama 5-6 senelik erken donem sonrast atak sayisinin azaldigi, diizelmenin
az oldugu, ozirliliglin giderek arttif1 ikinci ilerleyici donem gozlenebilir
(sekonder progresif MS (SPMS)). SPMS’de inflamatuvar lezyonlar spesifik
degildir. SSS atrofisine ilerleyici ndrolojik fonksiyon kaybi da eslik eder. Hastalik
ilerledikce beyin voliimi azalir, artmis aksonal kayip bu azalmaya eslik eder (10).
Baslangigtan itibaren ilerleyici bir kotiilesme varsa, bu durum primer progresif MS
(PPMS) olarak adlandirilmaktadir (9) . PPMS, MS hastalarinin yaklasik %10’unu

olusturur. Burada ataklar kotiilesmeye eslik etmez (10).



Sekonder - Progresif Hastalik
r

: Atakl - Dizelen Hastalik Primer - Progresif
Presemptomatik f Hastalik

Hastalik —

Klinik izole Sendrom
Klinik Egik

Engellilik

30 40 Ortalama Yag(Yillar)

“ Ilnﬂama!uvar Relapslar _— |No:oloj|k Bozulma = = = + JAksonal Kayip

Altta Yatan Hastalik
llerlemesi

— IBeyin Volima

IPn‘mer Progresif Hastalik

Resim 1: Multiple Skleroz ve hastalik alt tiplerinin klinik gidisat1 (10)
2.2.4 Etyoloji
MS’ in kesin sebebi bilinmemektedir. Genetik olarak yatkin kisilerde ¢evresel
faktorler ve tetikleyicilerin etkisi ile hastaligin olustugu distiniilmektedir. MS

hastalarinin buyik cogunlugunda hastalik ile iliskili olabilecek aday genlerin

immunolojik patolojiler ile ilgili_olabilecegi belirtilmektedir. MS ve diger

otoimmin hastaliklarin iligkili oldugu genomik bolgeler birbiri ile iliskili olabilir.
MS disinda bagska bir otoimmn hastaligin , MS ile beraber ayn1 genomik boélgeyi
paylastigi durumlarda bu durum MS’in baslamasi i¢in predispose edici bir faktor
olabilmektedir. Genetik olarak yatkin kisilerde otoimminite direkt olarak
tetiklenebildigi gibi, immdiin hicrelerin aktivasyonuna cevresel faktorlerin de

katkis1 olabilmektedir (11, 12).



Cevresel faktorler otoreaktif T hiicrelerinin direkt tetiklenmesinde gorev alir.
Bu hastalikta etyoloji genellikle viral veya mikrobiyal etkenlerdir. Molekdler
mimikri ile (¢evresel antijenlerin, SSS’de hedef olan molekile benzemesi) bu
antijenler etkilerini gosteriler. Ayn1 zamanda SSS’ye affinitesi ylksek olan
enfeksiy0z ajanlar SSS antijenlerinin perifere salinmasini kolaylastirirlar (11, 12).

Enfeksiyona bagl periferal inflamasyonun SSS (zerine direkt etkisi olabilir.
Lokal olarak salman sitokinler afferent sinir sonlanmalarin1 uyarir. Immiin sistem
hicreleri uyarildiktan sonra dolasimda yiiksek konsantrasyonlarda sitokinler
goriilmeye baglar. Bu sitokinler KBB’yi geger ve perivaskiler makrofajlart uyarir.
Immiin sistem SSS iletisimi sonucunda mikroglial hiicrelerin aktivasyonu meydana
gelir. Baz1 vakalarda MS; SSS’ye kars1 direkt bir otoreaktif cevap olmaksizin,
indirekt olarak periferal inflamasyonun mikroglial nérodenerasyonu tetiklemesi ile
meydana gelmektedir (13).

Bugtine kadar literaturde raporlanan MS riskini arttiran gevresel faktorler gok
cesitlidir. Bunlar vitamin D eksikligi, Sitomegaloviriis (CMV) enfeksiyonu,
sirkadyan ritmin bozulmasi, sigara i¢imi, EBV enfeksiyonlaridir. Bu siipheli
cevresel faktorler arasinda MS riskini artirdigi en iyi gosterilenler sigara igimi ve

EBV enfeksiyonudur (14).

10



Tablo 2: Multiple Skleroz gevresel risk faktorleri (15)

HLA  ANTIJEN KANITIN
RISK FAKTORU | ODDS RATIO | GENI iLE| GUCLULUGU
ETKILESIMI
Epstein -Barr 3.6 Evet +++
viriis seropozifligi
Genclik obezitesi 2 Evet +++
Sigara I¢cimi 1.6 Evet ++
Vitamin D 1.4 Muhtemel +++
eksikligi
Diistik giines 15181 2 Muhtemel ++
maruziyeti
Vardiyali iste 1.7 Hay1r ++
calisma
Enfeksiyoz 2 Evet ++
mononukleozis
Pasif sigara icimi 1.3 Bilinmiyor +
Oral tatun 0.5 Bilinmiyor +
kullanimi
Kahve 0.7 Bilinmiyor +
Alkol 0.6 Bilinmiyor +

MS ile iligkili su ana kadar, hastalik ile kesin iligkisi tanimlanan tek bir

otoantijen, otoantikor veya enfeksiy6z ajan tanimlanmamistir. Fakat diger

otoimmiin hastaliklarla ortak siipheli gen bdlgelerini paylastigi goriilmiistiir.

Immunsupresif tedavilerin hastalik gidisatin1 modifiye ettigi goriildiikten sonra

bir¢ok arastirmacit MS’in primer organ spesifik otoimmin hastalik olabilecegini

diisinmustiir. Otoimmin tiroid hastaligi, inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 ve

psOriasis gibi bazi otoimmuUn hastaliklarin ortaya ¢ikma riskinin MS hastalarinda

arttig1 gorilmiistiir (16).
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Noroimmiinite ve ndroinflamasyon, MS patogenezindeki temel patolojilerdir.
Patofizyolojik olaylar kaskadinin baslaticisi inflamasyon mu, bilinmeyen bir
enfeksiy0z ajana ikincil cevap mi, intrinsik/primer SSS dejenarasyonu mu hala
tartismalidir ve siiphelidir (17, 18). Bir¢ok calismaya gore, self-reaktif immun
hiicrelerin SSS’ye girmesi ve myelin kiif komponentlerine saldirmasi primer
patojenik olaydir. Immiin toleransin etkisiz hale gelmesi ile otoreaktif lenfositler
prolifere olmaya baslar. Fakat bu hicrelerin nasil aktive olup prolifere olduklart,
SSS’ye ulastiklari, patolojik olaylar1 yonetip norolojik disfonksiyona yol agtiklart
net degildir. Bu olaylarda genetik ve gevresel faktorlerin beraber rol aldiklari
distintilmektedir (15). Hastaliga spesifik cevresel faktorler olsa bile bu hastalar
klinik bulgu ile hastaneye bagvurdugu zaman, predispoze edici faktoriin {izerinden
uzun yillar gegmis olabilmektedir. Bu da predizpoze edici gevresel faktorleri
tanimlamay1 oldukga zor hale getirmektedir (19). Cevresel faktorleri tanimlamak
zor olsa da, modifiye edilebilen risk faktorlerini tanimlayabilmek, hastalig
Onlemeye yonelik yapilacak ¢alismalarin 6niinii agabilecektir (15).

Genetik yatkinlig1 olan kisilerde hayatin erken doneminde cevresel faktorlere
maruziyet, bozulmus immin tolerans, otoreaktif kazanilmis immdin hicrelerin
aktivasyonu ve bu hiicrelerin SSS‘ye ulagmasi patolojik olaylar zincirini baslatarak
demyelinizasyon, aksonal, néronal hasar ve gliozis ile sonuglanir. Zaman gegtikce
tamir mekanizmalar1 yetersiz kalir, SSS igerisinde dogal immdnite aktivasyonu
olur. Oksidatif hasar, anormal enerji metabolizmasi ve meninkslerde lenfoid folikul
benzeri olusumlar meydana gelmeye baslar. Zamanla koruyucu mekanizmalar

kaybolur ve norolojik kétiilesme ile stireg sonuglanir (20).
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Otoreaktif lenfositlerin SSS’ye girmesi ile beraber demyelinizasyon,
ndroaksonal dejenerasyon, sinaptik kayip, oligodendrogliopati en sonunda doku
kaybi, astrogliozis ile siire¢ sonuglanir. Immiinopatolojik olaylar beyaz ve gri
cevherde demyelinize alanlarin olugsmasina sebebiyet verir. Oligodentrositlerin ve
myelin kilifin kaybi, astrositik skar, MS igin karakterize demyelinizan plaklarin

olusumu ile sonuglanir (16).

2.2.5 Fizyopatoloji
MS, plak veya lezyon olarak adlandirilan, beyin ve spinal kordun beyaz ve gri
cevherindeki demiyelinize alanlarla karakterizedir. Demiyelinize alanlar myelin

kilif ve oligodentrositlerin kaybini1 gostermektedir (21).

2.2.5.1 Lezyon olusumu
Inflamasyon MS’in biitiin evrelerinde vardir. Fakat akut fazda kronik faza gore
daha fazla oldugu gosterilmistir. Erken lezyonlarda KBB’nin periferal immun
hiicreler ile invazyonu ve hiicrelerin KBB’ye sizintilar1 oldugu iddia edilmistir.
Makrofajlar bu lezyonlarda biiyiik bir alan1 kaplar. Lezyonlarda miktarlarina gore
makrofajlart siras1 ile CD8" T hiicreleri ve daha az sayidaki CD4" T hicreleri
izlemektedir. B hiicreleri ve plazma hiicreleri daha az oranda bulunmaktadir (22).
Hastalik ilerledikge, lezyonlarda diffliz inflamatuvar T ve B hucreleri
infiltratlari, mikroglia, astrosit aktivasyonu ve diffliz myelin kayb1 ve aksonal hasar
belirginlesir. Bu olaylar neticesinde gri ve beyaz cevherde daha fazla atrofi

meydana gelir (21). Hastalik ilerledik¢e infiltrattaki T hiicre kompozisyonu
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degismezken, B hiicreleri ve plazma hiicrelerinin oran1 artmaktadir (23).
Inflamasyon, SSS icinde zaman gectikce daha organize hale gelir. Hastalik
ilerledikce periferden MSS’ye olan inflamatuvar hiicre akisi azalir . SPMS’de
meninkslerde {iglinciil lenfoid yapilar bulunur. Bu inflamatuvar agregatlar kortikal
demyelinizasyona ve doku hasarina katkida bulunurlar (24).

Akson ve noronlar MS’in erken dénemlerinde ¢ogunlukla korunurlar. Devam
eden hastalik néroaksonal kayip ve bu kayipla orantili olarak hasta engelliliginde
artma sonrasinda beyin atrofisi ile sonuglanir. Astrositler beyaz cevher
lezyonlarinda glial skar olustururlar. Beyaz cevherdeki demyelinize alanlar

remyelinizasyonla kismi olarak tamir edilmeye ¢aligilir (21).

2.2.5.2 Santral sinir sistemi disinda immiin sistem disregiilasyonu

e Otoreakti! T hacreleri santral

(D toleranstan kagabilir ve perifere
salimr

Periferal tolerans TReg hicre
defektieri ve/veya efekidr hicre
direnci ile bozulur ve bu durum

Otoreaktif adaptif imman hicreler
molekdler mimikri, spesifik otoantijen,
SSS antijeninin perifere salinims ile aktive
odilebilr

Timik gikg

Periferal homeostatik cojaima

Cevresel faktdriere maruziyet

Resim 2: SSS disinda immiin sistem disregiilasyonu (10)
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Timusda ki santral tolerans ile otoreaktif T huicrelerinin ¢gogu ortadan kaldirilir.
Fakat bu sistem her zaman miikemmel islemez. Otoreaktif T hiicrelerinin bazilari
perifere salinir. Normal sartlarda, periferal tolerans mekanizmalar1 perifere kagan
bu hiicreleri kontrol altinda tutar. Eger bu periferal tolerans bozulursa (Treg hucre
fonksiyonu azalmasi/Efektér T ve B hiicrelerinin sUpresyon mekanizmalarina
artmis direnci) molekiiler mimikri mekanizmasi ile periferde aktive olurlar. Genetik
ve cevresel faktorler, enfeksiydz ajanlar, sigara igimi bu olaylara katkida bulunur.
CD8" T hiicreleri aktive olur, CD4" T helper, T helper 1 (Thl) ve Thl17‘ye
diferansiye olur. B hiicreleri ve dogal bagisiklik hiicreleri SSS’ye infiltre olur,

inflamasyon ve doku hasarina yol agarlar (10).

2.2.5.3 SSS: Immiin Korunakli Bolge

Yabanc1 antijenlere kars1 azalmis immiin cevapla karakterize viicut boliimleri
immiin korunakli bolgeler olarak isimlendirilmektedir. SSS’de immiin korunakli
(immune-privileged) bélge olarak tanimlanmaktadir. Immiinojenik ajanlar SSS
parankimine uygulandig takdirde adaptif immin yanit ortaya ¢ikmaz. Bu durumun
belli bash sebepleri vardir. Endotelyal ve epitelyal bariyerler 16kosit hareketlerini
siirlandirir (KBB, kan-BOS bariyeri (KBSB) ve kan-leptomeningeal bariyerler).
Ayni1 zamanda beyin parankiminin anti-inflamatuvar cevresi ile BOS ve lenfatik
sistemin anotomik izolasyonu da bu duruma katkida bulunur. Fakat farelerde
yapilan bir ¢aligmada SSS lenfatiklerinin dural siniislere drene oldugu, SSS ve
lenfatik sistem arasindaki anatomik baglant1 yetersizligi hakkindaki bu hipotezin

tekrar degerlendirilmesi gerektigi belirtilmistir (25, 26).
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2.2.5.4 Multiple Skleroz’da SSS igerisinde erken ve ge¢ donemde immun sistem

disregulasyonu

Resim 3: Multiple Skleroz’da SSS igerisinde erken ve ge¢ donemde immun

sistem disregiilasyonu (10)

MS’in erken ve ge¢ doneminde hastalik patogenezine katkida bulunan olaylar
farklilik gostermektedir. Hastaligin erken donemlerinde periferden SSS’ye olan
immin hiicre infiltrasyonu ¢ok belirgin iken hastaligin ge¢ fazlarma dogru
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gidildikge periferden SSS’ye olan immin hiicre infiltrasyonu azalmaktadir.
Periferden gelen immin hicreler meningeal damarlardan direkt KBB’ye gecerek,
subaraknoid araliktan veya da koroid pleksustan KBSB bariyerini gegerek MS’in
erken donem belirtilerini olusturur. Sonrasinda direkt hiicre aracili hasar
mekanizmalari ile, ¢0zuinebilen inflamatuvar ve ndrotoksik mediyatorlerin etkisi ile
demyelinizasyon ve aksonal hasar ortaya ¢ikar. Hastalik ilerledikce, periferden
SSS’ye gelen immun hiicrelerin infiltrasyonu azalir. Bu azalmanin da sebebi
olarak kronik antijen maruziyetine bagh adaptif immun hicre tikenmesi
gosterilmektedir. Ilerleyen evrelerde, kronik SSS-intrinsik inflamasyonu ve
norodejenerasyon devam eder. Meningeal uclncil lenfoid-benzeri yapilar
,Jhastaligin bu doneminde (progresif donem), 6zelikle de SPMS’de gosterilmistir.
Bu yapilar MS’deki ge¢ donem inflamasyona katkida bulunmaktadir. Hastaligin
gec doneminde ayrica, astrositlerin hasarlanmasina bagl olarak glutamat birikimi,
reaktif oksijen metabolitlerinin birikimi, iyonik imbalans, metabolik stress enerji

azlig1 gibi sebepler bu siireglere katkida bulunur (10).

2.2.5.4 Primer Progresif Multiple Skleroz

PPMS patofizyolojisi cok net olmamakla beraber, inflamasyonun tetikledigi
demyelinizasyon, B ve T lenfositlerin aktivasyonu, mitokondrial disfonksiyon ve
demir birikimi gibi c¢esitli mekanizmalarin  patofizyolojide rol aldig
diistiniilmektedir (27). Glial aktivasyonun da noroaksonal hasar, néronal 6lum
progresyonunda belirleyici rolii oldugu 6ne surulmektedir (28). Glial aktivasyon

PPMS’deki ndrodejenerasyon progresyonunun varsayilan sebebidir. MS’de astrosit
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aktivasyonu iki ucu keskin kilig gibidir. Glial skar formasyonu dokuyu diger
gelecek olan hasarlara kars1 korurken, olusan skar ayn1 zamanda remyelinizasyonu
Onler (28). Progresif hastalikta ki patogenez ¢ok net olmadigi igin bu hastalik alt
tipine kars1 gelistirilen tedavi rejimleri de hastaligin ilerlemesini ve noroaksonal

kayb1 durduramamaktadir (10).

2.2.5.5 Multiple Skleroz’da relaps

MS’de relapslarin, SSS’nin belirli boliimlerinde ki inflamatuvar agregatlarin
subakut gelisimi ile meydana geldigi diisliniilmektedir. Bu inflame alanlar gelisimi
ile orantili olarak kan beyin bariyeri destriiksiiyonu ile iligkilidir ve MRG’da
godolinium-enhancing (Gd+) lezyonlar olarak gorilmektedir (29). MS relaps
patogenezinde dikkate alinan bir diger hipotez, periferde aktive olan otoreaktif
lenfositlerin, KBB’ye infiltre olmasi ve sonrasinda patogenez ile ilgili olaylarin

ortaya ¢tkmasidir (10).

2.2.5.6 Immiin Hiicre Aktivasyonu

Bilinen bir predominant ekzojen risk faktorii yoklugunda, MS’in periferde olan
immin hiicre aktivasyonu sonucu mu, SSS kaynakli mi1 oldugu konusu
tartismalidir. Molekiiler mimikri ve primer norodejenerasyon bu konu hakkinda
tanimlanan hipotezlerdir. Yabanci bir antijene ait peptidin, self-proteinin bir
parcasina benzeme Ozelligi temelinde T hiicresine sunulmasi ile otoimmin

reaksiyonun tetiklenmesi olayr molekuler mimikri ismini almaktadir. SSS kaynakli
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hiicreler tarafindan tetiklenen, aksonlarin ve ndronlarin progresif disfonksiyonu ile

sonuclanan surectir. Periferden olan hicre infiltrasyonunun zittidir (10).

2.2.6 Kan Beyin Bariyeri ve Kan Bos Bariyeri

KBB ve KBSB, sistemik dolasim ile SSS arasinda, devamli hiicresel
bariyerden olusan kompleks bir ag1 temsil eden yapilardir. SSS i¢in kritik olan
onemli metabolik degisimlerin ¢cogu bu siki kontrol edilen ag araciligi ile
olmaktadir. KBB beyin dokusu ve kan damarlari arasinda bir arayiizdiir. Beyin
dokusu ile kan dolasimini ayiran membrandz bir olusumdur. KBSB meninkslerin
araknoid tabakas1 boyunca koroid pleksus yerlesimlidir (30, 31). Serebral endotel
hiicreleri, perisitler ve bunlarin bazal laminalari, bunlari ¢cevreleyen ve destekleyen
astrositler ve perivaskiler makrofajlar KBB’nin kompleks organizasyonunu
olusturmaktadir. SSS’de kapillerler diger dokulardaki kapillerlerden yapisal olarak
farklidir. Penceresi olmayan 6zel endotelyal hiicrelerce ¢evrilip siki baglantilarla

kapatilmistir (32).
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Resim 4: Kan beyin bariyeri(A) ve kan bos bariyeri(B) (33)

2.2.6.1 Multiple Skleroz’da kan beyin bariyeri destriikstiyonu

Otoimmin aktivasyonun sonucunda, lenfositler periferde aktive olup SSS’ye
infiltre olur ve sonunda myelin ve akson kaybina sebep olan lokal immun cevap
tetiklenir. Myelin kaybina, proinflamatuvar sitokinleri iceren sitotoksik faktorler,
proteazlar, reaktif oksijen ve nitrojen tiirevleri katkida bulunurlar. MS’li hastanin
beyin dokusunda en erken goérilen serebrovaskiler anormallik, KBB’nin

disregulasyonu  ve  aktive  olmus  lokositlerin  transendotelyal
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migrasyonudur(33). MS’de inflamatuvar ve norodejeneratif streclerin
etkilesimleri sonucunda noérolojik kotiilesme ve sonrasinda progresif engellilik
oraninda artma goriilmektedir . MS ataklar1 boyunca, inflamasyon beyaz cevherde
baslar ve beyin ve spinal kordda myelin yikimi ile devam eder (33).

MS alt tipleri birbirinden farkli patofizyolojik hastalik mekanizmalarina
sahiptir. Bu farkli mekanizmalar heniiz molekiiler diizeyde gosterilememistir.
Otoreaktif T hucreleri KBB’yi geger ve sonrasinda progresif engellilige yol acan
demyelinizasyon ve aksonal hasara sebep olur. Guncel ila¢ ¢alismalar1 hastalik
patofizyolojisinde lokositleri KBB destriiksiiyonunu baslatan énemli bir olay
olarak gérmektedir (34) . Poser, 1986 yilinda bu hipotezi destekleyen bir teori
tanimlamugtir. Bu teoride MS gelisimi i¢in gerekli olan dort parametre su sekilde
siralanmugtir: Genetik predispozisyon, cevresel ve muhtemel viral immin aracili
olaylar, KBB fonksiyonlarinda ki degisimler, SSS icerisinde plak olusturabilme
kabiliyeti (35-37).

KBB ksenobiyotiklerin, toksik metabolitlerin ve immun hiicrelerin SSS’ye
girisini 6nlemektedir. KBB’nin islevselligi, KBB endotelyal hiicreleri, perivaskuler
astrositler ve perisitlerin etkilesimi ile meydana gelmektedir. Diizenli SSS
fonksiyonlart i¢in biyokimyasal ve immiinolojik mikrogcevrenin bir diizen i¢inde
caligmasi gereklidir. Bu diizende ki bir bozulma MS gibi SSS patolojileri ile iligkili

olabilecektir (38).
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KBB Fonksiyonlan

« By
Saghkh Beyin korumak(SSS)

Dolagim ve SSS arasinda dizenlenmis ®  Homeostazis

=~ Otoimmdn reaksiyon sonucu bozulmug
fonksiyon

MS Beyni

*  Ofgodentrost

vo akson kayb

Inflamasyon

Bozulmus KBB
Fonksiyonlan

Resim 5: Saglikli ve MS beyninde KBB’nin rolii (39)

KBB oldukga spesifik endotel yapisina sahiptir. Bu yap1 sayesinde KBB beyni
koruyucu fonksiyonlar gosterir. Noronlardan kan dolagimini ayirir ve homeostazisi
devam ettirir. Patolojik durumlarda, KBB disfonksiyonu immin hicre
infiltrasyonuna sebep olur ve beyin parankimi icerisindeki inflamatuvar cevaplar
bu durumu izler. MS lezyonlarinda beyinde demyelinizasyon, aksonal hasar ve
ndrodejeneratif strecler gérulmektedir (33).

Immiin hiicrelerin SSS parankimine ulasimi kisithidir. inflamatuvar cevapta
I6kosit ekstravazasyonu kritik basamaktir. KBB’ye lenfositlerin transendotelyal
migrasyon mekanizmasi belirli bir sirada olmaktadir. Endotel hiicreleri ve 16kositler
Uzerinde adezyon molekullerinin ekspresyonu meydana gelir. Kemokinler 16kosit
infiltrasyonunu kolaylastirmak igin fonksiyon g0sterir. Lenfositler endotel
hiicrelerine yapisir. KBB hem Th17 hcrelerinin infiltrasyonu ile hem de bu

hiicrelerin sekrete ettikleri IL-17 sebebi ile destriikte olur. Loékositler endotel
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hlcreleri yiuzeyinden endotelyal baglantilar arasindan go¢ eder. Lokositler
endotelyal bazal membrana penetre olur ve perivaskdler alana geger (33).

Immin hiicreler SSS’ye ulasinca, tekrar aktive edilir ve lokal olarak
inflamatuvar olaylar1 baslatan kaskat tetiklenir. Bu olaylar sonucunda sitokinler,
kemokinler, proteazlar ve toksik mediyatorler salinir. MS’deki inflamasyonu
baslatan kesin sebep bilinmemektedir fakat genel kabul goren konu, cevresel
faktorlerin genetik predizpozisyonu olan kisilerde T hiicre aracili cevabi
baslatmada 6nemli oldugu diistiniilmektedir (33).

MS’de KBB yikiminin gegici oldugu disiiniilmektedir. Haftalar, aylar hatta
yillar igerisinde, ayn1 veya farkli lokasyonlarda rekiirrens gézlenebilir (33).

SSS’ye 16kosit girisi MS’de ve bazi inflamatuvar hastaliklarda hastalik
patogenezinde erken olaylardandir. KBB disfonksiyonun immuan hicre
infiltrasyonundan 6nce mi meydana geldigi, perivaskuler l6kosit
akiimulasyonunun bir sonucu mu oldugu hala belirsizligini korumaktadir.
Hangi hipotez gecerli olursa olsun, l6kosit migrasyonu KBB permeabilitesini
modifiye etmektedir (39).

Anti-a4bl integrin antikoru Natalizumab’in kullanima girmesi ile, KBB
disfonksiyonun demyelinizasyondan dnce gelebilecegi hipotezi desteklenmistir.
Natalizumab SSS’ye olan 16kosit migrasyonunu kisitlar ve lezyon olusumunu,
MRG’de kontrast tutan lezyon sayisin diisiiriir (40). Periferal immdin sistemin KBB
disfonksiyonuna olan etkisi hipotezi i¢in de rutin kullanima giren baz1 tedavilerle

(Mitoksantron, Kladribin, Fingolimod) bu durum desteklenmistir. Bu tedavilerin
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ayn1 zamanda yeni kontrast tutan lezyonlarin sayisini azalttigi da gosterilmistir
(40).

Lokositlerin KBB’ye migrasyonu KBB permeabilitesini artirir ve bu durum
daha sonra gerceklesecek olan 16kosit infiltrasyonlarini kolaylastirici etki gosterir.
Proinflamatuvar 16kositlerin SSS’ye girisi, néroinflamasyon, KBB destriiksiyonu
ve MS plak formasyonu olusumu olaylarimi tetikleyici erken olay olarak
gorilmektedir (41).

MS hastalarinda ki aktive lokositler, eksprese ettikleri ve salgiladiklar
inflamatuvar sitokinler, ¢cozinebilen faktorler, reaktif oksijen turevleri (ROT) ve
matriks metalloproteinaz (MMP)’lar araciligi ile KBB permeabilitesini artirirlar .
Bu etkiler direkt olarak veya da indirekt néroglial hiicreler aracilig ile ortaya ¢ikar

(39).

2.2.7 Tam

MS tanis1 konulurken revize McDonald tani kriterlerinden yararlanilir (42).
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Atak Objektif klinik bulgulu MS tanisi icin gerekli ek veri
lezyon sayisi
>2 atak =2 Yok*
=2 atak 1+ oykude baska bir Yok*
alanda ki lezyona ait
atak®
=2 atak 1 S55'de farkh bir alandaki lezyona ait yeni bir atak
veya MRG" ile mekanda yayilimin gosterilmesi
1 atak =2 Ek bir klinik atak veya MRG® ile zamanda yayilimin
gosterilmesi veya BOS-spesifik OKB* varligi
1 atak 1 lezyona ait objektif SS5S5'de farkh bir alandaki lezyona ait yeni bir atak
klinik bulgu veya MRG" ile mekanda yayihimin gosterilmesi
ve ek bir klinik atak veya MRG® ile zamanda
yayihmin gosterilmesi veya BOS-spesifik OKB* varligi
Sinsi 1 yil klinik progresyon Asagidakilerin 2'si
progresyon | (retrospektif veya ® MS tipik (periventrikiiler, kortikalfjukstakortikal
prospektif, ataktan veya infratentoryal) alanlarda =1 lezyon
bagimsiz olarak) ® Spinal kordda >2 lezyon
® BOS-spesifik OKB varligi

*: Mekanda ve zamanda yayilimi gdstermek icin ek bir teste gerek yoktur. Ancak beyin MRG tim hastalara
yapimahdir. Taniy destekleyecek yetersiz klinik ve MR bulgulan olanlarda, tipik KIS olmayanlarda, atipik 6zellikleri
olan hastalarda ek olarak spinal kord MRG ve BOS tetkiki yapiimaldir. Bu tetkikler yapilamadiysa ya da negatifse
MS tanisi koymadan dnce dikkat edilmeli ve alternatif tanilar g6z 6niinde bulundurulmahdir.

b Atak icin objektif norolojik bulgular temelinde konulmus klinik tami en givenilirdir. Oykiideki ataga ait
dokimante edilmis objektif nérolojik bulgular yoksa, dyki enflamatuvar demyelinizan olaya ait tipik semptom ve
klinik gelisim &zelliklerini icermelidir. Ancak en az bir atak objektif bulgularla desteklenmelidir. Objektif kanitlarin
yoklugunda dikkatli olunmalidir.

