MULTIPLE SKLEROZ HASTALARINDA BAKIR VE
CINKO HOMEOSTAZININ METALLOTiYONEIN
DUZEYLERI VE DNA HASARI iLE iLISKiSINIiN
DEGERLENDIRILMESI

Hande YUCE
inonii Universitesi ve Ankara Universitesi
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dah

Ortak Doktora Programi

Tez Damsmani: Dog. Dr. Songiil UNUVAR
Ortak Tez Damismani: Dog. Dr. Ilker ATES

Doktora Tezi-2024



T.C
INONU UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

MULTIPLE SKLEROZ HASTALARINDA BAKIR VE CINKO
HOMEOSTAZININ METALLOTIYONEIN DUZEYLERI VE DNA HASARI
iLE ILiSKiSININ DEGERLENDIRILMESIi

Hande YUCE

Inénii Universitesi ve Ankara Universitesi
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dalh
Ortak Doktora Program

Ortak Doktora Tezi

Tez Danismani
Dog. Dr. Songiil UNUVAR

Ortak Tez Danismam
Dog. Dr. ilker ATES

Tez Jiiri Uyeleri
Doc. Dr. Songiil UNUVAR
Dog. Dr. ilker ATES
Doc. Dr. Nese Basak TURKMEN
Dr. Ogr. Uyesi Fuat KARAKUS
Dr. Ogr. Uyesi Ziibeyde TANRIVERDI

Bu Arastirma Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
Tarafindan TDK-2022/3012 Proje numarasi ile ve YOK 100/2000 Oncelikli Alan Doktora Burs
Programu tarafindan desteklenmistir.

MALATYA
2024



T.C.
INONU UNIVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitiisiit Miidiirliigiine

ETiK BEYANI

Inénii Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarma uygun olarak
“Dog. Dr. Songiil UNUVAR ve ortak tez damsmam Doc. Dr. Ilker ATES”
danismanliginda hazirlayip sundugum “Multiple Skleroz Hastalarinda Bakir ve Cinko
Homeostazinin  Metallotiyonein ~ Diizeyleri ve DNA Hasar1 ile iliskisinin
Degerlendirilmesi” baglikli doktora tezim iginde elde ettigim verileri, bilgileri, belgeleri
akademik ve etik kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi, degerlendirme ve sonuglari bilimsel
etik ve ahlak kurallarima uygun olarak sundugumu, tezimde yararlandigim eserlere
bilimsel kurallara uygun atifta bulunarak kaynak gosterdigimi, tezimin 6zgiin oldugunu,
tezimin calisma ve yaziminda patent ve telif haklari ihlal edici bir davranisimin
olmadigini, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi

beyan ederim. ..../..../2024

Hande YUCE



ICINDEKILER

(074 21 OO vii
ABSTRACT ...ttt sttt bttt et s et et et s e et st et ere et e n e te e e viii
SIMGELER VE KISALTMALAR .....oivitiiiteete ettt iX
TABLOLAR DIZINT ...t xiii
SEKILLER DIZINT ....ooiviiiiiieicceeeeeee ettt Xi
1 GRS oot n e s ee ettt en e 1
2. GENEL BILGILER ..ottt 4
2.1 MUIEIPIE SKIBIOZ ... e 4
2.1.1. Multiple SKIEroz TariiCesi.......uevvirviiiiiiiieiieie e 4
2.1.2. Multiple SKleroz EpidemiyolojiSi........cccccvieiieiiiieiieii e cie e 5
2.1.3. Multiple SKIEroz EtiyOlOJiSI.......c.cccueieeiieiieii et 6
2.1.4. Multiple SKIEroz PatOgENEZI .......ccuiuiiieieieiieie ettt 7
2.1.5. Multiple SKIerozun KHNIK SEYIT........cooeiiiiiiiiiiiiiiisieeeees e 8
2.1.6. Multiple Sklerozda Tan1 ve Tedavi .......ccccceviiiiiiiiiiiiiiiicicn e 10
2.2. MetallotiyONEINIEr.........c.viiee e 12
2.2.1. Metallotiyoneinler ve Esansiyel Elementler ..., 16
2.2.2. Metallotiyoneinler ve Santral Sinir SIStEMI........cooviiiiiiiiiieiec e 17
2.2.3. Metallotiyoneinler ve Multiple SKIEroz...........c.ccovevviiiiiciiiieceee e, 18
2.3. Esansiyel Metaller ve Santral Sinir SiSteMi........cccccveveiiieiiciciicce e 20
2.3, 1 CINKO . it rre e 20
0 TR T 1 & | SRR 21
2.3.3. Esansiyel Metaller ve Multiple Skleroz Arasindaki Tliski..............ccoevvererrinnnne, 21
3. MATERYAL VE METOT ..ottt 23
R B € 1S (107 (< PRSP PPRROPPRPPIN 23
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler............c.coiiriiiiiiiiiiiieieeeeeseee s 23
3.1.2. Kullanilan Arag ve GereGler ........ccvviiiiiiiiie e 24
R I 0111 1<) 1 s DO UP PP 24
3.2.1. Numunelerin ve Verilerin Toplanmast ...........cceevviriiiiiiniiniiiie i 24
3.2.2. Hasta Se¢imi, Dahil Etme/Dislama Kriterleri............ocoveiiiiiieiiiiiiec e, 25
3.2.3. Serum Numunelerinin ANAIZI ..o 25
3.2.4. Hiicre Kiiltiirti CaliSmalart..........c.oocuieiiiiiieiii e 30

3.2.5. Istatistiksel DESErlendirmme ........ccccevevevevevereieieieieee e te sttt 39



4. BULGULAR ...t 41

4.1. Klinik Bulgularin Degerlendirilmesi .........c.coovevviiieiiiiiiiiiiciceeee e 41
4.1.1. Calismaya dahil edilen hasta bireylerin demografik 6zellikleri ...........cccccevveenneen. 41
4.1.2. Hasta ve Kontrol Grubunun Karsilagtirilmasi ..........ccceeevvveeiieiiieenie e 41
4.2. In Vitro Analizlerin Degerlendirilmesi.........c..cceveveveriirerereeisecresieesesessessesesenens 47
4.2.1. Hiicre CanliliZl TaYINI ....cccveiiiiiiiieiiciiieeieei s 47
4.2.2. Gen Ekpresyon Analizi SONUGIATT.........cccvviiiiiiiiiiiiiii e 49
4.2.3. Hiicre Hatlarinin Comet Analiz Sonuglart.........ccccevvviiiiiiiiniiis e 52
S.TARTISMA ..ottt ettt et be et b et sbe e e beesbeeeee e e 60
6. SONUC VE ONERILER ........cccooiuiiiiieieetesiis st eseseae et es st ieses s ses s senenens 71
KAYNAKLAR L.t b ettt nb e e 72
EVEER.... W ... T R 86
EK-1. OZGEGIMIS .vviveeeiveeeieeecteteteees s et te e es sttt es st et e st es s sssetesssensnsetetssennsneesesesansnens 86

EK-2. EtIK KUIUI BEIGESI ..o 87



TESEKKUR

Doktora egitimi siiresince bilgi ve deneyimleri ile egitimime katkida bulunan,
kiymetli tecriibelerinden yararlandigim Ankara Universitesi ile Inonii Universitesi
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali’nin tim degerli 6gretim {iyesi hocalarima cok

tesekkiir ederim.

Bitmez tiikenmez enerjileri, gayretleri ve giileryiizliiliikleri ile biitiin laboratuvar
calismalarina, biiylik bir 6zveri ve titizlikle tezin tiim asamalarina katki saglayan ¢ok
degerli tez danismanim Dog. Dr. Songiil UNUVAR ve ortak tez danismanim Dog. Dr.
flker ATES’ e en igten duygularimla tesekkiir ederim.

Calismamizin klinik kisminda katkist olan Turgut Ozal Tip Merkezi Néroloji
Anabilim Dal1 &gretim iiyesi Dog. Dr. Mehmet TECELLIOGLU’na tesekkiir ederim.

Laboratuvar ¢alismalarimizda bizlere destek olan, bilgi ve imkéanlarini1 bizimle

paylasan Prof. Dr. Siilleyman SANDAL ve Ars. Gor. Dr. Kevser TANBEK e tesekkiir

ederim.

Deneysel asamalarda beni yalmiz birakmayan sevgili arkadagim Ars. Gor.
Yasemin SAHIN e ve istatistiksel analizlerde destek olan Ars. Gor. Dr. Seyma YASAR’a

tesekkiir ederim.
Doktora egitim ve 6gretimimde bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan Dog. Dr.
Nese BASAK TURKMEN e tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca yanimda olan, desteklerini her zaman yanimda hissettigi canim

annem, babam ve kardesime tesekkiir ederim.

Bu arastirmanin gerceklesmesinde katki saglayan Inonii Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi’ne (Proje no: TDK-2022/3012) ve YOK 100/2000 Oncelikli

Alan Doktora Burs Programi’na tesekkiir ederiz.



OZET

Multiple Skleroz Hastalarinda Bakir ve Cinko Homeostazinin Metallotiyonein

Diizeyleri ve DNA Hasar ile iliskisinin Degerlendirilmesi

Amag: Multiple skleroz (MS), diinyadaki geng yetiskin popiilasyon arasinda en
stk goriilen norolojik hastaliklardan biridir. Metallotiyoneinlerin (MT) beyin metal
homeostazinda ve agir metal detoksifikasyonunda 6nemli rolii bulunmaktadir. Yapilan
tez calismasinda, MS hastalarinda MT ve ¢inko (Zn)/bakir (Cu) diizeyleri arasindaki olasi
iligkiyi ve molekiiler etki mekanizmasini arastirmayr amagladik.

Materyal ve metot: Bu ¢alismaya 30 saglikli ve 70 MS olmak tizere 100 birey
dahil edildi. Hastalarin demografik 6zelliklerinin yan1 sira hasta ve kontrol grubundaki
bireylerin serum MT diizeyleri, Zn/Cu diizeyleri, periferal lenfositlerindeki DNA hasari
diizeyi belirlendi. Hiicre kiiltiiri ¢calismalarinda ise insan ndroblastom hiicre hatti (SH-
SY5Y) ve insan fibroblast hiicre hattina (L929) ZnSQO4.7H20 ve CuSOjs ile muamele
edilerek hiicre canliligi belirlendi. MT-1A, MT-I1I, metal transkripsiyonel faktor-1 (MTF-
1) ve metal responsive element 11 (MRE11) gen ekspresyonlart RT-PCR yontemi ile
degerlendirildi Comet yontemi ile DNA hasar1 belirlendi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen bireylerde serum MT-1, MT-2, MT-3 diizeyleri
kontrole kiyasla hasta grubunda yiiksek bulundu. MS grubunda Zn diizeylerinde azalis
gozlenirken, Cu diizeylerinde artis bulundu. Kontrol bireylerde Zn ile MT-2 diizeyleri
arasinda negatif ve hasta bireylerde Cu ile MT-2 diizeyleri arasinda pozitif korelasyon
bulundu. MT’lerin ii¢ alt tipi, Zn ve Cu diizeyleri, yag MS hastaligin1 6ngérmede etkili
parametreler olarak bulundu. Comet analizi sonuglarina gére MS grubunda DNA hasari
yiiksek bulundu. Hiicre hatlarinda yapilan comet analizlerinde Zn/Cu uygulamasinin
DNA hasarmna neden oldugu gosterildi. /n vitro analizlerde ICso degerleri belirlenerek,
SH-SYS5Y hiicre hattinda 48 saat maruziyet sonrasinda MT-IIA ve MT-IIl gen
ekspresyonlarinin MTF-1'e bagimli olarak arttigi bulundu.

Sonuc: In vitro ve in vivo sonuglarimiz birbiriyle uyumlu bulundu. Caligma
kapsaminda diizeyleri Ol¢iilen MT’lerin ii¢ alt tipi de MS’in teshisinde uygun bir
biyobelirteg olabilir. Ayn1 zamanda MS’te Cu ve Zn diizeylerinin 6l¢timii de klinik fayda
saglar. Ik defa MS hastalarinda comet yontemi ile DNA hasarinin degerlendirildigi bu
calismada, MS’te DNA hasarinin belirginlestigi gozlendi. MT’leri kodlayan genlerin
ndroblastom hiicrelerde apoptotik hiicre 6liim yolaklarini aktive ettigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Multiple skleroz, Metallotiyonein, Cinko, Bakir, DNA
hasar1, Comet
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ABSTRACT

Evaluation of the Relationship of Copper and Zinc Homeostasis with

Metallothionein Levels and DNA Damage in Multiple Sclerosis Patients

Aim: Multiple sclerosis (MS) is one of the most common neurological diseases
among young adults worldwide. Metallothioneins (MT) play a vital role in brain metal
homeostasis and heavy metal detoxification. In this thesis, we aimed to investigate the
possible relationship between MT and zinc (Zn)/copper (Cu) levels and the molecular
mechanism of action in MS patients.

