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Multiple skleroz (MS), beynin beyaz maddesinde T hcrelerinin miyelin
proteinlerine ve diger tanimlanmamis antijenlere kars1 enflamatuvar bir kaskadi
baslatip demiyelinizasyon ve yogun astrogliosis neden oldugu disiiniilen
otoimmiin bir hastalik olarak kabul edilir. Hastaligin neden oldugu hala bilinmese
de cesitli g¢evresel risk faktorleri ve genetik faktorler tanimlanabilir. MS
gelistirmek icin artmug bir risk, Epstein- Barr virisu enfeksiyonu, sigara igimi,
yiiksek tuz alimi, D vitamini eksikligi ve ¢cogunlukla immdin fonksiyonla iliskili
genetik faktorler gibi cevresel faktorlerle iliskilidir.MS igin ginumuzde hala
uygun bir tedavi yontemi yoktur. FDA tarafindan onaylanmis ve hastaligi
modifiye edici ilaclardan ilk oral ila¢c olan Fingolimod sfingozin 1-fosfat (S1P)
reseptoriinii modiile eden dogal sfingozinin yapisal bir analogudur. Fingolimod
lenfositler iizerindeki SI1P reseptorlerini baskilayarak, lenf nodlarindan
lenfositlerin gdgunt o6nler. Fingolimod (ticari isimi Gilenya) turevi ST-1505
bilesiginin SH-SY5Y ve CCRF-CEM hicrelerinde molekiler gen ifade
degiskenlikleri analizleri ger¢eklestirildi.ST-1505 bilesiginin EC10 dozunda SH-
SY5Y hucre hattinda uygulanmasi sonucunda eflamasyon ile ilgili sitokinler olan
CXCR3, TNF, CXCL9, HLA-DRB1, STAT3, C1S, CCL3, CD44, CSF1, IL10 ve
NFKB1 genlerinin ifade dizeylerinde sirasiyla 6,68; 1,66; 8,00; 6,75; 2,42; 5,54;
5.56; 1.85; 3,46; 7,11; 1,64 kat baskilama gozlenmistir. Benzer olarak CCRF-
CEM hiicre hattinda ayn1 dozda IL-6, CXCR3, TNF, CXCL10, CXCL9, HLA-
DRB1 ve STAT3 genlerinin iifade duzeyleri sirasiyla 1,96; 6,68; 1,66; 2,15; 8,00;
6,75 ve 2,42 kat azalma gozlemlenmistir. CCRF-CEM hicre hatt1 ile tekrar
caligmalarimiz devam etmektedir. Bu sonuglar, ST-1505 bilesiginin iyi bir anti-
enflamatuvar etkiye sahip oldugunu ve MS tedavisi i¢in umut verici olarak
degerlendirilmesini saglamistir.

ANAHTAR KELIMELER: Multiple skleroz (MS), Fingolimod Tirevi ST-1505,

Anti- enflammatuvar, Sitokin ifade duzeyi



ABSTRACT

INVESTIGATION THE TREATMENT EFFICIENCY OF
FINGOLIMOD DERIVED NOVEL ST- 1505 COMPOUND IN MULTIPLE
SCLEROSIS

MSC THESIS
FATMA SANDAL
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BiOLOGY
(SUPERVISOR:PROF. DR. ALAATTIN SEN

DENIiZLi, MARCH 2019

Multiple sclerosis (MS) is considered an autoimmune disease in the white
matter of the brain, which is thought to induce an inflammatory cascade of T
cells against myelin proteins and other unspecified antigens and is thought to be
caused by demyelination and intense astrogliosis. Although the disease is still
unknown, several environmental risk factors and genetic factors can be
identified. An increased risk of developing MS is associated with environmental
factors such as Epstein-Barr virus infection, smoking, high salt intake, vitamin D
deficiency, and genetic factors, often associated with immune function.There is
still no suitable treatment for MS today. Fingolimod is a structural analogue of
natural sphingosis modulating the sphingosine 1-phosphate (S1P) receptor, the
first oral drug approved by the FDA and approved by the disease. Fingolimod
suppresses S1P receptors on lymphocytes, preventing the migration of
lymphocytes from lymph nodes. Molecular gene expression variability analyzes
were performed on SH-SY5Y and CCRF-CEM cells of Fingolimod (trade name
Gilenya) derivative ST-1505.The administration of the ST-1505 compound at the
dose of EC10 in the SH-SY5Y cell line resulted in 6.68; 1.66; 8.00; 6.75; 2.42;
5:54; 5:56; 1.85; 3:46; 7:11; 1.64 foldsuppression in the expression of the
inflammatory cytokines CXCR3, TNF, CXCL9, HLA-DRB1, STAT3, CI1S,
CCL3, CD44, CSF1, 1IL10 and NFKB1, respectively.Similarly, the
expression levels of IL-6, CXCR3, TNF, CXCL10, CXCL9, HLA-DRB1 and
STATS3 genes at the same dose in the CCRF-CEM cell line were found to be 1.96;
6.68; 1.66; 2.15; 8.00; 6.75 and 2.42-fold suppressed. We are still working with
CCRF- CEM cell linet o confirm the results. These results provided that the
compound ST- 1505 had a good anti-inflammatory effect and was considered
promising for the treatment of MS.

KEYWORDS: Multiple sclerosis, Fingolimod-Derived Novel St-1505 Anti-
inflammatory, Cytokines expression
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1. GIRIS

1.1 Multipl Skleroz

Multipl Sklerozun (MS), beynin beyaz maddesinde miyelin proteinlerine ve
diger tanimlanmamis antijenlere karst T hiicrelerinin enflamatuar bir kaskadi
baslattig1 ve oligodendrositleri ve mikrogliyeni hasarina neden oldugu diisiiniilen T
hiicre aracili otoimmiin hastalik olarak kabul edilir(Elkama ve Karahalil,2017;
Alonso ve dig.,2018). Bu hastaliga iliskin klinik ve patolojik tanimlama ilk kez 1877
yilinda Charcot tarafindan ortaya konulmustur(Feijo,2003). O zamandan bu yana
hastalikla ilgili heniiz kesin bir tan1 ve tedavi yontemi bulunmamaktadir. Diinya
genelinde yaklasik 2,5 milyon insanda 6zellikle geng eriskinlerde ve kadinlarda
ciddi fiziksel sakatligin bir nedeni sayilan néroenflamatuar hastalik olarak ortaya
¢ikmaktadir(Comston and Coles,2008).Yapilan bir¢ok ¢alismaya dayanarak hastalik
nedeninin netlik kazanmamis olmasiyla, genetik ve gevresel etkenlerin birlikte
etkisinin ortaya c¢iktig1 diisiilmektedir. MS gelistirmek i¢in artmis bir risk, Epstein-
Barr viriisii enfeksiyonu, sigara i¢imi, yiliksek tuz alimi, D vitamini eksikligi ve
cogunlukla immiin fonksiyonla iliskili genetik faktorler gibi cesitli ¢evresel risk
faktorleri tanimlanabilir (Gold,2018). Genetik caligmalarda ise 6.kromozomun HLA
bolgesine yakin olan genlerle iliskilendirilmektedir. Son yillarda ise MS patogenezi
ile ugraganlar bagisiklik sisteminde hem dogustan hem de uyarlanabilir olan efektdr
hicrelerin multipl skleroz hastaligina etki ettigi ve T ve B lenfositlerin bu hastaliga
onemli katkida bulundugu bilinmektedir. Lenfositler CNS'ye sizarak miyelin ve
aksonlara zarar verir ve inflamatuar kaskadini baslatir. Beyin ve spinal kord beyaz
cevherinde ortaya ¢ikan inflamatuar plaklar multifokal norolojik hasarlarla kendini
gosteren, hastalanma ve iyilesme donemlerinin birbirini izledigi ataklara neden olur.
Her atakta birka¢ akson hasara ugrar ve sonraki ataklar da ayni etkiyi gosterirse
toplam bir etki ile akson kaybi kalici hale gelir (Y1lmaz,2006). Daha sonrasinda

olusan norodejenerasyonla birlikte kas-iskelet disfonksiyonuna, kas gli¢siizliigiine


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211034818300944?via%3Dihub#!

ve agrisina, gorme bozukluklar1 gibi cesitli problemlere ve nihayetinde 6lume yol
acabilir ( EIkama ve Karahalil,2017).

Hastaligin klinik belirtilerine gére dort tipi tanimlanabilir:

1. Nukseden-iyilesen MS (NIMS-RRMS): MS’in yaklasik %85 ini olusturan
formdur. Agik¢a belirlenmemis yeni atak veya tekrarlayan semptomlar
gorilmektedir.  Ataklar  sonucunda tamamen veya hafif iyilesme
gorilebilmektedir. Bu formda enflamasyon belirgin sekildedir.

2. Birincil ilerleyen MS (BIMS-PPMS); MS hastalarmin yaklasik %10-15
kismidir. Relaps veya remisyon olmaksizin ilerleyici formdur. Baslangictan
itibaren hastalik ilerlemesi kotiilesmeye gider, arada sirada gecici kiigiik
iyilestirmelere izin verilir. PPMS formu arastirildig tizere hastaligi tedavi etmek
i¢in kullanilan ilaglara daha direngli oldugu belirtilmistir (Goldenberg, 2012).

3. Ikincil ilerleyen MS (IiIMS-SPMS): 1IMS hastalarmin yaklasik %50'si
[IMS'ye déniisiir. Hastaligin atak ve remisyonlarla devam ederek hangi dénemde
kétiilesmeye gidildigini ve semptom siddetine gére IIMS tanis1 konulmaktadir.

4, Ilerleyen-Nukseden MS (INMS-PRMS): Az sayida hastayr etkileyen
formdur. Remisyon donemi olmayan ve baglangigtan itibaren ilerleyen

semptomlarin kotiilesmesi ilerleyicidir.
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ZAMAN

SAKATLIK ARTISI

Sekil 1:Multipl skleroz Kklinik seyir tipleri (Jacobs, 2016).

1.1.1 Tanisi

MS hastaligininin etiyolojisinin heterojen 6zellik gostermesi tan1 koyma
sikintisini da beraberinde getirmektedir. MS i¢in heniiz spesifik tani testi
bulunmamaktadir. Bu yiizden hastaligin zamansal ve mekansal olarak
yayilimimin gosterilmesi ve buna gore degerlendirilmesi gerekmektedir.
Yayilimin degerlendirilmesi i¢in hastalarda MR, norofizyolojik testler ve beyin
omurilik sivist (BOS) incelemesi gibi tetkiklerin yapilmasi taniya ulagmada
katkilar saglamaktadir (Yimaz, 2006). Tan1 koyarken hastalik seyrinde olusan
semptom ve bulgular dikkate alinmaktadir. Bu semptom ve bulgulara karsilik
hastalik seyrine etkili olabilen immun tedavilerin uygulanmasi ve bu siiregte

hastada neler yapabilecekleri hakkindaki siirece olanak saglar.

Hastaligin ortaya ¢ikmasindan itibaren birgok tani kriteri ortaya konulmustur. ilk
olarak kriter tanimlamasi 1965 yilinda Schumacker ve arkadaglar1 tarafindan
yapilmustir (Tablo 1). Kriterlerini klinik degerlendirmeye yani lezyonlarin zaman

ve mekan dagilimina dayali olarak ortaya konmustur (Ceccarelli ve dig., 2012).
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Tablo 1: Schumacker Kriterleri (Ceccarelli,2012)

Klinik olarak kesin MS tanisi icin gerekli 6 kriter:

1. Belirtilebilecek norolojik muayenede objektif anormallikler CNS disfonksiyonu; Sadece semptomlar
tani i¢in yeterli degildir.

2. Norolojik muayenede veya tibbi 6ykiide kanit olmalt CNS'nin 2 veya daha fazla ayr1 boliimiinde
tutulum

3. CNS hastaliginin objektif kaniti, agirlikli olarak beyaz maddeden olugmalidir. Diskalifiye olan kiigiik
gri madde ile tutulumu.

4. Noralis tutulumu gegici olarak gerceklesmis olmalidir. agsagidaki kaliplardan birinde:
* 2 veya daha fazla kétiilesme (niiksetme) donemi, bir donemle ayrilir

Bir ay veya daha fazla, her bélim en az 24 saat siriyor.

* En az 6 ay boyunca belirti ve semptomlarin yavas ya da adim adim ilerlemesi.

5. Hastanin yas1 10-50 yil arasinda olmalidir.

6.Belirtiler ve semptomlar bagka bir hastalik siireci tarafindan daha iyi agiklanamaz.

Manyetik rezonans goriintilleme (MRG) ve BOS zaman i¢inde tantya biiyiik
katk1 saglamastyla yeni kriterlerin ortaya ¢ikmasinda etkili olmustur. 1983
yillinda Poser kriterleri bunlardan biri olan tanilama metodu olmustur (Tablo
2). Poser kriterleri daha 6nceki kriterlere gore asemptomatik hasar1 belirlemek
icin paraklinik testler (uyarilmis potansiyeller) ve BOS‘u Kklinik
degerlendirmelerine dahil etmistir. Bu bilgilere dayanarak MSS, zaman ve
mekanda yayiliminin gerceklesmesi sz konusudur.

Tablo 2: Poser Kriterleri(Onder,2006)

Poser kriterlerine gére MS klasifikasyonu (1983)

KESIN MS OLASI MS
Klinik olarak kesin Klinik olarak olasi
Al: iki atak, iki ayr1 lezyona ait muayene bulgusu C1: iki atak, bir lezyona ait muayene bulgusu
A2: iki atak, bir lezyona ait muayene bulgusu ve bir C2: Bir atak, iki ayri lezyona ait muayene
baska lezyona ait paraklinik bulgu bulgusu

C3: Bir atak, bir ayr1 lezyona ait muayene
bulgusu ve baska bir lezyona ait paraklinik
bulgu

LABORATUVAR DESTEKLIi KESIN MS LABORATUVAR DESTEKLI OLASI MS

B1: iki atak, bir lezyona ait muayene bulgusu veya
paraklinik bulgu ve bir BOS bulgusu

. . . D1: iki atak ve BOS bulgusu
B2: Bir atak, iki ayr1 lezyona ait muayene bulgusu

ve BOS bulgusu

B3: Bir atak, bir lezyona ait muayene bulgusu, bir
baska lezyona ait paraklinik bulgu ve BOS
bulgusu
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MS hastaligin tanisinda MRG’nin Oneminindeki artisa dayanarak yeni kriterler
ortaya atilmistir. Bu kriterlerden biri olan McDonald kriterleri 2001 yilinda Ulusal
Multipl Skleroz Federasyonlar1 Dernegi’nin toplantisinda belirlenmistir( Pittock ve
dig.,2004). Bu kriterler 2001,2005 ,2010 ve son olarak 2017 (Tablo 3) yillarinda
revize edilmigtir. McDonald kriterlerini diger kriterlerden ayiran ise Sinir Sistemi
MGR’si ve erken klinik tan1 6zelliklerinin mevcut olmasidir(Acar,2015). Erken tani

sunma Ozelliginden yola ¢ikarak erken tedavi olanagi sagladigi diisiilmektedir.