<: MRG'de alanda yayilhm; MS tipik (periventrikiiler, kortikal/jukstakortikal, infratentoryal ve spinal kord) 4 alanin
=2'sinde =1 lezyon olmasi.

“ MRG'de zamanda yayilim; herhangi bir zamanda cekilen MRG'de kontrast tutan ve tutmayan lezyonlarin aymi
anda bulunmasi veya takip MRG'sinde ilk MRG (gekildigi zamandan bagimsiz olarak) referans alindidinda yeni bir
T2 hiperintens lezyonun ya da kontrast tutan lezyonun olmas.

*: BOS-spesifik OKB varligi zamanda yayilimi gdstermez ama tanida onun yerine gecer.

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

Resim 6: 2017 Revize McDonald Kriterleri (Thompson ve Arkadaslari) (43)

MS tanis1 SSS i¢indeki lezyonlarin ve bu lezyonlarin sebep oldugu klinik
tablonun zamanda ve alanda yayiliminin gosterilmesi; ayirici tanisina giren diger
hastaliklarin klinik ve/veya inceleme yontemleri ile dislanmasi ile konulmaktadir.
Baz1 olgularda tan1 klinik ve destekleyici laboratuvar bulgular ile
konulabilmektedir. Ozellikle KIS déneminde, atipik klinik ve MRG ozelliklerine

sahip olgularda tan1 giigliikleri yasanmaktadir. Buna benzer olgularda tani klinik ve
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radyolojik takip sonunda kesinlestirilir. Radyolojik izole sendrom(RIS) giiniimiizde
MS olarak kabul edilmemekte, bu hastalara klinik ve radyolojik takip
onerilmektedir. Ik defa 1983 yilinda gelistirilen Poser tani kriterlerinde
laboratuvar verileri de tani kriterleri igerisine girmistir. Laboratuvara ait
destekleyici bulgularin eklenmeye baslamasi ile (oligoklonal bant pozitifligi
(OKB) ve IgG indeks yiiksekligi gibi) ilk atakta dahi MS tanis1 koyma ihtimali

artmistir (42).

BOS’da OKB pozitifligi saptanmasi ve IgG indeks yiikseklikleri MS tanisina
gitmede 6nemli parametrelerdir. OKB pozitifligi ve IgG indeksi intratekal IgG
sentezini gostermektedir. Bu sentez MS i¢in karakteristiktir ama MS’e spesifik
degildir. BOS ve serum IgG diizeylerinin oraninin, BOS ve serum albumin diizeyi
oranlarina boliinmesi ile IgG indeksi elde edilir. Kabul goren ve onerilen yontem
BOS ve serumda ’izoelektirik fokuslama’ ile OKB’lerin incelenmesidir. Patern 2
veya patern 3 SSS’de immiinolojik aktivasyonun oldugunu gostermektedir

(42).
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. Temel testler

' Kan tetkikleri
MRG

h BOS analizleri

ikincil testler

Uyandinlmis potansiyeller (gorsel, somatosensoriyel)

Optik koherens tomografi

Norokognitif testler
Diger testler

Urodinami

Biyopsi (Deri, Lenf nodiili, beyin-leptomeniks, digerleri)

Anjiyografi (serebral, fluorescein, MR)

Elektrofizyoloji (Sinir iletimleri, EMG)

Akciger grafisi (hiler adenopati)

Digerleri (Schrimer testi, tiikriik bezi sintigrafisi, SPECT, Kveim testi, Gallium scan gibi)

MS: Multipl skleroz, MRG: Manyetik rezonans gériintileme, BOS: Beyin omurilik sivisi, EMG: Elektromiyografi,
SPECT: Tek foton emisyonlu bilgisayarli tomograf

Resim 7: MS tanisi ve ayirici tanisinda kullanilan tetkikler (43)

2.3 Noromyelitis Optika Spektrum Bozukluklar1 Hastaliklar
2.3.1 Tanim

NMO esas olarak spinal kordu ve/veya optik sinirleri, daha nadir vakalarda
beyin sap1 ve diensefalonu tutan, SSS’nin immun aracili akut, tekrarlayan
inflamatuvar hastaligidir. Glincel hastalik modellemesine gore, astrositlerin ayaksi
¢ikintilarinda bulunan aquaporin — 4 (AQP4) isimli su kanallarina 6zgii NMO-Ig
G’nin kompleman kaskadi aktivasyonu ile inflamasyonu baglatip MSS’de

demyelinizasyon ve doku kaybina sebep oldugu gosterilmistir (43, 44).

2.3.2 Tarihge

NMO ilk defa Fransiz ndrolog Eugene Devic tarafindan 19.Y1iizy1l’da transvers

myelit ve ciddi bilateral optik norit ile karakterize monofazik hastaligi tanimlamak
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icin kullanilmistir (45). NMO tani kriterleri stirekli gelistirilmeye ve yenilenmeye
calisilmaktadir. 11k versiyonu 1999 yilinda yayinlanan tami kriterleri, 2006 yilinda
revize edilmis ve son halini 2015 yilinda almistir. Yeni tan1 Kriterleri ile beraber

NMO, NMOSBH olarak genisletilmistir (46).

2.3.3 Klinik Belirtiler

NMO, ciddi optik nérit ve myelit ataklari ile karakterize inflamatuvar
demyelinizan bir hastaliktir. MS’in geleneksel formunun aksine, NMO’da
lezyonlar serebral beyaz cevheri Ozellikle de erken evrede daha az tutma
egilimindedir (47). Tek bir atak epizodu bile, total korltk ve parapileji gibi ciddi
norolojik defisitlere yol acabilmektedir (48). NMO’da en fazla etkilenen bolgeler
olan optik sinir ve spinal kord biyopsi materyali elde etmek icin uygun bolgeler
degillerdir. Bu ylizden hastaligin tanisi da primer olarak klinik bulgulara,

goriintiilemeye ve serolojiye dayanmaktadir (49).

2.3.4 Etyoloji ve Fizyopatoloji

NMO, spesifik bir dokuda hedef molekiilii tammmlanan, astrositik su
kanallar1 AQP4, ilk inflamatuvar otoimmUn demyelinizan hastaliktir. Klinik
olarak valide edilmis serum biyobelirteci, NMO-IgG relapslarla seyreden SSS
inflamatuvar demyelinizan hastaligi olan NMO’yu MS’den ayirir (50). Hedef
antijen AQP4 su, potasyum ve glutamat akisi i¢in 6nemli olan; KBB, ranvier

nodlar1 ve transndronal sinapslarda astrositik ayaksi ¢ikintilarda ekprese edilen bir
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su kanalidir (50). SSS AQP4 otoimmunitesi siklikla multisistemik otoimmun

hastaliklarla beraber goriiliir (51).

2.3.4.1 Aquaporin 4 kesfi, yapisi ve fonksiyonu

AQP4 memeli hiicrelerinde 12’den fazla iiyesinin tanimlandigi aquaporin
ailesine ait su kanali proteinidir. Ik defa rat akcigerlerinden 1994 yilinda izole
edilmistir. Diger aquaporin ailesi liyelerine benzer sekilde, AQP4 monomerleri 6
adet helikal, iki tane kisa helikal segment igerirler. AQP4 kan, beyin ve BOS
kompartmanlari arasinda su hareketini saglar(52). SSS’de ki dokularda AQP4-1gG
aracili hiicresel hasardan M23-AQP4 izoformunun sorumlu oldugu gosterilmistir

(53).

AQP4 SSS’de en ¢ok eksprese edilen su kanali proteinidir. Kapillerlerin
cevresinde, astrositik ayaksi uzantilarda, glia limitansta ve ependimada yuksek
oranda eksprese edilmektedir. Ayrica optik sinirler ve spinal kordda da yiiksek
oranda bulunmaktadir (54). SSS’nin bagka bolgeleri de AQP4’U ekprese
etmektedir. Hipotalamusun supraoptik nukleusu, area postrema ve lamina
terminalisin vaskdler organi gibi periventriikiiler yapilar bu bolgelere érnektir. Bu
bolgeler’de KBB yapis1 zayiftir ve sivi homeoastazini diizenleyen ve arginin-
vazopressin salgilayan osmosensitiv néronlar igerir. Ayrica néronal doku disinda
iskelet kas hiicresi, akciger havayollari, gastrik parietal hiicreler, renal toplayici
hicreler, i¢ kulak, retinal Maller hiicreleri, lakrimal gland, tukrik bezi hicreleri ve

olfaktor epitel hiicrelerinde bulunur (55).
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AQP4 ekspresyonu 0Ozellikle spinal kord ve optik sinirde belirgindir. Bu iki
doku NMOSBH hastalarinda major etkilenen iki dokudur. SSS’de AQP4 esas
olarak astrositlerde o6zellikle de KBB ve KBSB olusumunda 6nem arz eden
mikrokapiller endotelyal hucrelerle etkilesimde olan astrositlerin  ayaksi
uzantilarinda eksprese edilmektedir. Astrositlerin ayaksi uzantilarinda yiiksek
oranda eksprese edilen AQP4’ler, su gecirgenligi ve kandan glukoz alimi gibi bazi

gorevlerde bulunmaktadirlar (56).

2.3.4.2 Fizyopatoloji

AQP4’e kars1 antikor liretmek icin 6zellesen antikora spesifik plazmablastlar
Th hiicresinin sekrete ettigi IL-6’nin etkisi ile SSS disinda plazma hucrelerine
doniisiir. Plazma hiicrelerinden iiretilen AQP4’e spesifik antikorlarin etki
gosterebilmesi i¢in; KBB’nin biitlinliigiiniin bozulmus olmasi gerekmektedir.
Tetiklenen inflamasyon ile KBB biitinliigiinin bozulup ve destrikte oldugu
varsayllmaktadir. KBB destriiksiyonu NMO patogenezinde 6nemlidir ama
destriiksiiyonun mekanizmasi hala net degildir.

AQP4’e oOzel efektor T hiicreleri SSS inflamasyonunu baslatarak SSS’de
nétrofillerin ve eozinofillerin birikmesine sebep olur. Komplemanin da aktive
edilmesi ile, AQP4-IgG AQP4 su kanallarina baglanir ve astrosit hasarina sebep
olur. Astrositlerin hasarlanmasi ile beraber ortama GFAP salinir. AQP4
antikorlariin hedef aldig1 esas hiicre astrositler oldugu icin myelin kaybi ve
aksonal hasar daha az goriiliir. Parankimdeki inflamasyon derecesi ile myelin kayb1

ve aksonal hasar orantilidir (43, 46, 57-61).
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Astrositlerin AQP4-1gG ile hiicresel hasarini takiben, inflamatuvar cevap bir
dizi olaydan sonra ortaya ¢ikar. Astrositlerin yakinindaki oligodentrositlerin hasari
hiicreler arasi gap junctionlar araciligi ile indiiklenir; sirasi ile demyelinizasyon,

aksonal hasar ve ndronal 6lim goézlenir (58, 60, 62).

Myelin Oligodentrosit Glikoprotein (MOG) SSS’de myelin kilifinin dis
kisminda yerlesimli oligodentrositler tarafindan {iretilen transmembran proteindir.
Ekstraselliiler pargasinin  hiicresel ve humoral immuniteyi tetikledigi
diistiniilmektedir. MOG’a spesifik efektor T hiicreleri lenfositlerin akkiimiilasyonu
ile SSS’de inflamasyonu baglatir. SSS disinda MOG spesifik B hiicreleri Th
hicreleri yardimi ile MOG antikorlar1 iireten plazma hiicrelerine doniigiir. MOG-
IgG’lerin SSS’ye girebilmesi i¢in KBB’nin biitiinliigliniin bozulmus olmasi
gerekmektedir. MOG-IgG’nin SSS’ye girmesi ile antikor myelin ve MOG eksprese
eden oligodentrositlere baglanip hasara sebep olur. Bu hipotezde MOG-IgG’ler
direkt myelin kilif ve oligodentrositleri hedef aldig1 i¢in myelin kayb1 ve aksonal

hasar daha fazla olur (46).

Insanda ve deneysel calismalarda, AQP4-IgG’nin IgG1 sinifina ait oldugu ve
komplemanin potent aktivatorii oldugu belirtilmistir. Antikor hedefine baglandig:
zaman kompleman aracili inflamasyonu indiikler, granulosit infiltrasyonu ve
astrosit 6liimii ile siireg¢ sonuglanir. NMOSBH patofizyolosinde kompleman aracili

inflamasyon,sekonder noétrofil ve eozinofil infiltrasyonu anahtar rol oynar (63-66).
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Resim 8 : NMOSB’da AQP4 ve MOG IgG antikorlar1 (47)

NMO’daki inflamasyon AQP4 kanallarina karst olusan antikorlar ile

tetiklenir(60).

AQP4 su kanali glutamat tasiyicist ile birlesmistir; bu tasiyict ‘excitatory
amino acid transporter 2’ (EAAT2) ismini alir ve AQP4-IgG kanala ve tagtyiciya
baglandigi zaman sodyum bagimli glutamat transportu da etkilenir ve sirasi ile
6dem, inflamasyon ve 1gG, M ve kompleman birikimi gdzlenir. Néronlar ve
oligodentrositler astrosite gore glutamat toksisitesine daha duyarhdir.
Ekstraselliller glutamat diizeyleri arttigi zaman kalsiyum gecirgen glutamat

reseptorleri asir1 stimiile olur. Glutamatin hiicre i¢ine aliminin inhibe olmasi ile
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kompleman aracili SSS yaralanmasi tetiklenir. NMOSBH’da hasta serumunda bu
kanala kars1 gelisen antikor hastaliga spesifik iken, MS hastaliga 6zgii spesifik

biyobelirteglerin azligi ile karakterizedir (67).

2.3.5 NMOSBH ve anti — MOG

NMOSBH ve anti-MOG sendromlar1 benzer klinik 6zellikleri ve aligilmis
relaps seyirleri sebebi ile MS ile siklikla karigirlar. Birbirlerinden farkli bu klinik
durumlarin erken ve dogru tanisi, bu hastaliklara verilecek farkli tedavi rejimlerinin
de belirleyicisidir. Ayn1 hasta serumunda AQP4-1gG ve MOG-IgG’lerin beraber
bulunmalarinin  azligindan dolayr, AQP4-IgG NMOSBH ve anti-MOG
sendromlarinin  farkli hastaliklar olabilecekleri diistinilmistir. NMOSBH
patogenezinde baska otoantikorlarin da rol alabilecegi varsayilmaktadir. Bazi
NMOSBH fenotipleri ile N-Metil-D-Aspartat reseptor-lgG ve CV2/CRMP5-

IgG’nin iliskisinin olabilecegi tanimlanmustir (68).

MOG-IgG’nin  hedefi myelin oldugundan bu antitede agr
demyelinizasyon gorultrken, AQP4-1gG+ NMOSBH hastalarinda oldugu gibi
astrosit hasan goriilmemektedir. MOG ile iligkili klinik spektrumlar arasinda
eriskinlerde AQP4-1gG(-) NMOSB, beyin sap1 ensefaliti, idiyopatik monofazik
yada rekirren veya bilateral optik ndrit, izole myelit veya relapsing myelit gibi

hastaliklar vardir (69, 70).
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2.3.4 Multiple Skleroz ve Noromyelitis Optika Spektrum Bozukluklar:

Hastalhiklarimin baz klinik ve laboratuvar 6zellikleri

Klinik, radyolojik ve immunolojik 6zellikleri anlasildikga NMOSBH, MS
spektrumundan ayrilmistir. Bu hastalik otoimmun  astrositopati olarak
tanimlanmakta ve klinik, goriintiileme ve antikor varligina gére NMOSBH tanisi
konulmaktadir. NMOSBH’ler AQP4 antikorlar1 pozitifligine gore iki gruba
ayrilmistir. AQP4 antikoru negatif olan grup igerisinde MOG-1gG+ olan hastalar
da bulunmaktadir. NMOSBH kadinlarda dokuz kat sik goriilmektedir. Hastaligin
ortalama baslangi¢c yas1 40’tir. AQP4’ten zengin olan 4.ventrikiil ¢evresi veya
periaquaduktal bolgelerde goriilen lezyonlar bu hastalik igin spesifiktir.
NMOSBH’de BOS OKB pozitifligi %15-30 arasindadir; bazen belirgin
pleositoz ve hafif protein artisi gozlenirken; MS’de OKB %85 pozitiftir ve
BOS’da hiicre genellikle olmaz. MOG-IgG+, AQP4(-) IgG NMOSBH hastalari,
pozitif hastalara gore farkli klinik karakteristikler gosterirler. MOG-IgG+ olan
grupta kadin baskinligi yoktur (kadin/erkek orani:1/1). AQP4-1gG+ gruba gore
daha geng yasta baslar, ataklardan sonra duzelme daha iyidir. MOG-1gG+ hasta

grubunda BOS’da OKB genellikle negatiftir.

34



2.3.4.1 AQP4 ve MOG antikorlarinin 6l¢iimii

Norodejeneratif hastaliklarda arastirilan ¢ogu biyobelirtecin aksine, AQP4-1gG
ve MOG-IgG antikorlarinin seviyesi SSS disinda kanda daha fazla artmaktadir.
BOS diizeyleri bu antikorlarin olduke¢a diisiiktiir. Her iki antikorun Ol¢timleri de
‘Cell-Based Assay (CBA)’ metoduna gore yapilip floresan goriintiileme ile gorsel

degerlendirme yapilmaktadir (71).

2.4 Biyobelirtecler

2.4.1 Tanim

1998 yilinda, The National Institues of Health (NIH) biyobelirteg
tanimlamasint  yapmustir. Bu tanimlamada; objektif olarak Olgiilen ve
degerlendirilen, normal biyolojik siireglerin, patolojik siireglerin veya da tibbi
tedavilere verilen cevaplarin indikatorii olan karakteristik olarak biyobelirteg
tanimi yapilmistir (Biomarkers Definitions Working Group 2001). Diinya Saglik
Orgutl biyobelirteci; viicutta kendisinin ve iiriinlerinin &lgiilebildigi hastaligin
gidisatin1 ve sonuclarmi 6ngOrebilen herhangi bir madde, yap1 veya siire¢ olarak

betimlemistir (72).
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2.4.2 Multiple Skleroz’da Biyobelirteclerin Rolii

MS’de biyobelirtegler; hasta ve hastalik yonetiminin daha iyi yuritilmesine
olanak saglar ve erken tan1 imkani saglayabilme ozelligi ile ¢ok Onemlidir.
Hastaligin tanisinda, hastaligin hangi seviyede olduguna karar vermede ve hastalik
progresyonunu objektif olarak izlemede ve tedaviye cevapta biyobelirteglerin

onemli rolleri vardir (73).

2.4.3 MS’de Neden Biyobelirteclere ihtiyac Vardir ?

Hastaligin etyolojisi hakkinda ¢ok fazla tartisma vardir fakat genetik
predispozisyon zemininde ¢evresel tetikleyicilerin hastalik gelisiminde rolii oldugu
diistiniilmektedir. MS tanis1 koymak igin birgok faktorii g6z 6ntinde bulundurmak
gerekmektedir. Ayirici tanisina giren enfeksiyoz, neoplastik, konjenital, metabolik
ve vaskiler hastaliklar, MS disindaki inflamatuvar hastaliklar1 da dislamak
gerekmektedir. Tani sirasinda duyulan ihtiyagtan dolayi, MS’de biyobelirteg
arastirmalar1 oldukga aktif sekilde devam etmektedir. Bunlar arasindan sadece

birka¢ ¢alisma validasyon asamasina gecebilmis ve klinik kullanima sunulmustur

(74, 75).

2.4.4 MS Biyobelirteclerinin Validasyonu, Klinik Pratige Uygulamasi

Iyi bir hastalik biyobelirteci belli bash baz1 6zellikleri icermelidir. Bu 6zellikler
sayesinde efektif olarak klinige adapte edilebilme oOzelligi kazanmaktadir. Bu
biyobelirtecler; kolay ve guvenilir olarak ol¢ulmelidir, birden fazla merkezde dogru

ve guvenilir bir sekilde kullanilabilmelidir. YUksek sensivite ve spesifiteye sahip
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olmalidir. Hastalik biyolojisi ve patogenezi ile uyumlu olmalidir (6rnegin
inflamatuvar aktivite, ndrodejenerasyonun derecesi, demyelinizasyon veya
remyelinizasyonla). Uygun maliyetli olabilmelidir. Biyobelirteclerin gelistirilmesi
cogunlukla iki major agsama igerir. Bunlar biyobelirteclerin kesfi ve validasyonudur.
Kesif asamasi genellikle 6zellikleri iyi tanimlanmis 6rneklerde, limitli sayida
numune ile omic teknolojisi kullanilarak yapilmaktadir. Bu asamadan sonra
multiple validasyon asamalari, gili¢lii istatiksel = metotlar, bagimsiz kohort
calismalar1 ve tekrar eden ¢alismalara ihtiyag vardir (72).

Biyobelirteclerin hem teknik hem de klinik validasyonu yapilmalidir. Klinik
validasyon kadar teknik validasyon da 6nemlidir. Biyobelirtecler klinik pratige ve
yonergelere eklenmeden once, biiyiik kohort ¢alismalarinda valide edilmelidir.
Biyobelirteclerin tek bir spesifik yolagi gostermesi amagh degerlendirilmesi ¢ok
kisithdir. Ciinkii molekiiller birgok farkli yolakta gérev alabililirler. Ornegin; NFL
aksonal proteindir fakat aksonal hasar da inflamasyonun direkt bir sonucudur. Bu
yuzden NFL dolayli olarak inflamatuvar yolaklarda da goérev almaktadir. MS
hastaliginin patofizyolojisini anladik¢a 6nemli biyobelirtecleri tanima imkanimiz
da artmaktadir. Ornegin aksonal hasar1 gdsteren bir biyobelirteg olan
norofilamanlar hastalig1 gosteren prognostik bir belirte¢ olarak yerini gelecekte

alabilecektir (76).
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2.4.5 Biyolojik Banka

Biyolojik banka, biyolojik materyallarin toplama, igsleme, depolama ve dagitim
asamalarini igeren asamalarin tiimiine verilen isimdir. Orneklerin toplanmasi,
islenmesi ve depolanmasi aday biyobelirte¢leri tanimlarken Onemli rol
oynamaktadir. Bu preanalitik faktorler total laboratuvar hatalarinin %70’ini
olusturmaktadir (77). Bu ylizden biyolojik materyal toplama, isleme ve depolama

ile ilgili standart prosedurlerin ve yonergelerin hazirlanmasi gerekmektedir.

A 8 Cc

Hastalik aktivitesi biyobelirtecleri Tedaviye cevap
Tanisal biyobelirteleri
biyobelirtecier Klinik Parametreler

Tedavi

iy ALA AL

Saghikh kontroller A A A A " * "
f f Parameteler './ "
' ' " z ; Cevaph S&:fl::)!.yan

MS hastalan

Glial aktivasyon ve
disfonksiyon

Inflamasyon Remyelinizasyon ve tamir
Demyelinizasyon Noroaksonal hasar
Oksidatif Stres

Patolojik llerleme

Resim 9: Multiple skleroz, tanisal, aktivite, tedaviye cevap biyobelirtecleri (78).

2.4.6 Biyobelirteg olarak BOS

2.4.6.1 BOS’un yapis1 ve fizyolojik 6zellikleri

BOS’un biiytik kismi1 koroid pleksuslarda sentezlenir. Beyin interstisyel sivist,
ependima ve kapillerler de BOS sekresyonunda gorev alabilir. Ortalama BOS
hacmi 150 ml’dir. Bunun 25 ml’si ventrikiillerde, 125 ml’si subaraknoid
bosluklarda yer almaktadir. BOS 24 saatte yaklasik 4 kere yenilenmektedir. BOS
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dongusu yasla ve norodejeneratif hastaliklarda azalir. Bu sirkiilasyon azaldik¢a
beyinde katabolitler birikmeye baslar. BOS bir kilif gibi SSS’yi sararak onu korur.
BOS beyin parankiminin interstisyel sivisinin homeoastazinda ve noronal
fonksiyon reguilasyonunda 6nemli rol oynar (79).

Eriskinlerde BOS sekresyonu giinde 400-600 ml arasindadir. BOS’un %75’1
lateral ventrikillerin koroid pleksusunda ve 3, 4. ventrikiillerin tela koroideasinda
uretilir (79).

BOS’da plazmaya gore; sodyum, klor, magnezyum konsantrasyonlar1 yiiksek
iken potasyum ve kalsiyum konsantrasyonlar1 diisiiktiir. BOS’da hiicre sayimi
genellikle mililitrede 5 hiicreyi agmaz. Sodyum seviyeleri sabah 8’de ve aksam 6’da
pik noktalarina ulasir. Fakat potasyum ve ozmolaritede bdyle bir diizenleme yoktur
(79).

BOS norolojik hastaliklarda ve biyobelirte¢ kesfinde ¢ok degerli bir viicut
stvisidir. Spesifik lokasyonu ve beyin parankimine olan yakinligi sebebi ile;
icerdigi beyine spesifik proteinler ve metabolitler BOS un beyine 6zel spesifik ve
patofizyolojik siire¢leri yansittigini diistindiirtmektedir. Norodejeneratif hastaliklar
icin erken klinik taniy1 desteklemek, prognozu 0Ongorebilmek, hastalik
progresyonunu takip edip, noroprotektif tedavilere olanak verip desteklemek icin
objektif ve fiyat-etkin 6nemli biyobelirteglere ciddi ihtiyag vardir. Beyin biyopsisi,
ventrikiiler veya interstisyel BOS alimi invaziv islemler oldugu i¢in lomber
ponksiyonla alinan BOS bunlara alternatiftir. Clinkti BOS ile elde edilen molekdiller
hastaliga spesifik dinamik degisiklikleri, devam eden patolojik siirecleri ve tedaviye

cevabi degerlendirebilmede kullanislidir (80).
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BOS’un belli bash baz1 fizyolojik fonksiyonlart vardir. Beyin parankiminin
etrafini gevreleyerek beyine yastiklama 6zelligi verir ve noronlar tizerindeki baskiy1
azaltir. Hormonlar, besleyici molekiiller ve sivi atiklari tastyici ortam olarak islev
gormektedir. BOS’un biiyiik bir kismi araknoid bosluklar tarafindan emilir. Kii¢iik
bir kism1 kanla elimine edilir. BOS, kana gore ¢ok farkl: hiicresel ve biyokimyasal
bilesimlere sahiptir (6rnegin BOS’da protein konsantrasyonu 20 kat azdir ve diisiik
proteaz aktivitesine sahiptir). Bu da kanla karsilastirildiginda BOS proteinlerinin
farkli stabilite oOzellikleri kazanmasma yol agar. BOS’daki ¢ogu protein
(6r:immunglobiiliinler) kandan kaynaklanir ve pasif difiizyonla kan-BOS bariyerini

geger (80).

2.4.6.2 BOS’un biyobelirte¢ olarak kullaniminin avantaj ve dezavantajlari

BOS alimi kan ve idrar alimina gore daha invaziv bir siire¢ olmasina ragmen
norolojik hastaliklar ile ilgili ¢aligmalarda bazi major avantajlara sahiptir. Ciinkii
BOS, SSS parankimi ile olduk¢a yakin ve siki iliskidedir. Bu yiizden BOS beyin,
spinal kord, meninkslerdeki devam eden patolojileri daha dogru sekilde
gosterebilmektedir, 6nemli ve degerli bilgiler saglayabilmektedir (81).