Material and method: 100 individuals, 30 healthy and 70 with MS, were included
in this study. In addition to the demographic characteristics of the patients, serum MT
levels, Zn/Cu levels, and DNA damage levels in peripheral lymphocytes of the
individuals in the patient and control groups were determined. In cell culture studies, cell
viability was determined by treating the human neuroblastoma cell line (SH-SY5Y) and
human fibroblast cell line (L929) with ZnSO4.7H20 and CuSO4. The RT-PCR method
determined MT-1IA, MT-IIl, metal transcriptional factor-1 (MTF-1), and metal
responsive element 11 (MRE11) gene expressions. DNA damage was determined by the
comet method.

Results: Serum MT-1, MT-2, and MT-3 levels in the individuals included in the
study were found to be higher in the patient group compared to the control group. While
a decrease in Zn levels was observed in the MS group, an increase in Cu levels was found.
A negative correlation was found between Zn and MT-2 levels in control individuals and
a positive correlation between Cu and MT-2 levels in patient individuals. Three subtypes
of MTs, Zn and Cu levels, and age were found to be effective parameters in predicting
MS disease. According to the comet analysis results, DNA damage was found to be high
in the MS group. Comet analyses performed on cell lines showed that Zn/Cu application
caused DNA damage. By determining ICso values in in vitro analyses, it was found that
MT-11A and MT-111 gene expressions increased related MTF-1-dependent manner after 48
hours of exposure in the SH-SY5Y cell line.

Conclusion: Our in vitro and in vivo results were found to be compatible with
each other. All three subtypes of MTs that were measured within the scope of the study
may be suitable biomarkers in the diagnosis of MS. At the same time, measuring Cu and
Zn levels in MS also provides clinical benefits. In this study, DNA damage was evaluated
for the first time in MS patients with the comet method, it was observed that DNA damage
became evident in MS patients. It was determined that genes encoding MTs activated
apoptotic cell death pathways in neuroblastoma cells.

Keywords: Multiple sclerosis, Metallothionein, Zinc, Copper, DNA damage,
Comet
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1. GIRIS

Multiple skleroz (MS) geng eriskin niifusu etkileyen merkezi sinir sistemi (MSS)
ile iliskili kronik otoimmiin bir hastaliktir. MS hastalarinda, MSS igerisinde plaklar ve
lezyonlarla karakterize ¢ok sayida demiyelinize bolgeye rastlanmaktadir. Sonraki
stireclerde ise akson kayb1 ve inflamasyon da eslik etmektedir (1, 2). Hem gelismis hem
de gelismekte olan iilkelerde MS prevelanst ve insidansi giin gegtikge artmaktadir (3).
MS’in baglangi¢ yas1 20-40 araligindadir ve kadinlarda goriilme sikliginin erkeklerden 2-
3 kat fazla oldugu bildirilmistir (4). MS etiyolojisi hala belirsizligini korusa da pek gok
fakli mekanizma One siiriilmektedir. Bunlar arasinda; D vitamini eksikligi, ultraviyole B
1s1¢ma (UVB) maruz kalma, Epstein-Barr virlisii (EBV) enfeksiyonu, obezite ve sigara
kullanimi gibi gevresel ve genetik faktorler sayilabilir (5).

1996 yilinda, Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Multiple Skleroz Dernegi
(NMSS) Danisma Komitesi’inde MS igin ilk siniflandirma; tekrarlayici diizelen MS
(RRMS), birincil ilerleyici MS (PPMS), ikincil ilerleyici MS (SPMS) ve ilerleyici
tekrarlayan MS (PRMS) seklinde yapilmistir (4). Ancak ilerleyen zamanlarda bu dort
siiflandirma yetersiz kalmistir. Mevcut siniflandirmaya ek olarak 2013 yilinda komitede
yapilan diizenlemeler ile radyolojik izole sendrom (RIS) ve klinik izole sendrom (KIS)
da smiflandirmaya eklenmistir (5). Farkli tedavi segeneklerine ragmen MS’in
ilerlemesinin hala 6niine gegilememektedir (6).

Metallotiyoneinler (MT), molekiil agirlig1 6-7 kilodalton (61-68 aminoasit) olan
kiiglik molekiil agirlikli, sisteince zengin ve metal baglayici protein grubuna ait hiicre igi
proteinlerdir. Ozellikle iki degerlikli agir metal iyonlarina yiiksek afinite gosterirler. MT
ilk defa 1957 yilinda atlarin renal korteksinde kesfedilmistir ve o zamandan beri
memelilerde MT-1, MT-2, MT-3 ve MT-4 olmak tizere dért MT izoformu tanimlanmistir
(7-10). MT-1 ve MT-2 viicuttaki tiim hiicrelerde, MT-3, MSS basta olmak iizere pankreas
ve bagirsaklarda, MT-4 ise deri ve iist gastrointestinal sistemde bulunmaktadir. MT'ler
agir metallerin detoksifikasyonunda, oksidatif strese karsi1 korumada, néronal biiyiimenin
diizenlenmesinde, hiicre proliferasyonu ve hiicre Oliimiiniin diizenlenmesinde rol
oynamaktadirlar. Ote yandan, MSS’ni norolojik hasarlara kars1 ¢esitli mekanizmalarla
korumada MT'lerin 6nemli rol oynadigi bildirilmistir. Hiicre i¢inde bulunmalarinin yani
sira hiicre dis1 kompartmanlarda da bulunmaktadirlar. MT'lerin temel islevleri arasinda
metal homeostazinin diizenlenmesi ile ¢inko (Zn) ve bakir (Cu) dahil olmak tizere temel

eser elementlerin tasinmasi yer almaktadir. Beyin, yiiksek oksidatif metabolizmasi
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nedeniyle oksidatif strese karsi ¢cok hassastir ve bu nedenle oksidatif stres kosullarina
karst bir koruma olarak MT aktivitesi beyinde 6nemlidir. Ayrica, beyinde fizyolojik
reaksiyonlar i¢in metallerin ve MT'lerin varlig1 Zn homeostazinin diizenlenmesinde ¢ok
onemli unsurlar oldugundan, MT'ler beyinde kritik 6neme sahiptirler (11-13).

Metaller hiicre homeostazinin siirdiiriilmesinde 6nemli role sahip olan enzimler,
tasiyic1 proteinler ve transkripsiyon faktorleri dahil birgok hiicresel mekanizmanin
diizenlenmesini saglamaktadirlar (14). Esansiyel bir element olan Cu?* gesitli enzimlerin
kofaktorii olarak gorev yapmaktadir. Bunun yanmi sira protein  modifikasyonu,
norotransmitter sentezi, elektron ve oksijen tasinmasi gibi birgok fizyolojik siiregte de yer
alir. MSS'de Cu seviyesindeki artisa bagli olarak oksidatif stresin tetiklendigi
diistiniilmektedir. Ancak MSS'deki Cu seviyelerinin MS patolojisindeki rolii heniiz tam
olarak aydinlatilmamistir (15, 16).

Cinko, insan viicudunda en ¢ok bulunan esansiyel elementtir. 300'den fazla enzim
ve 2000 transkripsiyon faktoriiniin 6nemli bir ko-faktoriidiir. Bu nedenle Zn eksikligi;
bagisiklik sistemi sorunlari, 6grenme giicliigli, koku alma ve tat alma bozukluklari, yara
tyilesmesi ve beyin gelisiminde gecikme, gibi bir¢ok rahatsizliga yol agabilir. Zn, biiyiime
ve yetiskinlik doneminde nérojenezin ¢ogalma, gog, farklilasma ve hayatta kalma dahil
olmak {lizere cesitli adimlart i¢in ¢ok Onemli bir faktordir. Zn eksikligi, néronal
proliferasyonun, farklilagmanin ve apoptotik yollardaki aktivasyonun bozulmasina neden
olur. Ayrica Zn eksikligi Alzheimer ve Parkinson ile iligkilidir. MS hastalarinda da diisiik
Zn seviyeleri tespit edilmistir (17, 18).

Oksidatif stresin MS patogenezinde 6nemli rolii oldugu ¢esitli calismalarda
bildirilmis, ancak bu calismalarda birbirinden farkli mekanizmalardan s6z edilmistir.
DNA kiriklar1 oksidatif stresin sonuglarindan biri olmakla birlikte, MS hastalarinda DNA
kirilmasina iligskin veriler ¢ok az ve cgeligkilidir. Meksika'da RRMS hastalar1 {izerinde
yapilan bir ¢alismada, serumda oksidatif stres parametrelerinde artis oldugu bulunmustur.
Ayrica, MS lezyonlarinda antioksidan element ve enzim diizeylerinde azalma ve plazma
toplam antioksidan kapasitesinde azalma bildirilmistir (19).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), hiicre sinyali, gen ekspresyonu ve konakg1
savunmasi gibi ¢esitli fizyolojik hiicresel siireclerde 6nemli rol oynayan oldukga reaktif
molekiillerdir. Bununla birlikte, artan ROT seviyeleri, MS dahil olmak tizere ¢esitli
norolojik bozukluklarda yaygin gozlenen oksidatif stresi indiikler. Kendilerini ROT'un
neden oldugu hasar ve hiicre 6liimiinden korumak i¢in, hiicreler kapsamli bir antioksidan

savunma ile donatilmistir ve fizyolojik kosullar altinda, hiicresel ROT seviyeleri bu
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endojen antioksidan sistemle dengededir. Ancak bu denge, ROT iiretimindeki bir artig
veya antioksidan korumanin azalmasiyla degistiginde, oksidatif stres ve ardindan
proteinlerde, lipidlerde ve DNA'da hasar meydana gelir.

Bu tez calismasi kapsaminda MT'ler ile esansiyel elementler olan Cu ve Zn
seviyelerinin arastirilmasi, in vitro olarak metal homeostazinin bozulmasina bagli gen
ekspresyonlar1 degisiklikleri ve MS hastalarindaki DNA hasari ile iligkisinin arastirilmasi

amagclanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Multiple Skleroz

Merkezi sinir sistemini etkileyen ve kronik nérodejenaratif bir hastalik olan MS
ozellikle geng eriskinleri etkilemektedir. MS ilk kez 1868’de Fransiz nérolog Jean Martin
Charcot tarafindan “la sclérose en plaks” olarak tanimlanmistir (20). Ayrica norolojik
islev bozuklugu ile karakterize olan MS’te beyin ve omurilik beyaz cevherinde
inflamatuvar  hiicrelerin ~ birikimi  goriilmektedir (21). MS, bagisiklik —sistemi
elemanlarimin sinir lifleri miyelinli kiliflarina saldirmasi ve hasar vermesi sonucu
meydana gelmektedir (23). MS’in olusumunda inflamasyona bagl ortaya ¢ikan
demiyelinizasyon ve astroglial proliferasyonun neden oldugu noérodejenerasyon olmak
tizere iki ana mekanizma one siiriilmektedir. MSS’de meydana gelen bu deminyelinizan
bozukluk ise motor fonksiyonlar, duyusal bozukluklar, denge, gérme ve bilissel
faaliyetlerde degisiklikler ile ortaya cikar (24, 25). Bu degisiklikler MS hastalarinda
farklilik gosterse de, MS o6zellikle geng yetiskinlerdeki nérolojik bozuklugun 6nemli bir

nedeni olarak goriilmektedir (20).

2.1.1. Multiple Skleroz Tarihgesi

Multiple skleroz hastalig: ile ilgili ilk gozlemler 15. ve 16. yiizyila ait vaka
ornekleridir. 1868 yilinda Fransiz bir noérolog tarafindan ilk kez MS’in klinik ve
patofizyolojik ozellikleri taminlanmugtir. 1885 yilinda Joseph Bobinski ise MS iizerine
tez yazarak beyin ve omurilikteki lezyonlar1 detayli bir sekilde incelemistir. Ayrica
ilerleyen disfonksiyonlarin ve yiirlime bozukluklarinin spinal leyzonlarla iligkili
oldugunu géstermistir. 1940°’larda daha kapsamli yapilan kohort ¢alismalarinda hastaliga
ait tani kriterleri ile ilgili 6l¢ekler gelistirilmis ve farkli tedavi segenekleri belirlenmistir
(26). 1965 yilinda ise Schumacher paneli ile MS’in kesin tan1 kriterleri belirlenmistir. Bu
kriterler daha sonra olusturulacak olan tedavi protokolleri i¢in belirleyici niteliktedir.
Tam kriterleri 1983 yilinda Poser tani kriterleri olarak degismistir. Son olarak 2001
yilinda McDonald kriterleri gelistirilmis ve yayimlanmistir. 2005-2010 yillar1 arasinda
McDonald kritlerinin 6zgtinliigii korunmakla birlikte, tani kriterlerinin duyarliligin
arttirmaya yonelik revizyonlar yapilmistir. 2010 yilinda yapilan revizyondan sonra

gelisen teknoloji ve hastalik tanisi alanlara ¢ocuklarin da eklenmesi ile “International



Advisory Committee on Clinical Trials in Multiple Sclerosis” panelinde McDonald 2010
kriterleri giincellenerek 2017 yilinda revize edilmistir (27).