Tablo 3: Multipl skleroz i¢gin McDonald teshis kriterlerine 2017
revizyonlari(Thompson ve dig.,2018)

Objektif klinik kaniti olan lezyon Multipl skleroz tanisi i¢in gerekli ek
sayis1 veriler

>2 klinik ataklar >2 Yok

>2 klinik ataklar 1 (ayrt bir anatomik lokasyonda bir | Yok

lezyonu iceren daha &nceki bir
saldirinin agik ve net kanitr)

>2 klinik ataklar 1 Farkl1 bir MSS sitesi veya MRI ile ilgili ek
bir klinik saldir1 tarafindan gosterilen uzayda
yayilma

1 Kklinik ataklar >2 Ek bir klinik atak veya MRG ile veya

CSF'ye  06zgii  oligoklonal  bantlarin
gosterilmesiyle ortaya ¢ikan zaman iginde
yayilma

1 Kklinik ataklar 1 Farkli bir MSS sitesi veya MRI ile ilgili ek
bir klinik saldir1 tarafindan gosterilen
uzayda yayilma

Ek bir Kklinik atak veya MRG ve OR ile
CSF-spesifik oligoklonal bantlarm
gosterilmesi ile zaman i¢inde yayilma

Eger olast durum kriterleri tam olarak karsiliyorsa ve klinik olarak daha kuvvetli bir
aciklama yoksa tan1 “MS”dir. Var olan kriterler tam olarak karsilamiyorsa “olasi
MS”dir. Eger klinik olarak durumu tanimlayan baska bir tani varsa tan1 “MS

degil”dir(Togrol ve Demir,2016).

11.2 Etiyolojisi

MS ile ilgili literatir taramalalarinda etiyolojisi ile ilgili bircok hipotez ortaya
atilmaktadir. Bu hipotezlerden en giicliisii olan hastaligin otoimmun bir hastalik
oldugu saptanmigtir. Hastaligin ortaya c¢ikisinda genetik, ¢evresel ve
immunolojik faktorlerin yer aldigi diisiiniilmektedir(Sekil2). Epstein-Barr virtsu
enfeksiyonu, sigara icimi, yuksek tuz alimi, gen¢ yasta obezite D vitamini

13



eksikligi, diyet ve cogunlukla immiin fonksiyonlar (otoreaktif lenfositler)
hastaligin gelisiminde 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir(Gold, 2018). Ayrica,
¢ogu omurgalilarda bulunan Major Histocompatibility Complex (MHC), memeli
genomunda genis bolgeye sahip gen ailesidir ve bagisiklik sisteminde,

otoimmnitede 6nemli bir rol oynadig: diisiilmektedir(Compston ve Coles, 2008).

Cesitli  genetik calismalar yapilmistir ve bunlardan biri MS'de ailesel
agregasyonunda tahmini genel niks oran1 %20-22.8'di(Verma ve Singh,2017).
Izlenen bircok ¢alismada HLA genini tasiyan insanlarda hastalifin diisiik sonug
vermesine ragmen c¢evresel faktorlerle birlesmesiyle pozitif sonug elde
edilmistirr HLA-DRB1*15 antijeni MS hastaligina sahip olan hastalarin %55-
60’1inda bulunmaktadir (Tireli, 2006). Risk birinci dereceden akrabalarda %2,77
iken, ikinci derece akrabalarda %1,02 ve U¢lnci derece akrabalarda %00,88 iken,
genel populasyonda %0,3'tir (Mosca ve dig. 2017). Ikiz calismalarda ise
ozellikle monozigotik ikizlerde %30'luk bir uyum orani gosterirken dizigotik
ikizler ig¢in bu oran oldukg¢a diisiik seviyede oldugu goriilmektedir (Milo ve
Miller, 2014).

Genetik Faktérler Cevresel Faktérler
Sigara, Toksinler,
MHC: HLA-DRB1 lokus,non-MHC Diyet, Enfeksiyon,
Antibiyotikler,
Monozigotik ikizlerde% 30'luk Vitamin D

uyum orani

Multiple Skleroz

Diizenleyici hiicre Patojenik
(Treg,Trl) T efektdr hiicreler

sayilari ve bastirma (TH1,TH17,TFH)

Sekil 2:MS etiyolojisine katkida bulunan faktorler(Vojdani,2014).
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1.1.3 Epidemiyolojisi

Ulusal MS Federasyonu’un tahminlerine gére MS kadinlarda goriilme
siklig1 erkeklere gore iki ya da li¢ kat daha yaygin sekilde bulunmaktadir. Geng
ve orta yash yetiskinlerde yani ortalama 20 ve 50 yaslar1 arasinda norolojik
sakatlik olarak ifade edilen hastaligin basta gelen nedenini olarak diisiiniilmekte ve
diinya ¢apinda 2,3 milyondan fazla insan1 (Ulusal Multipl Skleroz Dernegi, 2018)
en az iki ila U¢ kat daha fazla insami etkiledigi tahmin edilmektedir
(Kavrochorianou ve dig., 2016). Dunyada hastaligin prevalans: beyazlarda ve
Avrupa kokenlilerde sik gorilir iken, tropikal bolgelerde daha nadir prevalansi
ortaya ¢cikmistir. Kuzey Avrupa, Giney Kanada, Israil, Kuzey Amerika, Yeni
Zelanda ve Giiney Avustralya’da MS hastasi olma sikligi daha fazla iken, Asya’da
ise MS hastalig1 seyrek gériilmektedir(Oztirk, 2016).

PEOPLE PER 100,000 WITH MS

PREVALENCE M 100
BY >60.01-100
COUNTRY >20.01-60
(2013) B >s.01-20

>0-5
DATA NOT PROVIDED

Sekil 3:Cografi bolgelere gore MS’in prevalansi (Multipl Skleroz Uluslar arasi
Federasyonu,2013)
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MS hastaligimin goriilme siklig1 cografi bolgelere ve irksal farkliliklara gore
MS’in dagilimi degisiklik gostermektedir. Ekvator’dan uzaklastikca yani Kuzey
Amerika ve Avrupa’nin Kuzey bolgelerine gidildikge hastaligin gorilme siklig
artmaktadir. Tirkiye’de yapilan ¢aligmalarda MS hastaliginin bdlgeden bolgeye
degisiklik gosterdigi ortaya ¢ikmistir.Sonug olarak hastaligin prevalansi ¢esitlilik
gostermektedir.

1.1.4 Patolojisi

MS patolojisinin hala netlik kazanamasmin 6nemli nedenlerinden biri
hastaligin heterojenlik gostermesidir. Genetik olarak yatkin bireylerde D vitamini
veya bakteriyel, viral infeksiyon gibi ¢evresel etmenler MS hastaliginin
olusumunu tetiklenmesine katkida bulundugu disiilmektedir. Merkezi Sinir
Sisteminin (MSS)’nindeki enflamatuvar demiyelinizasyon sonucunda immun
yanit saglayan ve hastaligin baslangicinda 6nemli olan akson zedelenmesi,
oligodendrosit (OG) kaybi ve astrositik glisiosiz goriilmektedir (Sekil 4).

O
R sz R

Sekil 4: MS patolojisi: Multipl skleroz patolojisi: fokal A.Akut MS; bazi

yerlerde demiyeline plaklar olusturan ¢oklu enflamatuvar demiyelinizan lezyonlar.
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B. Akut MS; fokal biiyiik demiyeline plaklar (yesil lezyonlar). C, D.Baglangic MS;
omurilikte aktif olmayan demiyeline lezyonlar (D); Cok az sayida ve minik lezyonlar
beyin beyazinda ve kortekste. E. Niikseden-Iyilesen MS; ¢oklu beyaz cevher
lezyonlar1; birkag demiyeline lezyon etkindir. F. Ikincil ilerici MS; ¢ok sayida biiyiik
beyaz cevher plagi; ¢cogu lekeler demiyelinizedir, koyu gri maddede genis kortikal
demiyelinizasyon ve multipl lezyonlar. G.Birincil- Ilerlyen MS; cogu remiyelinize
olmus multipl kii¢iik fokal beyaz cevher lezyonlari; Ek olarak normal gériinen beyaz
maddede yaygin dagmik yaralanma vardir H. Ikincil-ilerleyen MS, biiyiik fokal
demiyelinize beyaz cevher lezyonlari, koyu gri maddede de bir¢cok lezyon mevcuttur

(Pathol 2007).

MS patolojisinde birgok arastirma ve buna bagli da ¢alismalar yapilmakla birlikte
hastagili destekleyen diisencelerden en onemlilerinden biri otoreaktif T hiicreleri
kan-beyin bariyerini (KBB) gecer ve orada aktif hale gelen lenfotesitler MSS
otoimmdnitesini indiklemektedir (Fletcher ve Lalor,2010). MSS vendllerinin
endotel hiicrelerinde karsilikli degisimleri kontrol eden matriks metalloproteinazlar
(MMP'ler), aktive hiicrelerin endotele yapismasini saglarak kan-beyin bariyerinden
gecislerini kolaylastirdig1 diistiniilmektedir ( Milo ve Miller,2014). KBB’ini gegen
bu immiin hiicreler, hiicre adezyon molekiilleri ve sitokin reseptorlerini yukari regiile
eder ve cesitli pro-enflamatuar sitokinleri salgilagilamaktadir. Sitokinler ise MS'in
seyri boyunca, MSS’deki patojenik T hiicre farklilasmasina, iltihap ve doku hasarina

neden olaylar icerisinde yer almaktadir (Kasper ve dig.,2005).

1.15 Patogenezinde Rol Alan immiin Hiicreler

MS'de immiin yanitin bir isareti olan MS lezyonlari, enflamasyonun izole
bélgelerininin olugsmasinin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Immiin sistemdeki
bagisiklik hiicreleri tarafindan dogrudan hasar sonucu veya  c¢esitli hiicreler
tarafindan salinan enflamatuar sitokinlerin olusturdugu lezyonlar hem beyaz
cevherde hem de korteks, nikleus ve omurilikte gri cevherde de bulunabilmektedir
(Maghazachi,2012).
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Hiicresel bagisikligin 6nemli elemanlarindan biri olan T hiicreler kemik iliginde
olustan sonra  timusa gelir ve c¢ogalarak gelisir; boylece olgunlasma siirecine
girerler. Bu gelisim siirecinde antijen reseptoriinii (T hiicre reseptorii, TCR) ve
spesifik yiizey molekiilii (CD) kazanirlar. T lenfositleri timusun korteksinde
olgunlagmasi tamamladiktan S1P ve S1P1 reseptorii tarafindan dolasima ve dokulara
gocii  yonlendirilmektedir (Yi1lmaz,2011). T hicrelerinin her biri 6zgul antijen
reseptorlerine sahip olmaktadir. TCR, ortamda bilinmeyen timor antijenleri i¢in bilgi
tasiyan ve bir CD3 kompleksi ile iliskili a ve B zincirleri tarafindan olusturulmus bir
heterodimer membran proteinidir (Ataca ve Arslan ,2015). TCR, aff ve yd formu
olmak Tlizere iki cesittir. aff  genellikle lenf dolasiminda, yo formu mukozal
yiizeylerde bulunurak viral ve bakteriyel antijenleri tamimaktadir (Mayer ve
Nyland,2016). Ana histo-uyumluluk kompleksi (MHC)-antijen iliskili kompleksi,
TCR'yi harekete gegirir ve buna bagl olarak bagisiklik tepkisini kontrol eden
sitokinlerin salgilanmasiyla T hiicrelerinin gruplanmasini yonlendirmektedir

(Warrington ve dig.,2011).

CD4+ T hiicreleri, bagisiklik sisteminin hem hiicre aracili hem de antikor aracili
dallar1 i¢in gereklidir (Coombs ve dig.,2002). MHC smf II alelleri ile
birlesmesinden dolayr MS hastaliginin olusumunda 6zellikle CD4+ T hiicrelerinin
aracilik etmesinden dolay1 otoimmiine bir hastalik olarak kabul gérmektedir. CD4+
Th hiicreler dort gruba ayrilmistir; Th1,Th2,Th17 ve diizenleyici T hiicreleridir
(Treg) (Giilhan ve dig.,2013 ). Thl, Th2 ve Th17 gibi T yardimci (Th) hiicreleri,
patojenin bulundugu yere dogustan gelen bagisiklik hiicrelerini harekete gecirmeye
ve gesitli sitokinlerin salgilanmasina aracilik etmektedir(Kirby ve Reparaz,2018).
Ozellikle Thl, otoimmiin hastaliklardan olan MS’e ydlendirici oldugu kavrami
Deneysel Alerjik Ensefalit (DAE) modelleri tarafindan desteklenmektedir
(Y1lmaz,2006). Th17 hiicreleri yapilan bir¢ok ¢aligmada, IL-17 salgilanmasiyla son
zamanlarda enflamatuar ve otoimmiin hastaliklarda ©nemli bir rol  oynadigi
diisiiniilmektedir(Li ve dig.,2018). Bu calismalardan biri olan DAE' deki sakatligin
olusumunda IL-17 dreten miyelin-reaktif T hiicreleri arasindaki iliski ile ilgili
baglant1 olmasina dayanmaktadir(Cummings ve dig.,2018). MS hastalarindan alinan
lezyon calismalari, aktif lezyonlarda IL-17 eksprese eden hem CD4+ hem de CD8+
T hiicrelerinin varligin1 dogrulamaktadir(Hgglund ve Maghazachi,2014). Diizenleyici

T hiicreleri (Treg) hiicreleri, yabanci hedeflerine veya yanlis yonlendirilmis immiin
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yanitlarda yardimei ve sitotoksik T hiicrelerinin aktivasyonunda baskilayict bir rol
oynar(Luo ve Ming,2018). Treg hiicrelerinin varligi T hiicresi proliferasyonunu
baskilayabilme yeteneklerini gosterirken, eksikliginde ise supresor oOzelliginden
dolay1r diyabet, gastrit, tiroidit ve iltithapli bagirsak hastaligi gibi otoimmiin
hastaliklarla  sonuglandig1 varsayilmaktadir(Zadeh ve dig.,2016). Bunlara bagh
olarak Treg hiicrelerinin lenf dokularindaki varlig1 lenfositlerin gogiinii inhibe ettigi

diistincesine varilmaktadir.

CDB8+ T hucreleri ,antijen sunan hiicreler (ASH)’in ve inflamasyonla artis gosteren
ligandlarin ylzeylerindeki MHC-I molekiilii ile biitiinlesmis antijenleri, sitotoksik T
hilcre reseptorleri sayesinde taniyarak uyarilirlar(Beyaz,2004). MHC I sinifi {izerinde
viral peptitleri gosteren enfekte hiicreleri, tumdor hiicreleri, isi bitmis bazi hiicreleri
dogrudan oldiirme yetenegine sahiptirler (Heather ve dig.,2015). CD8+ T
hiicrelerinin siklig1 iltihapli plaklarda, BOS'ta ve kanda oligoklonal genisleme
gostermesi MS'de patojenik bir role isaret etmektedir (Fletcher ve dig.,2010).