Son zamanlarda MS’de en sik kullanilan BOS biyobelirtegleri oligoklonal 1gG
bantlar1 ve intratekal IgG sentezidir. Genis arastirmalar yiiriitiilmesine ragmen
MS’de klinik pratige adopte edilen bagka biyobelirte¢ bulunmamaktadir. Devam
eden biyobelirte¢ galismalarinin da yeterli giligte olmadigi tespit edilmistir.

Arastirmalarin tek merkezde yapilmasi elde edilecek olan BOS 6rnek sayisini kisitl
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diizeyde tutmaktadir. Bu yilzden aragtirma gruplari arasinda BOS toplama

asamasinda isbirligi gerekmektedir (82).

2.5 Tez ¢cahismasinda arastirilan parametreler

2.5.1 Interlékinler
Sitokinler baslangicta immun sistemde gorevli kiiciik proteinler olarak

tanimlansa da insan fizyoloji igcerinde daha genis rollerinin oldugu goriilmiistiir

(83).

2.5.1.1 Hastalik patofizyolojisinde interlokinlerin yeri

MS’de otoimmiin olaylar, CD4* T hiicrelerinin proinflamatuar Thl ve Th17
fenotipleri aracilig1 ile meydana gelmektedir. Th17 hiicrelerinin tanimlanmasi ile
beraber MS ve bu hastaligin deneysel modeli otoimmun ensefalomyelit (OEM)
modelinde Thl/T helper 2 (Th2) aksi yeniden goézden gecirilmistir. MS
patofizyolojisinde esas patoloji noroinflamatuar reaksiyondur. Th17 aracili tiretilen
proinflamatuvar sitokinler 1L-6, I1L-17, 1L-21, IL-22, I1L-23 ve timor nekrozis
faktor (TNF)-a’dir. Otoreaktif Th17 hiicreleri KBB boyunca dizilip 1L-17 ve IL-22
gibi sitokinleri salgilayarak SSS endotel hiicrelerindeki tight junction proteinlerini
destriikte ederler. Th17 aracili inflamasyon SSS’ye nétrofil girisi ve néron 6lUmu
ile karakterizedir. Bu bilgiler 1s18inda Th17 hiicreleri MS hastalik patogenezinde

anahtar rol oynamaktadir (84).
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Th17 hicreleri beyin endotel hiicrelerine Th1 hiicrelerine gore daha iyi penetre
olmaktadir. Ayrica Thl7 hiicreleri T hiicrelerinin SSS girisini pozitif yonde
etkileyen CCR6 ve CD6 gibi molekailleri yiksek seviyede eksprese etmektedir (85).

MS plaklarinin patolojik 6zellikleri myelin kilifi destriiksiiyonu, oligodentrosit
hasar1 ve hiicre 6liimii, aksonal hasar ve kayip, glial skar olusumu, esas olarak

lenfosit ve makrofajlardan olusan inflamatuvar infiltratlarin varligidir (86).

IL-6 IFN
IL.,] RA 123 IL2

Th17 .25 iy

RORyt
RORa
STAT3
AhR
BATY
IRF-4

T-bet
STATI
STATS

STAT6

Resim 10: CD4'T hiicrelerinin farklilagmasi ve patogenezde gérevli sitokinler (84).

Th17 diferansiasyonu icin en 6nemli biyobelirte¢ IL-6’dir. iL-6, Th17
diferansiasyonunun énemli bir stimulatoridir ve iL-6 eksikliginde Th17 olusumu
sekteye ugramaktadir. Bu yiizden MS tedavisinde IL-6’nin onemli bir hedef

molekil olabilecegi diisiiniilmektedir. EK olarak, IL-6 varligi VCAM-1 gibi,
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SSS’ye I6kosit migrasyonunda ©Onemli roli olan serebrovaskiler adezyon
molekdllerini indlkler (84).

OEM’de beyindeki inflamatuar odaklarda, spinal kord ile karsilastirildiginda
Th17, Thl oraninin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu da Thl hiicrelerinin spinal

kord immunitesindeki 6nemli patojenik roltnl gosterir niteliktedir (87) .

2.5.1.2 Interl6kin 6 ve Interldkin 17

IL-6 ilk defa 1985 yilinda B - Hiicre Diferansiyasyon Faktorii-2 olarak
tanimlanmistir. Buradaki gorevinin B hiicrelerinin matiirasyonunu indikleyip
onlar1 antikor tireten hiicreler haline getirmek oldugu saptanmistir (88).

Diger bir ¢ok sitokinde farkedildigi gibi IL-6’nin da sadece imm{n cevapta rol
almadig1 gosterilmistir. IL-6’nin ayrica hepatositler, hematopoetik progenitor
hicreler, kardiyovaskiler sistem, plasenta sinir ve endokrin sistemin de
diizenlenmesinde gorev aldigi goriilmiistiir. IL-6 ndropoietinlerin prototipi 4’lii
heliks yapisinda bir ailededir. Bu ailenin igerisinde yapisal olarak iliskili IL-6, 11,
27, 31, l6semi inhibitdr faktor, onkostatin M, kardiotropin-1, neuropoietin gibi
elemanlar vardir. SSS’de noronlar, astrositler, mikroglialar ve endotelyal hiicreler
[L-6’nin esas kaynaklaridir. In vitro ortamda mikroglia, astrositlerin IL-6R’ii
eksprese ettikleri goriilmiistiir(83).

Th17 hicreleri yiksek miktarlarda IL-8, I1L-17, 1L-21, IL-23, G-CSF (retimi
ile karakterize proinflamatuar effektor T hucreleridir. Th17 hicreleri kronik
inflamatuvar ve otoimmin hastaliklarda indiiklenir. Th17 kaynakli sitokinlerden

bazilart NMO icin aday biyobelirteglerdendir. Makrofajlardan, dentritik
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hiicrelerden ve B hiicrelerden salnan IL-6 proinflamatuvar bir sitokindir. Naif T
hiicrelerini Th17 hiicrelerine differansiye eder ve aktive olmug B hiicrelerinden
antikor Gretimini indikler. IL-6 NMO tanisinda 6nemlidir ve MS’den NMO’yu
ayirabilir.

Astrositler NMOSBH gibi sitokinopatilerde iL-6 ‘nin majér kaynagidir.
Mikroglialar astroglial IL-6’ya cevap verme yetenegine sahiptir. Bu cevapta iNOS
aktivasyonu ile beraber sonrasinda NO iiretimi ile devam eden, IL-1a, IL-1b ve
TNF-a gibi sitokinleri iireten bir siire¢ baslar. Mikroglialar IL-6’nin inflamatuar
etkilerini potansiyize eder (89).

IL-6 hiicresel iletisimin potent mediyatoriidiir. Dogal ve kazanilmis
inflamatuvar cevaplarm diizenlenmesinde ¢ok dénemli gérevleri vardir. IL-6 SSS
yerlesimli ¢ogu hiicrede liretilmesine ragmen hiicresel cevap i¢in sadece belli basl
hiicrelerde olan IL-6 reseptorlerine ihtiyag vardir. SSS’de mikroglia kendi IL-6
reseptoriine sahipken, astrositler, oligodentrositler, endotelyal hicreler ve néronlar
bu reseptoru icermemektedir (89).

NMO patogenizinde AQP4 antikorlarinin hedef AQP4 su kanallarina baglanip
inflamatuvar siireci baslattigi bilinmektedir. Fakat bu stiregte AQP4’lerin KBB’yi
gecmesi gerekmektedir. Bu geg¢is icin de KBB’nin biitiinliigiiniin bozulmasi sarttir.
Bu destriksiyonu inflamatuvar sitokinler ve MMP’ler gergeklestirmektedir.
MMP’lerin aktivasyonu igin de TH17 ile iliskili sitokinler olan Tnf-alfa, iL-1B, iL-

6 ve IL-17 gibi sitokinlerin de etki etmesi gerekmektedir (60).
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IL-6, Th17 diferansiyasyonu icin onemli bir stimulatordir. IL-6’nin eksikligi
Th17’nin diferansiye olamamasina yol acar. Bu yiizden MS tedavisinde IL-6’nimn
hedeflenmesi uygun bir yaklasim olabilmektedir. Ayrica IL-6’nin varlig
serebrovaskuler adezyon molekillerinin indiksiyonu igin ¢ok énemlidir. iL-6
astrogliozis ve mikrogliozis aktivasyonuna da katkida buunur (60).

Naif T hicrelerine, antijen sunan hiicreler(ASH) tarafindan ilgili antijenin
sununmasi ile T hiicresi aktiflenir. ASH tarafindan salinan IL-23, TGF-B ve IL-6
etkisi ile Th17 hiicreleri olusmaya baslar. IL-23 hem Th17 hiicrelerinin olusumuna
pozitif etki saglar, hem de Th17 hiicrelerinin ¢ogalmasina katkida bulunur. Th17
hiicrelerinden de MS patogenezinde cok onemli yeri olan IL-17A ve F
salinmaya baslar(90). Sfingozin 1 fosfat reseptér modulatéri Fingolimod Th17
hiicrelerinin olusumunu baskilar ve dolayisi ile IL-17 salinmasi da azalir (90).

Th17 hiicrelerinin demyelinize plaklarin gelisiminde IL-17 sekrete ederek
otoimmiin demyelinizasyonu baglatmalari rolii oldugu gosterilmistir. Th17
hiicreleri disinda IL-17 sekrete eden CD8*T hiicrelerinin de NMOSBH ve MS
hastalarinda relapsta aktive edildikleri gosterilmistir. NMOSBH ve MS
hastalarinda Th17 hiicrelerinin aktive oldugu, IL-17 sekrete eden CDS8*T
hiicrelerinin arttig1 belirtilmistir (91).

IL-17’nin inflamatuvar hastaliklarda dnemi artmaya baslamistir. Giiniimiizde
IL-17A olarak isimlendirilen IL-17, 6 Gyesi olan (IL-17A-F) IL-17 ailesinin bir
tyesidir. Bu sitokin CD4*T Th17 ve CD8*T hiicrelerinden sekrete edilmektedir. iL-
17/Th17 ve bunlarin MS ile iligkisi ¢ok iyi sekilde gosterilmistir. MS’in deneysel

modeli olan OEM’de IL-17’nin 6nemli rolii gdsterilmistir. MS’li hastalarda
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16kositlerde ve BOS’da dzellikle de relaps gdsteren hastalarda IL-17 yiiksek oranda
eksprese edilmektedir. Th17 hiicreleri SSS’de inflamasyona yol agarak KBB’yi
destriikte etmektedir. RRMS’1i hastalarda relapslarda BOS ve periferal kanda Th17

hiicrelerinin 6nemli oranda arttig1 gosterimistir (91).

2.5.2 Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP)

2.5.2.1 Astrosit ve ozellikleri

Astrositler SSS’de en ¢ok bulunan hiicrelerdir. SSS hicrelerinin yaklasik
%90’ olusturur. Morfolojik olarak yildiz sekilleri ile karakterize goklu
uzantilar1 ve dallanmalar1 olan, beyin hasar1 ve dejeneratif hastaliklar1 takiben
aktive olan hicrelerdir. Protoplazmik ve fibréz astrosit olmak iizere iki farkli alt
tipi tanimlanmustir. Protoplazmik astrositler gri cevher igerisindedir, bu hiicrelerin
uzantilar1 noronal yiizeye ve serebral damarlara uzanir. Fibroz astrositler beyaz
cevherde aksonlara yakin yerlesmistir (92, 93).

Yillar boyunca astrositlerin néronlar igin optimal yapisal ve metabolik destegi
saglamada gorevli olduklar1 diisiiniilmiistiir. Su anda astrositlerin aktif olarak SSS
fizyolojisi ve patolojisinde gorev aldiklari bilinmektedir. Astrositler GFAP’1n 10
farkli izoformunu ve bunlara ek olarak vimentin, nestin ve synemini eksprese
ederler (94).

Astrositler SSS’nin ¢ok yonli Ozellikleri olan bekgileridir. Uygun beyin
gelisimi i¢in astrositlerin bulunmasi zorunludur. Astrositler normal fizyolojide ve
hastalikta bir dizi kontrol ve homeostatik fonksiyon 0Ozelliklerine sahiptir.

Norovaskiler yapinin desteklenmesi, kemokin salinimi ile hiicrelerin migrasyonu,
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potasyum tamponlama, gliotransmitterlerin salinimi, kalsiyum sinyali ile glutamat
salinimi, dopamin metabolizasyonu, spesifik transportlarla glutamat ve GABA’ ’nin
alimi, glutatyon ve siiperoksid dismutaz gibi antioksidanlarin iiretimi gibi birgok
fonksiyonu vardir. Ayrica iyon dengesini saglama, ndrotransmitter, su ve enerji
homeostazisi, noronal sinyali sirdirmek gibi de 6nemli gorevleri de vardir. Tek bir
astrosit kendi bolgesinde 2.000.000 sinaps yapabilir. Astrositlerin ayrica uzun
streli potansiyalizasyonda goérev aldiklar1 gosterilmistir. Bu sayede sinaptik

plastisite, 6grenme ve hafiza gibi olaylarda 6nem arz etmektedir (94).

2.5.2.2 Reaktif Astrogliozis

Reaktif astrogliozis ndrotravma, iskemik stroke ve ndrodejeneratif hastaliklar
gibi birgok nodrolojik hastalikta goriilebilen astrositlerin  fonksiyonlar1 ve
morfolojilerindeki karakteristik degisiklerdir. Reaktif astrogliozis hastalik
progresyonunu ve iyilesme surecini etkileyebilir. Reaktif astrositozda, astrosit ara
filamanlarinin esas komponenti olan GFAP ekspresyonu artmistir. TGF-a, CNTF,
IL-6, LIF gibi sitokinler astrosit aktivasyonun tetikleyicisidirler (94).

Morfolojik olarak, reaktif astrogliozis hafiften ciddiye kadar degisebilir.

Astrogliozis sonrast ¢cogunlukla bu duruma glial skar olusumu eslik eder (95).
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2.5.2.3 Glial Fibriler Asidik Protein kesif ve 6zellikleri

GFAP ilk olarak 1971 yilinda Eng. ve arkadaglar1 tarafindan MS hastalarinin
beyin dokusunda kesfedilmistir. GFAP ara filamanlar grubu igerisinde bulunur. Ara
filamanlar bitiin hicrelerde bulunan, hiicrede birgok fonksiyonlart olan, ana hicre
yapist yapilarindan birisini temsil eden gruptur. 6 alt gruba ayrilirlar. Tip 1 ve tip 2
asidik ve notral keratinler; tip 3 desmin, GFAP, periferin, vimentin; tip 4
norofilamanlar; tip 5 laminler; tip 6 Bfspl ve Bfsp2°dir (96).

GFAP gri ve beyaz cevherde olgun astrositlerde, retinada Mller hiicresinde,
serebellumda Bergmann hiicresinde, subventrikiler zonda ve subgraniler zonda
eriskin noral kok hiicrelerinde, periferal sinir sisteminde Schwann hiicrelerinde
ekprese edilmektedir (97).

GFAP glial hucrelerin hucre iskeleti yapisint ve onlarin  mekanik
dayanikliligini stirdiirmeden sorumlu proteindir. Ayrica komsu néronlar1 ve kan
beyin bariyerini destekleyici 6zellikleri vardir. Aktive astrositler kalinlagsmis ve
uzamis bir yap1 morfolojisine kavusur ve GFAP bu yapinin siirdiiriilmesinde ¢ok
onemlidir (98).

GFAP’1n net fonksiyonu hala net olarak anlasilabilmis degildir. GFAP’1n hiicre
migrasyonunda, motilitede, mitozdaki fonksiyonlar1; gelismekte olan SSS’de ve
gliomada gosterilmistir. Ayn1 zamanda hiicrenin mekanik biitiinliigline katkida
bulunmaktadir (94).

GFAP proteini; hizli fiber reorganizasyonuna olanak saglayabilmesi icin
astrositleri sivi kristal hidrojel yapisi ile donatan proteindir. Diger hiicresel

filamanlar gibi GFAP filaman1 da ¢apina gore yapilan bir smiflamaya gore ara
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filamanlar grubuna katilmistir. Kiiclik mikrofilamanlar 7 nm c¢apinda; ara
filamanlar 8-12 nm boyutlarinda, biiyiikk mikrotiibiller yaklastk 25 nm
boyutlarindadir (78).

GFAP, astrositlerin ana ara filaman proteinidir. Fizyolojik ve 0Ozellikle de
astrositlerin patofizyolojik fonksiyonlarinda gorev alir. Astrosit aktivasyonun
sonucunda ilerleyen suregte reaktif gliozis meydana gelmektedir. Bu sebeple reaktif
gliozisin oldugu tarafta rejenerasyon inhibe olur ve glial skar meydana gelir.

Astrositik arafilaman proteinleri bu cevapta yer alir ve potansiyel farmakolojik
hedefler olarak gorulmektedir. Reaktif gliozis ile beraber akut hiicresel strese cevap
artar, noroprotektif etki artmis olur. Astrositlerin bu akut cevabi noral doku iizerine
daha iyi bir koruma saglar fakat bunun getirdigi negatif etkiler de bulunmaktadir.
Bu negatif etki kisitlanmis rejenerasyon kapasitesidir (94).

Astrositler MS patogenezinde iki ucu keskin kili¢ gibi davranmaktadir.
Tedavide bu hiicreleri hedeflemek hem pozitif hem negatif etkiler yaratabilecektir.
Bu yuzden bu hicrelerin alt tipleri hakkinda arastirmalar yapmak, onlarin
molekiler, fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerini tanimlamak bu hiicrelerin MS

patogenezindeki rollerini iyi anlamamiza yardimci olabilecektir (99).
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SSS Patolojileri

Astrositler travma, inme veya
Fizyolojik Durum nérodejeneratif hastaliklara cevap olarak
reaktif hale gelirler. Bu slire¢ sonucunda
GFAP upreglilasyonu olur.

e ’ e Bu cevabin etkileri:

Akut stresle basa cikabiime
TNFa, CNTF, IL-6 ile tetiklenir Doku/organ hasarini
limitlemek
Homeostazisi eski haline
getirmek

Reaktif astrogliozis:
Hastalik spesifiktir
Hafiften ¢ok ciddiye(glial skar) degisebilir
Fizyolojik Fonksiyonlar Bélge spesifitesi gésterir

Néronal sinapsiarin kontrold Ditfiz veya béigeye zel olabilir
Nérotransmitter aimvyeniden dénglsi

Homeostazisin devami
KBB'nin kontrold

Kan akimi regllasyonu

Noérogenezisin kontroliVmodilasy —»

Persiste reaktif gliozis zararl hale gelebilir

| Current Opinion in Cell Biology

Resim 11 : Reaktif astrogliozisin tetiklenmesi ve sonuglari (94)

2.5.3 Norofilaman Hafif Zincir (NFL)

Aksonal hicre iskeleti, aksonun biitiinliigiinii devam ettirebilmesi i¢in oldukca
onemlidir ve diizglin sekilde organize edilmistir. MS lezyonlar1 histopatolojik
olarak inflamasyon, demyelinizasyon/remyelinizasyon, aksonal hasar ve gliozis ile
karakterizedir. MS’de uzun donemde ki norolojik bozulmanin primer sebebi
demyelinizasyon degil aksanol hasardir. Hasarlanmis aksonlar interselliiler
araliga bazi molekiilleri salarlar. Bunlardan en Onemlileri norofilamanlardir.
Arastirilan bu molekuller BOS ve kanda 6Ol¢tlebilmektedir. MS hastalik takibi igin
valide edilmis tanisal ve prognostik giivenilirlige sahip herhangi bir biyolojik

belirte¢ bulunmazken, nérofilamanlar bu konuda umut vaat etmektedir (100).
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2.5.3.1 Norofilamanlarin yapisal 6zellikleri ve siniflandirilmalar:

Norofilamanlar ¢aplarindan dolay1r (10 nm) ara filamanlar sinifi icerisinde
gosterilmektedirler. Aktin filamanlari 6nm, myozin filamanlar1 15 nm’dir.
Norofilamanlar aksonal iskeletin majdr proteinleridir. Ug farkli molekiiler agirlikta
alt birim igerir. Norofilaman agir zincir (NFH)(200-220 kDa), ndrofilaman orta
zincir (NFM)(145-160kDa), nérofilaman hafif zincir (NFL)(70-86 kDa), a-
internexin (58-66 kDa) sinif 4 ara filamanlari iken; periferin (57-59 kDa) simnif 3 ara
filamanlardir. a-internexin SSS’de bulunurken, periferin Periferik Sinir Sistemi
(PSS)’de bulunur. Norofilaman dimerlerinin olusumu heteropolimer olusumunda
ilk asamadir. Bu dimerlerin antiparalel agregasyonu ile tetramerler olusur, 8
tetramer de silindirik ‘Unit Lenght Filament (UFL)’yapisini meydana getirir.
UFL’nin sikigmasi ile boyuna uzama meydana gelir, bunu da radial sikisma izler
ve sonug olarak 10 nm ¢apinda nérofilamanlar olusur (101, 102).

Herbir nérofilaman subuniti ¢ift zincirli ve yliksek oranda korunmus alfa
helikal ¢ekirdek bolgesi igerir. Bu bolge N terminal bag ve C terminal kuyruk kismi
ile sinirlandirilir. Ug subunitin dogru sekilde diizenlenmesi ile tipik 10 nm ¢apinda
intermediate filaman olusur. Norofilamanlar yiiksek oranda fosforile edilmistir ve
fosforilasyon derecesi akson c¢apmi belirler. Aksonal hasar siiresince,
norofilamanlar ekstaselliiler siviya salimir ve viicut sivisinda norofilaman
seviyelerinin 6l¢limii SSS’de aksonal hasarin genisligi ile orantilidir (103).

Biitiin subunitler bag kismindan fosforile olur. Sadece NFM ve NFH karboksi

terminallerinden yaygin olarak fosforile olur. Bu fosforilasyonla bu subunitlerin
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proteazlara karsi rezistansi artar. Normal fizyolojide norofilamanlar aksonlarda
stabildir ve yikilma hizlar1 diisiiktiir (104).

Noroflamanlarin kesin fonksiyonlari halen bilinmemektedir. Aksonlarin radial
biiyiimesi ve stabilitesi i¢in kritik oldugu diistiniilmektedir. Boylece efektif, yliksek
hizl1 sinir iletimi saglanmis olur. Norofilamanlar diger proteinlerle ve organellerle
mitokondri ve mikrotubiil de dahil olmak {izere iletisim halindedir. Aksonal
stabiliteyi saglamanin disinda 6nemli fonksiyonlarinin da oldugu belirtilmektedir

(105, 106).

2.5.3.2 Norofilaman hafif zincirin yas ile degisimi

Normal fizyolojik kosullarda, diisiik seviyede NFL aksonlardan strekli olarak
salinmaktadir. Yas ilerledikce NFL yasla orantili olarak artarak salinmaya devam
etmektedir. SSS’de inflamatuvar, nérodejeneratif, travmatik, vaskiler yaralanmaya
cevap olarak meydana gelen aksonal hasarda NFL’nin salinimi ciddi bir sekilde
artmaktadir (107).

Normal yaslanma siireci ile norodejeneratif siirecler iligkilidir. Bu durum,
cesitli biyobelirteclerle degerlendirilebilir. Bunlar beyin dokusunun hacim kaybini
gosteren goriintiileme yontemleri ve néroflamanlar1 da igeren bir dizi viicut sivist
belirtecleridir. Norofilamanlarin kanda 6l¢iimii gibi minimal invaziv yontemlerle,
viicut sivist belirteglerine kolay bir sekilde ulasim saglanmis olur. Boylece
SSS’deki  noroaksonal hasarla ilgili gercek zamanli bilgiler, diisiik
maliyetle(goriintilleme yontemi olan MRG’ye kiyasla) edinilmis olur. Minimal

invaziv yaklagimla, kandan tekrarlayan olgiimler alinabilir (108).

52



Yasin ilerlemesi ile beraber, NFL i¢in BOS’da normal iist referans sinir1 20 -
50 yaglar1 arasinda 2.5 kat artar. 70 yasin {izerinde bu artis katlanarak devam eder.
Bu artigin sebebi, ilerleyen yas ile azalan BOS dongusu gibi fizyolojik sebepler ile
iligkilendirilebilir. Ayn1 zamanda bu durum yavas fakat siirekli meydana gelen
aksonal yaralanma gibi patolojik sirecleri de gosterebilir(109). 18-70 yas arasi
saglikli kontrollerde kan NFL’si ile yapilan ¢alismada bu yas araliklarinda NFL’nin

yaslanma ile her yil %2,2 arttig1 goriilmiistiir (110).

2.5.3.3 Neden norofilaman hafif zincir ?

NFL nérofilamanlarin omurgasini olusturur. Norofilamanlar igerisinde en fazla
bulunan alt tip ve en fazla ¢ozinen NFL’dir. Bu da biyolojik sivilarda NFL’yi en
giivenilir olarak Olgiilebilen subiinit yapmaktadir (107).

NFL’nin klinik kullaniminin potansiyel bir dizi olumlu getirisi oldugu halde,
klinik uygulamaya sokulmadan oOnce bu belirte¢ hakkinda gbéz Oniinde
bulundurulmasi gereken birkag basamak vardir. Bunlardan en 6nemlileri analitik,
Klinik validasyon ve biyobelirte¢ olarak beklenen klinik yararidir. Standart referans
materyalin olmamasi ve kullanilacak metot hakkindaki karsit diisiinceler de klinik

kullanima girmesini zorlagtirmaktadir (107).

2.5.3.4 Neden norofilaman hafif zinciri biyobelirte¢ olarak arastiriyoruz?

MS’de klinik engelliligin esas sebebi hastalik progresyonudur. MS’deki
hastalik progresyonunu tahmin etmek zordur ve engellenemez. Viicut sivisi
biyobelirtegleri hastalik progresyonunu éngérmede ve tedaviye cevabi monitorize
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etmede olduk¢a degerlidir. MS klinik pratiginde hastalik progresyonunu
ongbrmede veya monitorize etmede az sayida biyobelirteg vardir. Hastahk
progresyonunun sebebi geri dondurtlemez bir siire¢ olan aksonal kayiptir. Bu
yiizden aksonal kaybi gosteren biyobelirtecler hastalik progresyonunu
gostermede oOnemli araclardir. Norodejenerasyon siireci hastaligin erken
evrelerinden itibaren baslamaktadir. Norofilaman proteini alttipleri 0zellikle de

NFL hastalik progresyonunu gostermede umut vadeden biyobelirteglerdir (103).