2.1.2. Multiple Skleroz Epidemiyolojisi

Multiple skleroz, diinyada geng eriskin niifus arasinda en sik goriilen nérolojik
hastaliklardan biridir. 20-40 yas arasinda ortaya ¢ikan MS’te kadinlar erkeklerden daha
fazla risk altindadir (28, 29). MS’in goriilme siklig1 iilkeler arasinda farklilik gostermekte
olup, gelismis iilkelerde de artig goriilmektedir. Diinya genelinde MS goriilme siklig1
100.000 kiside 33 olarak belirlenmistir. Kuzey Amerika, Avrupa, Asya ve Sahra Alti
Afrika Ulkeleri’nde goriilme siklig1 sirastyla 100.000 kiside 140, 108, 2.2 ve 2.4 kisidir
(30). Yapilan bir ¢calismada 75 iilke genelinde MS prevalanst 100.000 kiside 2.1 olarak
bulunmustur. Baska bir caligmada ise Japonya’nin kuzeyinde MS goriilme sikliginin
arttig1 bildirilmistir (31). Tirkiye'de yapilan bir arastirmada ise prevalansin 100.000
kiside 100'den fazla oldugu 6ne siiriilmiistiir. MS prevalansini etkileyen dnemli ¢evresel
faktorlerden biri de enlem gradyanidir. Buna gore MS prevalansi kuzey yarimkiirede
kuzeyden giineye; giiney yarimkiirede ise kuzeyden giineye dogru kademeli olarak
azalmaktadir (32). Gliniimiizde yaklagik 2.8 milyon kiginin MS hastalig1 teshisi aldigi
bilinmektedir (Sekil 2.1).

MS hasta kisi sayisi
100.000 kisi basina prevalans
[l Bilinmeyen
0-25
26-50
51-100
101-200 ¢
>200 =

Sekil 2.1. Ulkelere gore 100.000 kisi basina diisen MS prevelansi (33)



2.1.3. Multiple Skleroz Etiyolojisi

Multiple skleroz otoimmiin ataklarla seyreden, hastalarin iyilesme doneminin
ardindan tekrarlayan ve sonrasinda diizelen, noral bozulma donemlerinin eslik ettigi
kronik bir hastaliktir. MS’in etiyolojisi belirsizligini korumakla birlikte genetik ve
cevresel faktorlerin hastalik patofizyolojisine katkida bulundugu diisiiniilmektedir.
Yapilan bir calismada MS hastas1 bireylerde kardesi MS olan bir bireyin MS olma
ihtimalinin 17 kat daha yiiksek oldugu gosterilmistir (34). Ancak son yillarda yapilan
caligmalar bu oranin 7 kat oldugunu bildirmektedir (35, 36). Buna gore MS
patofizyolojisinde ¢evresel faktorlerin genetik faktorlerden daha etkili oldugu
goriilmektedir. Hastalik patofizyolojisine katkida bulunan en énemli gevresel faktorler;
EBV, aktif/pasif sigara i¢imi, D vitamini eksikligidir (37). MS’de diger bir risk faktorii
ise cinsiyet olup kadinlarda goriilme siklig1 erkeklere gore yaklasik ti¢ kat daha fazladir.
Bu orandaki farklilik enfeksiyonlara verilen immiin yanit ile cinsiyet hormonlarinin
dogrudan iligkili olmasina bagli olabilir (38).

Multiple skleroz patogenezinde birgok farkli genetik risk farktorii bulunmaktadir.
Ozellikle HLA-DRB1*15:01 halotipi hastaligin riskini 3 kat arttirmaktadir. Ayrica HLA
bolgelerinde tanimli HLA-DR2+, HLA-DQ6, HLA-DRB1*15:01 ve HLA-DRB1*15:03
varyantlari bulunmaktadir. Bu varyantlarin MS patolojisi ile iligkisinin oldugunu gosteren

arastirmalar mevcuttur (39, 40).



Multiple Skleroz Risk Faktorleri

Kahtim

Enfeksiyon Geng Yas
Hastaliklan (14-45)

Cinsiyet

(Kadmn) Irk

Vitamin D
Eksikligi

Cevresel Faktorler

Otoimmiin Hastalklar
(Tip I Diyabet)

Sekil 2.2. MS patogenezine eslik eden risk faktorleri (38)

2.1.4. Multiple Skleroz Patogenezi

1898 yilinda MS beyaz cevher lezyonlari ve demiyelinizasyon ile karakterize olan
beyaz cevher hastaligi olarak bilinmekteydi (41). Yapilan ¢alismalarda MS’de fokal
kortikal demiyelinizasyon lezyonlar1 gosterilmistir (42). Brownell ve Hughes 1962’de
yaptiklari arastirmada, kortikal bolgelerde demiyelinizasyona bagli lezyonlarin beyindeki
toplam plak sayisinin %26'sin1 olusturdugunu bildirmistir (43). Son yillarda 6zellikle
immiinohistokimyasal caligmalarda MS’in gri cevherde meydana gelen lezyonlarda
demiyelinizasyon ile karakterize oldugu gdsterilmistir. Bunun yani sira MS’de en belirgin
patoloji fokal plaklardir. Ayrica MS’in patogenezinde one siiriilen mekanizmalardan biri
kan Dbeyin bariyerinin (KBB) gegirgenliginin = degismesidir (44). KBB’nin
gecirgenligindeki degisiklikler sonucu immiin sistem elemanlart MSS’ne ge¢mektedirler.
Periferde aktive olan lenfositlerin MSS’ne gegerek lokal immiin tepki olusturmasi
sonucunda miyelin ve aksonlar zarar gormektedir. KBB'nin gegirgenligindeki bozulma

sonucu aktive 1okositlerin transendotelyal gegisi, MS'te goriilen erken serebrovaskiiler



anormallikler arasinda yer almaktadir. Bu durum ise inflamatuvar sitokinlerin salinimi ile
iliskilidir (44, 45).

Merkezi sinir sisteminde beyaz ve gri cevherdeki fokal immiin hiicre infiltrasyonu
ve inflamatuvar sitokinlerin salinimi MS'teki hasarin temel nedenidir. Arastirmalar,
yardimci T hiicreleri (CD4+T helper (Th)-1) ve antijen sunan hiicrelerin (APC), T
lenfositlerle etkilesimi sonucunda baslayan adaptif immiin yanitin MS'in baglamasi ve
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir. Bu hipoteze gore T hiicreleri
MSS’ne gegerek ve sinir dokularinda hasara yol agarak immiin yanit1 indiiklemektedir.
Histolojik arastirmalarda MS plaklarinda CD4+ T helper (Th)-1 hiicrelerinin azaldig1 ve
CD8+ hiicrelerinin arttigi gosterilmistir (46). Ayrica inflamatuvar hiicrelerin dokuya
gecmesi sonucunda miyelin hasar1 olugsmaktadir.

Aktif plaklarda iki farkli tipte inflamasyon meydana gelmektedir. ilk olarak CD8+
T hiicreleri ve mikroglial aktivasyon sonucunda olusan baslangi¢ yaniti ve miyelin
hasarini tetikleyerek T hiicreleri, B hiicreleri ve makrofajlarin birikmesi gézlenmektedir.
MS'in tekrarlayan-diizelen siireglerindeki inflamasyon, inflamatuvar hiicrelerinin
MSS’ne infiltrasyonu sonucu meydana gelir. Lezyonlarin neden oldugu KBB’i hasar ise

manyetik rezonans goriintiileme (MRG) ile gosterilmektedir (47).

2.1.5. Multiple Sklerozun Klinik Seyri

Multiple sklerozun alt tipleri 2013 yilinda Lublin ve ark. tarafindan klinik izole
sendrom (KIS), relapsing (atakli) MS ve progresif (kotiilesen) MS olarak ii¢ baslik altinda
tanimlanmustir (5).

Klinik Izole Sendrom

Klinik izole sendrom, beyin ve omurilikte enfeksiyon belirtisi olmayan ilk ataga
verilen isimdir. Hastaligin sinir sisteminde tuttugu bolgeye gore semptomlar degisebilir
ve bu sendrom aslinda MS’in ilk atagi olabilir. Tutulum optik sinirler, omurilik beyin ve
beyin sapinda goriiliir. KIS, akut ya da subakut gelisen, yiiksek ates ya da enfeksiyon
belirtisi olmadan, en az 24 saat siiren tipik MS atagina benzeyen Klinik bir tablodur (5,
48). KIS hastalarinin ileride MS gelistirme riski olmasi nedeniyle diizenli araliklarla
takibi ve beyin MR’larmin yeni bir belirti olmasa bile yilda bir kez tekrarlanmasi
gerekmektedir. KIS tanis1 alan hastalarda MRG*de demiyelinizan leyzonlarin varligt MS
tanis1 konulmasini saglar. KiS vakalar1 20 yila yakin takip edildiginde %80 oraninda
MS’e doniistiigii gosterilmistir (49, 50). Eger hasta sonraki ddnemde MS tanis1 alirsa, KIS
olarak adlandirilan bu atak, MS’in ilk atag: olarak kabul edilir.



Radyolojik izole Sendrom

Radyolojik izole sendrom (RiS), MS’de klinik olarak kabul gérmese de MRG’de
goriilen lezyonlar bu tan1y1 kuvvetlendirmektedir. 2009 yilinda ilk defa ortaya atilan RiS
terimi klinik belirtilerin  goriilmedigi anormal MRG’nin eslik ettigi hastalar
tanimlamaktadir. RIS tanisi alan hastalarin yaklasik olarak yarisinin 5 yil iginde klinik
olarak MS’e doniistiigii gosterilmistir. MS teshisi alan hastalarda ortak kriterler arasinda
omurilik lezyonlari, 37 yasindan kiiciik ve erkek olmak yer almaktadir. RIS'li hastalarda
erken aksonal kayip, beyin atrofisi ve inflamtuvar patolojilerin yani1 sira biligsel
bozukluklar, artmis anksiyete ve depresyon goriilmektedir (51).

Relapsing Remitting Multiple Skleroz

Relapsing remitting multiple skleroz, MS hastalarinin yaklasik %85’inde gériilen
en yaygin fenotipidir. Ataklar ve iyilesmeler ile seyreden siireclerle karakterize olup
ataklardan sonra meydana gelen yeni semptomlar engellilige yol agabilir veya mevcut
engellilikte artis goriilebilir. Ataklardan sonra, en az 24 saat siireyle enfeksiyon veya
metabolik bozukluk gelismeden zayiflik, duyu degisikligi, denge bozuklugu, gorme
keskinliginde bozulma, renkli gérme veya ¢ift gérme gibi ¢esitli norolojik semptomlar
meydana gelebilir (5). RRMS’de perivaskiiler lenfositik infiltratlardan dolay1 meydana
gelen inflamasyon, aksonal lezyonlar ve demiyelinizasyon niiks periyodu olarak
adlandirilir. Niiksii takiben 1yilesme doneminden sonra remiyelinizasyon goriiliir (52).

Sekonder Progresif Multiple Skleroz

Tedavi edilmeyen RRMS vakalar1 yaklasik 20 yil iginde SPMS vakalarina
doniismektedir. Atak ve iyilesmeler ile devam eden dénemin ardindan atak sayisinin
azaldigi aym1 zamanda hastalarda diizelme olmayarak engellilik seviyesinin arttigi
bildirilmistir. SPMS'de yer alan patolojide RRMS’ye gore daha az seviyede inflamasyon,
mitokondriyal disfonksiyonun neden oldugu nérodejenerasyon ve sonucunda akson
hasar1 goriilmektedir (5).

Primer Progresif Multiple Skleroz

Primer progresif multiple skleroz, MS’te yaklasik %10-20 oraninda goriilen,
baslangigtaki RRMS evresinin olmadig1 ve baslangigtan itibaren hastaligin ilerlemesi ile
karakterize klinik bir tablodur. PPMS siireci artan klinik sikayetler, MRG lezyonlar1 ve
genetik veriler ile karakterizedir. RIS hastalarinin %10 oraninda PPMS’e déniisme
thtimali bulunmaktadir. PPMS hastalarinda, RRMS fazinin yoklugunun MSS'de meydana
gelen sessiz leyzonlar ile iliskili oldugu bildirilmistir. PPMS ve SPMS hastalarinda niiks

olsun ya da olmasin her iki durumda da engellilik artmaktadir. SPMS'ye benzer sekilde,
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PPMS'deki patolojik tablo hafif-orta siddette inflamasyonla birlikte ortaya ¢ikan

norodejenerasyon ile karakterizedir (53).