Sonug olarak multipl skleroz (MS), otoreaktif T hiicre aracili immiinopatolojisi olan
merkezi sinir sisteminin antijenlerini taniyarak inflamasyon ve miyelin kilif
demiyelizasyon bozukluguna neden oldugu diisiiniilmektedir(Sekil 5) (Sinha ve
dig.,2014). Multipl skleroz'un Thl hiicre etkili bir hastalik oldugu diisiincesi
Deneysel Alerjik Ensefalit (DAE) modellerine dayanmaktadir(Y1lmaz,2016). Hem
DAE hem de MS icin daha kabul edilen patojenik model, otoreaktif miyeline 6zgu
CD4 + T hcrelerinin oncesinde periferde aktive olmasi sonrasinda ise KBB'yi
gecerek CNS'ye girmesi ve ASH’leri tarafindan yeniden aktive edilmesidir
(Tuosto,2015).
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Perifer MSS

S
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AktlveolmusT Treg _* * Th1/Th17
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ve MSS' ye girer mikroglia
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Aktive edilmis 4 -', tarafindan T hiicre
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naif T hiicreleri igin Th1 immiin hiicrelerin
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] 5 Mediatérler,proteazlar,
Hoeddel glutamat ve serbest
e

Aktive edilmis T '
hticreleri kan < e
j Miyelin yikimi ve
Tre dolasomma girer aksonal hasar

LENF DUGUMU ﬂ

Sekil 5:T hiicre kaynakli MS patolojisi (Fletcher ve dig.,2010)

B hiicresi gelisimi, aktivasyonu ve olgunlasmasi kemik iliginde gerceklesen
adaptif hiimoral bagisiklik icerisinde yer alir. Antijen ile aktive olan B hiicreleri,
islevi sentezleme ve antikorlar1 salgilama islevini saglayan efektor plazma
hiicrelerine farklilagir(Puri ve Paolo,2013). Plazma hcreleri fonksiyonel olarak
islevsel 6zelliklik kazanmaktadir. B hiicrelerinin multipl skleroz (MS) patogenezinde
rol oynadigin1 destekleyen T hiicresine antijen sunma Ozellikleri gibi yollarla
katkida bulundugu varsayilmaktadir. Bu yollardan biri hem kronik MS plaklarinda
hem de akut MS lezyonlarinda bulunan plazma hiicrelerince iiretilen otoreaktif
antikorlar MSS'de opsonin gorevi gorerek Fc reseptér aracili fagositozu ve
sitotoksisite yoluyla inflamatuar1 indiikleyerek inflamasyona ve demiyelinizasyona

neden olur (TGzun,2011;Acar,2015).

NK (Dogal oldiirticii hiicre) hiicrelerinin, tiimor hiicrelerine ve bazi viruslerle
enfekte olmus hiicrelere karsi konak savunmasinda 6nemli bir rolii bulunmaktadir
(Judy Owen ve dig.,2013). MS'in patogenezi ile ilgili literatiir taramalarinda, DAE
modelinde, NK hiicrelerinin tilkenmesi, siddetli tekrarlayan DAE ve belirgin sekilde
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goziiken CNS patolojisi s6z konusu olmustur (Chanvillard ve Duarte,2013;Hoglund
ve Maghazachi,2014 ).

Antijen sunan hiicreler i¢inde olan DC (Dendritik hiicreler), efektor veya hafiza
T hiicrelerindeki TCR ‘lerin aktive olmasinda etkili olan kuvvetli ASH olarak kabul
edilmektedir(Giles ve dig.,2018). MS'li hastalarda saglikli bireylere gore daha
yiiksek diizeylerde proinflamatuar sitokin salgilayan ve myeloid dendritik hiicre
bulundurduklari saptanmis olarak dendritik hiicreler CNS otoimmiin inflamasyonuna

katkida bulundugunu sdyleyebiliriz (Groves ve dig.,2013).

Kemokinler, monositler ve fibroblastlar i¢in kemotaksis olarak adlandirilan bu
sitokinler dogustan gelen ve adaptif immiin yanitlar1 birbiri ile olan iliskileri
dizenlemede 6nemli rol oynarlar(Maghazachi,2012;Giiner ve  dig.,1997).
Kemotaksisin yani sira, ndronlarin gelisimi,impulsun sinaptik iletimi, hiicre adezyon
diizenlemesi, fagositoz, sitokin salinimi, matriks metalloproteinaz (MMP) salimi, T
hiicresi farklilagsmasi ve aktivasyonu, apoptoz gibi birgok islevsel fonksiyonlarda rol
oynarlar(Szczucinski ve Losy,2007). Demiyelinizan olan aktif bdélgelerdeki
lezyonlarda kemokinler tespit edilmis ve relaps sirasinda MS'li hastalarin beyin

omurilik s1visinda (BOS) yiiksekligiyle etkisi aragtirilmistir (Scand,2007).

Kemokinler cesitli reseptorler ve bunlara es olarak ligandlar bulundurmaktadir.
Bunlardan MS ile iliskilendirilenler arasinda CXCR3 (CXCLI10 reseptorii),
lezyonlarda lenfositler lizerinde saptanirken , aktif MS lezyonlarinda lenfositler,
makrofajlar ve mikroglial hicreler Uzerinde CCR5 (CCL5 reseptor) lokalize olur
ve CC-kemokin reseptorii 7 (CCR7) ise lenfositlerin lenf nodlarinda daha uzun siire

tutulmasini saglamaktadir (Ransohoff,2002;Acar,2015).

1.2 Multipl Skleroz Tedavisi

MS hastaligininda yapilan ve yapilmakta olan ¢aligmalar sunu gostermektedir
ki hastalik lizerinde gevresel ve genetiksel faktorler birlikte rol oynamaktadir. Tedavi
yontemi olarak da bircok yontem denenmesine ve uygulanmasina ragmen heniiz
kesin bir ¢6zim yolu bulunmamaktadir. Ancak erken tani ve tedavi yOntemi

kullanim1 sonucunda olumlu yonde etkilere sahip olabilmektedir. Uygulanan ve
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FDA tarafindan da kabul goren bircok ilag tedavisi uygulanmistir ve hala
uygulanmaktadir. Bunlardan hastalik modifiye edici tedaviler (DMT) mevcuttur:
IFN-B ve Glatiramer asetat (GA) immiinomodiilator olmak iizere kendi kendine
enjekte edilebilir ilaclar; immunosipresif ajanlar olarak monoklonal antikor
(Natalizumab,Alemtuzumab ve Daclizumab ); ve ii¢ oral bilesik (fingolimod,
teriflunomid ve dimetil fumarat ) teropatik amacgli olarak hastaligin ilerlemesini
engelleme ve hastalik seyrinde goriilen ataklarda azalma s6z konusu olmustur(Fox

ve dig.,2012).

Natalizomab tedavisi e fereyic
mulifokal Iokoensefalopatinin tk
faporlaty ‘ Oral fingolimod,
Nataizumab RRMS  Fingoimod, Ik kez Glatiamer ~ pediatrk hastalarda
Siblutandz o o tedaviigi onalanan - RRMS settnjenerk b~ RRMS tedavisichn
IENB 10, RRMS i, e monokonal antkor - tedavisisn versyom olniag  onaylananilk
tedavisiicin b b ve yitksek ethilifactr  onaylanan il RRMS tedavisiicin ~ hastalik modifiye
onzyanan k dactr ord gt ozt edic tedaid

| |
1993 1996 2000 2002 2004 2005 2010 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

|
Stz SPMSikR | Damxii 0 Ordl Sublatanse P hsdarda
FNp-1b  Subkutansz  Natoomab  FEEOEOC Dimetl fomrat Daclmab  RRMS iin
Subkganzy TR0 ord Damarisi  Glatfemerasetat Ot Fidgoimod
Glatiramer asetat Terflnomid ~ Alemtuzumab
Subkutandz
IFNg-12

Sekil 6:Hastalik modifiye edici tedaviler (Tintore ve dig.,2018)

1.2.1 immiinomodulator flaclar

Interferon beta (IFN-B),1993’te RRMS'li hastalarda yapilan ilk insan
calismalarinda FDA onayli immiinomodiilator tedavi niteliginde deri alt1 enjeksiyon
olarak kullanilmistir (Buttmann ve Rieckmann,2014). Bagisiklik sisteminde bulunan
hiicrelerin 6zgiil reseptorlerine baglanarak bazi genlerin ekspresyonu baskilanmasi

sonucu adezyon molekiillerinin miktarindaki azalma sonucunda enflamatuar
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hiicrelerin MSS’ine gdc¢iiniin inhibe edilmesinde etkili olmustur(Jankovic,2010).
IFN-B ile MMP-9 seviyelerinde bir azalis s6z konusu olmustur(Yadav ve dig.,2010).
Bu bilgilere ek olarak, IFN-B, MS'nin immiinopatolojisinde 6nemli bir role sahip
oldugu diistiniilen Th17 ve IL-17 sitokinini azalttigt ydnde izlenimler

bulunmaktadir(Dargahi ve dig.,2007).

Glatiramer asetat, yapisinda dort farkli amino asit (L-alanin, glutamik asit, lizin ve
tirozin) iceren dizayn edilmis polipeptit zincirlerinden olugsmaktadir. MBP’nin
antijenik 6zelliklerini taklit ederek insan MBP'ye 6zel olan T-htcrelerinin 1L-2
salgisin1 inhibe ettigi bulunmaktadir(Teitelbaum ve dig.,1992). GA'nin, multipl
sklerozun (MS) hayvan modeli olan DAE onleme ve baskilamada oldukca etkili
oldugu gosterilmesine ek olarak MHC sinif I'ye bagli oldugu ve MS patolojisinde
Ozellikle relapsing MS tipinde T hucrelerinin proliferasyonunu inhibe etmesi

sonucunda tedavisi onaylanmistir(Ziemssen ve Schrempf,2007).

1.2.2 Monoklonal Antikorlar

Natalizumab,relapsing-remitting MS (RRMS) tedavisi igin ilk etkili
monoklonal antikor olarak bilinmektedir (Tintore ve dig.,2018,). ilk olarak,farelerde
lenfositlerin yiiksek endotelyal veniiller olarak adlandirilan kan damarlar1 yoluyla
lenf diigiimlerine girdigi tespit edilmistir(Gowans ve Knight,1964). Natalizumab,
lenfositlerde ve miyeloid hiicrelerde o4-integrine baglanarak lenfositler itizerindeki
etkisi sayesinde MSS dokusuna lenfositlerin goglerini ve onlarin pro-enflamatuar
tepki olugturmasini  inhibe eder(Ali ve dig.,2013). Natalizumab kullanilan hastalarda

yorgunluk,bas agrisi,bulant1 gibi yan etkiler gézlenmektedir.

Alemtuzumab, lenfositler, monositler ve diger immiin ve immiin olmayan hiicrelerde
bulunan CD52 reseptoriine karst gelistirilen bir monoklonal antikor terapisi olarak
FDA onayindan sonra satisa sunulmustur(Cohen ve dig.,2012; Coles ve
dig.,2012).Tedavi amach olarak hematoloji, onkoloji (6zellikle B-hUcresi kronik
lenfositik 16semi) ve transplantasyon alanlarinda  basarili bir sonug¢ elde
edilmesinden  sonra multipl skleroz tedavisinde de uygulanmistir(Katsavos ve

Coles,2018). CD52'yi hedeflerek ortamda bulunan ve dolasan T ve B hiicrelerini
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tiketir ve bununla birlikte immiin sistemini diizenleyerek MS’in terapdtik etkisinde

rol oynadig1 diisiiniilmektedir(Havrdova ve dig.,2015).

Daclizumab, baslarda akut bobrek transplantasyonlarinin 6nlenmesi ig¢in 1997
yilinda FDA tarafindan onaylanmistir ancak diisiik piyasa talebi sonucu durdurulmus
MS terapisi i¢in tekrar kullanima acilmistir ancak giivenlik endiseleri nedeniyle Mart
2018'de geri ¢ekilmesine yol agilmistir(Dargahi ve dig.; Tintore ve dig.2018 ).
CD25’¢ karst T hiicre yiizeyindeki yiiksek afiniteli IL-2 sinyallesmesindeki
anormalliklerin meydana gelmesi multipl skleroz ve diger otoimmiin hastaliklarin
patogenezinde rol oynamaktadir.Bu durumda Daclizumad ,IL-2 sinyalini  inhibe
ettigi diisiiniilen insancillastirilmis bir monoklonal antikor olarak kabul

edilmektedir(Kappos ve dig.,2015;Bielekova,2013).

1.2.3 Oral Tedaviler

Teriflunomid, basta romatizmal artritin (RA) tedavisinde kullanilmak tiizere
FDA tarafindan onaylanan leflunomidin aktif metaboliti olarak bilinmektedir(Oh ve
Connor,2014). MS'in tekrarlayan formlarmin tedavisi i¢in 2012 yilinda onay
alinmasiyla giinlik bir  tablet halinde kullanilmaktadir. Kesin bir etkisinin
goriilmemesiyle birlikte ,MS cevabinda lenfositlerin pirimidin sentezinde rol alan
mitokondriyal enzim olan dihidroorotat-dehidrojenaz (DHODH)’1 bloke edilmesine
bagli olarak lenfosit cogalmasini1 engelledigi diistiniilmektedir (Jiwon ve Paul,2014 ;
Bar ve dig.,2014 ).Tedavisinin yaninda yan etki olarak karaciger problemlerine ve
dogum kusurlarma yol agabilecegi diislincesiyle FDA tarafindan “kara kutu”
uyarisini tagimaktadir(Anonim,2018). Goriilen baz1 yan etkileri de bulanti, saclarda
dokiilme, karaciger fonksiyonlarinda bozulma gibi durumlar s6z konusu

olabilmektedir.

Dimetil fumarat (BG-12), Fumarik asit ve esterlerinin tuzlari fumaratlar olarak
bilinenen fumarik asidin dimetil esteridir ve dogada bazi bitki ve mantarlarda fumat
veya toprak dumani (Fumaria officinalis) olarak  bilinmektedir(Linker ve
Gold,2013).Tedavi amagl olarak enflamatuvar sitokinler, kemokinler ve adezyon

molekiillerinin ekspresyonundan sorumlu olan niikleer faktoér kappa B’nin (NF-«xB)
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hicre c¢ekirdeginde translokasyonunu azalttigi ve apoptozu indiiklediyici etki

gosterdigi bilinmektedir(Lin ve Lisi,2011).