2.5.3.5 Norofilamanlari tespit etme metotlari

Noroaksonal hasar ¢esitli norolojik hastaliklarda kalic1 engelliligin sebebidir.
Bu hasarin giivenilir 6l¢iimii ve uzun siireli takibi hastalik aktivitesini, tedaviye
cevabi, tedavi segeneklerini ve prognozu degerlendirmede onemlidir. NFL
seviyeleri noroaksonal hasar sonrast BOS ve kanda artar. Hassas immunoassay
metotlarinin gelisimi ile birlikte, ndroflamanlarin kanda giivenilir sekilde tespit
edilebilme ihtimalleri artmigtir. Boylece bu biyobelirteglerin  klinikte
kullanilabilme ihtimalleri de artmigtir. Birinci jenerasyon (immdinblotlama) ve
ikinci jenerasyon (ELIZA) norofilaman Kitleri limitli sensiviteye sahiptir. Birinci
jenerasyon immunoassayler semi kantitatiftir. Ikinci jenerasyon yontemler sandvig
ELIZA yontemleridir. Uglincii jenerasyon (elektrokemiliiminesan) ve 6zellikle de
4.jenerasyon(single molecule array (SIMOA)) kanda noérofilamanlarin giivenli
Olglimii ig¢in gelistirilen metotlardir. Elektrokemiluminesan metodu analitik
sensivitenin gelistirilmesine 151k tutmustur. Elektrokemiluminesan temelli analizler

yiiksek derecede sensitiftir, genis dinamik araliga sahiptir, kiiclik 6rnek voliimleri
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calisma igin yeterlidir. SIMOA teknolojisi ELIZA’ya gore 126 Kat,

elektrokemiluminesan’a gore 25 kat NFL Olcumlerinde daha sensitiftir (100).
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Resim 12: NFL’nin aksonal hasar sonrasi1 viicut sivilarinda dagilimi (100)

2.5.3.6 Norofilaman hafif zincir ve MRG

Yeni olusan lezyonlart MRG ile gostermek, giinlimiiz rutin klinik pratiginde
hastalik aktivitesini gosteren tek biyobelirtectir. Fakat, MRG primer olarak beyaz
cevherdeki lezyonlar1 tespit eder, standart goriintileme yoOntemleri ile gri
cevherdeki lezyonlar gézden kacabilir. MRG ayrica noroaksonal dejenerasyonun
spesifik olarak secimine izin vermemektedir. MRG temelli volimetrik ve kortikal
kalinlik 6lgtimleri noronal dejenerasyonu degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir

fakat bunlarin da bireysel anlamda sensivite ve spesifitesi limitlidir (111).
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MRG, MS’li hastalarda noroaksonal hasarin makroskobik gostergesi olan
beyin atrofisini miktarlandirmak icin kullanilan giincel standart goriintiileme
yontemidir. Fakat MRG ile beyin voliimii degerlendirmesi standartizasyonu zor ve
dogasi geregi retrospektiftir (MRG istedikten sonra raporu ve gorunttiniin kendisi,
uzun sureler sonra ¢ikabilmektedir). Bu yiizden, kullanilmasi kolay olan ve nispeten
ucuz biyobelirtecler rutin klinik pratikte ve hastaligin uzun siireli takibinde
ihtiyactir (112).

MS’deki heterojen tedavi yanitlar1 ve Ongdriilemeyen hastalik gidisatlart
sebebi ile; bu hastalarin klinik takiplerinde hastalik aktivitesini gosterebilecek
biyobelirteglere ihtiyag vardir. Hastalik aktivitesini veya engellilik progresyonunu
gosteren biyobelirtecler birkag norolojik hastalikta halen karsilanmamis birer
ihtiyagtir. Iyi ve giivenilir bir biyobelirtec hastaligin evresi hakkinda bilgi
verebilmeli, prognoz ve tedaviye cevap hakkinda veriler sunabilmelidir. NFL
ylkselmesi altta yata patolojik duruma bakilmaksizin devam eden noronal hasari
gosterdigi icin bu durum onu potansiyel ilgi ¢ekici biyobelirteg¢ haline getirmistir
(110) .

Norofilamanlarin yiiksek seviyeleri nedeni ve klinik taniya bakilmaksizin
aksonal hasarin gostergesidir. Su ana kadar kit sensivitelerinin kan 6lgimi igin
distikliigiinden otiirii NFL’ler BOS’da bakilmistir. N6rofilaman proteinlerinin esas
olarak BOS’da arttig1 gosterilmistir. Fakat lomber ponksiyon (LP) invaziv bir
prosedurdir ve tekrarlayan analizleri yapmak oldukca zordur. Bu yizden minimal

invaziv sekilde NFL’nin kandan O0l¢iilebilmesi i¢in arastirmalar baslamistir.
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SIMOA NFL’nin kan 6rneklerinde saglikli kontrollerde dahil giivenilir bir sekilde

oOl¢iilebilmesi yetenegine sahiptir (100).

2.5.3.7 NFL analizinde neredeyiz? Neler yapilmali?

Sertifikali referans materyaller ve metotlar uluslararasi 6l¢lim standartizasyonu
ve kitlerin dis kalite kontrolleri igin gelistirilmelidir. Bu durum saglandig taktirde
calismalar arasindaki Kkarsilastirilabilirlik oran1 artacaktir. Cok merkezli
caligmalarda (ayn1 6rnegi ayni analitik metotla laboratuvarlar arasinda test ederek)
preanalitik ve analitik prosedirler standartize edilip uygun Kitler valide
edilebilecektir.

Hem bos hem de kan igin saglikli kisilerde cok merkezli ¢alismalar ile farkli
yas kategorilerinde farkli yas gruplari i¢in normal deger araliklari tanimlanmalidir

(107).

2.5.3.8 Periferik kan NFL : Norologun C Reaktif Protein’i mi?

Aksonal hasar ile sonucglanan patolojik surecler nérofilaman proteinlerinin
ekstraselliiler araliga salinmasi ile sonuglanir. Bu belirtegler sonradan BOS’a ve
periferal kana geger. Aksonal hasar1 miktarlandirmak i¢in nérofilaman proteinleri
1yi birer adaydir. Sadece MS’de degil; aksonal kaybin izlendigi stroke, kii¢lik damar
hastaliklari, HIV enfeksiyonu, kafa yaralanmasi, ALS, Alzheimer, Huntington,
akut spinal kord yaralanmasi gibi durumlarda nérofilaman seviyeleri artar. NFL
nonspesifik aksonal hasar belirtecidir santral ve periferal sinir sistemi hasarina bagh

olarak salinir. MS’de serum NFL seviyeleri hastalik aktivitesi ile ilgili olarak
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yukselir ve kotli prognozu gostermektedir. immunmodiilatér tedavilere iyi cevap
verenlerde daha iyi uzun dénem sonuglar beklenmektedir. NFL’nin giinliik pratige
uygulanabilmesi igin hassasiyeti yiksek analitik bir teknik olan SIMOA ile
calisilmasi ve laboratuvarlar arasinda da caligilarak valide edilmesi gerekmektedir

(113).

2.5.3.9 NFL referans aralig1 belirlenmesi

Standardize ve optimal c¢alisma kosullarinin  saglandigi  referans
laboratuvarlarda saglikli kontroller igin evrensel referans araligi degerleri
belirlemek norofilamanlarin biyobelirte¢ olarak giinliik pratikte kullanimi igin
yapilmasi gereken esas ¢aligmalardan birisidir. Belirlenecek olan referans degerleri
degisik patolojik durumlarda MS tanist i¢in dogru degerlendirmeyi olanakli
kilabilecek boylece noroaksonal hasarin rol aldigi hastlahiklarin yonetiminde
norofilamanlarin potansiyelini maksimum diizeye ¢ikarabilecektir (100).

Ayrica nérofilaman 6lgtimlerinin, hastalik takibinde kullanilmasini engelleyen
bagka bir faktor biitlin yas gruplarina ait referans degerlerinin olmamasidir.
Norofilamanlarin  farkli merkezlerde gilivenli olarak oOl¢limleri igin metot
standardizasyonu gereklidir ve bunun icin ¢ok merkezin katildigi analitik

validasyon ¢alismasinin yapilmas: gerekmektedir (100) .
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2.5.4 Osteopontin

Osteopontin, fosforile edilmis integrine baglanan protein, atipik immiin
regiilatordiir. Osteopontin hakkindaki en erken tanimlama, Cantor ve arkadaslari
tarafindan, T hiicre aktivasyonu sonrasinda en fazla upregule olan genlerden birisi
olan Eta-1 olarak yapilmistir. Sonradan, osteopontinin T hiicre gelisimini regiile
ettigi, Thl olarak farklilasmayi indiikledigi, Th2 hiicrelerinin olusumunu
baskiladigr gosterilmistir. Osteopontinin  Th17 farklilasmasini  destekledigi
gosterilmistir (114).

Osteopontinin MS’in deneysel sekli olan OEM’da hastalik relapslarina sebep
oldugu gosterilmistir. OEM’li farelerde osteopontin ekspresyonunun periferal ve
santral sinir sisteminde artmis oldugu gosterilmistir (114).

Osteopontin ilk defa MS’li  beyin dokusunda tanimlanmistir. OEM’de
osteopontinden fakir olan farelerde hastalik gidisati daha 1yi bulunmustur. Bu
hastaliktaki patojenik roliiniin 6zellikle remisyonu 6nlemek oldugu belirtilmistir
(115). Aym1 zamanda farelere osteopontin uygulanmasi ile remisyondakilerde
hastalik rekiirrensi gelistigi gosterilmistir. Bu da osteopontin ile ilgili sinyal
yolaklariin patojenik T hiicreleri ile iliskisini gostermektedir (116) . Bu sonuglar
osteopontinin hayvan modellerinde multiple mekanizmalarla T hiicre cevabini
diizenledigini ve MS progresyonuna katkida bulundugunu belirtmektedir.

Osteopontin makrofajlar, T hiicreleri ve epitelyal hiicreler tarafindan vicut
stvilarina salgilanan fosforile proteindir. Osteopontin fagositozu kemotaktik bir
ajan olarak arttirir. Monositler ve makrofajlar yiiksek seviyede integrin eksprese

eder ve bu yolla osteopontine baglanir. Bu durum makrofaj migrasyonu ig¢in
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hayatidir. Osteopontin MS’li hastalarin SSS’de upregule edilmistir. Osteopontinin
hastalik aktivitesini gdsteren bir biyobelirte¢ oldugu belirtilmektedir .

Osteopontin hem Th1 hem de Th17’den proinflamatuvar sitokinlerin salinimini
arttirtr. a4b1 integrin igin baglanma bolgesi igerir ve Thl hiicre cevaplarini artiran
inflamatuvar bir sitokin olarak gérev alir. Osteopontin OEM’de relapslart indiikler
ve hastalik progresyonunu koétiilestirir. T hiicre aktivasyonunu artirir (117).

Osteopontin immun ve non-immun hticrelerden dretilir. Dentritik hicrelerde,
monositlerde, makrofajlarda, aktive T hicrelerinde, kemik hucrelerinde, endotelyal
hucrelerde, fibroblastlarda, tumor hiicrelerinde, astrositlerde ve noronlarda,
metastatik kanserlerde, tiiberkiilozda, sarkoidoz gibi granulomatoz hastaliklarda

eksprese edilir (118).

2.5.5 Growth Associated Protein — 43

Gap-43 ,néromodiilin, ilk olarak 1980 yilinda izole edilmistir. Sinaptik plazma
membranlarinin major proteini olarak tanimlanmaktadir. Aksonlarda, sinaptik
terminallerde ve biliyime konileri ile iliskili olarak bulunmaktadir. Bu proteinin
kesin fonksiyonu bilinmemesine ragmen, aksonlarda birkag yolakla iligkili olarak
gorev aldig1 diisiiniilmektedir. Biiyliyen ve rejenere olan aksonlarda seviyelerinin

arttig1 gézlemlenmistir (119).
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MS’de erken remisyonda gozlenen tam diizelme, esas olarak remyelinizasyona
ve inflamasyonun gerilemesine baglidir. Aksonal remodeling ve es zamanli GAP-

43 ekspresyonu MS’in hayvan modelinde gosterilmistir (120).

GAP-43 blytme konilerinin, sinaptik plastisitenin, sinaptik ve aksonal
rejenerasyonun belirteci olarak bilinmektedir. Sentezi gelismekte olan néronlarda
artmistir. Aksonal hasar sonrasinda da regiilasyonun arttig1 goterilmistir.
Postmortem MS beyin dokusunda, remyelinize beyaz cevherde GAP-43 seviyeleri
artmis olarak bulunmustur. Bu da hasarli aksonlarda olas1 rejenerasyon

mekanizmalarina isaret etmektedir (120).

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismaya Katilacak Bireylerin Secilmesi

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Klinigi ve Poliklinigi'ne Ocak
2019 — Agustos 2019 tarihleri arasinda bagvuran yaslari 18-65 arasinda degisen
bireyler arasindan hasta ve kontrol grubu i¢in se¢imler yapilmistir. MS tanisi i¢in
2017 revize McDonald (42) kriterlerini karsilayan, NMOSBH tanist igin 2015
uluslararas1 konsensiis sonucu olusturulan tani kriterlerine uyan (121) hastalar,
uzman norolog tarafindan degerlendirilip, ¢alismaya katilmaya goniillii oldugunu
kabul edip goniillii olur formunu imzaladiktan sonra ¢aligmaya dahil edilmistir.
Saglikl1 kontrol grubu i¢in Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Check Up polikliniligine

gelen, calismaya dahil edilen hasta popiilasyonu ile yas ve cinsiyet eslestirilmesi
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yapilmig, klinik ve laboratuvar bulgulari sonucunda saglikli olduguna kanaat
getirilmis bireyler, ¢alismaya katilmaya goniillii oldugunu kabul edilip goniillii olur
formunu imzaladiktan sonra c¢aligmaya dahil edilmistir. Belirlenen Kkriterleri
saglayan bireylerden MS, NMOSBH, saglikli kontrol grubu olmak {izere 3 grup
olusturulmustur. MS grubu da kendi igerisinde KiS, RRMS, PPMS, SPMS, olmak
tizere 4 alt gruba ayrilmistir. NMOSBH grubu kendi igerisinde AQP4, MOG

antikorlari pozitif olanlar olmak Uzere 2 alt gruba ayrilmustir.

Planlanan ¢alisma 3 ana grup olacak sekilde tasarlanmistir.

1-)Noromyelitis Optika Spektrum Bozukluklar1 Hastaliklari(NMOSBH)
2-)Multiple Skleroz

3-)Saglikli kontrol grubu

1. ve 2. Grup calismanin ‘hasta’ grubunu; 3.grup calismanin ‘saglikli kontrol’
gruplarini olusturacaktir.

1.Grup kendi igerisinde MOG+ , AQP4+ ‘ler olarak iki alt gruba ayrilacaktir.
MOG+ , AQP4+ olanlar da lomber ponksiyon yapilanlar ve yapilmayanlar olarak

iki gruba ayrilacaktir.

NMOSB = MOG+, AQP4+ = LP yapilanlar, yapilmayanlar

2. Grup kendi icerisinde KIS, RRMS, PPMS, SPMS olarak dort alt gruba

ayrilacaktir.
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KiS, RRMS, PPMS, SPMS gruplari da lomber ponksiyon yapilanlar ve

yapilmayanlar olarak kendi igerisinde iki gruba ayrilacaktir

MS = KIS = LP yapilanlar, yapilmayanlar
RRMS = LP yapilanlar, yapilmayanlar
PPMS = LP yapilanlar, yapilmayanlar

SPMS = LP yapilanlar, yapilmayanlar

Yukaridaki hasta gruplari olusturulurken hastanin o an aldigr immunmodiilator

ve/veya steroid tedavisi alip almamasi gézetilmemistir.

MS grubuna dahil edilmek i¢in dikkate alinan kriterler:
1. 2017 revize Mcdonald (42) tani kriterlerine gére MS tanisi almis olmak.
2. MS ve NMOSBH disindaki diger demyelinizan hastaliklar (ADEM,
Balonun Konsantrik Sklerozu vb.), nérodejeneratif hastaliklar (Alzheimer,
Parkinson, Motor néron hastaligi vb.), serebrovaskiiler hastaliklar, sistemik
otoimmun hastaliklar (SLE, Sjogren vb.), ciddi organik veya mental

hastalik gibi hastaliklara sahip olmamak.
NMOSB grubuna dahil edilmek igin dikkate alinan kriterler:

1. 2015 NMOSB uluslararasi tani kriterlerine (121) gére NMOSBH tanist

almis olmak.
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2. MS ve NMOSB disindaki diger demyelinizan hastaliklar (ADEM, Balonun
Konsantrik Sklerozu vb.), noérodejeneratif hastaliklar (Alzheimer,
Parkinson, Motor ndron hastaligi vb.), serebrovaskiiler hastaliklar, sistemik
otoimmun hastaliklar (SLE, Sjogren vb.), ciddi organik veya mental

hastalik gibi hastaliklara sahip olmamak.

Saglikli kontrol grubuna dahil edilmek i¢in dikkate alinan kriterler:

1. Herhangi bir tan1 konulmus norolojik hastaligi olmamak.

2. Kronik ila¢ kullanim &ykiisti olmamak.

3. MS ve NMOSBH disindaki diger demyelinizan hastaliklar (ADEM,
Balonun Konsantrik Sklerozu vb.), norodejeneratif hastaliklar (Alzheimer,
Parkinson, Motor néron hastalig1 vb.), serebrovaskiiler hastaliklar, sistemik
otoimmun hastaliklar (SLE, Sjogren vb.), ciddi organik veya mental

hastalik gibi hastaliklara sahip olmamak.

Calismamizda etik prosediirler geregi saghkli  goniillilerden BOS
almamamustir. Sadece ayri olarak analizi yapilan NFL BOS Kkiti igin; MS 6ntanisi,
MS ve ayirici tani i¢in LP yapilan hastalar olmak iizere 3 ayr1 grup olusturulmustur.
Ayirict tami icin LP islemi Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji
Klinigi’'nde uzman norolog tarafindan yapilmistir. Elde edilen BOS 6rneklerine ait
bilgiler kaydedilmis, retrospektif olarak bu kisilerin takibi yapilip tanilar

kaydedilmistir.
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Arastima hakkinda sozel olarak bilgilendirilen bireylerden c¢aligmaya
katilmaya goniillii olanlara ¢alisma hakkinda bilgilendirildiklerine dair goniillii
onam formu ile onamlar1 alind1. Arastirma i¢in Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu’ndan 14.01.2019 tarihli toplantida 33 sayili karar numarasi ile onay
alinmigtir. Proje biitgesi Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)

Birimi tarafinfan 01/ 2019-38 proje numarasi ile desteklenmistir.

3.2 Kan ve BOS o6rneklerinin toplanmasi

Calismaya katilan goniillii bireylerden 12 saatlik aglik periyodunu takiben
sabah alinan venoz kan 6rnekleri, preanalitik hata ihtimalini en aza indirgemek icin
optimum kosullarda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Arastirma
Laboratuvari’na ulastirilarak 3500 RPM’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Serum
eldesi i¢in serum ayirict jel ihtiva eden 8.5 ml sar1 kapakl tiipler kullanilmistir. 5
farkli biyobelirte¢ icin 5 farkli 1.5 ml’lik ependorf tiiplere esit hacimde serum
ornekleri alikotlanmigtir. Numune ve ependorf tiiplerde ayni1 kod numarasi olacak
sekilde goniillii bilgileri kaydedilmistir. Ependorf tiipleri analiz zamanina kadar -

80°C derin dondurucuda uygun kosullarda saklanmistir.

Ayirict tani igin LP yapilmaya karar verilen goniilliilerden , rutin prosedirler
uygulanarak alaninda uzman noérolog tarafindan alinan BOS 6rneklerinden hastanin
rutin laboratuvar testleri i¢in gerekli kisim alindiktan sonra arta kalan 6rnekler
preanalitik hata ihtimalini en aza indirgemek i¢in optimum kosullarda Gazi

Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Arastirma Laboratuvari’na ulastirilarak
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daha dnceden belirlenmis protokollere (82) uygun sekilde islemler uygulanmaistir.
5 farkli biyobelirte¢ i¢in 5 farkli 0,1 ml’lik ependorf tiiplere esit hacimde BOS
ornekleri alikotlanmigtir. Numune ve ependorf tiiplerde ayni1 kod numarasi olacak
sekilde goniillii bilgileri kaydedilmistir. Ependorf tiipleri analiz zamanina kadar -

80°C derin dondurucuda uygun kosullarda saklanmustir.

3.3 Kan ve BOS Analizleri

Serum ve BOS GFAP, NFL, GAP-43, Osteopontin biyobelirtegleri ELiZA
yontemi ile c¢alisilip serum konsantrasyonlar1 standart grafigine gore
hesaplanmistir. Analiz sirasinda BIO-TEK marka ELIZA plate yikayict (EL x 50
Bioelisa Washer, Bio-Tec. Instruments, Inc.) ve okuyucu (EL x 800 UV Universal

Microplate Reader, Bio-Tec. Instruments, Inc.) kullanilmistir.

Serum ve BOS [L-6 6l¢iimii Roche Cobas 6000 markali otoanalizorde
yapilmistir. Hastalarin ilk tan1 aninda ayirici tani igin istenen BOS proteini, 19G
indeksi, oligoklonal bant, BOS/serum albiimin orani, AQP4 ve MOG testlerinin
sonuclar1 retrospektif olarak hastane bilgi yonetim sisteminden incelenmistir.
Biyobelirtec ve MRG’da goriilen kontrast tutan/tutmayan lezyonlarin korelasyon
analizi i¢in goriintiler T1 ve T2 sekansinda incelenip retrospektif olarak

degerlendirilmistir.
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Serum GFAP testi i¢in ayrica Western Blot analizi yapilmistir. Analiz i¢in BIO-
RAD’a ait jel hazirlama kasetleri, jel yiirlitme kasetleri, transfer kasetleri ve gii¢

kaynagi kullanilmistir.

3.3.1 Serum GFAP Western Blot Analizi

Elde edilen serumlardan farkli hastalik alt gruplarina ait numuneler secildi.
Secilen numuneleri Sodyum Dodesil Silfat-Poliakrilamid (SDS-PAGE) jel
elektroforezine uygulanmadan once elektroforez kuyucuklarina yiiklenecek

numune miktarlar1 i¢in protein analizleri yapildi.

Total protein tayini analizleri i¢cin BOSTER (Boster Biological Technology,
CA 94566, Amerika Birlesik Devletleri) bicinchoninic acid (BCA) protein tayin
kiti (Katalog numarasi: AR0146-500) kullanilmigtir. Bu metot alkali ortamda
proteinler tarafindan Cu*? iyonlarmin Cu*! iyonlarina doniisiimii esasia dayali
bitre reaksiyonu ile 0,1M NaOH icerisinde BCA, Na>COz, NaHCOs3, C4sH40sNa2
iceren Reagent A, 4% CuSOs iceren Reagent B’nin Cu'*! katyonlarimi yiiksek
sensitive ve spesifitede kalorimetrik tespiti i¢in kombinasyonuna dayalidir. Bir
Cu*tiyonu ile 2 BCA molekiiliiniin selasyonu sonucu mor-renkli kompleks olusur.
Suda ¢ozlinen bu kompleks 562 nanometre (nm)’de kuvvetli absorbans verir. Kit
Ol¢tim araligi 20 — 2000 pg/mL arasinda oldugu i¢in serum numunelerine % 0,9’luk
serum fizyolojik (SF) ile 1/10 oraninda dilusyon yapilmistir. Biitiin kit igerikleri
analiz oncesinde oda sicakligina getirilmistir. Standart grafigi ¢izmek icin serum

bovine albimin (BSA) standartlar1 hazirlanip kullanilmistir. Bunun icin de 2
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mg/mL’lik stok ¢ozeltisinden sirasi ile 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25
pug/mL olacak sekilde 8 farkli standart hazirlanmistir. Sadece SF kullanilan tiip kor
olarak (0 pg/mL) kabul edilmistir. Analiz igin 96 kuyucuklu microplate
kullanilmigtir. Reagent A ve reagent B 50 : 1 oraninda karistirilip ¢aligsma soliisyonu
elde edilmistir. Microplate kuyucuklarina 25 pl standart ve serum Ornekleri
konulmustur. 200 pl calisma soliisyonu biitiin kuyucuklara eklenmistir. Microplate
tizeri kapatildiktan sonra 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Microplate oda
sicakligina getirildikten sonra 562 nm’de absorbans Ol¢iimii yapilmistir.
Standartlardan elde edilen absorbans degerleri ile ¢izilen absorbans konsantrasyon
grafiginden elde edilen esitlik kullanilarak serum numunelerinin total protein

konsantrasyonlar1 ‘pug/mL’ olarak hesaplanmistir.
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Sekil 1: BCA standart absorbans konsantrasyon egrisi
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SDS-PAGE jel hazirlanmasi i¢in %30’luk Akrilamid/Bisakrilamid, %10’luk
Amonyum Persiilfat, %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat, ayirici jel i¢in 1.5 M Tris-
HCL, paketleyici jel icin 0.5 M Tris-HCL ve TEMED kullanilmistir. Aranan
protein 48 kDa agirliginda oldugu i¢in optimum bant ayrilmasi gézlemlemek amaci
ile %12,5’luk ayiric1 jel, %S5’lik paketleyici jel hazirlanmistir. Kuyucuklara
yiiklenen biitlin numunelerin protein konsantrasyonlarin esit olmast i¢in daha
onceden BCA metotu ile hesaplanan konsantrasyonlar kullanarak voliim hesab1
yapilmistir. Numune ile ayn1 oranda 2X Laemmli Numune Tamponu eklenip jele
yiikleme yapmadan once 95° C’de 5 dakika kaynatilmigtir. Laemmli numune
tamponu hazirlamak i¢in 0.125 M Tris-HCL, ph:6.8, %20’lik Gliserol, %4 liik
Sodyum Dodesil Siilfat, %0.1 Bromfenol Mavisi ve numunelere eklenmeden
hemen &nce konulacak sekilde %5’lik R-Merkaptoetanol kullanilmistir. 1lk
kuyucuga Cell Signaling (Beverly, USA) #14208 katolog numarali marka protein
belirtecten 3ul diger kuyucuklara da numuneler hesaplanan oranda pipetlenip, tanka
ylriitme tamponu ilave edildikten sonra dikey elektroforez islemi baglatilmistir. Jel
elektroforez yiirlitme tamponu i¢in 25 mM Trizma bazi, 250 mM Glisin, %0.1’°1lik
SDS olacak sekilde 1000 mI’lik ¢6zelti hazirlanmistir. Yiiriitme i¢in baslangictan
itibaren 120 V kullanilarak 1.5 saat yiirlitme yapilmistir. Yiiriitmeden sonra jelin
paketleyici kismi ¢ikarilarak ayirici kismini kullanilarak islak transfer sistemi ile
BIO-RAD marka 0.45 um por biytklugiine sahip nitroselliiloz membrana transfer
islemi 300 miliamper de 2.5 saat’de gerceklestirilmistir. Transfer tamponu igin 25

mM Trizma bazi, 192 mM Glisin, %20’lik metil alkol olcak sekilde 1000 ml
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hazirlanmistir. Transferin gerceklestigini gostermek i¢in Ponceau S boyasi ile

membran boyanmustir.

Resim 14: Ponceau S boyast ile numunelerimizin membrana transferinin

goruntulenmesi

Membrana aktarimdan sonra membran U(zerindeki non-spesifik baglanma
bolgelerinin bloke edilmesi i¢in %5°lik yagsiz siit tozu iceren Tris-Tuz-Tween 20
(TBS-T) ¢ozeltisi kullanilmistir. Oda sicakliginda bu ¢ozelti ile membran
calkalayicida 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra TBS-T ¢ozeltisi ile
yikanan membran primer antikor ¢ozeltisi ile +4°C’de bir gece inkiibe edilmistir.
Primer antikor olarak Cell-Signalling marka, #12389 katolog numarali, tavsan
antijenlerine karsi gelistirilmis IgG yapisinda GFAP (D1F4Q) kullanilmigtir. 1:500
oraninda %5’lik yagsiz siit tozu igeren TBS-T c¢oOzeltisinde primer antikoru
diliisyonu yapilmigtir. Primer antikor ile inkiibasyondan sonra membran 3 kere 15
dakika TBS-T ¢ozeltisi ile yikanmistir. Sekonder antikor ¢ozeltisi membran oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir. Sekonder antikor olarak tavsan antijenlerine
kars1 kecide olusturulmus IgG yapisinda Abnova marka PAB9386 katolog numarali
sekonder antikor kullanilmistir. Sekonder antikor ¢ozeltisi i¢in %5 yagsiz siit tozu
iceren TBS-T ¢ozeltisi 1:1000 dilisyon orant kullanarak hazirlanmistir.

Inkiibasyondan sonra membran TBS-T ¢ozeltisi ile 3 kere 15 dakika yikanmustir.
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Goruntlileme igin Santa Cruz Biotechnology marka sc-2048 katolog numarali
luminol soliisyonlar1 kullanilip optimum goriintiiniin elde edilmesi i¢in 3, 5 ve 20.
dakikalarda goriintiiler alinmigtir. Goruntileme icin G:BOX Chemi XRQ cihazi ve

bu cihaza ait yazilim programi kullanilmistir.