2.1.6. Multiple Sklerozda Tam ve Tedavi

Multiple Sklerozda Tam Kriterleri

Tekrarlayan ve ilerleyen norolojik bulgularin varligiyla bagvuran hastalar i¢in MS
tan1 koyma siireci baglar. MS tani kriterlerini degerlendirmeden 6nce, klinisyenler klinik
oykii, muayene, goriintiileme ve diger mevcut verilerin MS ile ilgili demiyelinizasyonla
tutarli olup olmadigini belirlemelidir. MS tanisinin erken donemde konulmasi uzun
vadede hastalarda meydana gelen engelliligin en aza indirilmesine katkida bulunur (54).

Multiple skleroz tanisinda oOncelikle klinik tani Kriterlerinin  saglanmasi
gerekmektedir. Laboratuvar testleri ve goriintiileme analizleri (beyin ve omurilik MRG),
beyin omurilik sivisi (BOS) analizleri ve sinir sisteminin islevselligine iligkin testler
kullanilmaktadir. Ozellikle 2001 McDonald kriterleri hem klinik hem de laboratuvar
incelemelerini birlestirdigi i¢in giiniimiizde MS tanisinda kullanilmaktadirlar (55). Bu
kriterler; MS, olast MS ve MS dis1 olmak {izere 3 boliime ayrilmistir. Ayrica kriterlere
2005 yilinda yapilan revizyonla 2001 yilindaki kriterlerin temel 6zellikleri korunarak ve
ozellikle MRG'nin etkisi arttirilarak BOS ile ilgili karmagik olan o6zellikler
sadelestirilmistir (56, 57).

2017 yilinda yapilan McDonald kriterlerinde yapilan revizyon Tablo 2.1°de

verilmistir.

Tablo 2.1. 2017 yilinda yapilan revize McDonald kriterleri (58)

Atak Objektif Klinik Bulgulu Lezyon ~ Ms Tansi igin Ek Veri
>2 atak >2 Yok?
>2 atak 1 Yok?

SSS* de farkli bir alandaki
1 + oykiide bagka bir alandaki lezyona ait yeni bir atak veya
lezyona ait atak® MRGe ile mekanda yayilimin
gosterilmesi

Ek bir klinik atak veya MRG¢ ile
1 atak >2 zamanda yayilimin gosterilmesi
veya BOS-spesifik OKBe¢ varligi
SSS’ de farkli bir alandaki
lezyona ait yeni bir atak veya
MRGe¢ ile mekanda yayilimin
gosterilmesi ve ek bir klinik atak
veya MRG! ile zamanda

yayitlimin  gosterilmesi  veya
BOS-spesifik OKB¢ varlig

>2 atak

1 lezyona ait objektif klinik

1 atak bulgu
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Asagidakilerin 2’si
e MS tipik
(periventrikiiler,
kortikal/jukstakortikal
veya infratentoryal)
alanlarda >1 lezyon
e Spinal kordda >2
lezyon
e BOS-spesifik OKB
varlig1
% “Mekanda ve zamanda yayilimi gostermek i¢in ek bir teste gerek yoktur. Ancak beyin MRG tiim
hastalara yapilmalidir. Taniyr destekleyecek yetersiz klinik ve MRG bulgular1 olanlarda, tipik KIS
olmayanlarda, atipik 6zellikleri olan hastalarda ek olarak spinal kord MRG ve BOS tetkiki yapilmalidir.
Bu tetkikler yapilamadiysa ya da negatifse MS tanis1 koymadan dnce dikkat edilmeli ve alternatif tanilar
g0z Oniinde bulundurulmalidir.
» b: “Atak icin objektif norolojik bulgular temelinde konulmus klinik tam en giivenilirdir. Oykiideki ataga
ait dokiimante edilmis objektif nérolojik bulgular yoksa, dykii inflamatuvar demyelinizan olaya ait tipik
semptom ve klinik gelisim Ozelliklerini icermelidir. Ancak en az bir atak objektif bulgularla
desteklenmelidir. Objektif kanitlarin yoklugunda dikkatli olunmalidir.
“c:» MRG’de mekanda yayilim; MS tipik (periventrikiiler, kortikal/jukstakortikal, infratentoryal ve spinal
kord) 4 alanin >2’sinde >1 lezyon olmasi.
? d; “MRG’de zamanda yayilim; herhangi bir zamanda ¢ekilen MRG’de kontrast tutan ve tutmayan
lezyonlarin ayni anda bulunmasi veya takip MRG’sinde ilk MRG (¢ekildigi zamandan bagimsiz olarak)
referans alindiginda yeni bir T2 hiperintens lezyonun ya da kontrast tutan lezyonun olmasi.
e “BOS-spesifik OKB varligi zamanda yayilimi géstermez ama tanida onun yerine geger.”
OKB: Oligoklonal band

1 yil klinik progresyon
Sinsi Progresyon (retrospektif veya prospektif,
ataktan bagimsiz olarak)

Multiple Sklerozda Tedavi

Atak Donemi Tedavi

Multiple sklerozda noérolojik fonksiyon bozuklugu semptomlarinin akut veya
subakut olarak ortaya ¢ikmasi, tekrarlamasi, kotiilesmesi ile karakterize olan en az 24 saat
stiren yeni norolojik bulgularin ortaya ¢iktigi donem atak donemi olarak bilinmektedir.
Ataklar birden fazla olmamali ve 24 saatten az siirmemelidir. Her atak tedavi
gerektirmedigi gibi hastalarin glinliik yasam kalitesini etkileyen ve fonksiyonel kayiplara
yol acan ataklar tedavi gerektirmektedir (59).

Atak doneminde intavendz metilprednizolon tedavisi 3-5 giin uygulanmaktadir.
Idame tedavide ise streroid dozlar azaltilarak uygulanir. MS’in atak doneminde meydana
gelen inflamasyonu kortikosteroidler durdurmaktadir. Bunun yani sira uygulanan steroid
tedavisi MS prognozunu diizeltmemektedir (60). Atak doneminde kullanilan alternatif
secenekler arasinda adenokortikotropik hormon uygulamasi, plazmaferez ve intravendz
immunglobulin kullanimi yer almaktadir. Ancak intravenéz immunglobulinin etkinligi

hakkinda kanita dayali veri bulunmamaktadir (58).
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RRMS Dénemi Tedavi

Tekrarlayict diizelen multiple sklerozda kullanilan immiinomodiilator tedavi
hastaligin seyrini degistirebilecek tedavi secenekleri arasinda yer almaktadir. 1993’te
RRMS tedavisinde onaylanan ilk ilag¢ interferon-beta (IFN-B)’dir (61). IFN-B’nin tepotik
etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir ancak sitokinlerin anti-inflamatuvar etkili
oldugu bildirilmistir. Farkli bir diger anti-inflamatuvar ajan ise glatiramer asetattir (58).
MS'de oral tedavide teriflunomid, dimetil fumarat, fingolimod ve kladribin olmak iizere
4 farkli ajan kullanilmaktadir (58, 62).

Multiple sklerozda hedefe 6zgii spesifik molekiiller olmalar1 ve etkinliklerinin
yiiksek olmas1 monoklonal antikorlarin tedavi se¢enekleri arasinda yer almasina neden
olmustur. Monoklonal antikorlar, MS'in patogenezinde, 6zellikle de erken inflamatuvar
asamalarda anahtar rol oynayan immiin sistemi hedef alirlar. Hedefe yonelik
olmalarindan dolay1 ise daha az yan etki ve ilag-ilag etkilesimi gozlenir. MS tedavisinde
kullanilan monoklonal antikorlar arasinda okrelizumab, natalizumab, alemtuzumab ve

ofatumumab yer almaktadir (58).

2.2. Metallotiyoneinler

Metallotiyoneinler molekiil agirhgi 6-7 kilodaltondan kiigiik, sisteince zengin
metal baglayici protein grubuna ait hiicre i¢i proteinlerdir. MT ilk defa Vallee ve ark.
tarafindan 1957 yilinda at renal korteksinde kesfedilmistir (63, 64). Memelilerde MT-1,
MT-2, MT-3, MT-4 olmak tizere 4 izoformu bulunmaktadir. MT-1 ve MT-2 viicuttaki
tim hiicrelerde bulunurken, MT-3 esas olarak MSS'de ve az miktarda pankreas ve
bagirsaklarda bulunur. MT-4 ise deride ve iist gastrointestinal sistemde bulunur. MT-1,
MT-2 ve MT-4 izoformlar1 61-62 amino asitten olusurken, MT-3 formu 68 amino asitten
olugsmaktadir (65). MT molekiiliiniin metal baglama alanlari sistein kalintilaridir. Bu
alanlarda lizin (Lys) ve arginin (Arg) amino asit kalintilartyla yan yana dizilerek o ve 3
alanlar1 olarak adlandirilan tiyol agisindan zengin bolgeleri olusturur. Iki metal baglama
alani, genellikle aralayici veya baglayici olarak adlandirilan, sistein igermeyen bir
sekansla ayrilir. a-alan1 31-68 arasi amino asitten olusur ve C-terminal kenarinda yer alir.
N-terminal f-alani ise 1-30 aras1 amino asit i¢erir. a-domaininin Zn, kadmiyum (Cd), civa
(Hg) veya (kursun) Pb gibi iki degerlikli metal iyonlarindan dort adet, f-domaininin ise
tic adet baglayabildigi gosterilmistir (66).
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3 — domain o — domain

Sekil 2.3. Metallotiyonein molekiiliiniin metal baglama bolgeleri (66)

Proteinin metal baglamayan kismi apo-metallotiyonein (apo-MT) olarak
adlandirilir. Ayn1 zamanda MT’ler 12°den fazla tek degerlikli metalle reaksiyona girme
kapasiteleri vardir. Dogal olarak organizmada olusan Zn iyonlari, apo-MT’in ana
baglanma partneri olarak kabul edilir. Bununla birlikte, organizmada patolojik stire¢lerde
meydana gelen Cu, Cd, Hg, Pb, Pt, Cr, Bi ve Ag gibi diger esansiyel olmayan metal
iyonlart da siklikla apo-MT baglanma bolgelerine daha yiiksek afinite gosterirler. Ancak
demir (Fe) iyonlari apo-MT bdlgelerine diisiik afinite gosterirler (67).

Metallotiyoneinler normal ve patolojik hiicrelerin yani sira serumda da tespit
edilmiglerdir. Birgok Onemli hiicresel siireci diizenleyebilir ve aracilik edebilirler.
Fonksiyonel MT-1/2 izoformlar1 temel olarak hiicresel sitoplazmada ve bazi organellerde
bulunur; ancak agirlikli olarak mitokondride eksprese edilirler. MT-3’1in ise daha ¢ok
MSS’de salgilandigi gosterilmistir (68).

Metallotiyoneinlerin fizyolojik fonksiyonlar1 arasinda esansiyel metal homeostazi
ve taginmasi, toksik metallerin detoksifikasyonu, redoks reaksiyonlarinin modiilasyonu,
serbest radikallere karst savunma, noroprotektif etkisi, anti-apoptotik ve anti-
inflamatuvar etkileri yer almaktadir (Sekil 2.4). MT-1/2 izoformlarinin oksidatif stres
varhiginda hiicre cekirdeginde hizla yer degistirdigi gosterilmistir. Ayrica MT-1/2
molekiillerinin ¢ekirdekte lokalize olduktan sonra hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasinda
onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. MT-3 izoformunun, ¢ekirdek ve sitoplazmada
farklt lokalizasyonlarimin DNA hasarina karst korumada ve transkripsiyonun

diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig bildirilmistir (69, 70).

13



Metal iyonu tasinmasi

Metallerin detoksifikasyonu

Ekspresyonun diizenlenmesi

Redoks havuzunun onarimi

Metallotiyoneinler

Radikal temizleme

Metal homeostazi

Sekil 2.4. Metallotiyoneinlerin ana fonksiyonlari

Metallotiyoneinlerin spesifik metal kaynakli transkripsiyonunun kaniti olarak
MT’lerin indiiksiyonunun metal bagimli olmas1 ve MT geninin yukar: akis dizilerinde
metal yanit elementlerinin (MRE) varhig gosterilebilir. MRE-baglayici protein olan metal
transkripsiyon faktor-1 (MTF-1) MT gen ekpresyonunu baslatir (71). MTF-1'in DNA’ya
baglanmasi i¢in ortamdaki Zn konsantrasyonu artmalidir. Fareler iizerinde yapilan
caligmalarda MTF-1’in, MT'nin agir metal kaynakli ekspresyonu igin gerekli olan bir Zn
parmak proteini oldugu bildirilmistir. Yapisal olarak aktif olan MTF-1, metal
transkripsiyon inhibitorii (MT-1) olarak adlandirilan Zn'ye duyarli bir inhibitdr tarafindan
inhibe edilmektedir. Ortamda Zn'nin varliginda; Zn-iyonlari, Zn-parmak proteinlerinin
baglanma bolgelerine baglanarak MTF-1/MT-1 kompleksinin ayrismasina neden olur.
Boylece, MTF-1'in MT transkripsiyonunu aktive etmek amaciyla MT promotoriinde
MRE'lerle etkilesime girmesine izin verir (72, 73).