1.2.3.1 Fingolimod

Fingolimod (2-amino-2-(2-(4-octilfenil)etil)propan-1,3- diol hidroklorid) Isaria
sinclairii adli mantardan izole edilen yapisal olarak endojen sfingozine benzeyen
lipofilik bir molekiildiir (Sekil 5) (Altunrende ve dig.2017). Fingolimod, Eyliil
2010’da FDA tarafindan onaylanarak bir¢ok iilke tarafindan ilk oral ila¢ olarak
kabul edilmektedir.Tiirkiye’de de Nisan 2011°de ruhsat alarak kullanilmaya
baslanmigtir. Fingolimod, multipl skleroz (MS) hastalarinda, hastalik sikligini
azathig disiiniilen dogal sfingozinin bir yapisal analogudur. Dogal bir bioaktif
sfingolipid yapisinda olan Sfingozin 1-fosfat (S1P), inflamasyon ve onarimda 6nemli

rol oynamaktadir(Miron ve dig.2008).

NH,

NH,

HO

HO

Sekil 7:Fingolimod kimyasal yapist A. Sfingozin 1-fosfat,B.Fingolimod
(White ve dig.,2016)

S1P, dogustan gelen bagisiklik sistemi ve MSS'de endotelyal hiicreler,
ndronlar ve astrositler tarafindan ekspre edilir ve immiin ve noral hiicreler iizerinde
hiicre iletisimleri igerisinde olabilir (Miron ve dig.,2008). S1P, B ve T gibi bazi

lenfositlerin ylizeyinde bulunan S1P1 reseptorleriyle etkileserek onlarin aktive olarak
lenf nodlarindan ¢ikislarin1 diizenler. S1P‘in G proteinine bagli 5 (S1P1, S1P2, S1P3,
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S1P4 ve S1P5) bilinen reseptdr izoformu bilinmektedir. S1P1, S1P2 ve S1P3
reseptorleri ¢ogunlukla doku hiicrelerinde bulunurken , S1P4 bagisiklik sistemi
hlcrelerinde, SIP5 ise dalakta (dogal o6ldiiriicii hiicreler ve diger lenfositler) ve
merkezi sinir sisteminde (CNS; 6zellikle oligodendrositlerde) ifade edilmektedir (
Groves ve dig.,2013). S1P olusumunu fosfatlayan sfingosin kinazin dogrudan
hlcresel sireclerin duzenlenmesinde rol oynayarak kemokinlerin ve sitokinlerin

tiretimini bu sekilde etkiledigine dair kanitlar bulunmaktadir (Barra ve dig.,2017).

FTY720, aktive edilmek Uzere sfingosin kinaz (SphK) 1/2 ile fosforile edilir.
Fosforile edilmis FTY720, SIP1'in lenfositler iizerinde i¢sellestirilmesine neden olan
S1P1 reseptoriine baglanir ve bdylece lenf diigiimlerinden ve timustan lenfositlerin
cikisint inhibe etmis olmaktadir (Draayer ve dig.,2017). Boylece otoraktif
lenfositlerin inflamatuar ve doku hasarina neden oldugu diisiiniilen CD4 + ve CD8 +
T hiicrelerinin  sayisin1 azalttigit  yoniindeki tartismalar1  desteklemektedir.
Fingolimod,lipofilik ozelliginden kaynakli olarak hiicre zarindan kolaylikla
gecebilmektedir.Ayrica, santral hafiza T hiicrelerine olan etkisi efektor hafiza T
hicrelerine olan etkisinden daha belirgin olmakla birlikte MS'te BOS'taki T
hiicrelerin %90'indan fazlas1 santral hafiza T hiicrelerin olusturmasi, fingolimodun
MS'teki terapotik yoniindeki etkisi ile agiklanabilir (Acar,2015). Fingolimod, timus
ve lenf diiglimleri gibi lenfoid organlardan lenfositlerin ¢ikisini inhibe ederek
TH17 wve diger T hiicrelerinin hiicrelerinin MSS'ye gecisini Onler ve boylece
olast hastalik ilerleyisini engelleme durumu s6z konusu olmaktadir(Sekil

8;Brinkmann,2009).
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Sekil 8:Multipl sklerozda fingolimodun etkileri (Brinkmann,2009)

Sonug olarak fingolimod ile tedavi lenfosit olusumuna ve gelisimine baglh
olarak genel periferik kan lenfosit sayisinda azalma ile iliskilendirilmektedir.
Fingolimod terapdtik etkilerinin yaninda her ilacin bir yan etkisinin olabilecegi gibi
fingolimod, ozellikle ilk doz kullanimina bagli olrak kalp atisinda azalma, makula
6demi,enfeksiyon riski gibi durumlar g6z 6niine alinarak tedavi sirasinda hastada
gerekli parametrelerin  yapilmasit gerekmektedir(Alaoui,2017; Altunrende ve
dig.,2017).
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1.2.4 Alternatif Tedaviler

Multipl skleroz, merkezi sinir sisteminde (MSS) demiyelinizasyon ve akson
kaybr ile karakterize otoimmiin hastalik olmasi nedeniyle ABD’de FDA tarafindan
onaylanmis bir¢ok ilacin olmasina ragmen heniiz kesin bir tedavinin olmamasi ile
ilaclarin yan etkilerin olmas1 MS'li bir¢ok kisinin , hastaliklarini kontrol altina almak
ve semptomlarimi tedavi etmek icin alternatif tip ve tamamlayict tedavilerini
denemelerine yol agmustir(Yadav,2010). Cok cesitli tamamlayic1 ve alternatif tip
arasinda diyet modifikasyonu , omega-3 yag asitleri , amalgam dolumlarinin,
vitaminlerde E, B, D ve en sik olarak C takviyesi, homeopati , selenyum, lipoikasit ,
kalsiyum orotate, ar1 igneleri, inek kolostrumu, hiperbarik oksijen, prokarin,
celasyon, akupunktur, akubasing gibi cesitli tamamlayici ve alternatif ¢oziimler
belirtilmektedir (Schwarz,2008;0zbiilblil,2012). Biitiin bunlarin yaninda bitkisel
tedaviler de multipl skleroz hastaligi i¢in alternatif bir ¢6ziim yolu olmustur. MS i¢in
kullanilan bazi sifali bitkiler ve tiirevleri; Ginkgo biloba, Zingiber officinale,
Curcuma longa, Hypericum perforatum, Valeriana officinalis, Vaccinium
macrocarpon, Nigella sativa, Piper methysticum, Cigdem sativus, Panax ginseng,
Boswellia papyrifera, Vitis vinifera, Camella, Capparisovata(Kappari) gibi bitkiler
MS hastalarinda birgok terapotik etkiye sahip oldugu
belirtilmistir(Mojaverrostami,2018;0zgiin-Acar ve dig.2017). Sonug olarak bircok
hastalik modifiye edici ilaglar ve bunun yaninda tamamlayici ve alternatif tedaviler
milyonlarca hastaya umut olmus ve umut verici olmaya da devam etmektedir. MS
hastaligininda kullanilan tedavi yontemleri suana kadar ataklarin sikligini azaltict
yada otoimmiiniteye neden oldugu diisiiniilen bagisiklik hiicrelerini engelleyici
yoniinde olmustur.Yapilan bir¢ok calismada kullanila tedavi yontemlerin kesin

sonug¢ vermemesi arayislart devam ettirmektedir.
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1.3 Calismanin Amaci

Bu tez ¢alismasinda; Multipl Skleroz hastaliginda kullanilan fingolimod
(ticari isimi Gilenya) tirevi bir ila¢ bilesigini MS hastaligina karsi etkinliklerinin
belirlenmesi amag¢lanmustir. ST-1505 bilesigi bir tip G-protein aracili reseptor
olan Histamin H3- reseptori hedeflenerek Disseldorf Heinrich Heine
Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde Prof. Dr. Holger STARK tarafindan

sentezlenmistir.

Bu bilesik bizim laboratuvarimizda da bir baska G-protein aracili reseptor olan
S1P reseptorlerine olan etkisi SH-SY5Y noroblastoma ve CCRF-CEM (CCL-
119) hiicre hatlarinda, Onceki calismalarimizda MS ile iliskilendirdigimiz
genlerin ifadelerine olan etkileri test edilerek Multipl skleroz icin etkinligi

arastirilacaktir.

Bu projeyle birlikte, antagonist, antitimaor, immunsupresif gibi coklu hedefler
iizerine etkiler gosterebilecek, etkinligi yiiksek, yan etkileri mevcut diger ilaglara
gore az olan fingolimod tiirevi yeni bir ilaglarin literatiire kazandirilmasi
amaclanmaktadir. Bununla birlikte Alman partnerlerimiz ile ikili is birligini
gelistirmekte ayri1 bir amacimizdir. Ayrica uzun vadeli hedefler arasinda bu
fingolimod tiirevi ilaglarin {iretimini ticari 6lgege getirerek ilag sektdriine sunmak

yatmaktadir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 MATERYAL

211 Kullanilan Cihazlar

Deney siire¢ asamalarinda kullanilan cihazlar; Sogutmali/sogutmasiz santrifiijler,
PZR cihazi, Kuru blok 1sitma termostati, DNR jel goriintiileme sistemi, Agaroz
jel elektroforez sistemi, Thermo Scientific Maestrogen Nanodrop cihazi,Laminar
Flow, CO2 Air Inkiibator, Hiicre Sayici, -85 °C Ultralow Freezer, Bioneer Exi
Spin PZR tiip karistiricisi, Human Power Scholar-UV saf su sistemi, HVE-50
otoklav, mikroskop , pH metre, Nive ST 402 su banyosu, Labnet vorteks

karistiricy, klasik ve hassas tarti1 kullanilmistir.

2.1.2  Kullanilan Kimyasal Maddeler

Fosfat Tamponlu Salin (PBS),L-Glutamin , Sigir serum albumin,EasyScript™
Plus cDNA Sentez Kiti, Fetal Sigir Serumu (FBS) Dulbeco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM), Roswell Park Memorial Enstiti (RPMI-1640) Besiyeri
,Penislin-Streptomisin karigimi, RNeasy Plus Mini Kit , Oligo- DNA , UltraFlux
kapakli PZR tipleri, KiloGreen 2X gPCR (MasterMix-KS), ABM Easy Script
Plus cDNA sentez Kkiti , Qiagen RNaesy Plus Mini kit, DMSO(Dimetil
sulfoksit), Trypan blue, Tripsin, Trizol Reaktifi kullanilmistir.
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2.1.3 Hucre Kulturu

Fingolimod turevi orijinal ST-1505 bilesigi igin iki farkli insan hicre hatti
[n6roblastoma: SHSY-5Y ve T-lenfoblastoma: CCRF-CEM (CCL-119)]
kullanilarak Multipl Skleroz hastalig1 lizerindeki etkinligi i¢in ¢alismalar yapildi.

Calisma sirasinda kullanilan insan T-lenfolastoma [CCRF-CEM (CCL-119)] hiicre
hatt1 i¢in %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin, iceren 500ml Roswell Park
Memorial Enstiti (RPMI) kullanildi. Hiicreler 37°C, %5 CO2 ve %95 nem iceren
inktbatorde bekletilti. -80 °C olan Freezer’de %10 Dimetil sulfoksit (DMSO)
igerisinde saklanan hiicreler 37 °C’de oda sicakliginda eriyene kadar bekletildi.
Hucreler eridikten sonra 2500 xg hizda 5 dakika santrifiij yapild1 iist supernatant
atildiktan sonra pelet 1 ml RPMI ile ¢6ziildii. Flasklara ekilen hiicrelerin Uzerine
5 ml RPMI besi ortami eklenerek 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nem iceren ortamda
1 gln inkube edildi. Hiicreler flaski doldurduktan sonra santrifiij edilerek

yogunluguna gore yeni flasklara edildi.

Insan néroblastoma (SHSY-5Y) hiicre hatt1 igin %20 fetal s1gir serumu (FBS) ve
%21 penisilin iceren 500ml Eagle's Minimal Esansiyel (EMEM) besi ortami
icerisinde 37 °C,%5 CO2 ve %95 nem iceren ortamda inkube edilerek
blyutilmeleri saglandi. -80 °C’de %10 Dimetil sulfoksit (DMSO) icerisinde
saklanan hiicreler 37 °C oda sicakliginda bekletildi. Eridikten sonra hucreler
petrilere esit miktarda ekildi ve Gzerine 5 ml EMEM besi ortami eklenerek
37°C’de, %5 CO2 ve %95 nem iceren ortamda 1 giin inklbe edildi. Bir sonraki
giin DMSO’dan kurtarmak i¢in besiyeri alinarak PBS ile yilandi.Yikanan
hicrelere tekrar yeni 5 ml EMEM eklendi.CO2 inkibat6riinde hiicreler deney
i¢in yeterli stok sayisina ulasincaya kadar yukarida belirtilen sartlarda inkiibe
edildiler. Hiicrelerin besiyeri iki giinde bir degistirilerek takip edildi.Yeterli
hiicre yogunluguna sahip petrilerin besiyerleri ¢ekilerek bosaltildi.Yapisan
hiicreler oldugu icin %0,25°1ik tripsin ile muamele edilen petriler 5 dk inkibe
edildi. Petrilere %0,25°1ik tripsinin inaktif hale gelmesi igin iki kati seklinde
besiyeri eklenildi.Yapistiklar1 yerden kalkan hiicreler falkona alinarak 2500 Xxg
hizda 5 dakika santrifiij edildi ve yeni petrilere ekildi.
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2131 Sitotoksisite Calismalar:

Fingolimod (ticari isimi Gilenya) turevi ST-1505 bilesigi sitotoksisite deneyleri
icin uygun ¢ozuculerle ¢ozuldikten sonra steril hale gelmesi igin 0,2 mikronluk
filtrelerden gecirildi. 12 kuyucuklu well’e ekilecek olan CCRF-CEM hucrelerin
say1s1 ependorfta hazirlanan tripan blue (1:1000) ve hiicre karigimi (1:1) thoma

laminda sayild1 ve hiicreler bu sayim islemine gore hesaplanarak ekildi.