OWN
SNdS
SWdd
SINYY
SIWYY
SINYY
SNdS
|oauoy
1pi1ges

50 kDa---
49 kDa---

40 kDa---

Resim 15: Farkli hastalik altgruplarina ait numunelerin Western Blot goriintiisii

Beta aktin Western Blot analizleri i¢in de yukarida ki protokollerin aynisi
uygulanmistir. Primer antikor olarak Bioss (Massachusetts, USA) marka BS-0061R
katolog numarali poliklonal fareye karsi gelistirilen antikorlar kullanilmistir.
Sekonder antikor olarak Bioss (Massachusetts, USA) marka BS-0296G-HRP

katolog numarali poliklonal fareye karsi gelistirilen antikorlar kullanilmustir.
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Resim 16 : Beta aktin analizi

3.3.2 Serum ve BOS GFAP Analizi

Serum ve BOS GFAP 6l¢iimi igin BioVendor (Brno, Czech Republic) marka
RD192072200R katolog numarali insan GFAP ELIZA kiti kullanmilmustir. Insan
GFAP epitoplarina kars1 yiiksek 6zgiilliik gosteren poliklonal antikorlarla kapli
kuyucuklara standart, kontrol ve serum numuneleri eklendiginde GFAP’in

antikorlari ile baglanmas1 sonucu antijen-antikor kompleksi olusur. 120 dakikalik
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inkiibasyon ve antikora bagli olmayan kisimlarin atilmasi i¢in uygulanan yikanma
sonrasinda eklenen biotin isaretli monoklonal GFAP antikorlari ile antikor — antijen
— antikor kompleksi olusur. 60 dakikalik inkiibasyon ve yikamadan sonra
streptavidin-HRP (Horseradish Peroxidase) konjugati eklenir. 60 dakikalik
inkiibasyon ve son yikama isleminin ardindan geri kalan konjugat ile substrat
solisyonu (tetrametilbenzidin) reaksiyon vererek mavi renk reaksiyonu
olusturulmasi saglanir. Biitiin kuyucuklarda renk reaksiyonu i¢in ayni siirenin
gegmesi saglanarak reaksiyon asidik bir reaksiyon durdurma sollsyonu ile
sonlandirilir ve sar1 renk olusumu saglanmis olur. Olusan sar1 rengin absorbansi
GFAP konsantrasyonu ile orantilidir. Microplate okuyucu da referans dalga
boyunun 630 nm olmas: saglanarak 450 nm’de okuma yapilir. Absorbans
degerlerine kars1 ¢izilen standart konsantrasyonlari ile standart egrisi elde edilir.
GFAP konsantrasyonu bilinmeyen numunelerin konsantrasyonlart bu standart

egrisi grafigine gore hesaplanmistir.
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Sekil 2: GFAP standart absorbans konsantrasyon egrisi

3.3.3 Serum NFL analizi

Serum NFL 6l¢cumi icin Abbexa (Cambridge, United Kingdom) marka
abx152468 katolog numarali insan NFL ELIZA kiti kullanilmistir. Kit sensivitesi
<6.2 pg/mL, olgtim araligr 15.6 — 1000 pg/mL olarak belirtilmistir. Kit sandvig
ELIZA metodu ile dlgiim yapmaktadir. Insan NFL’ye karsi yiiksek 6zgiilliik
gosteren antikorlarla kapli kuyucuklara standart, kontrol ve serum numuneleri
eklendiginde NFL’nin antikorlar1 ile baglanmasi sonucu antijen-antikor kompleksi
olusur. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan yikama yapilmadan kuyucuklardaki sivi

bosaltilir. Biotin ile isaretli NFL antikorlar1 deteksiyon antikoru olarak biitiin
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kuyucuklara eklenir. 1 saatlik inkiibasyondan sonra yikama yapilir. Sonrasinda

bitiin kuyucuklara avidin ile konjuge HRP eklenir. Yarim saatlik inkiibasyondan

sonra yikama yapilir ve biitiin kuyucuklara substrat soliisyonu (tetrametilbenzidin)

eklenerek mavi renk reaksiyonu olusturulmasi saglanir. Biitiin kuyucuklarda renk

reaksiyonu i¢in ayni siirenin gegmesi saglanarak reaksiyon asidik bir durdurma

soliisyonu ile sonlandirilir ve sar1 renk olusumu saglanmis olur. Olusan sar1 rengin

absorbansi NFL konsantrasyonu ile orantilidir. Microplate okuyucu da 450 nm’de

okuma yapilir. Absorbans degerlerine karsi ¢izilen standart konsantrasyonlart ile

standart

egrisi elde edilir. NFL konsantrasyonu bilinmeyen numunelerin

konsantrasyonlar1 bu standart egrisi grafigine gore hesaplanmistir.

ABSORBANS(450 nm)

0 200 400 600 800 1000 1200

KONSANTRASYON(pg/ml)

Sekil 3 : NFL standart absorbans konsantrasyon egrisi
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3.3.4 BOS NFL analizi

BOS NFL o6l¢imi icin Uman Diagnostics (Sweden) marka 10-7002 katolog
numarali sadece insan BOS numuneleri igin gelistirilmis NFL ELIZA kiti
kullanilmistir. Kit sensivitesi 33 pg/mL, 6l¢tim araligi 100 — 10000 pg/mL olarak
belirtilmistir. Analiz dncesinde BOS 6rneklerine 1/2 oraninda kit i¢erisinden ¢ikan
numune diliienti ile diliisyon yapilmistir. Caligma prosediiriine gére numune,
antikor ve TMB subsrat eklenilmesinden sonra inkiibasyonlar oda sicakliginda 800
RPM hizinda mikroplate orbital karistirict tizerinde yapilmistir. Bu Kit iki adet
yiiksek spesifite gosteren monoklonal antikor kullanmaktadir. Kuyucuklardaki
solid yiizeyin tizeri spesifik monoklonal antikorlardan birisi ile kaplanmistir. Bu
antikor numunelerdeki NFL ile baglanmaktadir. Tespit diger konjuge monoklonal
antikor kullanilarak yapilmaktadir. Miktarsal tayin renksiz substratin renkli iirline
enzimatik bir reaksiyon sonucunda doniismesi ile elde edilmektedir. Olusan renkli
irtin miktar1 6rnekteki NFL ile orantilidir. Microplate okuyucu da 450 nm’de
okuma yapilir. Absorbans degerlerine karsi ¢izilen standart konsantrasyonlari ile
standart egrisi elde edilir. NFL konsantrasyonu bilinmeyen numunelerin

konsantrasyonlar1 bu standart egrisi grafigine gore hesaplanmistir.
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Sekil 4 : NFL standart absorbans konsantrasyon egrisi

3.3.5 Serum ve BOS Osteopontin Analizi

Serum ve BOS Osteopontin analizi icin Fine Test (Wuhan, China) marka
EH0248 katalog numarali insan Osteopontin ELIZA kiti kullamilmustir. Kit
sensivitesi 0.094 ng/mL, 6l¢iim araligi 0.156-10 ng/mL olarak belirtilmistir. Kit
sandvi¢ ELIZA metodu ile dl¢iim yapmaktadir. Analiz 6ncesinde BOS &rneklerine
1/20, serum orneklerine 1/2 oranlarinda numune diliisyon soliisyonu ile diliisyon
yapilmistir. Plate kuyucuklarina numunede aranan antijeni yakalamasi igin
yakalama antikoru emdirilmistir. Biotin ile konjuge diger antikor deteksiyon
antikoru olarak gorev yapmaktadir. Standartlar ve numuneler kuyucuklara
eklendikten sonra 90 dakika 37°C’de inkiibe edilmektedir. Yikama soliisyonu ile

iki kere yikandiktan sonra biitiin kuyucuklara biotin ile isaretli antikor
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eklenmektedir. 60 dakika 37°C’de inkiibasyondan sonra yikama soliisyonu ile 3
kere plate yikanmaktadir. HRP-streptavidin butlin kuyucuklara eklendikten sonra
30 dakika 37°C’de inkiibe edilmektedir. Yarim saatlik inkiibasyondan sonra
yikama yapilir ve biitiin kuyucuklara substrat soliisyonu (tetrametilbenzidin)
eklenerek mavi renk reaksiyonu olusturulmasi saglanir. Biitiin kuyucuklarda renk
reaksiyonu i¢in ayni siirenin ge¢mesi saglanarak reaksiyon asidik bir reaksiyon
durdurma soliisyonu ile sonlandirilir ve sar1 renk olusumu saglanmis olur. Olusan
sar1 rengin absorbansi Osteopontin konsantrasyonu ile orantilidir. Microplate
okuyucu da 450 nm’de okuma yapilir. Absorbans degerlerine karsi ¢izilen standart
konsantrasyonlar1 ile standart egrisi elde edilir. Osteopontin konsantrasyonu

bilinmeyen numunelerin konsantrasyonlar1 bu standart egrisi grafigine gore

hesaplanmustir.
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Sekil 5 : Osteopontin standart absorbans konsantrasyon egrisi
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3.3.5 Serum ve BOS GAP-43 Analizi

Serum ve BOS GAP-43 analizi i¢in Fine Test (Wuhan, China) marka EH1497
katalog numarali insan GAP-43 ELIZA kiti kullanilmustir. Kit sensivitesi 0.094
ng/mL, Slgiim araligr 0.156-10 ng/mL olarak belirtilmistir. Kit sandvi¢ ELIZA
metodu ile 6l¢iim yapmaktadir. Analiz oncesinde BOS oOrneklerine 1/2, serum
orneklerine 1/2 oranlarinda numune diliisyon soliisyonu ile diliisyon yapilmistir.
Plate kuyucuklarina numunede aranan antijeni yakalamasi i¢in yakalama antikoru
emdirilmistir. Biotin ile konjuge diger antikor deteksiyon antikoru olarak gorev
yapmaktadir. Standartlar ve numuneler kuyucuklara eklendikten sonra 90 dakika
37°C’de inkiibe edilir. Yikama soliisyonu ile iki kere yikandiktan sonra biitiin
kuyucuklara biotin ile isaretli antikor eklenir. 60 dakika 37°C’de inkiibasyondan
sonra yikama soliisyonu ile 3 kere plate yikanir. HRP-streptavidin bdtin
kuyucuklara eklendikten sonra 30 dakika 37°C’de inkiibe edilir. Yarim saatlik
inkiibasyondan sonra yikama yapilir ve biitiin kuyucuklara substrat soliisyonu
(tetrametilbenzidin) eklenerek mavi renk reaksiyonu olusturulmasi saglanir. Biitiin
kuyucuklarda renk reaksiyonu i¢in ayni siirenin ge¢mesi saglanarak reaksiyon
asidik bir reaksiyon durdurma soliisyonu ile sonlandirilir ve sar1 renk olusumu
saglanmis olur. Olusan sar1 rengin absorbansi Osteopontin konsantrasyonu ile
orantilidir. Microplate okuyucu da 450 nm’de okuma yapilir. Absorbans
degerlerine kars1 ¢izilen standart konsantrasyonlar: ile standart egrisi elde edilir.
GAP-43 konsantrasyonu bilinmeyen numunelerin konsantrasyonlar1 bu standart

egrisi grafigine gore hesaplanmistir.
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3.3.5 Serum ve BOS interlokin-6 Analizi

Serum ve BOS IL-6 analizi i¢in 05109442 Lot numarali Roche cobas Elecsys
IL-6 kiti kullanilmistir. Kit sensivitesi 1.5 pg/mL, dl¢iim aralig: 1.5 — 5000 pg/mL
olarak belirtilmistir. Kit sandvi¢ elektrokemiluminesan metodu ile Ol¢im
yapmaktadir. Herbir numuneden alinan 30 mikrolitrelik Ornekler biyotinle
isaretlenmis 1L-6’ya spesifik monoklonal antikorlar ile inkiibe edilir. Rutenyum
kompleksi ve streptavidin ile kaplanmis mikropartikiiller ile isaretlenmis IL-6’ya
spesifik monoklonal antikorlarin eklenmesi ile numunedeki IL-6 ile antikorlar

sandvi¢ kompleks olusturur. ProCell isimli yikama soliisyonu ile elektrotlara
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manyetik olarak mikropartikuller araciligi ile baglanmamis olan maddeler yikanur.
Elektrota voltaj uygulanmasi ile kemiliiminesan yayilimi indiiklenip 6lgiim alinir.
Sonuglar iki noktali kalibratdr standart egrisine gore belirlenir.

Serum IL-6 ¢alisma ici ve giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismasi igin ii¢ farkli
seviye serum havuzu olusturulmustur. Calisma i¢i %Coefficient of variation (%CV)
diizey 1, diizey 2 ve diizey 3 i¢in sirast ile %1.11, %3.23 ve %0,23 bulunmustur.
Giin i¢i %CV diizey 1, diizey 2 ve diizey 3 igin sirast ile %0,96, %2,04 ve %0,22

bulunmustur.

3.4 Verilerin Istatistiksel Analizi
Verilerin analizi SPSS 25 programi ile yapilmis ve %95 giiven diizeyi ile

calisiimustir.

Kategorik (nitel) degiskenler icin frekans (n) ve yilizde (%), sayisal (nicel)
degiskenler i¢in ortalama (X), standart sapma (ss), medyan (M) istatistikleri
verilmistir.

Calismada 30’dan az 6rneklem bulunan degiskenler i¢in parametrik olmayan
yontemler, 30°dan fazla 6rneklem bulunan degiskenler i¢in parametrik yontemler
kullanilmustir.

Calismada test tekniklerinden Pearson/Spearman korelasyon testi, bagimsiz
gruplar t/Mann Whitney, Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Ayrica ROC analizi
ile 6l¢timlerin duyarlilik, 6zgiilliikleri incelenmistir. Pearson/Spearman korelasyon

testi bagimsiz iki nicel degisken arasindaki dogrusal iligkinin yonii ve kuvvetinin
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belirlenmesi kullanilan test teknigidir. bagimsiz gruplar t/Mann Whitney testi
bagimsiz iki grubun nicel bir degisken agisindan karsilagtirilmasinda kullanilan test
teknigidir. Kruskal Wallis; bagimsiz k grubun (k>2) nicel bir degisken agisindan

karsilastirilmasinda kullanilan test teknigidir.
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4 BULGULAR

4.1 MS, NMOSBH, MS Ontanis1 ve Saglikli Kontrol gruplarina ait tanimlayici

istatistikler

Tablo 3: Nicel degiskenlere iliskin tanimlayici istatistikler

Multiple NMOSBH | MS Ontamsi Saghkh
Skleroz Kontrol
(n=127) (n=20) (n=30) (n=20)
Cinsiyet (n) 95 K32E 13K7E 18K 12E 13K7E
Yas (ort £ SS) 38,0+11,0 41,8+115 42,0 £10,6 35677
Kadin 37,4+10,8 442 +12,7 44,0 + 10,6 320+4,4
Erkek 41,8 £10,7 374+71 39,5+£9,3 375+£85
Tam Yas1 (ort £SS) 32,0+11,0 36,6 +12,2
Kadin 31,2+ 11,4 37,8+14,3 - -
Erkek 34,7977 347+79
Hast Stre(ort £ SS) 75%6,2 9,2+6,8
Kadin 59+51 11,4 £10,2 - -
Erkek 76+6,3 55+43
EDSS (ort +SS) 2,7+2,0 2621
Kadin 25+19 2,7+18 - B
Erkek 3520 26+13

ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, E: Erkek, K: Kadin, MS: Multiple Skleroz, NMOSBH: Noromyelitis Optika
Spektrum Bozukluklar1 Hastalhiklari, Hast. Siire: Hastahk Siiresi, EDSS: Expanded Disability Status Scale

Tablo 3’de 2 hastalik grubu (MS, NMOSBH)), bir saglikli kontrol grubu ve MS

Ontanis1 gruplarina ait bazi nicel degiskenlere ait tanimlayici istatistiki bilgiler
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verilmistir. MS hasta grubunu 4 adet alt grup hastalik olusturmaktadir. Bu grupta
RRMS (n=90), SPMS (n=19), PPMS (n=13), KIS (n=5) alt gruplar1 bulunmaktadir.
NMOSBH hasta grubunu 2 adet alt grup olusturmaktadir. Bu grupta AQP4+ (n=8),
MOG+ (n=11) alt gruplar1 bulunmaktadir. Ayrica ¢ifte seronegatif olan bir hastanin
takibi yapilip antikorlarindan birisi pozitiflestigi takdirde altgrruplardan birisine
dahil edilecektir. MS ontanist grubunu MS ayirict tanisi ile klinige bagvuran
bireyler olusturmaktadir. Bu bireyler takip edilecek, MS tanis1 kesinlesince
calismaya dahil edilecek, MS tanis1 konulmadigi takdirde c¢alismadan
cikarilacaktir.

MS grubundaki erkeklerin yas ortalamas1 (41,8£10,7), kadinlarin yas
ortalamasi (37,4+0,8); erkeklerin ortalama tam1 yasi (37,4+10,8), kadinlarin
ortalama tanmi yast (31,2x11,4); erkeklerin ortalama hastalik stiresi (7,66,3),
kadinlarin ortalama hastalik stiresi (5,945,1); erkeklerin ortalama EDSS skoru (3,5
+2,0), kadinlarin ortalama EDSS skoru (2,5%1,9) olarak hesaplanmustir.

NMOSBH grubundaki erkeklerin yas ortalamas: (37,4+7,1), kadinlarin yas
ortalamasi (44,2+12,7); erkeklerin ortalama tan1 yasi (34,7£7,9), kadmnlarin
ortalama tanmi yast (37,8+14,3); erkeklerin ortalama hastalik stiresi (5,5+4,3),
kadinlarin ortalama hastalik siiresi (11,4£10,2); erkeklerin ortalama EDSS skoru
(2,6£1,3), kadinlarin ortalama EDSS skoru (2,7£1,8) olarak hesaplanmistir.

MS Ontanis1 grubundaki erkeklerin yas ortalamasi (39,5+9,3), kadinlarin yas
ortalamasi (44,0+10,6); saglikli kontrol grubundaki erkeklerin yas ortalamasi
(37,5%8,5), kadinlarin yas ortalamasi (32,0+4,4) olarak hesaplanmistir. Bu bireylere

ait ortalama tan1 yasi, hastalik siiresi ve EDSS skoru hesaplanmamustir.
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4.2 Grup Karsilagtirma Analizleri

Tablo 4’deki analizler yapilirken hastalik alttipleri gruplandirilmig ve
istatistiksel analizler 3 farkli grup i¢in yapilmistir. MS grubunda PPMS, SPMS,
RRMS, KIS alttipleri bulunurken; NMOSBH grubunda AQP4+ ve MOG+ alttipleri
bulunmaktadir.

Tablo 4: Serum biyobelirtec diizeylerinin gruplara gore karsilastirilmasi

Degisken Grup n OrtzSS Medyan(IQR)? p Grup fark
MS (1) 127 252,87+2623,83 4,38(1,95-10,02)

Interlokin-6 (pg/mL)  NMOSBH(2) 20  13,72+3590 3,15(1,14-8,71) 0,000% 1-2,3
Saglikhi (3) 20 1,23+1,03 0,75(0,75-1,35)
MS (1) 127 0,12+0,16 0,08(0,04-0,12)

GFAP (ng/m |_) NMOSBH (2) 20 0,05+0,03 0,04(0,04-0,06) 0,002* 1-2.3
Saglikh (3) 20 0,04+0,03 0,04(0,04-0,05)
MS (1) 127 105,08+108,41  87,09(52,72-117,02)

NFL (pg/m |_) NMOSBH (2) 20 88,84+61,02 63,20(50,78-106,72) 0,634
Saglikh (3) 20 74,20£24,29 74,98(49,59-91,04)
MS (1) 127 5,63+4,81 5,01(2,37-5,98)

Osteopontin (ng/mL) NMOSBH(2) 20 2,190,60 2,02(1,93-2,18) 0,000* 123
Saglikh (3) 20 2,53+0,94 2,00(1,84-3,01)
MS (1) 127 3,9743,70 3,78(3,24-4,87)

GAP-43 (ng/mL) NMOSBH (2) 2 2,65£0,73 2,41(2,09-3,3) 0,000* 12,3
Saglikh (3) 20 2,58+0,81 2,27(2,05-3,1)

*p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok ; Mann Whitney

Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, IQR: Interquartile Range (%025-75), MS: Multiple Skleroz, NMOSBH:
Noromyelitis Optika Spektrum Bozukluklar1 Hastahklar, Saghkh: Saghkh Kontrol, GFAP: Glial Fibriler Asidik
Protein, NFL: Norofilaman Hafif Zincir, GAP-43: Growth Associated Protein
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MS, NMOSBH ve saglikli kontrol grubundaki bireyler arasinda Interlokin-6
degerleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).
Ortalama Interlokin-6 degerleri MS hastalarinda en yiiksek iken (252,87 pg/mL)
saglikl1 kontrol grubunda en diisiiktiir (1,23 pg/mL). istatistiksel olarak anlamli fark
MS hastalar1 ile NMOSBH, saglikli kontrol grubunda olanlar arasindadir.

MS, NMOSBH ve saglikli kontrol grubundaki bireyler arasinda GFAP
degerleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).
Ortalama GFAP degerleri MS hastalarinda en yiiksek iken (0,12 ng/mL) saglikli
kontrol grubunda en diisiiktiir (0,04 ng/mL). Istatistiksel anlaml1 fark MS hastalari
ile NMOSBH, saglikli kontrol grubunda olanlar arasindadir.

MS, NMOSBH ve saglikli kontrol grubundaki bireyler arasinda Osteopontin
degerleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).
Ortalama Osteopontin degerleri MS hastalarinda en yiksek iken (5,63 ng/mL)
NMOSBH grubunda en diisiiktiir (2,19 ng/mL). istatistiksel anlamli fark MS
hastalar1 ile NMOSBH, saglikli kontrol grubunda olanlar arasindadir.

MS, NMOSBH ve saglikli kontrol grubundaki bireyler arasinda GAP-43
Ol¢limii bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).
Ortalama GAP-43 degerleri MS hastalarinda en yiiksek iken (3,97 ng/mL) saglikli
kontrol grubunda en diisiiktiir (2,58 ng/mL). Istatistiksel anlaml1 fark MS hastalar1
ile NMOSBH, saglikli kontrol grubunda olanlar arasindadir

MS, NMOSBH ve saglikli kontrol grubundaki bireyler arasinda NFL 6l¢imi

bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05). Istatistiksel
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olarak bir fark bulunmamasina karsin ortalama NFL degerleri en yiiksek MS

grubunda iken, en diislik saglikli kontrol grubunda olanlardadir.

86



Tablo 5’deki analizler yapilirken hastalik alttipleri gruplandirilmis ve
istatistiksel analizler 3 farkli grup i¢in yapilmistir. MS grubunda PPMS, SPMS,
RRMS alttipleri bulunurken; NMOSBH grubunda AQP4+ ve MOG+ alttipleri
bulunmaktadir. MS grubundan diger alt gruplar ile benzer saytya ulasmadig1 i¢in
KIS grubu ¢ikarilmustir.

Tablo 5: Serum biyobelirte¢ diizeylerinin gruplara gore karsilastirilmasi

Degisken  Tam n Ort£SS  Medyan(IQrR)® p Grup fark
NMOSBH (1) 20 14,53+35,75 3,15(1,14-8,71)
Interldkin-6 RRMS/PPMS/SPMS (2) 122 43,78+197,82 4,43(1.98-11.34) 0,000* 2.13
(pg/mL) *
Saglikh (3) 20 1,23+1,03 0,75 (0.75-1.35)
NMOSBH (1) 20 0,05+0,03 0,04(0,04-0,06)
GFAP RRMS/PPMS/SPMS (2) 122 0,13+0,17 0,07(0.04-0.12) 0,001* 2.13
(ng/mL) L
Saghkh (3) 20 0,05+0,03 0,04 (0,04-0,05)
NMOSBH (1) 20 90,48+60,25 63,20(50,78-106,72)
NFL
RRMS/PPMS/SPMS (2) 122 106,34+114,1 82,12(52.85-118.47) 0,702
(pg/mL)
Saghkh (3) 20 74,2+24,29 74,98(49,59-91,04)
NMOSBH (1) 20 2,17+0,61 2,02(1,93-2,18)
Osteopontin RRMS/PPMS/SPMS (2) 122 5,94+5,01 4,85(2.44-6.16) 0,000* )13
(ng/mL) -1
Saghkh (3) 20 2,53+0,94 2,00(1,84-3,01)
NMOSBH (1) 20 2,89+0,99 2,51(2,09-3,3)
AP-4
G 3 RRMS/PPMS/SPMS (2) 122 4,50£3,95 3,96(3.22-4.93) 0,000* 2-13
(ng/mL)
Saglikli (3) 20 2,58+0,81 2,27 (2,05-3,1)

*p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok ; Mann WhitneyOrt: Ortalama, SS: Standart Sapma, IQR: Interquartile Range
(%25-75), MS: Multiple Skleroz, NMOSBH: Noromyelitis Optika Spektrum Bozukluklar1 Hastahklari, Saglikh: Saghikh Kontrol,
GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein, NFL: Norofilaman Hafif Zincir, GAP-43: Growth Associated Protein - 43
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RRMS/PPMS/SPMS, NMOSBH ve saglikli kontrol grubundaki bireyler
arasinda Interlokin-6 degerleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05). RRMS/PPMS/SPMS tanis1 olan hastalarinin ortalama
Interlokin-6 degerleri en yiiksek iken (43,78 pg/mL) saglikli kontrol grubunda
olanlarmm en diisiiktiir (1,23 pg/mL). Istatistiksel olarak anlamli fark
RRMS/PPMS/SPMS tanisi olan hastalar ile NMOSBH, saglikli kontrol grubunda
olanlar arasindadir.

RRMS/PPMS/SPMS, NMOSBH ve saglikli kontrol grubundaki bireyler
arasinda arasinda GFAP degerleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05). RRMS/PPMS/SPMS tanis1 olan hastalarinin ortalama
GFAP 0Olcuimi en yiksek iken (0,13 ng/mL) saglikli kontrol grubunda olanlarin en
diisiiktiir (0,05 ng/mL). Istatistiksel olarak anlamli fark RRMS/PPMS/SPMS tanisi
olan hastalar ile NMOSBH, saglikl1 kontrol grubunda olanlar arasindadir.

RRMS/PPMS/SPMS, NMOSBH ve saglikli kontrol grubundaki bireyler
arasinda arasinda Osteopontin 6l¢iimii bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05). RRMS/PPMS/SPMS tanisi olan hastalarinin Osteopontin
6lcimi en yiksek iken (5,94 ng/mL) NMOSBH tanis1 olanlarin en diisiiktiir (2,17
ng/mL). Istatistiksel olarak anlamli fark RRMS/PPMS/SPMS tanis1 olan hastalar
ile NMOSBH, saglikli kontrol grubunda olanlar arasindadir.

RRMS/PPMS/SPMS, NMOSBH ve saglikli kontrol grubundaki bireyler
arasmnda GAP-43 oOlgimii  bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05). RRMS/PPMS/SPMS tanis1 olan hastalarinin ortalama

GAP-43 degerleri en yuksek iken (4,50 ng/mL) saglikli kontrol grubunda olanlarin
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en diisiiktiir (2,58 ng/mL). Istatistiksel anlaml1 fark RRMS/PPMS/SPMS tanis1 olan
hastalar ile NMOSBH, saglikl1 kontrol grubunda olanlar arasindadir.