Yeni sentezlenen MT'lerin Zn'ye baglanmasi sonucunda MTF-1/MT-1 kompleksi
yeniden diizenlenir. Cd, Cu, Hg gibi diger metallar MT’yi indiikler, ancak bunu MRE
aktivitesi tizerinden yapmazlar. Hiicre i¢i Cd, Cu, Hg ve serbest radikal miktar1 artarsa

MT’ye bagli olan Zn serbest kalarak MTF-1"e baglanir ve MT sentezinin artmasina neden

14



olur (74, 75). MRE'ler, MT ifadesini diizenleyebilen bir¢ok proteinle etkilesime girebilir.
Ayrica serbest radikal iireten kimyasallarin yani sira etanol, kloroform ve alkilasyon
ajanlar1 gibi gesitli organik ¢oziiciiler de MT ekspresyonunu indiikleyebilirler (76).
Metallotiyoneinler Zn homeostazinda 6nemli rollere sahiptirler. Hiicre i¢i Zn
konsantrasyonu diizenlemesi MT’ye bagli Zn konsantrasyonuna baglidir. Yeterli hiicre
ici Zn konsantrasyonu saglanmadiginda MT, proteaz enzimler tarafindan hizlica
pargalanarak hiicre i¢i Zn konsantrasyonu diizenlenir (13). MT'ler hem sitozolik hem de
niikleer olmak iizere hiicre i¢inde veya hiicre disinda lokalize olabilirler.
Metallotiyoneinlerin ana islevi, metal homeostazinin diizenlenmesinin yani sira
Zn ve Cu dahil olmak {izere esansiyel metallerin tasinmasidir. Ek olarak MT'ler lipid
peroksidasyonunu azaltarak, hidroksil radikalleri, siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve
nitrik oksit (NO) radikalleri gibi ¢esitli ROT ajanlarini temizleyerek hiicreleri ROT
hasarina kars1 korurlar (13, 77). MT’ler ROT lar1 yakalayarak dokulara baglananip DNA
hasarma neden olmasini engellerler. Onemli hiicre depolari olan MT’ler gerektiginde Zn
ile yer degistirebilirler. MT-Zn kompleksleri ortamda ROT bulundugunda ilk olarak Zn
ROT’lar ile yer degistirir. MT ile baglanan ROT lar hiicre ve dokulara zarar veremez.
MT ve Zn aslinda hiicre i¢i antioksidanlar gibi davranarak hiicreleri hasardan korur.
Ozellikle oksidatif stres varliginda Zn’yi ortama gondererek antioksidan aktiviteyi arttirir
(78, 79). Zn proteinler, okside glutatyon (GSSG) gibi ROT iireten molekiillere maruziyet
sonrasinda i¢erdikleri siilfiir kiimelerine bagli Zn’yi serbest birakir ve Zn’nin aktif formu

olan serbest Zn tarafindan antioksidan sinyali diizenlenir (Sekil 2.5).

Metallotiyonein

Z1) — GSSGveya ROT 71w Protein

Metallotivoneinlerin

Redoks Déngiisii

Se
Metallotiyonein - Tiyoller Metallotiyonein - Distilfit

GSSG GSH

Sentez Degredasyon

———————p
———————

Sekil 2.5. Metallotiyoneinlerin redoks dongiisii (78)
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2.2.1. Metallotiyoneinler ve Esansiyel Elementler

Metallotiyoneinler ii¢ boyutlu yapiya sahip, tek veya li¢ boyutlu tiyol kiimelerinin
varligiyla karakterize olan sistein agisindan zengin proteinlerdir. En 6nemli fonksiyonlari
arasinda metal homeostazi ve detoksifikasyonu yer almaktadir. MT’lerin hem esansiyel
(Zn, Cu) hemde esansiyel olmayan metallerle (Hg, Cd) etkilesime girdigi gosterilmistir
(76).

Metaller, statik biyomolekiillerin stabilize sekilde calismasi i¢in enzimlerin ve
yapisal elementlerin vazgecilmez kofaktorleridir. Ayrica ndrotransmitter sentezi, noral
metabolizma ve oksijen taginmasit gibi beynin ana metabolik yolaklarina katilirlar. Son
yillarda redoks metallere (Fe, Cu) oOzellikle ROT iiretiminde yer aldiklari igin
norodejeneratif hastaliklarin nedeni olarak odaklanilmistir. Fe ve Cu, noérolojik
bozukluklarda arastirma konusu olmustur. hdirgenmis Fe ve Cu; DNA'ya, proteinlere,
lipitlere zarar vererek hidroksil radikallerinin {iretiminde rol oynarlar. Bu nedenle
metallerin homeostazindaki diizensizlik, MS de dahil olmak tizere ¢esitli norodejeneratif
hastaliklara katkida bulunabilir (80-82).

Ksenobiyotik Metaller
(Aliiminyum)

"

f Esansiyel Metal Homeostazinin Bozulmast N
\, (Demir, Bakir, Cinko) /
Oksidatif Stres

ROT olusumunun artmast

"

Antioksidan Kapasitenin Azalmasi (Glutatyon)
Mitokondriyal disfonksiyon

!

Lipidler, Proteinler, DNA
Oksidasyonu

1 !

Matriks Metalloproteinaz
Aktivitesi

! ! !

Mikroglia Aktivasyonu Miyelin Kilif Yikimt Norodejenerasyon

Immiin Disfonksiyon

Sekil 2.6. MS hastalarinda MSS'deki fizyopatolojik siirecte eksojen ve endojen metal

homeostazinin bozulmasinin sematik gésterimi (81)
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Norodejeneratif hastaliklar noéronlarin uzun siireli kaybi ile karakterizedir.
MSS’de yavas ve ilerleyici noron kaybi Parkinson ve Alzheimer gibi hem akut hem de
kronik nérodejeneratif durumlarin ana patolojik nedenidir. Giiniimiizde metal iyonlarinin
norodejeneratif siireglerde, ozellikle de sinaptik iletimde yer aldigi gosterilmistir.
Alzheimer ve Parkinson gibi hastaliklarda dokularda yiiksek Fe igerigi ile amiloid
plaklarda Cu ve Zn birikiminin anormal dagilimi gozlenmistir (83). Ayrica Alzheimer,
Parkinson, Menkes hastaligi, Amyotrofik Lateral Skleroz ve Prion bozukluklar1 dahil
olmak iizere g¢esitli norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde Cu seviyelerinde
degisiklikler oldugu bildirilmistir (84).

Beyin dokusu karacigerden sonra en yiiksek Cu igeren organdir (85). Cu;
norotransmiter biyosentezi, mitokondriyal aktivite, oksidatif hasara karsi savunma gibi
temel hiicresel siireglerde yer alan proteinlerin bir kofaktoriidiir. Fizyolojik olarak
parankimal hiicreler arasinda astrositlerin beyindeki Cu homeostazi iizerinde etkili
oldugu disiiniilmektedir (86).

Cinko, MSS fizyolojisi ve patolojisinde 6nemli bir esansiyel elementtir. Beyinde
tiim enzimatik reaksiyonlar1 katalizledigi i¢in ndrotransmisyon ve metabolizma dahil
birgok hiicresel siiregte yer almaktadir (86, 87). Beyindeki baslica Zn islevlerinden biri
sinaptik iletimi modiile etme yetenegidir. Zn; neokorteks, amigdala ve hipokampuste yer
alan glutamaterjik ve gabaerjik noéronlar gibi spesifik noron tiirlerinin sinaptik
keseciklerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir (87). Bu nedenle beyindeki Zn
seviyeleri kritik 6nem tasimaktadir. MT’lerin Zn’ye kars1 affiniteleri bulundugundan Zn

homeostazindan sorumlu olduklari bildirilmistir (88).

2.2.2. Metallotiyoneinler ve Santral Sinir Sistemi

Metallotiyoneinler sisteince zengin olan Zn, Cu ve Cd gibi metalleri baglayict
proteinler olarak bilinirler. Metal iyonlarii baglayarak detoksifikasyon ve homeostaz
mekanizmalarmin diizenlenmesini saglayan MT’ler ayn1 zamanda antioksidan, anti-
apoptotik ve anti-inflamatuvar etkilere de sahiptirler (89).

Oksidan ve antioksidan sistem arasindaki homeostazin bozulmasina bagli olarak
oksidatif stres meydana gelir. Oksidatif stres ndrodejeneratif hastaliklarin nedenleri
arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Yapilan aragtirmalarda oksidatif hasarin Alzheimer
ve Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarin, serebral iskemi ve epilepsi gibi diger

norolojik bozukluklarin patofizyolojisinde hayati bir rol oynadig: bildirilmistir. MT'ler
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inflamasyon, oksidatif stres ve apoptoz gibi olaylarin modiilasyonu yoluyla hasarli beyin
dokusu tarafindan indiiklenen eksitotoksisiteye karsi néronlari koruyabilirler (90).

Metallotiyoneinler astrositler basta olmak {izere hiicresel sitoplazma, mitokondri,
lizozom, koroid, araknoid, pia mater, meningeal ve ependimal hiicreler i¢inde eksprese
edilen proteinlerdir. Beyin yiiksek seviyede oksijen tiiketiminden dolay: oksidatif hasara
kars1 oldukg¢a savunmasizdir. Norodejeneratif hastaliklarda artan oksidatif stres genellikle
MT-1 ve MT-2 dahil olmak iizere antioksidan savunma mekanizmalariyla iliskilidir;
MT’ler, oksidatif stresin neden oldugu hasari hafifleterek oksidatif hasar1 azaltabilirler,
bu da bu protein ailesinin iglevlerinin baslangigta diisiintildiigiinden daha karmasik ve
gesitli oldugunu diisiindiirmektedir (91).

Metallotiyonein 1 ve 2’nin biyosentezi beynin farkli bolgelerinde meydana gelir.
Son zamanlarda yapilan galismalarda MT-1/2’nin ayn1 zamanda hiicre i¢i ve hiicre disi
olarak dagitildigi, bdylece ndronlarin bu proteinleri diisik yogunluklu lipoprotein
reseptor ailesi araciligiyla sitoplazmalarina dahil edebildikleri bildirilmistir. Mikroglia
hiicreleri, oligodendrositler ve ndronlar genellikle MT-1/2 ekspresyonu gostermese de,
beyindeki hasara kars1 yanit olarak eksprese edildigi gosterilmistir (91, 92).

Metallotiyonein-3 agirlikli olarak noronlarda ekprese edilmektedir. MT-3 diger
izoformlarindan farkli olarak +3 ve +4 degerlikli metal iyonlar1 igermektedir. Saglikli bir
beyinde MT-3 ekpresyonu smirli olmakla birlikte beyin hasarindan sonra glia
hiicrelerinde MT-3 artis1 bildirilmistir. MT-3'iin hiicresel lokalizasyonunun esas olarak
noronlarda, 6zellikle de yiiksek Zn konsantrasyonuna sahip alanlarda oldugu kabul
edilmektedir (91, 93).

Noroinflamasyon siireci noral disfonksiyona ve noral hiicre kaybina yol agarak
ROT’larmn artis1 ile birlikte ndrodejeneratif hastaliklarin gelisimine katkida bulunur.
MT’ler, sitokinler, interlokin (IL)-6, IL-3 ve timor nekroz farktor (TNF)-a ile
astrositlerde bulunan interferonlar olmak tlizere inflamatuvar faktorlerin ekspresyonunu
diizenler. IL-6 beyin hasari durumunda ndroprotektif bir protein olaran MT’leri

indiikleyerek fagositozu ve inflamatuvar sistem elemanlarinin salimini artirmaktadir (91,
93, 94).
2.2.3. Metallotiyoneinler ve Multiple Skleroz

Multiple skleroz, gevresel ve genetik faktorlerin eslik ettigi MSS’nin kronik
demiyelizan inflamatuvar hastaligidir. Hastalik gelisiminde rol oynayan mekanizmalar

kapsamli bir sekilde incelenmis ve mevcut verilerin ¢ogu, interferon (IFN)-y ve TNF-a
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gibi proinflamatuvar sitokinleri salgilayan CD4+T helper (Th)-1 lenfositlerin aracilik
ettigini gostermektedir. Bu kapsamda ayrica ndron ve miyelin hasarinda oksidatif stresin
rolii oldugu gosterilmistir (95). MT'ler, oksidatif stresin meydana geldigi kosullar altinda
biriken, diisiik molekiil agirlikli ve agir metal baglayan sistein agisindan zengin
proteinlerden olusan bir protein ailesidir. MT'lerin dort izoformu da antioksidan sistem
ile iligkili bulunmustur. Son zamanlarda yapilan galismalar MT-1/2'nin deneysel
otoimmiin ensefalomiyelitli  (experimental autoimmune encephalomyelitis/EAE)
farelerin beyninde indiiklendigini bildirmistir. Zn/MT-2 tedavisinin zamana ve doza bagli
bir sekilde EAE'nin siddetini ve mortalitesini azalttig1 gosterilmistir. Bu veriler, EAE'de
MT-1/2'nin koruyucu roliinii desteklemektedir (96, 97).