Sispanse oldugu icin flasktan alinan hiicreler 15 ml’lik steril falcon tiiplere
besiyeri i¢inde olan hiicreler alimip, 2500 xg’ de 5 dakika santriftj edildi.
Supernatant atilip, dibe ¢oken hiicreler 1 ml besiyeri icinde ¢6ziildii. HUcre sayisi
hesaplandiktan sonra her kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 12 kuyucuklu
welle ekildi ve kuyularin Uzeri toplamda 1 ml olacak sekilde besiyeri ile
tamamlandi. Hiicrelerin toparlanmasi i¢in 24 saat %5’lik CO2 inkubatorinde,
%95 nem ortaminda bekletildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda ST-
1505 bilesigi hicrelere uygulandi. Kontrol grubuna ise sadece besiyeri ve ¢dzuci
konuldu. 24 saatin sonunda 12 kuyucuklu welldeki siispanse hiicreler dogrudan
steril falkonlara alindi. 2500 xg hizda 5 dakika santrifiij edildikten sonra
supernatant uzaklastirildi. Hicrelerdeki sitotoksisite testi farkli konsantrasyonlarda
test maddesi uygulanmig hiicreler tripan blue ile say1ldi.SHSY-5Y hicrelerinde
ise 24 saatin sonunda 96 kuyulu plakadaki besiyeri uzaklastirildi, sonrasinda her
kuyucuga 100 pl yeni besiyeri eklendi. Hiicreler iizerine sitotoksisite
deneylerinde kullanilan 10 pl WST reaktifi eklenerek hiicrelerdeki canlilik
oranlar1 ELISA okuyucu ile 450-690 nm’de 6l¢tldi.Bu dl¢ciimiin sonunda control
grubu farkli konsantrasyonlardaki ST-1505 ile muamele ettigimiz gruplar

karsilastirilarak hiicrelerdeki canlilik etkisine oranlar tepit edildi.
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2.1.3.2 Hiicrelere Bilesiklerin Uygulamasi

Hucre hatlarimizda St-1505 bilesigi icin EC5 ve EC10 deger sitotoksisite deneyi
ile sonu¢ ¢ikarildiktan sonra bu dozlarin hUcrelerdeki belirlenen genlerin
ekspresyon duzeylerindeki etkisini test etmek i¢in hiicre kiiltiirii ortaminda steril
(laminar flow) sartlarda hiicrelere uygulandi. Bunun i¢in 40ml’lik flasklara ve
petrilere 10° hiicre ekildi ve 24 saat inkiibasyonun ardindan belirlenen dozlar
SHSY-5Y ve CCRF-CEM hicrelerine uygulandi. Bilesik uygulamasi yapilan

hicreler, uygulama yapildiktan 24 saat sonra RNA izolosyonu i¢in toplandi.
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2.2 METOT

2.2.1 Cahsmalarda Kullanilan Etken Madde

Proje kapsaminda c¢alisilacak olan fingolimod tiirevi ST-1505 bilesigi
Dusseldorf Heinrich Heine Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde Prof. Dr. Holger

STARK tarafindan sentezlenmistir.

2.2.2 RNA izolasyonu

Besiyeri hiicrelerden uzaklastirildi ve PBS ile yikandi. Istege bagl olarak
besiyerinin uzaklastigindan emin olana kadar birka¢ defa daha yikama islemi
yapilabilir.Yikama isleminin ardindan hiicre yogunluguna gére 350- 600 pl trizol
reaktifi eklendi. Bu islem neticesinde hiicreler mukusumsu bir yapi hale
geldi.Lizis tamponu hiicre kaziyict ile iyice hicreler Uzerine yayild: ve toplanip
ependorfa alindi. Siispanse olan hiicreler ise steril falkonlara alinarak 2500 xg’de
santrifiij edilerek supernatant atildi ve PBS eklerek tekrar bir santriifiij isleminde

sonra ependorflara alindi. Birkag kez yavasca altist edildi.

Slspansiyona 150 ul soguk kloroform eklendi ve 5 dk oda sicakliginda bekletildi.
Ardindan buz (zerine alinarak bes dakika boyunca bekletildi. +4 C’de 13.000
rpm’de 20 dakika santrifilj edilerek ve tst sivi kisim dikkatli bir sekilde yeni
ependorflara alindi. Ayn1 hacimde ependorflara soguk izopropanol eklendi.
Birka¢ kez yavasga altiist edildi. Oda sicakliginda 10 dakika bekletildi ve +4
C’de 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatant uzaklastirildi. Olusan
pelet tlizerinde 1 ml %70’lik soguk EtOH eklendi. 7500 rpm’de. +4 C’de 5
dakika santrifuj edildikten sonra tekrar siipernatant uzaklastirildi, pelet alev
catisinda kurumaya birakildi. Kurutulan peletin {izerine yogunluguna gore 20-45
pl RNaz icermeyen su eklenerek mini santrifijde 9000 xg’de 1 dakika 15 saniye
santrifiij edildi. Izole edilen RNA &rneklerinin safliginin  kontroliiniin

belirlenmesi igin Nano Drop kullanilarak 6lgimi yapildi. RNA’nin safligim
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degerlendirirken A260/A280 ve A260/A230 oraninlarina bakildi. A260/A280
oraninin yaklasik olarak 1,9 ve A260/A230 oranmnin ise 1,8 ile 2,2 arasinda
olmasi izole edilen RNA’nin saf oldugunu gosterir. RNA bulunan ependorf
etiketlenerek -80°C’ye kaldirildi.

2.2.3 Agaroz Jel Elektroforezi ile RNA Goriintiilenmesi

Izole edilen RNA lar yatay agaroz jel elektroforezinde yiritilmek tizere, %1°1lik
agaroz jel Tris-Asetik asit-EDTA(TAE) tamponunda hazirlandi.Agaroz
mikrodalga firinda 1sitilarak ¢6ziildii. Tam ¢oziinme saglandiktan sonra agaroz
sollisyonu sogutuldu ve Uzerine 0,75 - 1ul Etidyum bromdir (EtBr) eklendi. Bu
karisim elektroforez tablasina dokiilerek kati hale gelmesi igin bekletildi.
Katilasan jel, RNA’nin — kutuptan + kutuba yurlyebilmesi icin elektroforezin —
kutbuna dogru yerlestirildi. Elektroforez tank seviyesi 1X TAE tamponuyla
dolduruldu. Bu tampon RNA’nin jel lzerinde ylrimesini saglamaktadir. 3 pl
RNA o6rnegi, 5 pl steril su, 2 ul yiriitme boyasi karistirilarak jel {izerindeki
kuyucuklara mikropipet yardimiyla dikkatli sekilde yiiklemesi yapildi.
Elektroforez gii¢ kaynagina baglandi ve 90 volt, 500 mA’de 40 dakika yuratildo.
Yurlatme bitince jel UV transilluminatorde incelenip DNR LightBis Prolmage
Analysis System (DNR Biolmaging System Ltd. Jerusalem, Israel) cihaziyla

goritiisii alindi.

224 cDNA Sentezi

Nanodrop cihazinda konsantrasyonlarinda ve Agaroz Jel Elektroforezi
sonucunda goruntusunde kaliteli total RNA’lar kullanilarak ABM cDNA sentez
kiti ile cDNA sentezi gerceklestirildi. Bir PZR tiipii igerisinde 2,5 pg total RNA
kit icerisindeki oligo d(T) primerleri (1ul), dNTP c¢ozeltisi (1pul) ve RNAz
icermeyen su (bu asamada son hacim 14,5 pl olacak sekilde eklendi) ile
karistirllarak 65°C’de 5 dakika 1siticida inkiibe edildi.Sonrasinda yine Kit
igeriginde yer alan reaksiyon tamponu (4 pl), RNAz inhibitéra (0,5 pl) ve
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‘EasyScript RTase’ enzimi (1 pl) sirasiyla eklenerek birlestirildi. Elde ettigimiz
son hacim 20 ul oldu ve 50°C’de 50 dakika inkiibe edilerek cDNA sentezlenmesi
sonunda, enzimin inhibe edilmesi icin 85°C’de 5 dakika bekletildi. Sentezlenen
cDNA’lar sonrasinda RT-PZR yapilmak iizere -20 derecede saklandi. cDNA

sentez karigimi prosediirii asagidaki tabloda belirtilmektedir.

Tablo 4:cDNA Sentez Karisimi ve Prosediirii

c¢DNA SENTEZ KiTi BILESENLERI HACIM SON HACIM

Total RNA or poly(A) + mRNA Degisken 1ng-2 pg/rxn
1 pg - 2 ng/rxn

Gen spesifik primer(Oligo (dt) (10uM) 1l 0.5 uM

dNTP Karisimi (her biri 10mM 1ul 500 uM

RNAaz igcermeyen su Degisken -

Karisim 5 dakika 65 C 1siticida inkiibe edildi.

5X RT tampon 4 ul 1X

Ribonukleaz inhibitori(40U/ul) 0,5 ul 20 U/rxn

Reverse Transkriptaz Enzimi (200U/ul) 1ul 200 U/rxn

TOPLAM HACIM 20 pl

2.2.5 Gercek Zamanh PZR

Gergek zamanli PZR reaksiyonlar1 icin  ABM Kilogreen gPCR Mastermix Kiti
kullanilarak igerisinde bulunan prosediire gére uygulamasi yapildi. Ger¢ek zamanl
PZR sonucunda elde edilen sonuglar Exicycler 3 programinda hesaplamasi yapildi ve
“house keeping” gen olan beta aktin (ACTB)’e gore normalize edildi. Her gen igin
ayr1 ayr1 amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon egrisi elde edildi.Bunlara gore
elde edilen Ct (threshold) degerleri kullanilarak  genlerin MRNA ekspresyon
diizeylerindeki degisimler incelerek yapilan uygulamanin sonuglart yorumlandi.Bir

PZR i¢in olmas1 gerekenler Tablo 5°de yer almaktadir.
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Tablo 5: PZR kosullar1
PZR Bilesenleri
2X Master Mix
cDNA
F primer
R primer

dH20

Karisim

12,5 ml
5M (3ml su+2ml cDNA)
0,9 ml

0,9 ml

5,7 ml

Tablo 6: Sicaklik ve Zaman Kosullari

On denatiirasyon
Denattirasyon
Yapisma

Uzama

Dongli sayist

Sicakhik-Zaman
94°C - 5 dakika
94°C - 25 saniye
45°C - 72°C - 45 saniye
72°C - 30 saniye

30-35
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Tablo 7:

Insan T-lenfoblastoma: CCRF-CEM
caligsmalarinda kullanilan primer dizileri.

ve SK-N-SH hiicre hatlarin

Gen Adi ileri Primer (5'->3") Geri primer (5'->3')

ACTB GCCGCCAGCTCACCAT GATGCCTCTCTTGCTCTGGG
APP GCCCTGCGGAATTGACAAG CCATCTGCATAGTCTGTGTCTG
cis TTTGGCATGGGTTTATGCTGA GGGTGAAGTAGAGGTGAATCCC
ccL3 CATGGCTCTCTGCAACCAGT ACTGGCTGCTCGTCTCAAAG
ccL5 CAGTCGTCTTTGTCACCCGA AGAGCAAGCAGAAACAGGCA
CD44 CTGCCGCTTTGCAGGTGTA CATTGTGGGCAAGGTGCTATT
CSF1 ATGCTCCAGCCAAGATGTGG ACTGCTAGGGATGGCTTTGG
cxcLio ACCAGAGGGGAGCAAAATCG GGAAGTGATGGGAGAGGCAG
CXCL9 GGCTCTTTCCTGGCTACTCC TCCCTGGTCCCTGTAGTGAG
CXCR3 GTCCTTGAGGTGAGTGACCA CAGCAGAAAGAGGAGGCTGT
FOXP3 GTGGCCCGGATGTGAGAAG GGAGCCCTTGTCGGATGATG
GFAP GTGTCAGAAGGCCACCTCAA TCAGGTCTGGGGAAATGTGC
HLA-DRB1 CCCTGAGTGAGACTTGCCTG GACACTCCCTCTTAGGCTGC
IL10 TCTCCGAGATGCCTTCAGCAGA TCAGACAAGGCTTGGCAACCCA
IL1B ACCTGTCCTGCGTGTTGAAA AGACGGGCATGTTTTCTGCT

IL6 ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG
MAG CCAAGTAGTCCACGAGAGCTT CAGGTCCCCACGGAAGTAGT
MBP TCGGCTCACAAGGGATTCAAG TGATCCAGAGCGACTATCTCTTC
MMP9 GGGACGCAGACATCGTCATC TCGTCATCGTCGAAATGGGC
NFKB1 TCGCGCTGAGTATAAAAGCC GGCAAAGTTTCGTGGATGCG
PLP1 GAAAGCCCTTTTCATTGCAGGA GGCTAGTCTGCTTTGTGGCT
STAT3 AACAGGATGGCCCAATGGAA GAAGCGGCTATACTGCTGGT
TGFB1 TACCTGAACCCGTGTTGCTCTC GTTGCTGAGGTATCGCCAGGAA
TNF TGGGATCATTGCCCTGTGAG GGTGTCTGAAGGAGGGGGTA
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3. BULGULAR

3.1 CCRF-CEM ve SHSY-5Y Hucreleri

Hiicrele kiiltlirlinde sirasinda uygun biliylime ortaminda elde ettigimiz

hiicreler mikroskopta incelenmesi sonucunda Sekil 9 ve Sekil 10 ‘de gézlenmektedir.

Sekil 10:CCRF-CEM Huicresinin Mikroskobik Goriinti
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3.2 ST-1505 Bilesiginin Hiicre Camliligina Etkisi

Hiicre canlilig1 testi igin bilesik 1ml besiyerinde ¢oziilerek 0,2 mikronluk steril
filtrelerden gecirildi. Onceden 12 kuyucuklu welle (1x10%kuyucuk) ekilen
CCRF-CEM (CCL-119) hiicre hatt1 igin hazirlanan bilesik  farkh
konsantrasyonlarda uygulanarak kontrole gore hiicre canlilig1 karsilastirldi. Daha
dnce 96’1k plakaya (1x10%kuyucuk) ekilen SHSY-5Y hiicre hattina hazirlanan
bilesik farkli konsantrasyonlarda uygulandi. 24 saat inkiibasyonun sonunda

bilesigin hiicrelerin canliligina olan etkisi belirlendi (Sekil 11,12).