MS, NMOSBH ve saglikli kontrol grubundaki bireyler arasinda NFL 6l¢imi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05). Istatistiksel
olarak bir fark bulunmamasina karsin ortalama NFL degerleri en yiiksek MS

grubunda iken, en diistik saglikli kontrol grubunda olanlardadir.
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4.2 Numune turlerine gore biyobelirtecler icin Box-Plot Grafikleri
Box — Plot grafikleri serum ve BOS numuneleri igin ayr1 yapilmistir. BOS’a ait

grafiklerde 3 alt grubun olmasi sadece bu alttiplere ait BOS numunelerinin

olmasindan kaynaklanmaktadir. Numune tiirii BOS olanlar i¢in n degerleri: MS

ontanisi(n=5), PPMS(n=1), RRMS(n=13)
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GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein, MS: Multiple Skleroz, PPMS: Primer Progresif Multiple Skleroz, RRMS: Relapsing-Remitting Multiple Scleroz, (0 = U deger, = Asirt ug deger)

Grafik 1: Numune tiirii BOS olan gruplarda GFAP degerlerinin dagilimi
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GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein, MS: Multiple Skleroz, PPMS: Primer Progresif Multiple Skleroz, RRMS: Relapsing-Remitting Multiple Scleroz, MOG:Myelin Oligodentrosit
Glikoprotein, NMO: Noromyelitis Optika(AQP4), SPMS: Sekonder Progresif Multiple Skleroz, Kontrol: Saglikh Kontrol (o = U¢ deger, » = Asir1 ug deger)

Grafik 2: Numune tiirii serum olan gruplarda GFAP degerlerinin dagilimi
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Nuwmune Tiirii: BOS
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Grafik 3: Numune tiirii BOS olan gruplarda NFL degerlerinin dagilim1
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NFL: Néroflaman Hafif Zincir, MS: Multiple Skleroz, PPMS: Primer Progresif Multiple Skleroz, RRMS: Relapsing-Remitting Multiple Scleroz, MOG:Myelin Oligodentrosit
Glikoprotein, NMO: Noromyelitis Optika(AQP4), SPMS: Sekonder Progresif Multiple Skleroz, Kontrol: Saghkh Kontrol (o = U¢ deger, x = Asir1 ug deger)

Grafik 4: Numune tiirii serum olan gruplarda NFL degerlerinin dagilim1

91



Numune Tiirii: BOS
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Grafik 5: Numune tiiri BOS olan gruplarda Osteopontin degerlerinin dagilimi
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Glikoprotein, NMO: Noromyelitis Optika(AQP4), SPMS: Sekonder Progresif Multiple Skleroz, Kontrol: Saghkh Kontrol (0 = Ug deger, * = Asir1 ug deger)

Grafik 6: Numune tiirii serum olan gruplarda Osteopontin degerlerinin dagilimi
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GAP-43: Growth Associated Protein — 43, MS: Multiple Skleroz, PPMS: Primer Progresif Multiple Skleroz, RRMS: Relapsing-Remitting Multiple Scleroz, (o = Ug deger, * = Asir1 ug
deger)

Grafik 7: Numune tlri BOS olan gruplarda GAP-43 degerlerinin dagilimi
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Glikoprotein, NMO: Noromyelitis Optika(AQP4), SPMS: Sekonder Progresif Multiple Skleroz, Kontrol: Saghkh Kontrol (0 = Ug deger, * = Asir1 ug deger)

Grafik 8: Numune tirt serum olan gruplarda GAP-43 degerlerinin dagilimi
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Grafik 9: Numune tiirii BOS ve serum olan gruplarda IL-6 degerlerinin dagilimi

Grafik 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9 icin numune tirtne gore cizilen box-plot grafikleri
incelendiginde, GFAP, NFL, Osteopontin, GAP-43 biyobelirtecleri icin numune
tiiriine gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05). IL-6 icin
numune tiirline gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamasina ragmen
(p>0,05), serum IL-6 ortalama degeri (204,21+2350,48) BOS IL-6 ortalama
degerinden (4,67+2,61) daha yiiksek tespit edilmistir.

Grafik-1 BOS box-plot incelendiginde, RRMS altgrubuna ait degerlerin
dagilimmnin, MS oOntanist ve PPMS gruplarina goére daha genis oldugu

goriilmektedir. PPMS grubuna ait BOS 6rnegi 1 adet oldugu i¢in tek ¢izgi seklinde
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ifade edilmistir. RRMS altgrubunda bir numunenin asir1 u¢ degere sahip oldugu
izlenmektedir.

Grafik-2 serum box-plot incelendiginde, NMO (AQP4+) ve saglikli kontrol
grubuna ait degerlerin birbirine benzer sekilde dar bir dagilim gosterdigi, MS
ontanis;, PPMS, RRMS,SPMS’e ait degerlerin birbirine benzer sekilde diger
gruplara gore daha genis bir dagilim gosterdigi tespit edilmistir. RRMS, PPMS, MS
Ontanisina ait alt gruplarda asir1 u¢ degerlerin oldugu izlenmektedir.

Grafik-3 BOS box-plot grafigi incelendiginde, RRMS grubuna ait degerlerin
MS Ontanisina ait degerlerden daha genis dagilima sahip oldugu
gorilmektedir.RRMS grubunda 50. ve 75. yizdelik arasindaki degerlerin MS
Ontanist grubuna gore daha yiiksek oldugu izlenmektedir.

Grafik-4 serum box-plot grafigi incelendiginde, PPMS ve NMO (AQP4+)
gruplarina ait degerlerin birbirine benzer sekilde diger gruplara gore daha genis bir
dagilim gosterdigi MS 6ntani, RRMS, saglikli kontrol, SPMS’e ait degerlerin
birbirine benzer sekilde daha dar bir dagilima sahip oldugu goriilmektedir.

Grafik-5 BOS box-plot grafigi incelendiginde RRMS grubuna ait degerlerin
diger gruplara gore daha genis bir dagilim gosterdigi goriilmektedir. RRMS
grubuna ait 50. ve 75. yuzdelik arasindaki degerlerin MS 6ntani grubuna gore daha
yuksek oldugu izlenmektedir.

Grafik-6 serum box-plot grafigi incelendiginde RRMS alt grubundaki
degerlerin dagilimimin diger gruplara gore daha genis oldugu tespit edilmistir.

RRMS alt grubuna ait u¢ degerler ve asir1 ug degerlerin diger alt gruplara gére daha
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fazla oldugu izlenmektedir. MOG ve NMO(AQP4+) alt grubuna ait degerler diger
gruplara gore daha dar dagilim gostermektedir.

Grafik-7 BOS box—plot grafigi incelendiginde MS oOntanist grubuna ait
degerlerin RRMS grubundaki degerlere gore daha genis dagilim gosterdigi
izlenmektedir. MS Ontanis1 grubunda 50. ve 75. yizdelik arasindaki degerlerin
RRMS grubuna gore daha yiiksek oldugu izlenmektedir.

Grafik-8 serum box-plot grafigi incelendiginde PPMS grubuna ait degerlerin
diger gruplara gore daha genis, diger gruplara ait degerler PPMS grubuna gore daha
dar dagilim gostermektedir.

Grafik serum ve BOS, serum iL-6 degerleri incelendiginde PPMS ve MS
Ontanist guplaria ait degerler diger gruplara gore daha genis dagilim grafigi
gostermektedir. Serum saglikli kontrol IL-6 25. ve 75. yiizdelikler arasindaki

degerlerin diger gruplara gore daha diisiik degerler oldugu izlenmektedir.
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Tablo 6: Biyobelirte¢ degerlerinin numune tirlerine gore Karsilastirilmasi

Degisken Numune Tard n  Ort.£SS. Medyan(IQR) p
. BOS 41 4,67+2,61
Interl6kin-6 (pg/mL) 0,5882
Serum 187  204,21+2350,48
BOS 19 1,44+2 56 0,82 (0.51-1.17)
GFAP (ng/mL) 0,000¢*
Serum 165 0,11+0,15 0,06 (0.04-0.11)
BOS 19 1179,18+744,2 995,31 (706.81-1644.35)
NFL (pg/mL) 0,000¢*
Serum 165 99,56+97,97 77,39 (51.97-109.94)
BOS 19 258,51+175,51 199,78 (127.76-326.89)
Osteopontin (ng/mL) 0,000¢*
Serum 164 4,90+4,46 3,53 (2.05-5.42)
BOS 19 0,60+0,29 0,57 (0.47-0.72)
GAP-43 (ng/mL) 0,000¢*
Serum 164 4,06+3,37 3,69 (2.81-4.62)

*p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok ; a:bagimsiz gruplar t testi

, C:Mann Whitney

Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, IQR: Interquartile Range (%25-75) GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein, NFL:

Nérofilaman Hafif Zincir, GAP-43: Growth Associated Protein-43, BOS: Beyin Omurilik Sivist

IQR: Interquartile Range(%25-75)

Numune tiirii farkli hastalar arasinda GFAP degerleri bakimindan istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05). Numunesi BOS olan grupta GFAP

degerleri daha yuksektir (1,44 ng/mL).

Numune tiiri farkli hastalar arasinda NFL degerleri bakimindan istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05). Numunesi BOS olan hastalarda NFL

degerleri daha yuksektir (1179,18 pg/mL).
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Numune tiirii farkli hastalar arasinda Osteopontin degerleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05). Numunesi BOS olan
hastalarda Osteopontin degerleri daha yuksektir (258,51 ng/mL).

Numune tiirii farkli hastalar arasinda GAP-43 degerleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05). Numunesi serum olan hastalarda GAP-
43 degerleri daha yuksektir (4,06 ng/mL).

Numune tiirii farkl1 hastalar arasinda IL-6 degerleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05). Istatistiksel olarak anlaml1 fark
bulunmamasina karsin serum IL-6 ortalama degeri (204,21+2350,48) BOS IL-6

ortalama degerinden (4,67+2,61) daha yuksektir.
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Tablo 7: Biyobelirteg serum dizeylerinin NMOSBH altgruplart AQP4+,MOG+

gruplarina gore Karsilastirilmasi

Degisken AQP4+/MOG+ n Ort.xSS. Medyan(IQR)? p
AQP4+ 8 6,18+4,37 4,43 (3.12-10.43)
Interlokin-6 (pg/mL) 0,490
MOG+ 11 21,03+49,32 1,95 (1.14-14.12)
AQP4+ 8 0,04+0,00 0,04 (0.04-0.04)
GFAP (ng/mL) 0,379
MOG+ 11 0,06+0,04 0,04 (0.04-0.09)
AQP4+ 8 128,92+81,16 87,41 (63.29-223.94)
NFL (pg/mL) 0,079
MOG+ 11 64,87+23,86 58,08 (49.83-75.11)
AQP4+ 8 2,110,33 2,02 (1.95-2.21)
Osteopontin (ng/mL) 0,874
MOG+ 11 2,29+0,78 2,12 (1.9-2.23)
AQP4+ 8 2,42+0,57 2,41 (1.87-2.71)
GAP-43 (ng/mL) 0,266
MOG+ 11 2,94+0,76 3,16 (2.2-3.53)

*p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok ; Mann Whitney

Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, IQR: Interquartile Range(%25-75), GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein, NFL:
Norofilaman Hafif Zincir, GAP-43: Growth Associated Protein-43, AQP4: Aquaporin-4, MOG: Myelin
Oligodentrosit Glikoprotein

IQR: Interquartile Range Interquartile Range(%625-75)

AQP4+, MOG+ grubu hastalar1 arasinda Interlokin-6, GFAP, NFL,
Osteopontin, GAP-43 degerleri bakimindan istatistiksel anlamli  fark

bulunmamaktadir (p>0,05). Istatistiksel oalrak anlaml1 fark bulunmamasina karsin,
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MOG+ grupta ortalama IL-6 degeri (21,03+49,32), AQP4+ grup ortalama IL-6
degerinden (6,18+4,37) daha yiiksektir. MOG+ grupta ortalama GFAP degeri
(0,06+0,04), AQP4+ grup ortalama GFAP degerinden (0,04+0,00) daha yuksektir.
AQP4+ grupta ortalama NFL degeri (128,92+81,16), MOG+ grup ortalama NFL
degerinden (64,87+£23,86) daha yiiksektir. MOG+ grupta ortalama osteopontin
degeri (2,29£0,78), AQP4+ grup ortalama osteopontin degerinden (2,11+0,33)
daha yuksektir. MOG+ grupta ortalama GAP-43 degeri (2,94+0,76), AQP4+ grup
ortalama osteopontin degerinden (2,42+0,57) daha yuksektir.

Tablo 8: Serum biyobelirte¢ diizeylerinin biitiin hasta gruplarinda ila¢ kullanimina

gore karsilastirilmasi

Degisken Ila¢ kullammi  n Ort.£SS. Medyan p

Kullanmiyor 44  91,24+316,03 3,03

Interldkin-6 (pg/mL) 0,109
Kullaniyor 103 13,1+25,88 4.41
Kullanmiyor 39 87,81+71,46 83,79

NFL (pg/mL) 0,287
Kullantyor 100 109,14+116,25 86,55

*p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok ; bagimsiz gruplar t testi
Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, NFL: Nérofilaman Hafif Zincir

Ilag kullananlar ile kullanmayan hastalar arasinda Interlokin-6, NFL 6lgtimleri
bakimindan istatistiksel anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05). Istatistiksel olarak
anlamli fark olmamasma karsin, ilag kullanmayanlarda ortalama IL-6 degeri
(91,24+316,03) ilac kullananlara gore (13,1+25,88) daha yiiksektir. Ilac
kullananlarda ortalama NFL degeri (109,14+116,25) ila¢ kullanmayanlara gore

(87,81+71,46) daha ylksektir
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Grafik 10: RRMS, PPMS alt gruplarinda immunmodulator tedavi alanlar ile

almayanlar arasinda BOS NFL duzeyleri box-plot grafigi
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Grafik 11: Biitiin hastalik alt gruplarinda immunmodulator tedavi alanlar ile

almayanlar arasinda serum NFL duzeyleri box-plot grafigi
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Grafik-10’a ait  box-plot grafigi incelendiginde ila¢ kullanmayanlar
kullananlara gére BOS NFL degerleri i¢in daha genis dagilim gostermektedir. 75.ve
100.ylzdelik arasindaki dagilim ilag kullanmayanlarda kullananlara goére daha
genistir.

Grafik-11’e ait box-plot grafigi incelendiginde ilag kullananlar ve
kullanmayanlar arasinda benzer dagilimlarm oldugu goriilmektedir. ilag kullanan

ve kullanmayanlar ug degerler ve asir1 ug degerler igermektedir.
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Grafik 12: immiimmodiilator tedavi rejimlerine gére NFL ortalama degerlerinin
grafiksel gosterimi
Grafik-12°de kullanilan tedavi rejimlerine gére MS ve NMOSBH’da ortalama

serum NFL diizeyleri gosterilmistir. Serum ortalama NFL degeri en yiiksek ilag
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kullanmayanlarda (353,6 + 453,09), en diisilk NFL degeri Natalizumab (46,5 *

22,3), Fingolimod (84,23 + 36,28), Ocrelizumab (97,5 £ 38,39) kullananlardadir

Tablo 9: NFL dizeylerinin hasta ve kontrol gruplarina gore karsilagtiriimasi

Degisken n Ort.+SS. Medyan(IQR) p
Hasta BOS 42 1146,85+1053,64 796,4

Grup 0,0012*
Kontrol BOS 42 3597,22+4449,79 1169,6
MS 6n tanisi 19 1200,99+1304,07 706,81 (360.41-1483.49)

Tani msd 23 1102,13+820,32 848,15 (534.82-1394.38) 0,052b
Kontrol BOS 42 3597,22:+4449,79 1169,65 (535.92-5120.11)
Erkek 29 2870,06+4073,42 967,15

Cinsiyet 0,570°
Kadin 42 2362,52+3387,9 921,73

*p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok ; a:bagimsiz gruplar t testi

, b:Kruskal Wallis, c:Mann Whitney

Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, IQR: Interquartile Range (%25-75) (1) MS: Multiple Skleroz, MS?: RRMS (n=19),

KIS (n=1), Radyolojik izole Sendrom (n=1), PPMS (n=1), SPMS (n=1)

Hasta BOS grubunu MS 6ntanis1 ve MS alt gruplari olusturmaktadir. MS®

grubunu RRMS (n=19), KIS (n=1), Radyolojik Izole Sendrom (n=1), PPMS (n=1),

SPMS (n=1) alt gruplar1 olusturmaktadir. Kontrol BOS grubunu ayirici tani veya

takip i¢in LP yapilan degisik tanilarda hastaliklar olusturmaktadir. Bu grubu Spinal
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Muskiler Atrofi, beyinde benign kitle, beyinde malign kitle, normal basingh
hidrosefali, kafa ici hipertansiyonu, Guillian Barre hastaliklar1 olusturmaktadir.

Hasta BOS ve kontrol BOS gruplar1 arasinda NFL degerleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05). Kontrol BOS grubundaki
hastalarin ortalama NFL degerleri daha yuksektir (3597,22 pg/mL).

Tanis1 ve cinsiyeti farkli hastalar arasinda NFL o6l¢iimii bakimindan
istatistiksel anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05). Istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmamasina karsin; tan1 degiskeni i¢in ortalama NFL degeri Kontrol BOS
grubunda digerlerinden yiiksek (3597,22 + 4449,79), cinsiyet degiskeni i¢in erkekte
kadindan fazla bulunmustur (2870,06 + 4073,42).

4.3 Korelasyon Analizleri

Tablo 10: Biyobelirtec duzeylerinin birbirleri ve GD+T1 lezyon ile iligkisi

rkatsayis LE%%BN oimL) (bgimL) (paimL) o) (agmL)
$E+ LEZYON 1 -,006 -0,01 -,086 ,191 ,290*
iL-6 (pg/mL) 1 019 038 064 -,052
GFAP (ng/mL) 1 035 075 -,047
NFL (pg/mL) 1 -,062 024
8sgfr(r)]pl_(;ntin 1 033
GAP-43 (ng/mL) 1

**p<0,01 , *p<0,05 anlamh iliski var , p>0,05 anlamh iliski yok , Korelasyon
katsayisi gii¢ diizeyleri; 0<r<0,299 zayif, 0,300<r<0,599 orta, 0,600<r<0,799
gucla, 0,800<r<0,999 cok gucli. ; Pearson Korelasyon

GD+T1 LEZYON: Kontrast tutan lezyon, iL-6: interlokin-6, GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein, NFL: Nérofilaman Hafif Zincir, Gap-43:
Growth Associated Protein-43
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GAP-43 6lctimii ile GD+ LEZYON T1 (r=0,290) 6l¢limii arasinda istatistiksel
olarak anlamli, pozitif yonlii zayif iliski bulunmaktadir (p<0,05). Diger iliskiler

istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

Tablo 11: Biyobelirte¢ diizeylerinin EDSS, relaps sayisi ile iligkisi

r katsayisi EDSS Relaps Sayisi
GD+ LEZYON T1 ,018 ,019
Interlokin-6 (pg/mL) 227 ,028
GFAP (ng/mL) ,038 -,093
NFL (pg/mL) ,199* -,111
Osteopontin (ng/mL) ,000 -,077
GAP-43 (ng/mL) ,183* ,505**

**p<0,01 , *p<0,05 anlamh iliski var , p>0,05 anlamh iliski yok , Korelasyon
katsayisi gii¢ diizeyleri; 0<r<0,299 zayif, 0,300<r<0,599 orta, 0,600<r<0,799

gucla, 0,800<r<0,999 cok gucli. ; Pearson Korelasyon

GD+T1 LEZYON: Kontrast tutan lezyon, iL-6: interlokin-6, GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein, NFL: Norofilaman
Hafif Zincir, Gap-43: Growth Associated Protein-43, EDSS: Expanded Disability Status Scale

EDDS skoru ile IL-6 (r=0,227), NFL (r=0,199), GAP-43 (r=0,183) degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli, pozitif yonlii zayif iliski bulunmaktadir
(p<0,05).

Relaps sayisi ile GAP-43 (r=0,505) degerleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli, pozitif yonlii orta kuvvetli iliski bulunmaktadir (p<0,05).
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Tablo 12: Yas ve hastalik stresinin biyobelirteg diizeyleri ile liskisi

Hastalik Siiresi Yas
,170* ,061
NFL (pg/mL)
A43** ,080
EDSS
,510** ,003

Relaps Sayisi

**p<0,01 , *p<0,05 anlamh iliski var , p>0,05 anlamh iliski yok , Korelasyon
katsayisi gii¢ diizeyleri; 0<r<0,299 zayif, 0,300<r<0,599 orta, 0,600<r<0,799

gucla, 0,800<r<0,999 cok gucli. ; Pearson Korelasyon

NFL: Noérofilaman Hafif Zincir, EDSS: Expanded Disability Status Scale

Hastalik siiresi ile NFL degerleri (0,170) arasinda istatistiksel anlamli, pozitif
yonli zayif; hastalik siiresi ile EDSS skoru (r=0,443), relaps sayist (r=0,510)
arasinda istatistiksel anlamli, pozitif yonlii orta kuvvetli iliski bulunmaktadir

(p<0,05).

Yas ile NFL, EDSS, relaps sayis1 arasinda istatistiksel anlamli iliski

bulunmamaktadir (p>0,05).
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Tablo 13: BOS ve serum 6rneklerinde biyobelirteclerin korelasyonu

siL6 sGFAP sNFL sOsteo  SGAP-43

biL-6 (pg/mL) 0,022 X X X X
bGFAP (ng/mL) X 0,094 X X X
bNFL (pg/mL) X X -0,135 X X
bOsteopontin (ng/mL) X X X -0,042 X
bGAP-43 (ng/mL) X X X X -0,091

**p<0,01 , *p<0,05 anlamh iliski var , p>0,05 anlamh iliski yok , Korelasyon
katsayisi gii¢ diizeyleri; 0<r<0,299 zayif, 0,300<r<0,599 orta, 0,600<r<0,799

guclu, 0,800<r<0,999 cok gucli. ; Pearson Korelasyon

biL-6: Bos interlokin-6, bGFAP: Bos Glial Fibriler Asidik Protein, bNFL: Bos Nérofilaman Hafif Zincir,
bOsteopontin: Bos Osteopontin, bGAP-43: Bos Growth Associated Protein-43, siL-6: Serum Interlokin-6, SGFAP:
Serum Glial Fibriler Asidik Protein, sSNFL: Serum Nérofilaman Hafif Zincir, sOsteo: Serum Osteopontin, sGAP-

43: Serum GAP-43

BOS ve serumda biyobelirtecler arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki

bulunmamaktadir (p>0,05).
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4.4 Receiver Operating Characteristic Curve (ROC) Analizleri

Tablo 14: MS Grubu ROC Analizi Sonuglari

Sensivite Spesifite PP NP AUC Std.Hata p

Interldkin-6 (pg/mL) 0,591 0,529 0,734 0,671 0,870 0,036  0,000*
GFAP (ng/mL) 0,709 0,647 0,815 0,503 0,704 0,049 0,003*
NFL (pg/mL) 0,614 0,529 0,741 0,385 0,557 0,064 0,413
Osteopontin (ng/mL) 0,835 0,588 0,817 0,619 0,770 0,043 0,000*
GAP-43 (ng/mL) 0,921 0,529 0,811 0,753 0,851 0,045 0,000*

GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein, NFL: Noérofilaman Hafif Zincir, GAP-43: Growth Associated Protein-43

PP: Pozitif Prediktif Deger, NP: Negatif Prediktif Deger, AUC: Area Under the Curve, Egri Altinda Kalan Alan,

Std.Hata: Standart Hata
*p<0,05
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Grafik 13: Multiple Skleroz Grubu ROC egrisi grafigi

Grafik-13’de MS hastalik grubu ve saglikli kontrol grubundaki veriler kullanilarak
biyobelirtegler i¢in ROC egrileri ¢izilmistir. Egri altinda kalan alan en fazla %95
giiven araliginda (0,799-0,941) IL-6’da bulunmustur (AUC:0,870).
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Tablo 15: NMOSBH Grubu ROC Analizi Sonuglari

Sensivite Spesifite PP NP AUC Std.Hata p
Interlokin-6 (pg/mL) 0,765 0,750 0,782 0,731 0,797 0,076  0,002*
GFAP (ng/mL) 0,765 0,450 0,620 0,619 0,637 0,093 0,156
NFL (pg/mL) 0,529 0,400 0,508 0,419 0,463 0,100 0,703
Osteopontin (ng/mL) 0,882 0,450 0,653 0,464 0,491 0,102 0,927
GAP-43 (ng/mL) 0,647 0,500 0,603 0,447 0,544 0,096 0,648

GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein, NFL: Norofilaman Hafif Zincir, GAP-43: Growth Associated Protein-43
PP: Pozitif Prediktif Deger, NP: Negatif Prediktif Deger, AUC: Area Under the Curve, Egri Altinda Kalan Alan,
Std.Hata: Standart Hata

*p<0,05
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Grafik 14: NMOSBH grubu ROC egrisi grafigi

Grafik-14°’de NMOSBH hastalik grubu ve saglikli kontrol grubundaki veriler

kullanilarak biyobelirtecler icin ROC egrileri ¢izilmistir. Egri altinda kalan alan en
fazla %95 giiven araliginda (0,647-0,947) 1L-6’de bulunmustur (AUC:0,797).
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Tablo 16: RRMS Grubu ROC Analizi Sonuglari

Sensivite Spesifite PP NP AUC Std.Hata p
Interlokin-6 (pg/mL) 0,852 0,750 0,932 0,559 0,863 0,040 0,000*
GFAP (ng/mL) 0,802 0,450 0,854 0,362 0,759 0,054 0,000*
NFL (pg/mL) 0,506 0,400 0,771 0,168 0,474 0,061 0,720
Osteopontin (ng/mL) 0,765 0,700 0,910 0,427 0,812 0,042 0,000*
GAP-43 (ng/mL) 0,827 0,750 0,929 0,520 0,832 0,050 0,000*

GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein, NFL: Norofilaman Hafif Zincir, GAP-43: Growth Associated Protein-43
PP: Pozitif Prediktif Deger, NP: Negatif Prediktif Deger, AUC: Area Under the Curve, Egri Altinda Kalan Alan,

Std.Hata: Standart Hata

*p<0,05
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Grafik 15: RRMS grubu ROC egrisi grafigi

Grafik-15’de RRMS MS hastalik alttipi ve saglikli kontrol grubundaki veriler

kullanilarak biyobelirtecler icin ROC egrileri ¢izilmistir. Egri altinda kalan alan en
fazla %95 giiven arahiginda (0,785-0,941) IL-6’de bulunmustur (AUC:0,863).
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Tablo 17: PPMS Saglikli Kontrol Grubu ROC Analizi Sonuglari

Sensivite Spesifite PP NP AUC Std.Hata p
Interlokin-6 (pg/mL) 0,750 0,750 0,643 0,833 0,823 0,087 0,003*
GFAP (ng/mL) 0,583 0,450 0,388 0,642 0,563 0,120 0,559
NFL (pg/mL) 0,917 0,800 0,733 0,941 0,896 0,063 0,000*
Osteopontin (ng/mL) 0,833 0,550 0,526 0,845 0,608 0,105 0,312
GAP-43 (ng/mL) 0,833 0,750 0,666 0,882 0,858 0,065 0,001*

GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein, NFL: Norofilaman Hafif Zincir, GAP-43: Growth Associated Protein-43
PP: Pozitif Prediktif Deger, NP: Negatif Prediktif Deger, AUC: Area Under the Curve, Egri Altinda Kalan Alan,

Std.Hata: Standart Hata
*p<0,05
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Grafik 16: PPMS grubu ROC egrisi grafigi
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GAP-43 (ng/ml)
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Grafik-16’da PPMS MS hastalik alttipi ve saglikli kontrol grubundaki veriler

kullanilarak biyobelirtecler icin ROC egrileri ¢izilmistir. Egri altinda kalan alan en

fazla %95 giiven araliginda (0,772-1,000) NFL’de bulunmustur (AUC:0,896).
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Tablo 18: SPMS Saglikli Kontrol Grubu ROC Analizi Sonuglari

Sensivite Spesifite PP NP AUC Std. Hata p
Interlokin-6 (pg/mL) 0,941 0,750 0,762 0,937 0,941 0,038  0,000*
GFAP (ng/mL) 0,647 0,850 0,786 0,738 0,607 0,110 0,266
NFL (pg/mL) 0,706 0,550 0,572 0,687 0,715 0,088  0,026*
Osteopontin (ng/mL) 0,765 0,850 0,812 0,809 0,806 0,083  0,002*
GAP-43 (ng/mL) 0,882 0,800 0,789 0,888 0,885 0,054  0,000*

GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein, NFL: Norofilaman Hafif Zincir, GAP-43: Growth Associated Protein-43
PP: Pozitif Prediktif Deger, NP: Negatif Prediktif Deger, AUC: Area Under the Curve, Egri Altinda Kalan Alan,

Std.Hata: Standart Hata
*p<0,05
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Grafik 17: SPMS grubu ROC egrisi grafigi
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Grafik-17°de SPMS MS hastalik alttipi ve saglikli kontrol grubundaki veriler

kullanilarak biyobelirtecler icin ROC egrileri ¢izilmistir. Egri altinda kalan alan en
fazla %95 giiven araliginda (0,868-1,000) IL-6’de bulunmustur (AUC:0,941).
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Tablo 19: RRMS-SPMS Grubu ROC Analizi Sonuglari

Sensivite Spesifite PP NP AUC Std. Hata p

GFAP (ng/ml) 0,596 0,588 0,890 0,202 0,640 0,067 0,066

GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein
PP: Pozitif Prediktif Deger, NP: Negatif Prediktif Deger, AUC: Area Under the Curve, Egri Alinda Kalan Alan,

Std.Hata: Standart Hata
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Grafik 18: RRMS-SPMS grubu ROC Egrisi

Grafik-18’de RRMS- SPMS MS hastalik alttipleri arasinda GFAP i¢in ROC egrileri

cizilmistir. Istatistiksel olarak anlaml1 bir sonug elde edilememistir (p>0,05).
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Tablo 20: RRMS-SPMS Grubu ROC Analizi Sonuglari

Sensivity Specificity PP NP Alan Std.Hata p

NFL (pg/ml) 0,706 0,511 0,891 0,234 0,592 0,063 0,229
GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein
PP: Pozitif Prediktif Deger, NP: Negatif Prediktif Deger, AUC: Area Under the Curve, Egri Alinda Kalan Alan,

Std.Hata: Standart Hata
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Grafik 19: RRMS-SPMS grubu ROC Egrisi

Grafik-19’da RRMS- SPMS MS hastalik alttipleri arasinda NFL i¢in ROC egrileri

cizilmistir. Istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir (p>0,05).
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5. TARTISMA

Calismamuz kesitsel nitelikli ve numunelerin toplandigi merkez tek oldugu i¢in
tanisal islemler i¢in LP yapilan hasta sayisi azdi. Tanisal ve tedavi edici islemler
i¢in yapilan bosaltict BOS gibi islemler ile elde edilen kontrol BOS sayimiz yeterli
diizeye ulasamadi. MS grubunda, ayirici tani igin ve tanisal islemler i¢in yapilan
LP’ler disinda; SPMS, PPMS, NMOSBH gibi gruplara LP yapilamamustir. Clnki
MS ve NMOSBH tanili takipli hastalara ¢ok nadir sebepler disinda LP
yapilmamaktadir. NMOSBH hasta grubu say1 olarak oldukga kisitli, daha énce tani
konulmus ve takipli hastalar oldugu i¢in bu gruptaki hastalarin BOS 6rnekleri
caligilamamistir. Bu durumun arastirma siiresinin uzatilmasi ve biyobankacilik
islemlerinin baglatilmasi ile stesinden gelinebilir. Bu ylizden ileride g¢aligma
stiresinin uzatillarak elde edilecek olan BOS numune sayisinin arttirilmasi
amaclanmaktadir.