Metallotiyonein 1 ve 2’nin protein ekspresyonu, Alzheimer, amiyotrofik lateral
skleroz, beyin iskemisi ve pick hastaligi gibi nérodejeneratif hastaliklarda incelenmistir.
Ancak MT-1/2 ekspresyonu MS'de spesifik olarak arastirilmamistir. MS tanist alan
hastalardan alinan beyin dokusu 6rneklerinde mikroarray analizinin yapildigi ¢calismada
tim dokularda MT-1/2 gen ekspresyonunun 6nemli 6l¢iide indiiklendigi bildirilmistir.
Ayrica immiinohistokimyasal ¢alismalarda 6len ti¢ MS hastasindan ve iki kontrolden
alinan beyin dokularmin aktif ve inaktif lezyonlarinda MT-1/2 immiinoreaktivitesinin
onemli Olgiide arttigi gosterilmistir. MS'li beyin boliimlerinin MT-1/2 eksprese eden
hiicrelerinin hi¢bir zaman oksidatif strese veya apoptoza maruz kalmadigr goriilmiistiir.
Bu durum, MT'lerin muhtemelen oksidatif strese ve hiicre 6liimiine kars1 koruyucu bir
role sahip oldugu hipotezini desteklemektedir (97).

Mevcut literatiir verilerine gére, MT-1/2'nin doku hasariyla basa ¢ikmaya calisan
faktorler olarak MS patogenezinde yer aldigi diisiiniilmekte ve MT-1/2 ile tedavinin
potansiyel olarak yararli olabilecegi One siiriilmektedir. Deneysel EAE modellerinde,
MT-1/2’nin dogrudan antioksidan olarak etki edebilecegi, makrofajlar tarafindan iiretilen
ROT’lar1 azaltarak dolayli olarak oksidatif stresi azaltabilecegi veya astrosit sayisini
artirarak oksidatif stresi azaltabilecegi seklinde farkli hipotezler de 6ne siiriilmektedir. Bu
nedenle bu proteinlerin EAE/MS'de tedavi edici etkileri olasidir ve MT-1/2, MS tedavisi
icin potansiyel olarak aday gosterilebilir (97, 98).
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2.3. Esansiyel Metaller ve Santral Sinir Sistemi

2.3.1. Cinko

Cinko, insan viicudunda en ¢ok bulunan ikinci esansiyel eser element olarak
hiicresel ¢cogalma, transkripsiyon, apoptoz, biiylime, immiin sistem ve yara iyilesmesi gibi
birgok fizyolojik siirecte kritik rol oynar. Insan viicudunda bulunan proteinlerin
%10’unun islevini gerceklestirmesi i¢in kofaktér olarak Zn goérev alir. Zn, MSS’nin
ihtiyag duydugu bir elementtir ve beyinde bulunan Zn, metalloenzimler ve
metalloproteinlere baglanarak etki gosterir. Zn?"'nin, kalsiyum (Ca) gibi cesitli sinyal
iletim yollarinda ikincil haberci olarak hizli ligand degisim reaksiyonlarinda yer aldigi
bulunmustur. Bu nedenle, Zn?* eksikligi sonucunda immiin sistem bozukluklar1, 6grenme
giicliigli, koku alma ve tat alma bozukluklari, beyin gelisimi, biiylime ve Yyara
iyilesmesinde gecikme goriilebilir. Redoksa kars1 bir metal olarak Zn?*, bir dizi molekiil
ve enzim aracilifiyla gii¢lii antioksidan 6zellikler sergiler ve boylece oksidatif strese karsi
onemli bir rol oynar. Ancak asir1 Zn?*, esas olarak oksidatif stres olusumu yoluyla
norotoksisiteye neden olabilir. Bu nedenle felg, epilepsi ve iskemi i¢in bir risk faktorii
olarak bilinmektedir (99). Beyinde, Zn?* homeostazi MT, Zn?* tasiyicilar1 (ZnT) ve Zrt-,
Irt-benzeri proteinler (ZIP) olmak iizere ii¢ protein ailesi tarafindan saglanir (100) (Sekil
2.7).

Zn**

Serbest Cinko Iyonu

Cinko Proteinler

Sekil 2.7. MSS’de ¢inko homeostazinda rol oynayan metallotiyoneinler (MT), Zrt- ve
Irt benzeri proteinler (ZIP) ve Zn tasiyicilar: (ZnT) (100)
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Metallotiyonein, sitoplazmik Zn?"’yi tamponlayan ana baglayici proteindir. 61
amino asitten olusan, sistein agisindan zengin bir peptiddir. MT’nin 20 sistein kalintisi;
Zn?*, Cu?*, Hg®" ve Cd®" dahil olmak iizere ¢esitli iki degerlikli metallerin baglanma
bolgeleridir. Her MT, bir rezervuar olarak metal-tiolat kiimeleri araciligiyla 7 Zn?*
atomuna baglanabilir. MT'lerin salgilanmas1 Zn?* diizeyindeki artisa bagli olarak

indiiklenmektedir (99).

2.3.2. Bakir

Bakir, beyin dokusunda redoks dengesinin korunmasinda 6nemli rol oynayan
elektron transfer reaksiyonlarinin kofaktoriidiir. Noronal gelisimin, olgunlagsmanin ve
fonksiyonlarin 6nemli bir bileseni olan Cu, beyin bariyerlerinde bulunan Cu tasiyicisi
yoluyla beyne kontrollii bir sekilde girebilmektedir. KBB ve kan-BOS bariyeri tarafindan
beyindeki Cu homeostazini diizenlemektedir. Beyin, viicuttaki Cu’nun yaklagik %9'unu
igeren viicudumuzda Cu seviyesinin en yiiksek oldugu {igiincti organdir. Beyinde Locus
coeruleus adi verilen kiiciik bir bdlgedeki beyin sapt néronlari ise en yiiksek Cu
seviyesine sahiptir. Cu farkli oksidasyon durumlarinda oksitlenir, ancak Cu* ve Cu?

oksidasyon durumlari hiicreler iginde en yaygin olanlardir (101).

2.3.3. Esansiyel Metaller ve Multiple Skleroz Arasindaki fliski

Multiple sklerozun etiyolojisi hala belirsizligini korumakla birlikte, enfeksiyon,
genetik, immiinolojik ve cevresel faktorlerin hastalik patolojisine katkida bulundugu
disiiniilmektedir. MS’in nedenlerinden biri ise metal homeostazinin bozulmasidir.
Literatiir calismalarinda, MS hastalarmin hem serum Zn?* seviyelerinin hem de Zn?*
alimmin azaldig1 gosterilirken; saglikli kontroller ile MS hastalar1 arasinda serum Zn?*
seviyelerinde anlaml1 bir fark olmadig: hatta MS hastalarinda plazma Zn?* seviyelerinin
daha yiiksek oldugu gosterilmistir. MS hastalari lizerinde yapilan sinirl sayida ¢caligmada
ise metal homeostazinin bozulmasina dair net sonuglar bulunamamistir (99).

Multiple skleroz ile iligkili bir diger element olan Cu’nun, glia hiicrelerindeki artan
seviyeleri mitokondriyal elektron tasima sisteminin ve sitokrom oksidaz sisteminin
hasaria neden olur. Bu nedenle Cu selatorii ajanlar, MSS iizerinde demiyelinizasyon
modeli olusturmak i¢in kullanilirlar. Cu baglayici ajanlar ile tedavi sonucunda MSS'ne
tasiman Cu iyonlar1 oligodendrosit hiicreleri iizerinde toksisite gostererek,

demiyelinizasyona neden olurlar. Cu homoestazinin birikme yoniinde bozulmasi ile MS

arasinda bir iligki bulunmakla birlikte 6rneklem biiyiikliigiiniin az oldugu ¢aligmalar ile
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tasarlanmis ve bu calismalara ait ¢eliskili veriler bulunmustur. MS patogenezinde etkili
proinflamatuvar sitokinlerin tiretiminde Zn 6nemli bir rol oynar. Cu ise ATP iiretimindeki
enzim reaksiyonlarinda ve sinirlerde impuls iletiminde rol oynamaktadir. Cu birgok
enzimin yapisi ve isleviyle iliskilendirilmis, ancak inflamatuvar siiregteki rolii tam olarak
aciklanamamistir. Cu, oksijen radikallerinin olusumunda rol oynadigi i¢in, Cu’nun fazlasi
viicutta toksisiteye neden olabilir (101).

Yapilan tez kapsaminda MS’e yol agan mekanizmalarin aydinlatilmasi
hedeflenmistir. Bununla birlikte, serum Cu ve Zn gibi degistirilebilir belirteclere erken
donem miidahale edilmesi, hastaligin komplikasyonlarinin azaltilmasina yardimci
olacaktir. Klinik ve in vitro olarak yapilan analizler kapsaminda MS ile esansiyel
elementler arasindaki iligki aydinlatilarak, yeni metal hedefli terapotik yaklagimlarin

gelistirilmesine katki saglanacaktir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Gerecler

Tez galigmasi siirecinde kullanilan kimyasallar, ara¢ ve gerecler Tablo 3.1 ve

Tablo 3.2°de yer almaktadir.

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Ad1

(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum

BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix

Dimetil stilfoksit

Dulbecco's modified eagle medium

Diisiik erime noktal1 agar

Etidyum bromiir

Etilen diamin tetra asetik asit

Fenazin meta siilfat

Fosfat tamponlanmis tuz ¢ozeltisi

Fetal sigir serumu

Hidrojen peroksit

Hidroklorik asit

Histopaque 1077

Human serum MT-1 ELISA kit

Human serum MT-2 ELISA kit

Human serum MT-3 ELISA kit

Normal erime noktali agar

PCR MasterMix

Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin

Potasyum hidroksit

Potasyum kloriir

Sodyum hidroksit

Sodyum Klortir

Tripsin

Triton-X 100

Trizol




3.1.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Tablo 3.2. Kullanilan arag ve geregler

Mevcut Altyapy/Ekipman Tiirii,

Modeli Modeli
Buzdolab1 Arcelik
Derin dondurucu/-20°C Ugur Derin Dondurucu
Derin dondurucu/-80°C NUVE
ELISA plak okuyucu BioTek Synergy HTX Multimode Reader
Enzim-immiinoassay plak yikayici Sorin Biomedica
Mikrosantrifiyj tiipt Eppendorf
Floresans mikroskop Zeiss Axioscope Al

Inverted mikroskop

SopTop Instruments

Karbondioksit inkiibator

NUVE

Manyetik karistirict

Dottingen 7801

Mikrosantrifiij NUVE
Orbital galkalayici BOECO, PSU-2T
Otomatik pipetler Eppendorf

pH metre Cyberscan pH 500
Santrifiij NUVE
Spektrofotometre PG Instruments-T60
Steril ¢aligma kabini NUVE
Terazi Mettler H54, AT201
Vorteks/Minishaker SCILOGEX-MX-S
Yazici HP laser 1310

3.2. Yontem

3.2.1. Numunelerin ve Verilerin Toplanmasi

Bu tez ¢alismasi 2022/44 numarali etik kurul onay1 ve TDK -2022-3012 numarali
Inénii Universitesi Bilimsel Arastirma Proje (BAP) destegi ile yiiriitiilmiistiir. Calismaya
Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Néroloji Anabilim Dali’na rutin kontrol
amaciyla bagvuran 18-55 yas arasi 100 birey (30 kontrol ve 70 MS hastasi) dahil edildi.
Calismaya katilan tiim katilimcilardan bilgilendirilmis onam formu alindi. Rutin testler
i¢cin kan verecek hastalardan, kan alma islemini takiben damar yolu kapatilmadan (kateter
cekilmeden) once biyokimya tiipiine 4-5 mL kan 6rnegi alindi. Toplanan kan 6rnekleri
oda sicakliginda 3000 devir/dakikada 15 dakika santrifiijlenerek serum kisimlar1 ayrildi.
Elde edilen serum ornekleri 3 ayr1 mikrosantrifiij tiipiine konularak analiz giiniine kadar
-80 °C’de muhafaza edildi.
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3.2.2. Hasta Se¢imi, Dahil Etme/Dislama Kriterleri

Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

Multiple skleroz tanisi alan ve basvurudan en az 30 gilin once son atagi yasayan

hastalar ¢alismaya dahil edildi. MS hastalarinin yasi, cinsiyeti, hastalik siiresi, MS tipi,

kullandig1 ilaglar kaydedildi. Poliklinik kontrolleri sirasinda tiim MS hastalarinin ayrintili

hikayesi alind1 ve nérolojik muayenesi yapildi.