ST-1505 (CCRF-CEM)

y =-11,252Ln(x) + 109,63
- D
ok R?=0,9985

30}

o 200 400 600 800 1000 1200

Sekil 11:ST-1505 bilesiginin CCRF-CEM hiicre canliligina etkisi
ST-1505 (SHSY-5Y)

v = 130,036 0457

120,0 2
R®=0,9622

100,0 A 4
80,0 -
60,0 -
40,0

20,0

C,0

o 2 < 6 8 10

Sekil 12:ST-1505 bilesiginin SHSY-5Y hiicre canliligina etkisi

Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC10
degeri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuclarina goére bundan sonraki ¢alismalarda

ST-1505 bilesiginin 5,7uM dozunun kullanilmasina karar verildi.
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3.3 ST-1505 Bilesiginin CCRF-CEM Hiicre Hattinda Belirlenen
Genlerin mRNA Ekspresyon Duzeylerine Olan Etkisi

Sitotoksisite c¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendi ve hiicrelere
belirlenen dozda ST-1505 bilesigi uygulandi. 24 saat inkiibasyonun sonunda
toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar ile belirlenen genlerin mRNA
ekspresyon diizeyleri ¢alisildi. Yapilan tim calismalarda sonuglar B-aktin ile
normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. CCRF-CEM hucrelerinde ST-1505
ile EC10 dozunda c¢alismaya devam edildi. ST-1505 bilesiginin 5,7uM doz
uygulamasinda IL6, CXCL10, CXCR3, TNF, GFAP, CXCL9, HLA-DRB1,
STAT3 genlerinin mRNA diizeyinde ekspresyon degisimi incelendi. Bu
baglamda CXCR3 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde
ekspresyon degisiminde 6,68 kat azalis gozlendi (Sekil 13). IL6 geninin 5,7uM
doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 1,96 kat artis
gozlendi (Sekill4). CXCL10 geninin mRNA diizeyinde ekspresyon
degisimindeki 5,7uM doz uygulamasinda 2,15 Kat artis gozlendi (Sekil 15). GFAP
geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde
2,75 kat artis gozlendi (Sekil 16). TNF geninin 5,7uM doz uygulamasindaki
mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 1,65 kat azalis gozlendi (Sekil 17).
Ayni sekilde CXCL9 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde
ekspresyon degisiminde 8,00 kat azalis gozlendi (Sekil 18). HLA-DRB1 geninin
5,7uM doz uygulamasindaki mMRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 6,75 kat
azalis gozlendi(Sekil 19). STAT3 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA
diizeyinde ekspresyon degisiminde 2,42 kat azalis gézlendi (Sekil 20).
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Sekil 13:Fingolimod tiirevi ST-1505 bilesiginin CCRF-CEM hiicre hattinda CXCR3
geninin mRNA seviyesine olan etkisi.
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Sekil 14:Fingolimod tlrevi ST-1505 bilesiginin CCRF-CEM hiicre hattinda IL6
geninin mRNA seviyesine etkisi olan etki
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Sekil 15:Fingolimod tlrevi ST-1505 bilesiginin CCRF-CEM hiicre hattinda
CXCL10 geninin mRNA seviyesine olan etkisi
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Sekil 16:Fingolimod tlrevi ST-1505 bilesiginin CCRF-CEM hiicre hattinda GFAP
geninin mRNA seviyesine olan etkisi.
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Sekil 17:Fingolimod tlrevi ST-1505 bilesiginin CCRF-CEM hiicre hattinda TNF
geninin mRNA seviyesine olan etkisi
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Sekil 18:Fingolimod tirevi ST-1505 bilesiginin CCRF-CEM hiicre hattinda CXCL9
geninin mMRNA seviyesine olan etkisi
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Sekil 19:Fingolimod turevi ST-1505 bilesiginin CCRF-CEM hiicre hattinda HLA-

DRB1 geninin mRNA seviyesine olan etkisi
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Sekil 20:Fingolimod turevi ST-1505 bilesiginin CCRF-CEM hiicre hattinda STAT3
geninin mRNA seviesine olan etkisi
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Sitotoksisite calismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendi ve hiicrelere
belirlenen dozda ST-1505 bilesigi uygulandi. 24 saat inkiibasyonun sonunda
toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar ile belirlenen genlerin mRNA
ckspresyon diizeyleri g¢alisildi. Yapilan tiim g¢alismalarda sonuglar (-aktin ile
normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. SH-SY5Y hucrelerinde ST-1505 ile
EC10 dozunda calismaya devam edildi. ST-1505 bilesiginin 5,7uM doz
uygulamasinda genlerinin mRNA diizeyinde ekspresyon degisimi incelendi. Bu
baglamda sitokin ilisikli genler (CSF1, IL10, IL1B, TGFB1) genlerinin 5,7uM
doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde sirasiyla 3,45;
7.11; 2,13; 1,73-kat azalis gozlenirken IL-6 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki
mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 1,68 kat artis gozlendi (Sekil21).
Kemokin iligkili genlerinden CCLS5, CXCL9 genlerinin mRNA diizeyinde
ekspresyon degisimindeki 5,7uM doz uygulamasinda sirayla 1,97, 1,69 kat artis
gozlendi. CCL3, CXCL10, CXCR3 genlerinin mRNA dizeyinde ekspresyon
degisimindeki 5,7UM doz uygulamasinda sirayla 5,55; 2,95; 3,94 kat azalis elde
edildi (Sekil22).Miyelin ilisikli MAG, MBP, PLP1 genlerinin mRNA diizeyinde
ekspresyon degisimindeki 5,7uM doz uygulamasinda sirayla 1,59; 3,13 Kkat
azalis; PLP1 genlerinin mRNA diizeyinde ekspresyon degisimindeki 5,7uM doz
uygulamasinda 1,47 artis elde edildi (Sekil23). T-hucre aktivasyon iliskili CD44
geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde
1,84 kat azalis gozlendi (Sekil24). Kalitsal bagisiklik (adaptif immiinite) iliskili
C1s, HLA-DRB1 genlerinin mRNA diizeyinde ekspresyon degisimindeki 5,7uM
doz uygulamasinda sirayla 5,54; 1,34 kat azalis elde edildi (Sekil25). Apoptoz
iligkili MMP9 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde
ekspresyon degisiminde 3,44 kat azalis elde edildi (Sekil26). Enflamasyon iliskili
NFKB1, TNF genlerinin mRNA diizeyinde ekspresyon degisimindeki 5,7uM
doz uygulamasinda sirayla 1,68; 6,08 kat azalig; STAT3 genin mRNA diizeyinde
ekspresyon degisimindeki 5,7uM doz uygulamasinda 2,15 kat artis goézlendi
(Sekil27). Hiicre Adezyon iligkili APP geninin 5,7uM doz uygulamasindaki
MRNA dizeyinde ekspresyon degisiminde 1,43 kat artis elde edildi(Sekil28).
Diger GFAP, FOXP3 genlerin mRNA diizeyinde ekspresyon degisimindeki
5,7uM doz uygulamasinda sirayla 3,54; 2,15 kat artis elde edildi (Sekil29).
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Sekil 21:Fingolimod tlrevi ST-1505 bilesiginin SHSY-5Y hiicre hattinda sitokin
iligkili genlerin mRNA seviyesine olan etkisi.
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Sekil 22:Fingolimod tirevi ST-1505 bilesiginin SHSY-5Y hiicre hattinda kemokin
iliskili genlerin mRNA seviyesine olan etkisi.
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Miyelin iliskili Genler
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Sekil 23:Fingolimod tiirevi ST-1505 bilesiginin SHSY-5Y hiicre hattinda miyelin
iligkili genlerin mRNA seviyesine olan etkisi.
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Sekil 24:Fingolimod turevi ST-1505 bilesiginin SHSY-5Y hiicre hattinda T hiicre
iligkili geninin mRNA seviyelerine olan etkisi.
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Kalitsal Bagisiklik iligkili Genler
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Sekil 25:Fingolimod turevi ST-1505 bilesiginin SHSY-5Y hiicre hattinda kalitsal

bagisiklik iligkili genlerinin mRNA seviyelerine olan etkisi.
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Sekil 26:Fingolimod tirevi ST-1505 bilesiginin SHSY-5Y hiicre hattinda apoptoz
iligkili geninin mRNA seviyelerine olan etkisi.
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Enflamasyon iligkili Genler
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Sekil 27:Fingolimod tlrevi

ST-1505 bilesiginin SHSY-5Y hiicre hattinda

enflamasyon iliskili genlerinin mRNA seviyelerine olan etkisi.
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Sekil 28: Fingolimod tlirevi ST-1505 bilesiginin SHSY-5Y hiicre hattinda adezyon
iligkili genlerinin mRNA seviyelerine olan etkisi.
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Diger Genler
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Sekil 29: Fingolimod tlrevi ST-1505 bilesiginin SHSY-5Y hiicre hattinda diger
genlerinin mMRNA seviyelerine olan etkisi.

51



4. TARTISMA

Multipl skleroz enflamasyon, demiyelinizasyon ve akson hasar1 ile
karakterize otoimmun olarak MMS’e etki eden enflamatuvar ve nérodejeneratif
hastaliktir (Unal ve dig.,2016). Diinya genelinde 2,1 milyon kisinin MS ve bu
hastalarinin ¢ogunun orta yaslarda oldugu arastirmalarda s0z konusudur. MS’ in
insidans ve prevalanst diisiik ve nadir goriilen hastaliklar arasinda bile
sayilabilecek durumda olup hala ¢esitli arastirma ve tartismalarin en yogun
bicimde devam ettigi hastaliklarin neredeyse basinda gelmektedir (Ozbiilbiil,
2012). MS etiyoloji hala net olmamakla birlikte cevresel ve genetik etkenlerin her
ikiside hastaliga neden olur. Th hiicre aracili olarak baslayan patogenezi olasilikla
otoreaktif Th17 hiicrelerinin periferik kandan lenf nodlarina ve sonrasinda beyin
omurilik sivisina (BOS) gecmesiyle birlikte kan beyin bariyerinin bozulmasina neden
olur(Korn ve dig.,2009). Ortamda olusan enflamasyonla beraber T hiicreleri ve
makrofajlarin yilizeyinde bulunan adhezyon molekiilleri sayesinde CD8+ T ve CD4+
T hiicrelerinin KBB’ini asarak merkezi sinir sistemine gocleri baslar(Sevim,2016).
Bu goclerin ardindan demiyelinizasyon ve yogun astrogliosis olusumu gozlenir.

Bu ylzden MS T hiicre aracili otoimmiine bir hastalik olarak kabul edilebilir.

MS tedavisi olarak bircok ila¢ kullanilmistir. Bunlardan biri olarak hastalig
modifiye edici 6zellige sahip olan fingolimod ilk oral ilag olarak kullanilmstir.
Fingolimod, sfingosin 1- fosfat reseptoru-1'i T hicreleri Gizerinde antagonize eder
ve lenfositlerin lenf nodlarindan goclni inhibe ederek naif T hucrelerinin ve
merkezi bellek T hiicrelerinin sayisim1 azaltir (O'Brien ve dig., 2010). Bizim
calismamizda Dusseldorf Heinrich Heine Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde
Prof. Dr. Holger STARK tarafindan sentezlenen Fingolimod (ticari isimi Gilenya)
turevi ST-1505 bilesigi kullanildi. Fingolimod tirevi ST- 1505 bilesiginin SHSY -
5Y ve CCRF-CEM hucre hatt1 Gzerindeki sitotoksik etkilerine ve farkli yolaklara
ait genlerin mRNA ekspresyon diizeyindeki degisimlerine bakildi. Yapilan
sitotoksisite deneyi sonucunda ST-1505 bilesigi icin EC10 degeri 5,74M olarak
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bulundu. Tez asamasinda SH-SY5Y ve CCRF-CEM hicreler (zerinde
kullanilarak 24 gen tlizerinde mRNA analiz seviyeleri belirlendi. Tez agsamasinda
CCRF-CEM ve SH- SY5Y hucre hatlar1 tizerinde ¢alismasini belirledigimiz
genlenlerin MRNA ekspresyonun ST-1505 bilesiginin uygulamasinda ortaya
cikan degisimlerin istatistiksel analizleri yapilarak yorumlanan sonuglara ait

degerler Tablo 8 ve 9°da verilmektedir.

Tablo 8: CCRF-CEM hiicre hattinda ST-1505 bilesigi uygulamasi sonucunda

belirlenen genlerin mMRNA ekspresyon dizeylerinde meydana gelen

degisimler.
GENLER EC10 (5,7uM )

IL-6 1,96
CXCR3 -6,68

TNF -1,65
CXCL10 2,15
CXCL9 -8,00
GFAP 2,75
HLA-DRB1 -6,75
STAT3 -2,42
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Tablo 9:SH-SYS5Y hiicre hattinda ST-1505 bilesigi uygulamasi sonucunda belirlenen
genlerin mMRNA ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler.

GENLER EC10(5,7uM)
IL-6 1,68
IL-1B -2,13
CXCR3 -3,94
TNF -6,08
CXCL10 -2,95
CXCL9 1,69
GFAP 2,75
HLA-DRB1 1,34
STAT3 2,15
APP 1.43
C1S -5.54
CCL3 -5.55
CCL5 1.97
CD44 -1.84
CSF1 -3.45
FOXP3 1.76
IL-10 -7.11
MAG -1,59
MBP -3,13
MMP9 -3.44
NFKB1 -1.63
PLP1 1,47
TGFB1 -1,73

Sitokin ilisikli genler (CSF1, IL10, IL1B, IL6, TGFB1); CSF1 (kemokin
olan koloni- uyarici faktor 1), Monosit/makrofaj (M) gelisiminin ana diizenleyicisi
olarak cok islevsel hiicresel yanitla sonuglanan ¢ok sayida sinyal yolunu aktive
eder(Endele ve dig., 2017). Bu genin MS f{izerindeki ¢alismalarindan birinde

CSF1 reseptorinin segici bir inhibisyonunun, hastaligin siddetini azalttigini ve
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DAE relaps fazin1 6nledigini ve bu da MS'te mikroglioz ve enflamasyonda CSF1-
CSF1R sinyalininde 6nemli olmasiyla birlikte, mikroglia aktivasyonunun olusumu
gerceklesir(Borjini ve dig., 2016). Ayrica, immunsipresif timoér mikrocevresinin
Ustesinden gelmek Uzere Tumor-iliskili makrofajlarin  (TAM) islevini

diizenlemede rol oynadigi bilinmektedir (Peyraud ve dig.,2017).

IL-10, esas olarak bir CD4 lenfosit alt kimesi tarafindan dretilen anti-
enflamatuvar role sahip dnemli bir immunoregulator sitokin olarak makrofajlar
tizerinde, otoimmiin hastaliklarin ilerlemesini etkileyebilen Thl ve Th2
sitokinlerinin dengesini diizenlemede ve MHC smif II ve ko-stimilator
molekiillerin ekspresyonunu saglamaktadir(Soliman ve dig., 2018). Bir bagka
fonksiyon olarak B hiicre ¢ogalma ve buna bagli olarak antikor iiretimini up
regile eder. IL-10 gibi anti-enflamatuvar sitokinler, pro-enflamatuvar
sitokinlerin (IL-1, IL-6, TNF-alfa) sentezini inhibe eder ve koruyucu antikor

uretimini uyararak dengeyi geri yukleyebilir(Toker ve dig.,2018).

Interldkin 1 sitokin ailesi iiyesi olan IL1B geni, hiicrelerde mikrobiyal etki ve
doku hasarmma yanit olarak miyeloid yiiksek seviyelerde eksprese edilir
(Pulugulla ve dig., 2018). Birkag genetik c¢alisma, IL1B genetik varyantlarini
sizofreni hastalig: ile iliskilendirmistir fakat, IL1B gen ifadesi ve beyin yapisi
Uzerindeki etkisi sizofrenide hala acgikliga kavusturulmaya devam etmektedir
(Mostaid ve dig, 2018). MS'te IL-1B'nin roliinii destekleyen kanitlardan biri, beyin
omurilik sivist (BOS) aktif lezyonlarinda ve hastalik siddeti olan MS hastalarinin
kanindaki IL-1B diizeylerinin yiiksek olmasiyla iliskilendirilir(Mellergard ve
dig.,2010;Seppi ve vedig.,2014).Son olarak yapilan caligmalardan birinde IL-1f
etkilerinin engelledigi durumda ve DAE hastaliginin seyrinde iyilesme s6z konusu

olmustur (Burger ve dig.,2009).