Tez c¢alismamiz kesitsel aragtirma niteliginde oldugu igin hastalardan
poliklinik veya klinik vizitlerinde bir kere numune alinmigtir. Oysa ki ayni1 hastay1
6 — 12 aylik siireglerde takip etme sansimiz olsaydi, hastalarin atak ve remisyonda
ki biyobelirte¢ seviyelerinin karsilastirmalarini yapabilir durumda olacaktik. Atak
ve remisyonda bu hastalik alttiplerine ait biyobelirteg dulzeylerinin farkli
olabilecegine dair 6rnekler bulunmaktadir (122).

Piehl ve arkadaslari tedavi degisikliginin NFL (zerine olan etkisini gostermek
i¢in yapmis olduklar1 ¢alismada, daha efektif tedavilere gegmenin NFL seviyelerini
azalttigin1 gostermislerdir (123). Calismamizda sadece farkli tedavi rejimleri alan

hastalardaki NFL karsilastirmalar1 yapilabilmistir. NFL ortalama duzeyleri
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karsilastirildiginda Natalizumab, Ocrelizumab ve Fingolimod alan hastalarda NFL
ortalama diizeylerinin en diisiik oldugu tespit edilmistir. Hi¢cbir immiinmodiilator
tedavi almayan hastalarda ise NFL ortalama dlzeyleri en yiksek oranda
bulunmustur. Oysa ki ¢alisma prospektif nitelikte olsaydi, yeni tani almis bir
hastanin tekrarlayan NFL Olctimlerinde verilen tedavinin ne derecede etkili
olabildigi tespit edilebilir durumda olacakti.

Calismamizda valide edilmis BOS NFL Kiti (124) olan Uman Diagnostic’e ait
kit ile hasta grubumuzda BOS’u olanlari, MS 6ntanis1 ile BOS u alinmis olanlari
ve kontrol grubunda c¢esitli hastaliklarin ayirici tanist veya hastalik takibi igin
almmig BOS orneklerini  kullandik. Ortalama NFL degerleri agisindan
karsilagtirildiginda en yliksek NFL degerleri beyinde kitle tanisi olan hastalarda
iken, en diislik degerler MS 6ntanis1t ve RRMS tanis1 konulmus hastalardi. Beyinde
kitle sebebi ile opere edilmis kisilerde, NFL Kitlerinin standartizasyonunun
yapilmasi ile beraber bu hastaliklarin heniiz radyolojide tespit edilemeyen
nukslerinin BOS’da NFL analizi ile takip edilebilecegini diisinmekteyiz.

Hastalik engellilik durumunu o©ngérmede yapilacak olan prospektif
calismalarla ayr vizitlerde alinan kan 6rneklerinde biyobelirte¢ degerlendirmeleri
yapilmast gerekmektedir. Her vizitte bakilacak olan Expanded Disability Status
Score (EDSS) skoru ile aymi vizitte bakilacak olan biyobelirte¢ diizeyleri
karsilastirilip, engellilik durumu hakkinda bir 6ngéritye sahip olunabilecektir.
Bizim arastirmamizda EDSS skoru ile biyobelirtecler arasinda ki korelasyona
bakilmis ve IL-6 EDSS arasinda pozitif yonde anlamli sekilde zayif korelasyon,

NFL, GAP-43 EDSS arasinda pozitif yonde anlamli sekilde ¢ok zayif iligki
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bulunmustur. Disanto ve arkadaglar1 NFL ile EDSS arasinda pozitif yonde anlamli
bir korelasyon bulmuslardir (110).

Norodejeneratif hastaliklardan olan Alzheimer’da da ndrodejenerasyonun ne
derece oldugunu gostermek i¢in Mattsson ve arkadaslari prospektif bir ¢aligsma
yapmig ve c¢alisma sonucunda plazma NFL’nin Alzheimer hastalarinda ki
ndrodejenerasyonu gosterebilecek ve tedaviye cevabi monitorize edebilecek
invaziv olmayan bir biyobelirte¢ olabilecegini gostermislerdir (125).

Immiinmodiilatdr tedavi rejimlerine gore glial progresyon belirteci olan GFAP
ve norodejenerasyon ve aksonal hasarin belirteci olan NFL duzeyleri
degisebilmektedir. Bizim ¢alismamizda da GFAP, NFL degerleri ve alinan tedavi
rejimleri agisindan anlamli olarak farklilik saptanmistir. Hangi tedavinin digerine
daha iistlin oldugunu biyobelirtegler ile saptamak i¢in ayni hastanin takip edilip
klinik bulgularmma gore tedavi rejimi degisikligi yapildi§i zaman alinan kan
orneklerinde biyobelirte¢ diizeylerinin belirlenmesi ile olmaktadir (123).

Polman ve arkadaslari yapmis olduklar1 c¢alisma ile Natalizumab’in
immiinmodiilator tedavi olarak MS’de kullanilabilecegini gostermelerinden sonra
bircok hasta bu tedaviden yarar gormistiir. Natalizumab a4bl integrin blokaji
yaparak periferden SSS’ye olan immiin hiicre akisini yavaslatir ve durdurur (40).
Calismamizda, aksonal hasarin gostergesi olan ortalama NFL degerleri en diisiik
Natalizumab kullanan hastalarda bulunmustur. ila¢ kullanmayan hastalarda
ortalama NFL seviyeleri en yiiksek seviyede tespit edilmistir. Bu durum
Natalizumab tedavisi alanlarda aksonal hasarin daha az oldugunu gosterir

niteliktedir.
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MS ve NMOSB hastaliklarinin tanis1 ve hastalik takibinde biyobelirteglerin
kullanima girebilmesi i¢in bazi sartlar aranmaktadir. Biyobelirtecler kolay ve
giivenilir bir sekilde Olciilebilmeli, farklt merkezlerde ayni giivenilirlikle
caligilabilmelidir. Bunun i¢in de geleneksel ELIZA metotlar1 terkedilmeye baslanip
SIMOA metodu kullanilmaya baslanmustir (126). Ulkemizde SIMOA metodu
olmadig1 igin biyobelirte¢ analizleri ELIZA yontemi ile galisilmustir. flerleyen
streclerde SIMOA metodu kullanan bir merkezde numunelerin tekrar analizinin
yapilmasi planmaktadir.

Calismamizda ayni1 hastalara ait serum ve BOS numunelerinde biyobelirtecler
degerleri incelenmistir. De FLON ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada BOS
ve plazma NFL aralarinda pozitif yonde anlamli bir korelasyon oldugu
gosterilmistir (127). Bizim ¢alismamizda serum ve BOS’da anlamli bir korelasyon
bulunamamistir. Bu durum ayni hastalara ait serum ve BOS degerleri
eslestirilmeden korelasyon analizi yapilmasina bagl olabilir. Serum ve BOS
degerleri karsilastirildiginda iki numune tiirii arasinda NFL agisindan anlamli fark
bulunmustur.

Leppert ve arkadaslart noronal hasarin direkt gostergesi olan NFL ile akut
hastalik  aktivitesinin, tedaviye cevabin ve engellilik progresyonunu
ongoriilebilecegini belirtirken (128), Myhr ve arkadaslari NFL’nin aksonal hasar
siiresince arttigim1 fakat hastaliga spesifik bir biyobelirte¢ olmadigir fikrini
savunmuglardir. Alzheimer hastaligi, kiigiik damar hastaligi, amyotrofik lateral
skleroz, travmatik beyin hasar1 gibi durumlarda da artabilecegini belirtmislerdir

(129). Biz de literatiirde goriilen bu karisikligi, daha 6nce BOS igin valide edilmis
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ELIZA kiti kullanarak farkli hasta gruplari igin test etmeye ¢alistik (124). Kontrol
grubu olarak kullanilan hasta gruplarinda neredeyse yeni tan1 MS hastalarina ait
BOS NFL degerlerine yakin veya yliksek NFL degerleri tespit ettik. Bening ve
malign beyin ve beyin sapinda kitle, Amyotofik Lateral Skleroz , benign bir sebep
olarak gosterilen normal basingli hidrosefali de bile artmis NFL dlzeylerini tespit
ettik. Etik degerlerden dolay1 saglikli kisilerden BOS numunesi elde edilememistir.
Saglikl1 goniilliilerden BOS elde edildigi takdirde elde edilecek veri daha anlamli
¢ikacaktir. Myhr ve arkadaslarmin da belirttigi gibi aksonal hasar ile seyreden
hastaliklar da BOS NFL diizeyleri artmaktadir. Bu yiizden hastalig1 gosterebilecek
kesim degerini belirlemek olduk¢a zordur (129).

Chen ve arkadaslari, MS hastalar1 ve saglikli kontrol gruplari arasinda anlamli
olarak IL-6 seviyeleri bakimindan fark oldugunu tespit etmislerdir (130). Bizim
calismamizda da saglikli kontrol grubu ile MS alt tipleri arasinda anlamli olarak
farklilik bulunmustur. Saglhikli kontrol grubunda IL-6 ortalama degerleri MS
grubuna gore oldukca diislik tespit edilmistir. Ayn1 zamanda MS ayirici tanisi igin
serum ve BOS’un es zamanh alindig1 hastalarda yapilan incelemelerde serum ve
BOS arasinda IL-6 agisindan zayif korelasyon tespit edilmistir. Saglikli
goniilliilerden etik kurallar geregi BOS elde edilememistir. ileri ki ¢alismalarda etik
acidan uygunluk oldugu takdirde saglikli goniilliilerden elde edilen BOS ve serum

ornegi ile de caligmalar yapilabilir.

Rincon ve arkadaslar1 IL-6’nin sadece inflamatuvar belirte¢ olmadigini aymi

zamanda inflamatuvar hastaliklar igin tedavide hedef molekiill olarak
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kullanilabilecek bir molekiil oldugunu belirtmislerdir (131). MS hastalik
patolojisinde IL-6’nin yerinin net olarak anlasilmasi ile hedef molekiile spesifik
monoklonal antikorlar gelistirilerek yapilabilecek yeni tedavi rejimlerinin Onii
acilabilecektir. Araki ve arkadaslari monoklonal IL-6 reseptor antikoru
Tocilizumab’t  MS hastalarinda  kullanildiklar1  bir  bilimsel arastirma
yaymlamislardir (132). Ama halen MS patolojisinde {L-6’nin yeri net olarak
aydinlatilmadigi i¢in saglikli goniilliilerden alinacak olan BOS ve serum o6rnekleri
ile MS hastalarinda yapilacak olan ¢ok merkezli prospektif ¢aligmalara ihtiyag
oldugunu diisiinmekteyiz.

NMO hastalik fizyopatolojisinde de IL-6’nin 6nemli rol aldigi Chihara ve
arkadaslar1 tarafindan belirtilmistir. Ozellikle NMO atag1 sirasinda periferden
tiretilen AQP4 otoantikorlarinin majér tetikleyicisinin IL-6 oldugu bulunmustur
(48). Bizim ¢alismamizda ki AQP4+ NMO hastalarinin hem sayilarinin az olmasi
hem de hepsinin immiinmodiilator tedavi kullaniyor olmast NMO atak
patogenezinde IL-6’nin NMO atak patogenezindeki yerini degerlendirmemizi
zorlastirdi. MS grubu ve saglikli kontrol gruplar ile karsilastirildiginda NMO
grubunda immiinmodiilatdr tedavi alsalar bile IL-6 seviyeleri acisindan saglikli

kontrol grubuna gore anlamli farklilik oldugu bulunmustur.

Calismamizda MS grubundaki serum ve BOS osteopontin seviyeleri arasinda
numune tird bakimindan anlamh olarak fark bulunmustur. MS 6ntanisi ile BOS

alinan hastalarin biiyilk kism1 hastalik atak semptomlar: ile gelmistir. BOS’da
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osteopontin seviyelerinin anlamli olarak seruma gore yiiksek ¢ikmasi beyin
parankiminde gelisen inflamatuvar olaylar zincirinden osteopontinin de sorumlu
olabilecegini gostermektedir. Wen ve arkadaslarinin buldugu bulgulara benzer
sekilde BOS degerleri yiiksek ¢ikmisken, serum osteopontin seviyeleri bu bulgular
ile uyumlu bulunmamistir (133). Hastalarin birgogunun immiinmodiilator tedavi
kullantyor olmas1 serumdaki bu diisiikliigii agiklayict nitelikte olabilir.

NMO grubu i¢in sadece serum osteopontin analizi yapilmistir. Analiz edilen
numunelerin  ait oldugu hastalarin higbirisi relaps da olmayip hepsi
immiinmodiilator tedavi kullanmaktaydi. Shimizu ve arkadaslarinin NMO ve MS
gruplarinda yaptik olduklar1 bir ¢alismada NMO grubunda ki osteopontin seviyeleri
ortalamalari MS grubundan fazla bulunmustur. Ayrica atak klinigi ile gelen
hastalarda da osteopontin seviyeleri remisyonda olan hastalara gére yiksek tespit
edilmistir. Calismamizda NMO grubuna ait osteopontin degerleri Shimizu ve
arkadaglarinin buldugu degerlere gore daha diisiik bulunmustur (118).

Literatiirde GAP-43 ile ilgili MS ve NMOSB hastalarinda yapilmis ¢aligmalar
oldukg¢a azdir. Yapilan calismalarin da biiytik kism1 BOS 6rneklerinde yapilmistir.
Calismamizda ROT ve arkadaslarinin MS hastalarina ait BOS 6rneklerindeki GAP-
43 sonuglarina benzer degerler elde ettik(120). Serum GAP-43 degerlerimizin BOS
GAP-43 degerlerimizden anlamli olarak yiiksek oldugunu tespit ettik. Bu da
aksonal rejenerasyon belirteci olan GAP-43’{in SSS disinda, PSS kaynakli olarak
yukselme gosterebilecegi hipotezimizi dogrular nitelikteydi.

Calismamizin en biiyiik eksikliklerinden birisi serum GFAP ve NFL

analizlerinin SIMOA metodu ile de yapilmamis olmasidir. fileri donem
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calismalarimiz i¢in ayni hastalara ait derin dondurucuda depolanmis 6rneklerden
SIMOA ile bu belirteglerin analizlerinin yapilmasi planlanmistir.

Aksonal hasar ve ndron 6limi MS’in erken donemlerinden itibaren goriilen
bulgudur. Heniiz subklinik evre olan, demyelinize plaklarin olusumunun MRG’de
gozlenmedigi hastalarda, klinik bulgu vermese dahi ilerleyen progresyonun
gosterilebilmesi i¢in biyobelirteglerin kullanilmasi hastalara erken miidahele etme
sansin1 doguracaktir. Erken dénemde, aksonal hasarin derecesi en net sekilde
biyobelirteclerle saptanabilecektir. Bu yiizden erken asamalarda aksonal
hasarin kolay ve giivenilir sekilde kanda tespiti ile koruyucu tedavi rejimlerine
gecilerek hastaligin ilerleme hiz1 azaltilabilecektir (90). Bu tespit igin de SIMOA
yaygin sekilde kullanilmaya baslanmistir.

NMOSB hastaliklarinin fizyopatolojisi olduk¢a komplekstir. Bu hastaliklar
grubunun fizyopatolojisinin karisitk olmasi1 hedefe yonelik tedavilerin de
gelistirilememesine yol agmaktadir. Hem hastaligin fizyopatolojisini net olarak
tanimlayabilmek icin hem de hedefe yonelik tedavi rejimlerininin gelistirilip
hastalik hasarimi minimuma indirmek i¢in biyobelirte¢ arastirmalarinin devam

etmesi bu hastalik gruplari i¢in biiyiik gerekliliktir (134).

BOS/serum albiimin oranmin gosterilmesi KBB’nin gecirgenliginin
bozuldugunu goéstermek icin oldukca sensitif bir testtir. Tomizawa ve arkadaslari
tan1 asamasinda MS, NMO ayirimin1 yapabilecek en iyi belirteglerden birisinin
BOS/serum albiimin oran1 oldugunu gostermislerdir (135). Bizim ¢alismamizda ise

numunelerin alindigr anda sadece bazi1 MS hastalarinin BOS’u oldugu i¢in bu
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hastalarda ki BOS/serum albiimin oran1 yeterli sayiya ulasilamadigi igin
degerlendirilememistir.

MS tanisi, ayirici tantya giren diger hastaliklarin dislanmasi ile konulmaktadir.
Klinik degerlendirme ve MRG tan1 koyma siirecinde anahtar rol oynar. Fakat
hastaligin erken donemlerinde MRG diisiik spesifiteye sahiptir BOS ve kan ,
MRG’a ek olarak devam eden patolojik siire¢leri aydinlatmada kolay ulasilabilen,
dinamik ve fiyat biyobelirtecler igin arastirilmaktadir. Birka¢ dekat dnce BOS-
spesifik IgG oligoklonal bantlarin MS igin sensitif biyobelirte¢ olarak kesfi ile
beraber klinige uyarlanmis ve baska biyobelirteg arastirilmalari i¢in tesvik edici bir

gelisme olmustur(136)
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6. SONUC

2004 yilindaki kesfinden beri, Serum AQP4-IgG NMO icin ylksek spesifite
gosteren bir biyobelirtec olarak ortaya ¢ikmis; MS’den patofizyolojik olarak farkli
olan bu hastaligi ayirabilmek i¢in kullanilmaya baslanmistir. MS’in klinik
heterojenitesi ve iligkili demyelinizan hastaliklar hakkinda bilgilerimiz artarken,
hastalig1 alttiplerine ayirabilecek ve prognozu gosterebilecek objektif belirteclere
ithtiyac artmaktadir. Klinik talepler dogrultusunda, MS biyobelirte¢ arastirmalari
artmakta ve bununla ilgili literatir bilgileri gittikce blyUmektedir. Bu

biyobelirteclerin klinik pratige uyarlanmasi1 zaman alan bir strectir (76).

MS hastalik patogenezi sonucunda geri dondurulebilir fokal norolojik
semptomlar veya progresif kotillesme goriilebilmektedir. Risk faktorlerini ve
patojenik mekanizmalar1 anlayabilmemiz tedavi stratejilerini gelistirmeden, yeni

biyobelirteglere kadar bir dizi gelismeyi beraberinde getirebilir (15).

Hastalik fizyopatolojisinde rolleri heniiz net olmayan biyobelirteglerin
arastirilmasi ile beraber hastaligi anlamamiz ve yonetmemiz kolaylasacaktir. Ayni
zamanda bu biyobelirteclerin hedef molekil olarak tedavi stratejilerinde

kullanilmas1 progresif olan hastaliklarin ilerleme hizlarim1 yavaglatabilecektir.

MS progresif seyreden kronik bir hastaliktir. Hastaliktaki ilerlemeyi
durduracak tedavi rejimi heniliz kesfedilmemistir. Hastalardaki progresyonu

onceden gosterebilecek, prognozu Ongorebilecek biyobelirtecler hastalik
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yonetimini  kolaylastiracaktir. Sadece biyobelirteglerin  tek baslarina  bu
progresyonu gostermeleri miimkiin degildir. MRG gibi goriintiileme yontemleri ile

biyobelirtecler kombine kullanilmalidir.

NMOSBH ciddi komplikasyonlari olabilen, baslangi¢ semptomlari ile MS ile
siklikla karisabilen noroinflamatuvar hastaliktir. Yanliglikla bu hastaliklara MS
tanist konulup MS’e 6zgii tedavilerin verilmeye baslanmasi ile hastalikta ciddi
kotiilesmeler yasanabilmektedir. Baslangigtan itibaren bu iki hastalik arasinda
ayrim yapabilen gii¢lii biyobelirteglere ihtiyag vardir. Her ne kadar anti-AQP4 ve
anti-MOG gibi spesifik biyobelirtecler olmasina ragmen ¢ifte seronegatif

hastalar1 MS’den ayirabilecek bir biyobelirte¢ halen bulunamamstir.

Beyin parankiminde gergeklesen patolojik olaylarin en iyi gostergesi BOS
olmasina ragmen, tekrarlayan LP islemleri invaziv siiregler oldugu i¢in bu durum
hasta igin zor ve zahmetli iglemler haline gelmektedir. Bu yiizden minimal invaziv
metotla hastalardan tekrarlayan kan oOrnekleri ile bakilabilecek biyobelirtegler
hastaligin takibini kolaylastirabilecek, LP’nin verdigi rahatsizligi ortadan
kaldirabilecektir. Bu yilizden kan biyobelirtegleri ile ilgili arastirmalar takibi ve

prognozu gostermenin degerli oldugu bu hastaliklarda ¢ok dnemlidir.

NFL etyolojiden bagimsiz olarak aksonal hasari gosteren hiicre iskeleti
elemanlaridir. NFL aksonal hasarla 6nce BOS’a ardindan kana geger. Bu

proteinlerin her hasta vizitinde diizeylerinin 6l¢lilmesi hastalarin anlik durumunu
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degerlendirebilmemizi saglayacaktir. Ozellikle tedavi rejimlerine gore farkl
diizeylerde buldugumuz NFL’ler tedavi etkinligini takip etmede Onemli bir
biyobelirteg olabilecegini gostermistir.

Norodejeneratif hastaliklarda aksonal hasar belirtecleri arastirmalari biiytik bir
hizda devam ederken, glial belirtegler gozard: edilmektedir. Oysa ki aksonal hasar
sonucunda aktiflenen astrositler reaktif astrogliozis denilen bir slirece girmektedir.
Bu siire¢ sonunda astrosit ara filamani olan GFAP 6zellikle BOS’a daha az oranda
da kana salinmaktadir. GFAP normal sartlarda SSS disinda bulunmayan beyine
yuksek ozgiilliik gosteren bir proteindir. SSS’de GFAP artisina yol acacak bir
uyaran sonucunda 6nce BOS’da daha diisiikk oranlarda kanda tespit edilmistir.
AQP4+ NMOSB’da astrosit hasar1 6n plandadir ve bu yilizden bu hastalik
astrositopati olarak degerlendirilmektedir. Astrosit hasar1 sonucu salinan GFAP
hem bu hastaliklarin ciddiyetini hem de Gifte seronegatif hastaliklar1 birbirinden

ayirt etmek i¢in kullanilabilecektir.

Kan hacim olarak BOS’un yaklasik 30-35 katidir. Bu sebepten otiirii kana
gecen BOS biyobelirtegleri hacimsel olarak dilusyona ugrarlar. Kanda bu
biyobelirteglerin hassas ve giivenilir bir sekilde tespiti i¢in 4.nesil immunassay
(SIMOA) gelistirilmistir. Immiin blotlama ve ELIZA gibi sensivitesi diisiik analiz
metotlar ile tespit edilemeyen biyobelirtecler hassasiyeti yiiksek bu metot ile tespit
edilmektedir. BOS ve serumda ciddi oranda diizeylerini farkli buldugumuz

GFAP’1in SIMOA metodu ile daha hassas bir sekilde miktar tayini yapilabilecektir.
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Noroinflamasyonu gdsteren interlokinler gibi  biyobelirteglerin  hastalik
patogenezinde rolleri gosterilmistir. Biyobelirte¢ arastirmalarinda patogenezde
rolleri gosterilmis olan veya patogenezde aday belirtecler arastirma yaptigimiz
biyobelirtecler icin destek gorevi gorecektir. IL-6"nin 6zellikle saglikli kontroller
ile hasta gruplarmni ayirmada hassasiyet gosterdigini ¢alismamizda gostermis
durumdayiz. ilerleyen ¢alismalarda IL-6’nim bu hastaliklarda ki rolii daha detayli
arastirilmalidir.

Aksonal rejenerasyonu gosteren GAP-43 olusan hasarin ne derecede
geriledigini gosterebilecek, verilen tedavilerin efektivitesini takip etmemize
yardimer olabilecektir. Ozellikle relaps sayis1 fazla olan hastalarda relaps sayisi ile
GAP-43 seviyelerinin korele olmasi artan relapslar ile birlikte rejenerasyonun da
arttigint bu durumun da dolayli olarak GAP-43 ile gosterilebilecegini ortaya
koymustur. GAP-43’{in bu rolii daha baska calismalarla da desteklenmelidir.

NFL hakkinda yapilan prospektif caligmalar ayni hastanin uzun siireler takibine
ait bilgiler icerdigi icin ¢ok daha degerlidir. Bu ylizden bu caligma sonrasi
onceligimiz; biyobelirte¢ analizlerini yapmis oldugumuz hastalarin uzun siireli
takibini yaparak bu hastalardaki progresyonu ongoérebilmek, MRG ile hastalik
progresyonunu  karsilagtirmak, verilen immiinmodiilatér tedaviler ile
biyobelirtegler arasindaki iliskiyi ayni hasta numunesinde degerlendirmek

olacaktir.
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8. OZET

MULTIPLE SKLEROZ ve NOROMYELITIS OPTiKA SPEKTRUM
BOZUKLUKLARI HASTALARINDA NORODEJENERASYON,
AKSONAL HASAR, ASTROSIT AKTIVASYONU ve INFLAMASYONLA

ILGILi BELIRTECLERIN VUCUT SIVILARINDA INCELENMESI

Santaral Sinir Sistemi(SSS)’nin noéroinflamatuvar hastaliklar1 baslangigta
hastaliga 6zgli olmayan klinik bulgular1 ile birbirleri ile siklikla karigan
hastaliklardir. Bu hastaliklara tan1 koymak i¢in 6ncelikle klinik bulgularin esliginde
bu hastaliklarin ayirici tanisini1 yapmak, tantya yardimci olmasi i¢in goriintiileme
yontemleri ve bazi kan testlerine bagvurmak gerekmektedir.