Cahsmadan Dislanma Kriterleri

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda hastalarin dislanma kriterleri;

flerleyici MS tanisi konulan,

Akut atak geciren ve hastanede yatan,

MS disinda herhangi bir metabolik, enfeksiy6z, inflamatuvar, karaciger,
bobrek, kardiovaskiiler ve psikiyatrik hastaligi bulunanlar,

Bilinen malignite Oykiisii bulunan is kollarinda ¢alisanlar ¢alismaya dahil

edilmedi.

3.2.3. Serum Numunelerinin Analizi

Metallotiyonein (MT) Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum MT-1, MT-2 ve MT-3 diizeylerini belirlemek igin, iireticinin talimatlarina

gore insan metallotiyonein enzim baglantili immiinosorbent deney (ELISA) kit

protokoliine gore deney prosediirleri uygulandi (Elabscience Biotechnology Inc.), ELISA

plak okuyucuda optik dansiteleri 450 nm’de 6l¢iildii (BioTek Synergy HTX Multimode
Reader) (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Serum numunelerinde ELISA yontemi ile metallotiyonein diizeylerinin

analizi

Serum Zn ve Cu Diizeylerinin Tayini

Serum Zn ve Cu diizeyleri i¢in kontrol ve hastalardan alinan kan 6rnekleri 3000
devir/dakikada 15 dakika santrifiij edildi. Numuneler 1°e 3 oraninda Triton X-100 ile
seyreltildi. Elde edilen numunelerin serum Zn ve Cu diizeyleri atomik absorpsiyon
spektroskopisi (AAS/PerkinElmer Instruments AAnalyst 800) kullanilarak olgtildii (102)
(Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Serum Cu ve Zn diizeylerinin AAS yontemi ile analizi

Alkali Comet Teknigi ve Lenfositlerin izolasyonu

DNA hasar analizi, Singh vd. tarafindan belirtilen alkali Comet analiz yontemine
gore belirlendi (103, 104).

Lamlarin Hazirlanmasi

Mikrodalga firinda %0.65°lik normal erime noktali agar (NMA) kontrol edilerek
hazirlandi. NMA behere alinip, lamlar beher igerisine daldirildi ve 6n yiizlerinin NMA
ile kaplanmasi saglandi. Lamlar oda sicakliginda ve karanlik ortamda 24 saat kurutuldu.

Lenfositlerin izolasyonu

Saglikl1 kontrol ve hasta bireylerden alinan 100 pL taze kan 6rnekleri {izerine 100
uL soguk fosfat tamponlu salin (PBS) (+4°C) eklendi. 10 dakika boyunca buz iizerinde
altlist edilerek bekletildi. Bu siire igerisinde 100 uL Histopaque 1077 tiipiin dibine
eklendi. Tipler 1060 devir/dakikada +4°C’de 3 dakika santrifiij edildi. Tiiplerin tam

ortasinda olusam pembe bulutsu tabakada bulunan lenfositlerden 100 pL alinarak

27



ependorf tiiplere konuldu. Toplanan lenfosit siispansiyonlar1 37°C’de hazirlanan
%0.65’lik diisiik erime noktali agar (LMA) ile pipetaj yapilarak karistirildi. LMA ile
karistirilan lenfosit siispansiyonlar1 lama yayild1 ve tizerleri lamelle kapatildi.

Kontrol bireylerden alinan kan 6rneklerine H2O; ile muamele edilmesi;

900 uL PBS + 100 pL. H202 + 100 puL izole lenfosit slispansiyonu eklendi
1060 devir/dakikada +4°C’de 3 dakika santrifiij edildi

Eppendorf tiiplerin {izerinden 1000 pL’lik kisim alind1 ve altta kalan hiicre
stispansiyonuna 100 uL. LMA eklenerek pipetaj yapildi.

Lamlara yayilan izole lenfosit siispansiyonlari buzdolabinda agar

katilagincaya kadar bekletildi (20-30 dakika).

Lizis Asamasi

Ustleri lamelle kapatilan lamlar 20-30 dakika buzdolabinda bekletildi. Uzerindeki
lameller siyrildi. Lamlar cam saleler igerisine sirt sirta dizildi ve iizerine lizis ¢ozeltisi
eklendi. Saleler en az 1 saat buzdolabinda bekletildi.

Alkali ile Muamele — Elektroforez Asamasi

Elektroforez tankinin alt tabani1 tamemen buz ile kaplandi. Tank buzlarin icerisine
oturtuldu. Lamlar tankin igerisine ayn1 kontrol ve hasta gruplar karisilikli gelecek sekilde
yerlestirildi. Lamlar 20 dakika boyucunca elektroforez ¢ozeltisinde bekletildi. 20 dakika
boyuncada 25 V, 300 mA uygulanarak ¢alistirildi. Téim lamlar +’dan —’ye dogru dizildi.

Notralizasyon Asamasi

Lamlar nétralizasyon tamponu ile muamele edilmek {izere tekrar cam salelere
dizildi. 3 kez 5 dakika araliklarla notralize edildi. Tiim asamalarda lamlar buzdolabina
alind1.

Boyama Asamasi

Lamlar 50 pL etidyum bromiir ¢ozeltisi ile boyandi. Lamlarin iizerine lamel
kapatildi. Lamlar 20-30 dakika boyunca buzdolabinda bekletildi. Dolaptan ¢ikarilip 5
dakika kadar oda sicakliginda bekletildi ve analiz yapildi.

Skorlama

Skorlama islemi floresans mikroskop (Leica, Almanya) ve Argenit Kameram

(Ankara, Tiirkiye) yazilimi kullanilarak yapildi. Her lamdan rastgele 50 hiicre sayildi,
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gruplarin kuyruk yogunlugu (tail intensity/TI), kuyruk uzunlugu (tail lenght/TL) ve
kuyruk momenti (tail moment/TM) parametreleri belirlendi. TI, TL ve TM
parametrelerinde meydana gelen artislar Olgiilerek, DNA hasarinin varli§i ve orani

belirlendi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Comet deneyinin basamaklari; Slaytlarin elektroforez tankina dizilimi, DNA

hasarinin floresans mikroskopla goriintiilenmesi ve skorlama

Hiicrelerin skorlamasi yapilirken hasarsiz, orta hasarli ve siddetli hasarli olmak

lizere li¢ gruba ayrildi (Sekil 3.4).

a) Hasarsiz b) Orta Hasarlu ¢) Siddetli Hasarl

Sekil 3.4. Hiicrelerin skorlamasi hasarsiz, orta hasarli ve siddetli hasarli olmak tizere

gruplandirildi (x20, x40, x100)



3.2.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Hiicre Kiiltiirii Kosullan

Hiicre kiiltiirii caligmalarina baslamadan once karbondioksit inkiibatorii %70’lik
etanol ile silindikten sonra su haznesine 200 mL distile su eklenerek gaz vanasi agildi. 24
saatin sonunda %5 CO, ve 37°C’ye sabitlenerek hiicreler i¢in uygun ve steril kosullar
saglandi. Calisma boyunca diizenli olarak temizlenip, su haznesi kontrol edildi.
Calismada kullanilan serolojik pipetler, pipet uclari, flasklar, enjektorler, siringa ucu
filtreler, falkon tiipleri, mikrosantrifiij tiipleri ve hiicre kiiltiirii kaplar1 steril ve tek
kullanimlik olacak sekilde kullanildi.

Hiicre Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirli ¢alismalar1 boyunca kullanilmak iizere 6nce 37°C’ye ayarlanan su
banyosunda; glutamin igeren Dulbecco's modified eagle medium (DMEM), fetal sigir
serumu (FBS) ve Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin (PSA) 15 dakika inkiibe edilerek
uygun sicakliga ulasmalar saglandi. Inkiibasyon sonrasinda %70’lik etanol ile silinerek
kabin igerisine alindi. 500 mL' lik DMEM igerisine; %10 FBS ve %1 PSA eklenerek
besiyeri homojen hale getirildi ve hazirlanan besiyeri +4°C’de saklandi.

Hiicre Hatlari, Hiicrelerin Coziindiiriilmesi ve Ekimi

Tez ¢alismasinda kullanilacak hiicre hatlari; insan néroblastom (SH-SY5Y) ve
insan fibroblast (L929) hiicre hatlaridir. -80°C'den g¢ikarilan hiicre hatlar1 37°C'de
¢ozlindiiriildii. Coziinme islemi tamamlandiktan sonra hiicreler laminar giivenlik kabin
igerisinde yaklasik igerisinde 5 mL DMEM bulunan 15'lik falkon tiiplere eklendi ve 1300
devir/dakika 5 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda iist kisim steril serolojik pipet ile alind1.
Altta kalan hiicre pelleti tizerine 2 mL DMEM eklendi ve kopiik olusturmayacak sekilde
pipetaj yapilarak hiicrelerin homojen dagilmasi saglandi. Besiyeri miktar1 25 cm? flasklar
i¢in 5-7 mL, 75 cm? flasklar igin ise 12-14 mL olarak ayarlandi. Flasklarm iizerine yapilan
etiketlemede hiicre hattinin adi ve hiicre ekim tarihi yazildi ve aktarilan hiicrelerdeki
hiicre yogunlugu mikroskopla incelendi sonra inkiibatore kaldirildi. Hiicrelerin canliligi,
morfojik goriintiileri ve ¢ogalma hizlar1 her giin diizenli olarak kontrol edildi.

Test Maddelerinin Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Hiicre hatlarina uygulanmak tizere 10 mM’lik ZnSO4.7H20 ve CuSOs stok
konsantrasyonu dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde hazirlandi. Stok konsantrasyondan
hareketle 0-500 uM (0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500) arasinda olmak tizere dokuz
farkli konsantrasyon hazirlandi. Hiicrelere uygulanan dozlarda DMSO miktar1 1/1000

30



olarak belirlendi. Negatif kontrol olarak 1/1000 oraninda DMSO igeren DMEM, pozitif
kontrol olarak %20 DMSO iceren DMEM kullanildi. Uygulanacak test maddelerinin
soliisyonlar1 her deney tekrari i¢in taze hazirlandi.

Hiicre Canhhg Tayini: (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil) -
2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum

Hiicre kiiltiirii calismalarinda uygulanan maddelerin hiicre canliligina etkilerinin
belirlenmesinde kolorimetrik yontemlerden biri olan (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-stilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS) testi kullanildi (105).
MTS testi igin ilk olarak MTS reaktifinden 0.084 g tartildi ve 1siktan korunmasi igin
allimiinyum folyo ile falkon tiipiin etrafi sarildi. Falkon tiipiin iizerine 43 mL PBS eklendi
ve vorteks ile MTS’ nin ¢dziinmesi saglandi. 0.02 g fenazin meta stilfat (PMS) tartild1 ve
2.1 mL PBS eklenerek vortekslendi. Sonrasinda PMS soliisyonu MTS igeren falkon tiipe
aktarilarak tiim soliisyon vortekslendi. 0.2 um’lik filtreden gecirilerek yaklasik 5 mL
olacak sekilde falkon tiiplere ayrildi. Ayrilan MTS soliisyonlar1 -20°C’de muhafaza
edildi. Tiim ¢alismalar laminar flow kabinde ve karanlik ortamda yapildi.

96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarina ZnSQO4.7H20 ve CuSOg4, 0-500 uM (0, 50,
100, 150, 200, 250, 300, 400, 500) arasinda olmak iizere dokuz farkli konsantrasyonda
uygulandi. SH-SYSY ve L1929 hiicre hatlarina test maddeleri uygulandi. Test
maddelerinin uygulanmasindan 24 saat 6ncesinde yaklagik olarak her bir kuyucukta 5000
hiicre olacak sekilde 4 adet 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plaklarina ekildi (Sekil 3.5).
24 saatin sonunda ZnSO4.7H20 ve CuSOys, 0-500 uM dozlarinda uygulandi. 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii plaklarindaki besyeri aspirator cihazi ile aspire edildi. MTS soliisyonu her
bir kuyucuga esit olarak dagitildi. Kuyucuklardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA
plak okuyucuda 450 nm dalga boyunda okutuldu.

31



Sekil 3.5. SH-SYSY ve L929 hiicre hatlarinin 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii kabina

ekimi

Kontrol kuyucuklarindan elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alindi ve
bu deger %100 hiicre canliligr olarak kabul edildi. ZnSO4.7H20 ve CuSO4 tuzlari igin her
bir konsantrasyon 4 tekrarli olarak calisildi. Her bir grup i¢in hiicre canliginin %50’sinin
inhibe oldugu dozlar (ICso) belirlendi. 24. ve 48. saatin sonunda MTS testi uygulandi.
Tiim MTS testi boyunca laminar flow kabinin 15181 ve laboratuvarin igiklart kapatildi.