Interlékin 6 (IL-6) immiin yanitin, hematopoezin ve enflamasyonun
diizenlenmesinde, ayn1 zamanda cesitli dokular tizerinde etkisini gosteren bir
pleiotropik sitokin Ozelligi gostermektedir(Akira ve dig.,1990). IL6, pro-
enflamatuvar sitokin olarak birgok isleve sahiptir. B hucrelerinin farklilasmasinda
ve Th 17 hucrelerinin dretimi igin gereklidir. IL-6, bagisiklik sisteminin hiicreleri
arasinda sinyal iletiminin bir araci olarak gorev alirken ayni zamanda, karacigerde

enflamatuar  proteinlerinin  sentezini  indiikleyerek  bagisiklik  hiicrelerinin
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proliferasyonda ve biiyiimesinde 6nemli bir rol oynadigi diisiilmektedir(Kishimoto
ve digerleri, 1992; Ershiler ve digerleri, 1994). Ayrica IL-6'min MSS’i icinde
uretilmesiyle néroimmiin tepkilerin koordinasyonu dizenlenmektedir(Gruol ve
Nelson,1997).

Transforme edici buyume faktort p1 (TGF-B1), ¢cok fonksiyonlu bir sitokin ve
kanser hiicreleri tarafindan iiretildigine inanilan TGFB1, hem adaptif hem de
dogal immdiin hiicrelerin timdr-infiltrasyonunun islevini ve dolayisiyla kanseri
baskilayabildigi varsayimi mevcuttur (Ohtani ve dig., 2018). Islevsel olarak
aktiflesen TGF-B1, TGF-B reseptor tip 1 (TGFBR1) ve TGFBR2'den olusan bir
tetramerik transmembran kompleksine baglanarak sinyal iletim yolunu
basglatmaktadir (Kotlarz ve dig, 2018). TGF-B1, T hiicre proliferasyonunu ve
buna bagli sitokin tiretimini giiglii bir sekilde inhibe ederek T yardimer hicre
farklilasmasin1 antagonize eder ve diizenleyici T hiicrelerinin gelisimini

destekler (Cripps ve dig., 2012).

Calismamizda CCRF-CEM hiicre hattinda IL-6 geninin  57uM doz
uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 1,96 kat artis
gOzlendi. Pro-enflamatuvar sitokin olan IL-6’nin enflamasyonda yer alan
sitokinlerin salgilanmasini destekledigi bilinsede anlamli bir artig s6z konusu

olmamustir.

SH-SY5Y hicre hattinda IL-6 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA
diizeyinde ekspresyon degisiminde 1,68 kat artis elde edilirken, IL-1B geninin
5,7uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde ise 2,13
kat azalis gozlendi. IL-10 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA
diizeyinde ekspresyon degisiminde 7,11 kat azalis gozlendi. CSF1 geninin
5,7uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 3,45 kat
azalis gozlendi. TGF-B1 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde
ekspresyon degisiminde 1,73 kat azalis elde edildi. Sitokin iligkili bu genler MS
hastaliginda enflamasyon yolagmi diizenledigi bilinmektedir.  Literatir
taramalarinda Fingolimod ile yapilan c¢alismanin birinde pro-inflamatuar
sitokinlerin seviyelerini 6nemli Glglide azalttigi s6z konusu olmaktadir(Pang ve
Hou,2017). Bizim ¢alismamizda ise pro-inflamatuar genlerden biri olan I1L-6 geninde

anlamli bir degisiklik goriilmemektedir. Dolasiyla  ST-1505 bilesigi  pro-
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enflamatuvar genlerden IL-6 geni hari¢ diger genleri baskilamaktadir.

Normal sartlarda TGF-B1 immin dizenleyici bir sitokin olarak naif T
hiicrelerinin Th17 ‘e farklilasmasini desteklerken, yaptigimiz ¢aligmasi sirasinda
inhibisyonu ile otoimmuneteye neden olan Thl7 hiicrelerinin olusumu
engellenmesine katki saglamis olabilir(Diizgiin,2014).

Kemokin iligkili genler (CCL3, CCL5, CXCL9, CXCL10, CXCR3); CC
kemokin ligand1 (CCL3), indiiklenebilir bir proteindir. CCR1, CCR4 ve CCR5’ ¢
baglarak ¢esitli pro-inflamatuar tepkilerde yer alir. Otoimmuinite ve
transplantasyonda immin yanitlar1 diizenleyen bir hicresel tedavi olarak
kullanilabilecegi diisiilen CCL3 Tregler tarafindan iiretiminin yetersiz kaldigi
bilgisi, DAE'nin ilerlemesini engellemektedir (Patterson ve dig., 2016). Bu da
kemokin tiretilmesinin hastalik i¢in bir tedavi olabilecegi diisiincesini ortaya
cikarmaktadir. RANTES olarak da bilinen CC kemokin ligand1 5 (CCL5), insan
lenfositlerinin segici bir kemotaksisi olarak ¢esitli bagisiklik hiicrelerinin goglini
indiikledigi bilinmektedir. CCL5, CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg'lerin timorli
hiicrelere aliminda rol oynayarak timor toleransin1 destekleyen baskilayici bir
ortamin olugsmasina katki saglamaktadir (Gao ve dig., 2017). MS
patofizyolojisinde yer alan RANTES, MS beyinlerinde glutamat salinimini ve
plastisitesini fonksiyonel olarak dizenleyebilen bir pro-enflamatuvar kemokin
olarak da islev gormektedir (Mori ve dig., 2016).

CXCL9, CXCR3’e baglanarak aktive hale gelen bu antimikrobiyal gen
lenfositler icin bir kemoatraktan oldugu diisiilmektedir. CXCL10 (IFN-y
indiklenebilir protein 10), bir CXC kemokini, IFN-y, TNF gibi bu tiir uyarici
uyaranlara yanit veren ¢esitli bagisiklik hiicreleri tarafindan kabul edilir ve cesitli
hicre tiplerinin yilizeylerinde bulunan CXCR3'e gore farkli bir sekilde
baglanmasi, onun p38 MAPK/IKK yollarim1 aktive etmesini saglamaktadir. Ve
CXCL10/CXCR3 kompleksinin olusumunda rol oynayan etkilesimlerin,
monositlerin sitokin iiretme kapasitesine iligskin olarak degerlendirilmesine
katkida bulunur (Zhao ve dig.,2017). CXCRS3, esas olarak insanlarda aktive T
lenfositleri, NK hticreleri ve bazi epitelyal hicrelerde ifade edebilen tig¢ CXCR3
izoformu vardir: CXCR3-A CXCL9, CXCL10 ve CXCLI11'e baglanirken,
CXCR3-B de CXCL4'e baglanir ve kemokin reseptori 3-alternatif formu
(CXCR3-alt) (Karin ve Razon, 2018). CXCR3 ve ligandlar1 Thl hiicrelerinin
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Thl-kaynakli enflamasyon bolgelerine gogiinii diizenlerken birinin eksikligi ok
sayida Thl-odakli hastalik modelinde infiltrasyonlari sinirladigr diisiincesine

varilmaktadir (Groom ve Luster ,2010).

Kemokinler, ¢esitli bagisiklik hiicrelerinin ise alimini ve aktivasyonunu tesvik
eden yakindan iliskili kemoatraktan sitokinlerin bir ailesi olarak kabul
edilmektedir. Calismamizda kemokin iliskili genlerin (CCL3, CCL5, CXCL9,
CXCL10, CXCR3) mRNA seviyelerindeki degisimlere bakildi. CCRF-CEM
hicre hattr icin CXCL9 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde
ekspresyon degisiminde 8 kat azalis gozlenirken CXCL10 geninin 5,7uM doz
uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 2,15 kat artig elde
edildi. CXCR3 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA diuzeyinde
ekspresyon degisiminde 6,68 kat azalis elde edildi. CXCR3 icin ligand olan
CXCL9 ve CXCL10 etkilesimleri MS’de I0kosit go¢ faktorl olarak etki ederek ve
pro- inflamatuar reaksiyonlara aracilik ederek demiyelinizasyonun siirecini

tesvik edici siireci azalttigi soylenebilir.

SH-SY5Y hicre hattinda CCL3 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA
diizeyinde ekspresyon degisiminde 5,55 kat azalis elde edilirken CCL5 geninin
5,7uM doz uygulamasindaki mMRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 1.97 kat
artis elde edildi. CXCL9 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde
ekspresyon degisiminde 1.6994 kat artig gozlenirken CXCL10 geninin 5,7uM doz
uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 2,95 kat azalis
gozlendi. CXCR3 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA dizeyinde
ekspresyon degisiminde 3,94 kat azalis elde edildi. Genel olarak bakildigin gen
mRNA seviyelerindeki azalis kemokinlerin hedefinde 16kosit go¢ faktoriini
engelleme yoniinde oldugunu sdyleyebiliriz. T hiicre aracili bir¢cok hastalik

modelinde infiltrasyonlarini siirladig: diisiincesine ulasilmaktadir.

Literatiir ~ taramalarinda,iltihapli  lenf diigimlerinde Thl hiicrelerinin
proliferasyonun engellenmesiyle birlikte hicrelerin CXCRS3 reseptorl Uretimi ve
CXCLI10 ve CXCL9'a gociiniin engellenmesi s6z konusu olmaktadir(Lazzeri ve
dig.2005;Fulton ve dig.,2009).

Mivyelin ilisikli genler (MAG, PLP1, MBP); Miyelin ile iliskili glikoprotein

(MAG), CNS ve Schwann hucrelerindeki miyelinli oligodendrositlerde eksprese
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edilen tip 1 tek gegisli bir transmembran olan bu protein miyelinli aksonlarin
olusumunu ve korunmasinmi diizenleyerek sinir sisteminin gelisimi ve islevinde
onemli bir rol oynamaktadir (Pronker ve dig.,2016). Immiinoglobulin (Ig) siiper
ailesinin bir liyesi olan MAG, bes hlcre dis1 Ig benzeri alan icermekle birlikte
sadece sitoplazmik etki alanlarina gore farkli iki MAG izoforma sahip sialik asit
baglayici olama ozelliginden dolay1 Siglec ailesinin bir iiyesi olarak kabul

gérmektedir (Filbin, 2003).

PLP1 (Proteolipid protein 1), X kromozomuna baglanarak fare ve insan arasinda
sekans ve topolojide yiksek Olclide korunmus olarak bilinen 30 kDa’lik bir
myelin proteinini kodlar (Nave ve Werner, 2005). Miyelin baskin transmembran
proteini kodlayan bu genin bulundugu XP22 kromozomundaki bir mutasyon PLP
uretimindeki bozulma nedeniyle motor yetenekler ve entellekttiel fonksiyonun
bozuldugu dejeneratif bir CNS bozuklugu olan Pelizaeus-Merzbacher hastaliga
neden olurken MS’nin immiin-patogenezinde PLP i¢in dogrudan bir rol heniiz

belirlenmemistir (Achiron ve Miron,2007).

Miyelin temel proteini (MBP), tiim néronlarin aksonlarini kaplayan 6zel lipid
membran olan miyelinin bileseni olarak bilinir ve hem plazminojen (Pg) hem de
doku tipi plazminojen aktivatori (t-PA), yiiksek afiniteli sekilde MBP’ye
baglanir (Gronow Ve dig., 2017). MS ile ilgili olarak beyinleri ¢cok fazla “yabanci
antijen” igeren tim insanlarin neden MS gelistirmedigini, MS hastalarindan alinan
MBP, yasli kontrollerde MBP’den farkli sekilde bozuldugu saptanan MS’ye 6zgii
bu bolgelerde olusan antijenik yapilar, MS’yi Onlemek ve tedavi etmek icin
ilaglarin rasyonel sentezinde bir yol saglayabilir (Truscott ve Friedrich, 2018).
Ayrica MAG, miyelin kilifinin tahrip edildigi merkezi sinir sistemi hastaliklar
icin bir biyobelirteg olma 6zelligi gostermektedir (Zavialova ve dig., 2017).

Calismamizda miyelin iligkili (MAG, PLP1, MBP) genlerin genlerinin mRNA
seviyelerindeki degisimleri ele alindiginda; SH-SY5Y hicre hatti icin MAG
geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mMRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde
1,59 kat azalis gozlenirken, PLP1 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA
duzeyinde ekspresyon degisiminde 1,47 kat artis gozlendi. MBP geninin 5,7uM
doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 3,13 kat azalis

gozlendi, T lenfositlerin kan beyin bariyerini gectikten sonra MSS’de olusan
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miyelin kilifinin tahrip edildigi merkezi sinir sistemi hastaliklar1 i¢in 6zellikle
MAG geni bir biyobelirteg olarak gorilmektedir. Bu sonugclar, istatistiksel olarak
anlamsiz olsa da, az diizeyde artislar myelin sentezini aktive edici sekilde
degerlendirilmesi yanlis olmayacaktir. Bu da bilesige MS tedavisi icin ilave

(anti-inflamatuar etki yanisira) pozitif bir miyelinizan olarak deger katmaktadir.

Bir belirteg olarak goriilen MAG gen T hiicrelerini hassaslastirabilen ve sicanlarda ve
farelerde DAE indiikleyebilen peptit epitoplart bulundurmasi miyelinin
dejenerasyonu  baslamasina  katki  saglayabilir(Quarles,2007).  Literatlrdeki
calismalarda bu gibi sonuglarin ortaya ¢ikmasi bizim ¢aligmamizi destekler nitelikte
olabildigini gosterebilir.

T-hiicre aktivasyonu iliskili genler (CD44); CD44, glial ve T hiicreleri gibi
cesitli hiicrelerin biliylimesini, hayatta kalmay1 ve farklilagsmayi, anjiyogenez,
sitokinlerin, kemokinlerin ve biiylime faktorlerinin ilgili reseptorlere sunulmasi
ve hiicre membranindaki proteazlarin yanasmasi gibi ¢ok fonksiyonlu
hiyaltronik asit (HA) olarak da ifade edilen hiicre ylzey molekuludur (Ponta ve
dig., 2003). Multipl sklerozun demiyelinizan lezyonlarinda CD44 ekspresyonu
kronik olarak yiikselmesine isaret eden CD44 ekspresyonu, Th2/duzenleyici T
hiicresi  farklilasmasin1  indiiklerken, CD44’iin  delesyonu  Thl1/Thl7
farklilagmasini inhibe etmesi T hiicreleri ilizerinde 6nemli bir rol oynamistir
(Guan ve dig, 2011). SH-SY5Y hiicre hatti i¢ci CD44 geninin 5,7uM doz
uygulamasindaki mMRNA dizeyinde ekspresyon degisiminde 1,84 kat azalis
gozlermesi T hiicrelerinin ekspresyonunu down regule ederken farklilasmasini da

inhibe ettigi bilinmektedir.