Multiple Skleroz(MS) kronik, nérodejeneratif, néroinflamatuvar Santral Sinir
Sistemi hastalifidir. Ilerleyici olan bu hastaligin tanismi koymada, verilen
immiinmodiilator tedavinin etkinligini izlemede, engellilik oraninin ne derecede ve
ne siirede artabilecegini ongdérmede klinik ve teknik validasyonu yapilmis
biyobelirte¢ bulunmamaktadir.

Noromyelitis Optika Spektrum Bozukluklart Hastaliklari(NMOSB), MS’in
ayirict tanisina giren ve klinik dzelllikleri ile bu hastalik ile karigabilen hastaliklar
grubudur. Bu iki hastaligin tan1 aninda ozellikle de aquaporin-4 ve myelin
oligodentrosit glikoprotein antikorlar1 negatif olanlar da ayirimim yapabilecek bir
biyobelirte¢ bulunmamaktadir.

Bu ¢aligma ile aday biyobelirtecler olan Nérofilaman Hafif Zincirleri(NFL),

Glial Fibriler Asidik Protein(GFAP) ve hastalik fizyopatolojinde 6nemli yerleri
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oldugu iddia edilen interlokin-6(IL-6), Osteopontin, Growth-Associated Protein
43(GAP-43) diizeyleri MS,NMOSB ve saglikli kontrol gruplarinda analiz edilmesi
amaglanmstir.

Biyobelirte¢ analizlerine ilaveten bazi klinik, radyolojik ve laboratuvar
bulgular1  retrospektif — olarak incelenip  biyobelirtegcler ile  birlikte
degerlendirilmistir. Biyobelirtec analizleri i¢in Western Blot, ELIZA ve
elektrokemiliiminesan yontemler kullanilmigtir. Serum ve Beyin Omurilik
Sivisi(BOS) orneklerinde analizler ayri ayri1 gergeklestirilip bunlara ait bulgular
degerlendirilmistir.

Serum ve BOS IL-6, NFL, GFAP degerleri saglikli kontrollere gére hasta
gruplarinda anlamli olarak artmistir. Serum ve BOS biyobelirtegleri arasinda
anlamli olarak farkliliklar bulunmustur. Immiinmodiilatér tedavi alanlarda NFL
seviyeleri almayanlara gore anlamli olarak diisiik bulunmustur. Hastalik ciddiyeti
gostergesi olan Expanded Disability Status Scale(EDSS) skoru ile biyobelirtecler
arasinda anlamli bir korelasyon bulunmustur.

IL-6 ve NFL’nin MS ve NFL ’yi baslangi¢ asamasinda birbirinden ayirabildigi,
Ozellikle bu biyobelirteclerin imminmodulatér tedavi alan hastalarda tedavi
takibinde kullanilabilecegi gosterilmistir. NFL’nin daha giivenilir 6lgiimleri i¢in
sensitif bir metot olan Single Molecule Array(SIMOA)’de yapilan ¢alismalara

ithtiyag¢ vardir.
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9. ABSTRACT

INVESTIGATION of MARKERS RELATED to
NEURODEGENERATION, AXONAL DAMAGE, ASTROCYTE
ACTIVATION and INFLAMMATION in PATIENTS WITH MULTIPLE

SCLEROSIS and NEUROMYELITIS OPTICA SPECTRUM DISORDERS

Neuroinflammatory diseases of the central nervous system (CNS) are often
confused with the clinical findings that are not specific to the disease. In order to
diagnose these diseases, first of all, it is necessary to make the differential diagnoses
of these diseases with the help of clinical findings, and imaging methods and some
blood tests should be applied to help diagnosis.

Multiple Sclerosis(MS) is a chronic, neurodegenerative, neuroinflammatory
Central Nervous System disease. There are no clinical and technical validated
biomarkers in diagnosing this progressive disease, monitoring the effectiveness of
immunomodulatory therapy, and predicting the extent and duration of the disability.

Neuromyelitis Optica Spectrum Disorders (NMOSD) is a group of diseases
that can be confused with MS due to its clinical features. There is no biomarker that
can distinguish these two diseases at the time of diagnosis, especially those with
negative aquaporin-4 and myelin oligodendrocyte glycoprotein antibodies.

The aim of this study was to analyze the candidate biomarkers Neurofilament
Light Chain(NFL), Glial Fibrillary Acidic Protein(GFAP) and Interleukin-6(1L-6),

Osteopontin, Growth-Associated Protein 43(GAP-43) which are claimed to have
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an important place in disease pathophysiology, in MS NMOSB and healthy control
groups.

In addition to biomarker analysis, some clinical, radiological and laboratory
findings were reviewed retrospectively and evaluated with biomarkers. Western
blot, ELISA and electrochemiluminescent methods were used for biomarker
analysis. Serum and cerebrospinal fluid (CSF) samples were analyzed separately
and their findings were evaluated.

Serum and CSF IL-6, NFL, GFAP values were significantly increased in
patient groups compared to healthy controls. Significant differences were found
between serum and CSF biomarkers. NFL levels were significantly lower in
patients receiving immunomodulatory therapy compared to those who did not. A
significant correlation was found between the Expanded Disability Status Scale
(EDSS) score and the biomarkers.

It has been shown that IL-6 and NFL can differentiate MS and NMOSD from
each other in the initial stage, especially those biomarkers can be used in the
treatment follow-up in patients receiving immunomodulatory therapy. Studies on
the Single Molecule Array (SIMOA), a sensitive method for more reliable

measurements of NFL, are needed.

150



10. OZGECMIS
Adr: Burak
Soyadi: Arslan
Dogum Yeri ve Tarihi:
Egitimi: 2007-2014: Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi

2015-2019: Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi Biyokimya A.B.D
Yabana Dili: Ingilizce
Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar: Tiirk Biyokimya Dernegi

Klinik Biyokimya Uzmanlar1 Dernegi

Tiirk Klinik Biyokimya Dernegi

Odiiller:
1. Guven Hastanesi XI. Dr. Aysun — Ahmet Kiigiikel Tip Odiilleri, Geng
Arastirmaci Proje Destek Odiilii, 14 Mart 2019
2. En lyi Bildiri 3.lik Odiilii; Klinik Biyokimya Laboratuvarinda Calisilan
Parametrelerin Referans Degisim Degerleri; Klinik Biyokimya Uzmanlari
Dernegi, Uluslararas1 Katilimli Kongre & Lab Expo 2018; P-21; Yilmaz
NS, Sen B, Arslan B, Narli B, Afandiyeva N, Giilbahar O, Yilmaz Demirtas

C, Elbeg S

Katildig: Bilimsel Toplantilar:
1. Tirk Biyokimya Dernegi, 27.Ulusal Biyokimya Kongresi, 3-6 Kasim 2015,

ANTALYA

151



10.

11.

12.

Klinik Biyokimya Uzmanlar1 Dernegi, Preanalitik Evre Sempozyumu, 25-
26 Mart 2016, BOLU
Klinik Biyokimya Uzmanlar1 Dernegi Uluslararas1 Katilimli Kongre LAB
EXPO 2017, 1-5 Ekim 2017, ANTALYA

I1l. Turkiye in vitro Diyagnostik (IVD) Sempozyumu Endokrin ve
Metabolik Hastaliklar Tanidan Tedaviye Biyobelirtecler 28 Subat - 2 Mart
2018 Izmir
Klinik Biyokimya Uzmanlar1 Dernegi, Preanalitik Evre Sempozyumu, 23-
24 Mart 2018, Eskisehir
Tirk Biyokimya Dernegi, Preanalitik Sempozyumu ,28 Nisan 2018,
Kayseri
XXXVI Nordic Congress in Clinical Chemistry “Information beyond
numbers” 12-15 June 2018, Helsinki, Finland
43rd FEBS Congress, Biochemistry Forever, July 7-12, 2018, Prague,
Czech Republic
Arastirmada ve Tibbi Uygulamada Kullanilan Molekiiler Laboratuvar
Teknikleri: Uygulamali Egitim Kursu, 10-14 Eylul 2018, Ankara
5th EFLM-UEMS European Joint Congress in Laboratory Medicine
October 10-13, 2018, Antalya, Turkey.
Tbd Uluslararasi Biyokimya Kongresi 2018 29. Ulusal Biyokimya Kongresi
26-30 Ekim 2018, Mugla
Laboratuvarcilar Igin Arastirma Teknikleri ve Uygulamali Istatistik Kursu,

1-2 Subat 2019, Ankara

152



13.23rd IFCC-EFLM European Congress of Clinical Chemistry and

Laboratory Medicine, 19-23 May, Barcelona, Spain

Eserler:
Uluslararasi hakemli dergilerde yayimlanan makaleler:

1. Kahraman Seda,Eroglu Altinova Alev,Yal¢in Mehmet Mubhittin,Giilbahar
Ozlem,Arslan Burak,Aktiirk Miijde Yasim,Cakir Nuri, Toriiner Fiisun
Saadet (2018). Association of serum betatrophin with fibroblast growth
factor-21 in women with polycystic ovary syndrome. Journal of
Endocrinological Investigation, 41(9), 1069-1074., Doi: 10.1007/s40618-
018-0831-2 (Yayin No: 4785132)

2. Guney, E., Buyuktaskin, D., Torun, Y. T., Arslan, B., Gulbahar, O.,
Ozaslan, A., et al. (2019). Increased serum thioredoxin levels are not
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Ulusal hakemli dergilerde yayimlanan makaleler:
1. Burak Arslan, Aylin Sepici Dingel (2019). Serbest Deoksiribonukleik Asit
Analizinde Preanalitik Asamanin Onemi. Saghik Hizmetleri ve Egitimi

Dergisi(Kabul edidi).

Uluslararas1 bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda

(proceedings) basilan bildiriler :

1. B. Arslan, N.Afandiyeva, C.Yilmaz, A.Inci, Congenital Analbuminemia
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Chimica Acta 493 (2019) S199-S259

2. Arslan Burak,Yilmaz Niyazi Samet,Elbeg Sehri,Yilmaz-Demirtas
Canan,Giilbahar Ozlem (2018). Asemptomatik Kisilerde Hb Varyant
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Biyokimya Kongresi 2018 (Tam Metin Bildiri/Poster)(Yayin No:4734271)

3. Yilmaz Niyazi Samet,Sen Bayram,Arslan Burak,Giilbahar Ozlem (2018).
Seri Reflektif Testler Ile Bilirubin Interferansindan Waldenstrém
Makroglobulinemisi Tanisina. Tiirk Biyokimya Dernegi Uluslararasi
Biyokimya Kongresi - 2018 (Ozet Bildiri/Poster)(Yaym No:4662018)

4. Arslan Burak,Giilbahar Ozlem,Y1lmaz Niyazi Samet,Bolayir Basak (2018).
A Different Approach To The Differential Diagnosis Of Hyperinsulinemic

Hypoglycemia: Endogenous Hyperinsulinemiaor Interference?. 5th Eflm-
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Uems European Joint Congressin Laboratory Medicine (Ozet
Bildiri/Poster)(Yayin No:4662005)

. Arslan Burak,Yilmaz Niyazi Samet,Afandiyeva Nigar,Narli Belkis,Elbeg
Sehri, Yilmaz-Demirtas Canan,Giilbahar Ozlem (2018). How Should We
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Altinova Alev,Toriliner Flisun Saadet (2018). A Ft3 Interference Detected
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Uems European Joint Congressin Laboratory Medicine (Ozet
Bildiri/Poster)(Yayin No:4661977)

. Arslan Burak,Yilmaz Niyazi Samet,Sen Bayram,Yilmaz-Demirtas
Canan,Kayhan Giilstim,Pinar Asli,Bal Topgu Dilara (2018). A
Heterozygous Mutation Nm_000518 C.7¢ T (P.His3tyr) In Exon 1 In The
Hbb Gene Causing Hbalc Interference: Hb Fukuoka. Febs Open Bio,
8(Null), 268-268. (Ozet Bildiri/Poster)(Yaym No:4662009)

. Arslan Burak,Sepici Dingel Aylin (2018). Evaluation Of 11-34 As A
Biomarker In Multiple Sclerosis?. Xxxvi Nordic Congress in Clinical
Chemistry  “Information =~ Beyond  Numbers”  (Tam = Metin
Bildiri/Poster)(Yayin No:4733923)

Sen Bayram,Arslan Burak,Y1lmaz Niyazi Samet,Giilbahar Ozlem,Y1lmaz-

Demirtas Canan,Elbeg Sehri (2017). Manuel Mikroskobik Inceleme Ile
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Yilmaz-Demirtag Canan,Arslan Burak,Narli Belkis,Sen Bayram,Elbeg
Sehri,Giilbahar Ozlem (2017). Contribution Of Automatisation For
Leanlaboratories.  Uluslar Arasi Biyokimya Kakongresi 2017 (Ozet
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14. Yilmaz-Demirtas Canan,Arslan Burak,Narli Belkis,Sen Bayram,Elbeg
Sehri,Giilbahar Ozlem (2017). Otomasyonun Laboratuvarda Yalinlasmaya
Katkist. International Biochemistry Congress — 2017 /28 Th National
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15. Sen Bayram,Giilbahar Ozlem,Y1lmaz Niyazi Samet, Arslan Burak,Y1lmaz-
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Olgiilen Siklosporin Ve Takrolimus Sonuglarinin Karsilastirilmasi. Tkbd
Kibris (Ozet Bildiri/Poster)(Yayin No:4074038)

17. Giilbahar Ozlem,Y1lmaz Niyazi Samet,Sen Bayram,Arslan Burak,Y1lmaz-
Demirtag Canan,Elbeg Sehri (2017). ki Farkli Immiinassey Metodu Ile
Olgiilen Siklosporin Ve Takrolimus Sonuglarmin Karsilasgtirilmasi. -
Turkiye Klinik Biyokimya Kongresi 04-07 Mayis 2017 Acapulco Otel
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Ulusal Bilimsel Toplantilarda Sunulan Ve Bildiri Kitaplarinda Basilan
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11.EKLER

11.1 Olgu Rapor Formu
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11.2 Arastirma Etik Kurul izni

GAZI UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU
GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR KARAR FORMU

ETiK KURULUNUN ADI | Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
ACIK ADRES Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlik Binas: 06500 Besevler/Ankara
_TiK KURUL =
BILGILERI TELEFON 0312 202 69 58 —
/ FAKS 0312202 46 73 A% e
E-POSTA tipetikkurul@gazi.edu.tr i

Multiple  Skleroz ve Noromyelitis Optika Spektrum  Bozuklukl
ARASTIRMANIN ACIK ADI | Hastalarinda Norodejenerasyon, Aksonal Hasar, Astrosit Aktivasyo
inflamasyonla ilgili Belirteglerin Viicut Svilarinda incelenmesi

KOORDINATOR/SORUMLU

ARASTIRMACI Prof.Dr.Aylin SEPiCi DINCEL
UNVANIVADI/SOYADI

KOORDINATOR/SORUMLU

BASVURU | ARASTIRMACI /JUZMANLIK Tibbi Biyokimya AD. / G.U.T.F.
BILGILERI | ALANI/ BULUNDUGU MERKEZ

DESTEKLEYICI (Varsa)

Kan, idrar, doku, radyolojik gorintll gibi biyokimya, n

ARASTIRMANIN TURU kolleksiyon materyalleriyle veya rutin. A
snceden) elde edi  vay

ARASTIRMAYA KATILAN TEK ME”‘EZ COKME

MERKEZLER i

Belge Adi 'l‘ll‘liL -A'
DEGERLENDIRILEN | ARASTIRMA PROTOKOLU | 21.122018

BELGELER )
AYDINLATILMI§ ONAM =
FORMU 21.122018
__Belge Adi
DEGERLENDIRILEN |ARASTIRMA B ESI
DIiGER BELGELER | BIYOLOJIK MATERYAL TRANSFER F
DIGER

ol i
il

Karar No: 233

KARAR
BILGILERI

Tl

5!

Yukarida bilgileri verilen basvuru dosy
yontemleri dikkate alnarak incelenmi
dosyasinda belirtilen rkez

bulunmadigina, G.U. Klinik m
4

Etik Kurulun karari, projel
girecek olup, BAP kararinin K

ETIK KURULUN CALISMA ESASI g ve
BASKANIN UNVANI/ADI/SOYADE: |
N
Unvan/AdvSoyadi :

= 7'1 g
Prof. Dr.Canan ULUOGLU |
BASKAN

"y

=
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EC]

Prof. Dr. Gonca AKBULUT Fizyoloji AD. G.UTF. 0 (KR HO
RAPORTOR
Prof. Dr. ml BOYACI Kardiyoloji AD. GUTF ER |kO (EO [HR (ER® |u0O
Prof. Dr. Oznur L BOYUNAGA
OYE Radyoloji AD. G.UTF EO KR EO HE ER |HO §
g
Prof. Dr. Mustafa KAVUTGU B
Roe mt;i Biyokimya G.UTF ER kO |0 HE ER [HO (/ R
7 2
Prof. Dr. Nesrin COBANOGLU T
v e B G0 TF E0 [k® |EO |HR |E® |[wO )
b /
Prof. Dr. Ash KURUOGLU £
o Psikiyatri AD. G.UTF. E0 |KB® |e0 |(HR |EX® |HO
Dog. Dr. Hakan KAYIR : & 7‘.9‘, . ab 1
o Tibbi Farmakoloji KC g {1 =  Katilmadi
= d
Dog. Dr. Mutlu DOGAN Ig Hast. AD. Tibbi
OYE Onkoloji BD. =
Dog. Dr. N Arda DEMIRKAN i
OYE Genel Cerrahi AD. il
“Dr. Anil TAPISIZ '
D Cocuk Sagligi ve |
UYE Hast AD.C.Nor. BD.
Prof. Dr. Pinar OZDEMIR Biyoistatistik AD.
UYE
Doktor Ogr. Uyesi Mustafa GOKSU i
Aysel OZER N all:
o Sivil Temsilci S
*Aragtirma ile lligki E

** Toplantida Bulunma

.
e
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11.3 Genisletilmis Oziirliiliik Durum Olcegi

Genisletilmis Oziirliiliik Durum Olcegi
Kurtzke Expanded Disability Status Scale (EDSS)

Hastamin Adi Soyad: Tarih: {'r f_______

Bu algek temel olarak Multipl Skleraz (MS) has talanmin degedendirilmesinde kullaniir.
Sifirnormal saghk durumunu gosterirken artan dederder hastahidin daha faga ozurlilGde yol actjiniifade eder.
F5 (Fonksiyonel S stem) asadida ikinci liste iginde yer alan durumlan ifade eder.
Baomnsk  Apklama

© Nomal norolojik muayene (Butin fonksiyonel Sistemlerde (FS) Seviye 0)
1 Ozidilik yok, bir FS' de minimal belirtiler (Seviye 1}
1,5 Oridilik durumu olmaksizin birden faza FS' de minimal bulgular (birden fazla FS Seviye 1)
2  BirFS' deminimal dzirlilik (Bir FS Seviye 2, diferen 0 veya 1}
2,5 |kiFS de minimalozirkilik (IkiF5 Seviye 2 didederi 0 veya 1)
3 Bir FS de orta derecede dzidulik (bir FS Seviye 3 digerleri 0 veya 1) ya da (g veya don F5' de hafif azuddlik (Ug/don
FS Seviye 2, digederi 0weya 1) hasta tamamen ambulatuvar
3 Tam ambulatuvar hasta, bir F5 de orta derecede aziduluk (bir F5 Seviye 3] ve bir veya iki FS Seviye 3 veya bes Seviye
/5 FS Seviye 2 [difederi 0 veya 1)
Tarm ambulatuvar hasta. Bir FS' de Seviye 4 (diferlen 0 veya 1)den olusan goreceli siddetli ozariuluk. Hasta ginin
onemli bir bal iminde yardima ihtiyag duymaz Geri kalan boliminde hafif bir destedge gerelsinim duyar. Veya onceki
4 basamaklarin limitlerini asan daha kil ik seviyelerin kombinasyonlan. 500 metreden daha uzun mesafeyi yardim almadan
ve dinlenmeden yiriyebilir.
Gunun onemli bir balimunde yardimse olarak tam ambulatuvar, geri kisminda minimal duzeyde yardima gereksinim
4,5 duyar Nispeten siddedi zirkikik sz konusudur. Genellikle bir FS Seviye 4 (digerlen Oveya 1) veya énceki basamakdann
limitlerini asan daha kiigiik derecelerin kombinasyonlan. Yardim almadan ve dinlenmeden 300 metre yiriyebilir.
Yardimse 200 metre yiruyebilir; aziad ik tam ginluk aktivitesini bozacak kadar siddetli [ozel onlem olmaksizin tam
B giin cahzabilme gibi). Genel alarak FS esdegerlen tek basina bir FS' de Seviye 5, digederi 0 veya 1) ya da genellidle 4.
basamadgin azelliklerini agan daha ki ik seviyelenin kombinasyonlar,
Yardimse veya dinlenmeksizin 100 metre yirdyebilir. Ozidilok tim ganlik aktivitelere engel olabilecek kadar
5,5 siddeti.Genel olarak F5 egde gerleri bir S’ de tek bagina bir Seviye 5, digederi0 veya 1 ya da daha onceki basamagn
limitlerini agan daha kiiglik derecelerin kombinasyonlan
Yaklasik 100 metre dinlenerek veya dinlenmeden yuruyebilmek igin aralikh veya tek tarafli sinekli yardim (koltuk
£l defnegi, baston vb.) gerekir. Genel FS esdegerleri birden qok F5' de 3 veya daha fazla seviye kombinasyonu).
Dinlenmeden 200 metre yuruyebilmek icin sabit ikitarafl destek (koluk degnedi baston vb) gerekir. Genel F5
6,5 esdeqederiikiden cok F5' de 3 veya daha fazl seviyede barukluk kambinasyonlan).
Yardimla bile 5 metrenin Uzennde yuniyemez, esasen tekedekli sandalyeye muhtag; Standan tekerlekli sandalyeyi
T siirebilir ve tek basina yer degistirebilic ginde 12 saatini tekerlekli sandalyede geginir (genel FS esdegerlen birden fazla FS°
de Seviye 4+ kombinasyonlandw; [gok nadiren, tek bagina piramidal Seviye 5).
Bir kag adimdan fazlasim atamaz, tekedeklisandalyeye bagmic yer degistirmek igin yardima ihtivac olabilic
7,5 sandalyeyi sirebilir, fakat standan teker ekl sandalyede tim giinii geciremez, motorky tekerlekli sandalyeye ihtiyag
duyabilir [genel F5 esdegerer birden fazla FS' de Seviye 4]
Esas olarak yatak veya sandalyeye bagimliya da tekerlekli sandalye ile hareket edebilir, fakat gunin ¢ogunu yatak
8  dwndagegrebilir; birgok igini kendisi gorebilir; genellikle kollanm etkin kullandabilir {genel FS esdegerleri birgok
sisternde genellikle 44 seviyelenin kombinz yonlan).
Gunun buyuk kisminda yatada bagmlide; kollarn bir miktar etkili kullanabilir. Bazi kendine bakma fonksiyonlanm
8,5 devam ettirebilir. Genel FS esdegederibirgok sistemde genellikle Seviye 44 kombinasyonlan.

9  Umitsizce yataga bafumb; iletigim kurabilir ve yemek yiyebilir. Genel FS esde gererinin godu Seviye 44+ kombinasyonlan).

9.5 Tamamen ¢aresiz yatalak; etkin iletisim kurulamaz ya da yiyemez, yutamaz_ Genel FS esdegederi hemen hepsi Seviye 44
¥ kombinasyonlan].

10 M5 e badlholim.
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Genisletilmis OzUrl0lUk Durum Olcedi sayfa-2
Fonksiyonel Sistemiler

Piramidal fonksiyonlar
Normal

Oziirilik olmakszmn anomal belitiler

Minimal azuddidk

Hafif ya da onta derecede parapareziya da hemiparezi veya siddetl monoparezi
Belirgin parapares ya da hemiparezi; onta derecede kuadriparezi veya monapleji
Parapleji, hemipleji veya belirgin kuadnparesi

Kuadriplejik

Serebellar Fonksiyonlar
MNomnal
Ozadiluk olmaksen anormal belirtiler
Hafif ataksi
Orta derecede govde ya da ekstremite ataksisi
Tum ekstremitelerde siddedi ataksi
Ataksi nedeniyle koordine hareketeri yapmada yeters zlik
Bilinmeyen
Bu isaretleme kas gugsizlugu de testin icine karsmissa her rakaman sonuna eklenir.

Beyinsapi1 Fonksiyonlan
Normal
Yalnzea bul gular
Orta derecede nistagmus ya da dijer hafif azurkilalder

Siddethi nistagmus, belirgin ekstraokiler giig kaybi ya da dijer kraniyal siniflerde orta derecede yetersizligi

Belirgin dizartri ya da belirgin dijer ozickilder
Yutma ya da konusma yeteneginin kaybi
Bilinmeyen

Duyusal Fonksiyonlar
Nomnal
Birya da iki ekstremitede vibrasyon ya da sekil (izmede azalma

Birya da iki ekstremitede dokunma, agn ya da pazeyon duyusunda hafif azalma ve/veya bir veya iki ekstremitede
vibrasyon duyusunda orta derecede azalma veya ug va da dort ekstremitede tek bagina vibrasyon kusuru.

Birya da iki ekstremitede dokunma veya agn ya da pozisyon duyusunda orta derecede azalma vefveya temel olarak
vibrasyon kaybg ya da ug-don eksremitede hafif derecede dokunma agn vefveya orta derecede tum duyu

testleninde bozuklulk.

Birya da iki ekstremitede, tek bagina veya kombine, dokunma veya agr duyusunda belirgin azalma ve derin duyu

kaybi veya ikiden fazla ekstremitede orta derecede dokunma agn ve'veya adir derin duyu kayba.

Birya da iki ekstremitede duyu kayhs veya bag altindaki vicudun hemen tamaminda dokunma veya agn

duyusunda ona derecede azalma velveya derin duyu kayba.
Kafa altinda kalan balumlerde temel olarak duyu kaybi
Bilinmeyen
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Genisletilmis OzUrl0l0k Durum Olcedi sayfa-3

Bagirsak ve Mesane Fonksiyonlan (1982 revize)
MNomnal
|drara baslarmada hafif derecede duraklama, idrara sikisma hissi, idrar yapamama
Orta derecede idrar duraklamasi idrara sikigma, barsak ve mesanede retansiyon ya da nadiridrar kagirma
Sik idrar kagirma
Neredeyse devaml ol arak kateterizasyon geredi
Mesane glevlierinin kayba
Barsak ve mesane iglevierinin kaybi
Bilinmeyen

Gorsel (veyaoptik) Fonksiyonlar
Mormal
Diizelttilmis gorme keskinliginin 20,/30°dan daha iyi oldudu skotom
Daha katd gozde en fazla duzeltilmis gome keskinligi 20030 ile 20/59 arasinda

Daha kotu gozde genis skotom ya da gorme alanlaninda orta derecede azalma, fakat en fazla duzeltilmis gorme
keskinligi 2060 ile 20/99 arasi

Daha kotu gtézde gorme alanlaninda belirgin azalma ve en fazla duzeitilmis gorme keskinligi 200100 ile 20,200
arasinda; Uguncu dereceye ek olarak daha i gozin en yiksek gomne keskinligi 20/60 veya daha az

Daha kotu gozde en fazla duzeltilmis gorme keskinligi 20/200den az: dorduncd dereceye ek olarak daha iyi gozde
en fazla gorme keskinligi 20/60veya daha az

Begind dereceye ek olarak daha ivi gozin en yiks ek gomme keskinligi 20760 veya daha az

Bilinmeyen
Optik sinirde 0-6 derece arasi temporal solukluk varliginda diger derecelerin sonuna eklenir.

Serebral (veya mental) Fonksiyonlar
Normal

Sadece duygulanimda dedisiklik (GODO skarunu etkilemez)

Zihinsel aktivitede hafif azalma

Zihinsel aktivitede orta derecede azalma

Zihinsel aktivitede belirgin azalma (orta derecede kronik beyin sendromu)
Demans va da siddetli veya vetersiz kronik beyin sendromu

Bilinmeyen
Diger:
Yok
Multipl Skleroza baglanabilen diger norolojik bulgulardan herhangi biri
Bilinmeyen
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