Kalitsal bagisiklik (adaptif immiinite) iligkili genler (Cls, HLA-DRB1);
C1s (Klasik komplementer yolun birinci bileseni), ortamda bulunan patojenlerin
parcalanmasimi liziz yoluyla veya dogustan gelen ve adaptif immuin sureglerin
aktive olmasim tetikleyen biiyiik bir komplekstir (Almitairi ve dig., 2018). Clq
protein igerigini patojenle karsilastiginda aktive olan Clr ve Cls'den her biri iki
kopyadan olusan tetramer yap1 belirlemektedir. Fonksiyonel olarak kemotaksis,
fagositoz ve hicre adezyonu gibi anahtar huicresel ve himoral etkilesimleri de
uyariminda ve adaptif immdanite ile hayati kopriiler olusturmak igin B hiicresi
farklilasmasin1 desteklemektedir (Wallis ve dig, 2010). Normal sartlarda

koruyucu 0Ozelliginin yani1 sira komplement aktivasyonunu baglatmak i¢in
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prionlara baglanarak Alzheimer hastalig1 gibi birka¢ amiloid iliskili hastaliklarin
patolojisinde veya eksiklikleri sonucunda ciddi enfeksiyon riskini artirmaktadir
(Sim ve dig., 2007). HLA-DRBI, insan lokosit antijeni (HLA) kompleksi adi
verilen insanda major histokompatibilite kompleks (MHC) Il gen grubu olarak
bilinmektedir. MHC baz1 bagisiklik hiicrelerin yiizey proteinlerin iiretilmesini
saglamaktadir. DRB1*15:01 alleli, artmigs DRB1 gen ekspresyonu ve bazi protein
yapisal 6zellikleri ile iligkilidir. MS i¢in genetik riskin en biiyiik bilesenini HLA
aracili otoimmiin patogenezinde, kendindeki birka¢ miyelinden tiiretilmis hiicresel
proteinlerin HLA molekdlleri tarafindan T hicrelerine sunulmasini ve sonugta
kendiliginden olusan antijene kars1 bagisiklik tepkisinin ortaya ¢ikmasini

olusturmaktadir (Misra ve dig.,2018).

SH-SY5Y hiicre hattinda Cls geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA
diizeyinde eckspresyon degisiminde 5,54 kat azalis elde edildi. HLA-DRB1
geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde
1,34 kat azalig bu hilcre hatt1 i¢in gegerli iken, CCRF- CEM hiicre hattinda da
HLA-DRBI1 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki MRNA diizeyinde ekspresyon
degisiminde 6,75 kat azalig elde edildi. Elde ettigimiz bu verilerden yola ¢ikarak
kalitsal bagisilik genlerindeki azalis, bir¢gok otoimmiin hastaliklarin olusma
siirecine katilan adaptif immin sistemi hucrelerinin (6zellikle T hocreleri)
kendiliginden olusan antijene karst bagisiklik tepkisini azaldigi diisiincesine
varilmaktadir.

Apoptoz iligkili genler (MMP9); Matriks metalloproteinaz (MMP) ailesi
proteinleri, embriyonik gelisme ve doku yenilemesi gibi birgok hayatsal olarak
faaliyetlerin yaninda metastaz gibi hastalik siire¢lerinde ekstraselliiler matriksin
pargalanmasiyla bircogu aktif proprotein hale gelerek katki saglayan proteinaz
ailesini olusturmaktadir. MMP-9, trombin ve kan tarafindan tetiklenen, kilcal
gecirgenligi arttiran, KBB’in yapisin1 bozan, endotelyal hiicre yapisin1 bozarak
norotoksik olarak hareket ederek 6dem ve noérolojik arasindaki korelasyonlart etki
eden bir proteazdir (Sarfo ve dig., 2018). SH-SY5Y hiicre hattinda MMP9
geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde
3,44 kat azalis elde edildi. MMP9 genin yapilan arastirmalarda kan beyin bariyer
yapisint  bozulmasina neden olan bir protezadir, Gozlemlenen gen

ekpresyonundaki azalis MS patolojisinde etkili olan lenfosit go¢line ve htcre
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apoptozuna engel oldugu diisiincesini siddetle desteklemektedir.Miyelin
dejenerasyonunda, pro-inflamatuar sitokinlerin saliniminda ve aksonal hasarda gérev
almasindan dolay1 yaptigimiz calismada gendeki azalisin olmasi ¢ikarmak

istedigimiz sonucu desteklemektedir(Waubant ve dig.,2003; Fainardi ve dig.,2006).

Hucre adezyonu iliskili genler (APP); APP (Amiloid 6nci proteini), merkezi
sinir sistemi ve bircok dokuda bulunmaktadir. Birgok arastirmacilara gore
beyinde néronlarm gociine yardimei oldugu varsayilmaktadir. Ozellikle merkezi
sinir sistemine ettigi ve bu hastaliklardan biri olan Alzheimer hastaliginin nedensel
molekill olarak néronal hiicre gdvdelerinde sentezlenir ve daha sonra sinapslara
tasinir ve boylece hastaligin patogenezinde énemli bir roliinii ortaya koymaktadir
(Furotani ve dig., 2018). Hucre adezyon iliski genin SH-SY5Y hicre hattinda
APP geninin 57uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon
degisiminde 1,43 kat artis elde edildi. Amiloid Oncii proteinin fonksiyonunu
hakkinda ¢ok az sey bilinmekle birlikte elde edilen artis anlamli olmasada beyinde
bu proteinin néron goécinu yonlendirmeye ve diger proteinlerin Uretilmesinde
yardimci olabilme ihtimalini barindirmaktadir. DAE’li APP alan farelerde pro-
inflamatuar ~ sitokin  (6zellikle IL-2) ve kemokin seviyelerinde azalig
olmustur(Hohlfeld ve dig.,2012).

Enflamasyon iligkili genler (NFxB1, STAT3, TNF); NF-kappa-B, hemen
hemen tim hicre tiplerinde bulunan bir pleiotropik transkripsiyon faktér 6zelligi
s6z konusu olarak enflamasyon, immiinite, farklilasma, hiicre blyime, tumor
olusumu ve apoptoz gibi bircok biyolojik strecle ilgili sinyal iletim yolunun son
noktasi oldugu bilinmektedir. MSS’ye olan etkisine bagli olarak yapilan bazi
caligmalarda néronal NF-kB farelerde sinaptik iletim ve plastisite diizenledigi ve
bununla birlikte 6zellikle noronlar, astrositler ve mikrogliada gibi ¢ogu hicre
tipinde, aktive olur ve hem norotoksik hem de noroprotektif etkiler
saptanmaktadir (Emmanouil ve dig., 2009). Ayrica, NF-xB tarafindan
ekspresyonu ile elde edilen genler, timdr apoptozunu bastirir, timor biiylimesini
indiikler ve tiimdrlere bir enflamatuvar mikro ¢evre saglar (Yoon ve dig., 2012).
STAT3 (sinyal transdiseri ve transkripsiyon aktivatéri 3), STAT ailesinin yedi
iiyesi arasindan biri olarak neredeyse tUm insan kanserlerinde yapisal olarak
aktive edilerek, STATS3 ile kopyalanan hedef proteinler, proliferasyon, hayatta

kalma, invazyon ve anjiyogenez de dahil olmak tlizere timor gelisim
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mekanizmasinda rol oynamaktadir (Yoon ve dig., 2012). STAT3 iin islevlerinden
bir tanesi de adaptif immun sistem icerisindeki T htcrelerinin ve B hicrelerinin
olgunlasmasina sinyal gondererek katki saglamaktadir. TNF (Timor nekroz
faktor), enflamasyonun onemli bir aracidir, siklikla kronolojik enflamasyon
kaskadini baglatir ve ndroenflamatuvar beyin bozukluklarinda da rol oynadigi
gosterilmektedir (Herrmann ve dig.,2018). MS’nin siklig1 ve nedeni tam olarak
bilinmemekle birlikte neden-sonug¢ iliskisini a¢iklamaya ¢alisan bazi
hipotezlerden biri, anti-TNF’lerin kan beyin bariyerini gegememesi ve santral
sinir sistemindeki T hucrelerinde ve makrofajlarin  otoreaktivitesinde
olumsuzluga neden olarak ve bunun sonucunda da immiin aracili MS’ye katki

sagladig1 diistiniilmektedir (Balevi ve dig., 2016).

Enflamasyon iliskili (NFkB1, STAT3, TNF) genlerin mRNA seviyelerindeki
degisimlere bakilarak degerlendirildiginde SHSY-5Y hiicre hatt1 igin NFkB1
geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde
1,63 kat azalis elde edilirken, SHSY-5Y hiicre hatt1 i¢cin STAT3 geninin 5,7uM
doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 2,15 kat artis
elde edildi. TNF geninin 57uM doz uygulamasindaki mRNA dizeyinde
ekspresyon degisiminde 6,08 kat azalis elde edildi.

CCRF-CEM hucre hattt i¢gin STAT3 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki
MRNA dizeyinde ekspresyon degisiminde 2,42 kat azalis elde edildi.TNF
geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mMRNA duzeyinde ekspresyon degisiminde
1,65 kat azalis elde edildi. T lenfositlerinin olgunlagsmasina katki saglayan STAT3
genin CCRF-CEM hiicre hattinda upregule olurken SHSY-5Y hicre hattinda
downregule olmasi, 5,7uM doz uygulamasinda CCRF-CEM hiicre hattinda bir
etki gOstermezken SHSY-5Y hiucre hattinda olumlu ybnde bir etki
gostermektedir. SH-SY5Y geni i¢in yapilan doz uygulamasi sonucunda bir azalig
gostermekle birlikte noronlarda immin yaniti engelledigi bilgisi diisiilmektedir.
Hem CCRF-CEM hem de SH-SY5Y hicre hatlarindaki TNF genindeki azalis,

hiicrelerde enflamasyon kaskadini durdurucu yonde oldugunu soyleyebiliriz.

Literatiir taramasinda bulunan fingolimod (FTY720) ile yapilan bir ¢alismada
STAT3'Un hem ekspresyonunu hem de fosforilasyon seviyesi tedavi grubunda

kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde artis1 ayni sekilde ST-1505 biliseginin
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SHSY-5Y hiicre hattinda da artisin gbzlenmesi olumlu sonug elde edildiginin
gostegesi olabilir (Qin ve dig.,2017).

Digerler genler (GFAP, FOXP3); Glial fibriler asidik protein (GFAP)
astrositler ve ependimal hiicreler tarafindan eksprese edilen bir ara filamenttir.
Bu filamentler hiicrelere desteklik ve gii¢ saglayan aglar olusturmaktadir. Glial
fibriler asidik protein (GFAP), cok sayida c¢alisma MS igin kullanimini
tanimladig1r ve hastalik siddeti, néroenflamasyonun ve nekrotik beyin hiicresi
tahribat1 ve kan-beyin bariyeri (BBB) bozulmas1 nedeniyle hastalarin serumunda
iyi bilinen bir astrogliozis belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Abdelhak ve dig.,
2018; Sarfo ve dig., 2018). FOXP3 (catal uclu kutu protein 3), transkripsiyon
faktorii kanatli-heliks ailesinin bir Uyesi olan genin daha ¢cok CD4+ CD25+
duzenleyici T hicrelerinde (Treg) ifade edildigi ve Treg'lerin farklilasmasinda ve
gelisiminde rol oynadig1 yapilan arastirmalarda bulunmustur. FOXP3, bagisiklik
siireclerinin diizenlenmesinde bilinen roliiyle ve bu genin mutasyonlarinin X'e
bagli immiin sistem diizenleyici olarak otoimmiin hastaliklarin altta yatan
patogenezini anlamak icin bir aspiratér gorevi Ustlenmektedir (Kurylonek ve
dig.,2018). Ayrica FOXP3'lin, timdr baskilayici fonksiyonunu uygulamak icin
karsinojenezde rol oynayan HER2, MYC ve SKP216, 19 ,20, 21, 22 gibi meme
kanseri onkogenlerinin ekspresyonunu dizenleyerek meme kanseri hiicre

proliferasyonunu inhibe edebildigi bilinmektedir (Li ve dig.,2018).

SH-SY5Y hucre hatti igcin FOXP3 geninin 5,7uM doz uygulamasindaki mRNA
duzeyinde ekspresyon degisiminde 1,76 Kkat artis elde edildi. GFAP geninin 5,7uM
doz uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 3,54 kat artis
elde edilirken CCRF-CEM hiicre hattinda GFAP geninin 5,7uM doz
uygulamasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisiminde 2,75 kat artis elde
edildi. FOXP3 geninin SH-SYS5Y hicre hattinda artis gostermesi T hiicre
regiillasyonunu saglayan Treg hiicrelerinin farkilasmasinda ve gelisiminde
olumlu etki gosterdigi sdylenebilmektedir. Hiicrelere desteklik ve gii¢ sagladigi
filamentler olarak bilinen GFAP proteinlerinin CCRF-CEM ve SH-SY5Y hicre
hatlarinda artis1 s6z konusu olmustur. Bu noktada elde edilen degerler pro-
inflamatuvar etki olarak gozlemlenmistir. Bu ¢eliski sonucunda degerlerin daha
da fazla arastirlmaya ihtiyact vardir ve bilesigin yan etkisi olarak

degerlendirilebilir.
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ACTB (Beta-aktin), literatiirde siklikla referans gen olarak kullanilmaktadir ve
hiicre hareketliligi, yapisi, biitiinliigii ve hiicre i¢i sinyallemede yer alan yiiksek
oranda korunmus proteinler oldugundan dolay1 bazi yazarlar tarafindan evrensel
kabul edilmektedir (Toscano ve dig., 2018). B-aktin, vicutta bulunan hemen
hemen butun hucrelerde bulunmakla birlikte birgok hiicre aktivitesinde bulunur.
Bu nedenlerle de ¢alismamizda referans gen olarak arastirilab genlerin normalize

edilmesi i¢in kullanilmastir.
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5. SONUC

Sonu¢ olarak, MS arastirmalar1 ic¢in uygunlugu cesitli c¢alismalarla
gosterilmis insan T-lenfolastoma [CCRF-CEM (CCL-119)] ve insan néroblastoma
(SH-SY5Y) hicre hatlar1 kullanilarak; MS tedavisi i¢in Diisseldorf Heinrich
Heine Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde Prof. Dr. Holger STARK tarafindan
sentezlenen Fingolimod (ticari isimi Gilenya) turevi ST-1505 bilesigin MS

iligkili genlerin mRNA diizeyinde ekspresyon degisimlerine bakildi.

SHSY-5Y ve CCRF-CEM hiicre hatlar1 Uzerindeki genler ST-1505 bilesiginin
uygulanmasi sonucunda Ozellikle SHSY-5Y hiicre hattindaki gordigiimiiz
anlamli azalislardan dolayr MS hastaliginin tedavisine katki saglayabilecegi
disiiniilmektedir. Mevcut veriler 1s18inda, ST-1505 bilesigi ¢ok hedefli glclu bir
anti-enflamatuvar etkiye sahip bilesik olabilme diisiincesi ilerleyen siireglerde
hayvan deneyleriyle desteklenerek daha kesin sonuglar elde edilebileceginin
bilgisini vermektedir. Ayrica MS i¢in oldukca potansiyel bir terapétik ajan olma

ozelligine sahiptir.
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