Gen Ekspresyonu Analizi

MT-HA, MT-IIl, MTF-I, MRE-11 genlerinin ekspresyon seviyelerinin gercek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizi ile belirlenebilmesi i¢in sirasiyla
6 kuyucuklu hiicre kabina hiicre ekimi ve ICsp konsantrasyonlarin1 uygulamay1 takiben
MRNA izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-PCR analizi yapildi (106) (Sekil 3.6).

Protokole gore T-75 flasklarda belirli yogunlukta olan hiicreler 6ncelikle tripsin
ile kaldirild1. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarma 5x10° hiicre olacak sekilde hiicrelerin
ekimi yapildi. Hiicrelerin mikroskoptaki goriintiileri incelendikten sonra plaklarin
tabanina tutunmasi igin 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda tabana tutunan
hiicrelerin tizerindeki besiyeri aspire edilerek belirlenen ICso konsantrasyonlari hiicre
plaklarina uygulandi. Negatif kontrol olarak sadece besiyeri kullanildi. 6 kuyucuklu steril
hiicre kiiltiirti plaklar1 inkiibatore kaldirilarak 24 saat inkiibe edildi.

32



Sekil 3.6. SH-SYSY ve L929 hiicre hatlarinin 6 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii

plaklarina hiicre ekimi ve test maddelerinin uygulanmasi

mRNA izolasyonu
MRNA izolasyonu One Step RNA Reagent (BioBasic) protokolii dogrultusunda
yapild1 (107) (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. MRNA izolasyonu i¢in hazirlanan hiicre siispansiyonlari

Protokole gore 6 kuyucuklu hiicre plaklarinin her birine 1 mL One Step RNA
Reagent eklenerek 5 dakika inkiibasyona birakild1 (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Hiicre siispansiyonlarina One Step RNA Reagent eklenerek inkiibe edilmesi

Hiicre siispansiyonu tizerine 200 puL Kloroform eklendi ve pembe renk elde edilene
kadar vortekslendi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyonu takiben 4°C’de 13.000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Hiicre siispansiyonu en iist seffaf faz mRNA, orta beyaz
faz DNA, alt faz protein olmak tizere 3 faza ayrildi. MRNA’nin bulundugu {ist fazlar
alinarak steril ependorf tiiplere aktarildi (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Hiicre siispansiyonu fazlari
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Ependorftiiplere 500 pL izopropil alkol eklenerek alt ist edildi ve oda sicakliginda
10 dakika inkiibasyonu takiben 4°C’de 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi (Sekil
3.10).

Sekil 3.10. mRNA fazinin izopropil alkolle inkiibe edilmesi

Siipernatant kismi atilarak kalan pelletin tizerine 1 mL %70’lik etanol eklenerek
8000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. mRNA pelletinin %70’lik etanolle yikanmasi
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Stipernatant kismi1 pipetle alinarak kalan pelletten etanoliin uzaklastirilmasi igin
ependorf tiipler kapaklar1 agik bir sekilde 20 dakika inkiibe edildi (Sekil 3.12). mMRNA

pelleti lizerine 20 pL RNaz-DNaz icermeyen su eklenerek ve pipetaj yapilarak

¢ozdirildi.

Sekil 3.12. mRNA pelletinden etanoliin uzaklastirilmasi ve pelletin kurutulmasi

cDNA Sentezi

Izole edilen mRNA'lardan yapilan cDNA sentezi OneScript Plus cDNA sentez kiti
kullanilarak tiretici firmanin protokolii dogrultusunda gergeklestirildi (108) (Sekil 3.13).
5 uL alinan mRNA iizerine; 4 pL 5x RT Buffer, 1 uL dNTP, 1 pL Oligo (dT), 1 pL
OneScript Plus RTase ve 8 uL RNaz-DNaz igermeyen su eklendi. 55°C’ de 15 dakika ve
85°C’de 5 dakika inkiibe edilerek cDNAlar sentezlendi (Roche LightCycler® 480). RT-
PCR analizi yapmak iizere -20°C’de muhafaza edildi.
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Sekil 3.13. Izole edilen mRNA’lardan cDNA sentezi

RT-PCR Analizi

RT-PCR analizi sentezlenen cDNA orneklerinden BlasTaq 2X qPCR MasterMix
kiti kullanilarak iiretici firmanin protokolii dogrultusunda 3 tekrar olacak sekilde
gerceklestirildi (109). RT-PCR analizinde kullanilan MT-1A, MT-11I, MTF-I, MRE-11 ve
referans gen olan B-actin primerleri (Bio Basic Canada) OriGene’den alinarak sentezlendi
(Tablo 3.1). Bir kuyucuga sirasiyla; 10 puL BlasTaqg 2X gPCR, 8 uL RNaz-DNaz
igermeyen su, 1 uL Primer ve 1 uL cDNA eklendi. RT-PCR ¢alisma protokolii ise enzim
aktivasyonu i¢in 95°C’de 3 dakika 1 dongi, denatiirasyon igin 95°C’de 15 saniye 40
dongii ve 60°C°de 1 dakika 40 dongii olarak hazirland: (Roche LightCycler® 480). PCR
verilerinin analizi GeneGlobe Data Analysis (Qiagen) programinda 2’AACT metodu
kullanilarak yapildi. Gen ekspresyonunun karsilastirilmasinda ilgili genlerin ekspresyon

degerleri rolatif olarak belirlendi.
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Tablo 3.3. Sentezlenen primer dizileri

Genler Primer dizisi
_ F: CACCATTGGCAATGAGCGGTTC
A-actin R: AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT
F: GAGTGCAAATGCACTTCGTGCAA
MT-IIA R: GCGTTCTTTACATCTGGGAGCG
F: CAAGTGCGAGGGATGCAAATGC
M- R: GCACTTCTCTGCTTCTGCCTCA
F: GAGGCTTCACACAGGGAAAACG
MTF R: GCTTTTCCACAGCCATCGTGATC
F: CAGCAACCAACAAAGGAAGAGGC
MRE-11

R: GAGTTCCTGCTACGGGTAGAAG

Hiicre Kiiltiiriit Calismalarinda Alkali Comet Teknigi

T-75 flaskta ¢ogaltilan SH-SYS5Y ve L1929 hiicre hatlart hemositometre ile
sayildiktan sonra 15 mL’lik falkon tiiplerde test maddelerine maruz birakilarak tripsin ile
kaldirildi. Test maddelerinin belirlenen 1Cso konsantrasyonlari taze besiyerinde 2 mL son
konsantrasyon olacak sekilde hazirlandi. Falkonlarin iizerine gerekli kodlamalar yapildi.
Her bir falkonda yaklasik 200.000/2 mL hiicre eklendi ve pipetaj yapilarak falkon
icerisine hiicrelerin homojen dagilmas: saglandi. 24 ve 48 saat igin farkli falkonlar
hazirlandi. 24 saatin sonunda; Zn, Cu, DMSO ve sadece besiyeri ile muamele edilen hiicre
hatlar tizerindeki eski besiyeri uzaklastirildi. Taze besiyeri eklenerek hiicrelere pipetaj
yapildi ve homojen dagilmalari saglandi. Her bir test maddesine ait lamda 30.000-40.000
hiicre olacak sekilde LMA ile hiicreler karigtirilarak NMA’l1 lamlara yayildi. Uzerine
lamel kapatild1 ve agar katilasincaya kadar tiim lamlar buzdolabinda bekletildi.

Hiicre hatlarina H202 muamelesi yapilmast ic¢in oncelikle %30’luk H20:2
cozeltisinden 11.5 pL alinip distile su ile 1 mL’ye tamamlanarak 0.1 M ¢ozelti elde edildi.
0.1 M’lik ¢ozeltiden 10 pL alindi ve PBS ile 1 mL’ye tamamlandi. 1 mM’lik H20>
¢ozeltisinden 50 pL alind1 ve 950 puL PBS eklenerek 50 uM’lik H20; ¢6zeltisi hiicrelere
muamele edilmek iizere hazirlandi. Mikro santrifiij tiiplerine 1 mL PBS eklendi.
Uzerinden 100 uL alindi ve hiicre pelletlerinin bulundugu falkon tiipten 100 pL hiice
ilave edildi, tizerine 100 uL 50 uM H20O> ¢6zeltisinden ilave edildi. 5 dakika buzdolabinda
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bekletildi. Siire sonunda 1060 devir/dakika 4 ‘C’de 3 dakika santrifiij edildi. Ustteki kisim
uzaklagtirilarak kalan hiicreler LMA ile karistirilip lamlara yayildi.

Lizis Asamasi

Katilagsan lamlarin tizerindeki lameller siyrildi. Lamlar cam saleler igerisine sirt
sirta dizildi ve iizerine lizis ¢ozeltisi eklendi. Saleler en az 1 saat buzdolabinda bekletildi.

Elektroforez Asamasi

Elektroforez tanki getirilmeden Once alt taban1 tamemen buz ile kaplandi. Tank
buzlarin igerisine oturtuldu. Lamlar tankin igerisine ayni maddeler karsilikli gelecek
sekilde yerlestirildi. Lamlar 20 dakika siiresince elektroforez ¢ozeltisinde 25 V, 300 mA
uygulanarak bekletildi. Tiim lamlar +’dan —’ye dogru dizildi.

Notralizasyon Asamasi

Lamlar nétralizasyon tamponu ile muamele edilmek iizere tekrar cam salelere
dizildi. 3 kez 5 dakika araliklarla notralize edildi. Tiim asamalarda lamlar buzdolabina
alindu.

Boyama Asamasi

Lamlar 50 pL etidyum bromiir ¢ozeltisi ile boyandi. Lamlarin tizerine lamel
kapatildi. Lamlar 20-30 dakika boyunca buzdolabinda bekletildi. Dolaptan ¢ikarilip 5
dakika kadar oda sicakliginda bekletildi ve analiz edildi.

Skorlama

Skorlama islemi floresans mikroskop (Leica, Almanya) ve Argenit Kameram
(Ankara, Tirkiye) yazilimi kullanilarak yapildi. Her lamdan rastgele 25 hiicre sayildi,
gruplarin kuyruk yogunlugu (tail intensity/TI), kuyruk uzunlugu (tail lenght/TL) ve
kuyruk momenti (tail moment/TM) parametreleri belirlendi. TI, TL ve TM
parametrelerinde meydana gelen artislar DNA hasar1 varliginin ve oraninin

belirlenmesine yardimer oldu.

3.2.5. istatistiksel Degerlendirme

Veriler ortalama+standart sapma, ortanca (min-max) ve sayi (yiizde) ile 6zetlendi.
Normal dagilima uygunluk Kolmogorov-Smirnov testi ile yapildi. Istatistiksel analizlerde
Mann-Whitney U, iki 6rneklem t-testi (independent sample t-test), Pearson Ki-Kare testi,
Yates Diizeltmeli Ki-Kare Testi ve Fisher Kesin Ki-Kare testi uygun olan yerlerde
kullanildi. Degiskenler arasi iliski, pearson korelasyon katsayisi ile degerlendirilmistir.
Tani icin siniflama performanslarimin ve ilgili degiskenler icin en uygun kesim

noktalarinin tespitinde ROC analizi uygulandi. ROC analizi uygulamasinda Indnii
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Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tip Bilisimi Anabilim dali tarafindan
gelistiren DTROC web-tabanli uygulamasi kullanildi (110). Diger analizlerde IBM SPSS
Statistics 26.0 programi kullanildi. Odds orani kestirimleri i¢in lojistik regresyon analizi

uygulanmustir. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgularin Degerlendirilmesi

4.1.1. Cahsmaya dahil edilen hasta bireylerin demografik ozellikleri

Calismaya MS tanis1 almis 70 birey dahil edildi. Caligmaya dahil edilen hasta
bireylerin teshis yili ortalama 8.3+5.6 bulundu. Hasta bireylerin EDSS (Expanded
Disability Status Scale — Genisletilmis Engellilik Durum Olgegi) skorlarinin ortalamasi
2.8+1.4 bulundu. Hasta grubunun %78.3’sinde hastalikla ilgili aile ykiisiine rastlanmadi.
Hasta bireylere uygulanan ilag tedavileri arasinda Fingolimod (%42) ilk sirada yer
almaktadir. Hasta grubunun %78.3’tinde ikincil bir kronik hastalik bulunmamaktadir
(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Calismaya dahil edilen MS grubunun demografik 6zellikleri

Ortalama£SS Medyan (Min-Max)
Teshis Yil 8.3+5.6 8.0 (1.0-25.0)
EDSS Skoru 2.8+1.4 2.0 (1.5-6.0)
_ Say1 Yiizde (%)

Aile OyKkiisii Hayir 54 78.3
Evet 15 21.7
Hastalarin Dimetil Fumarat 12 17.4
Kullandig: Interferon Beta-1a 3 4.3
llaglar Okrelizumab 10 14.5
Natalizumab 5 7.2
Fingolimod 29 42.0
Fampiridin 4 58
Klabridin 3 43
Teriflunomid 2 29
Mitoksantron 1 1.4
Kronik Hay1r 54 78.3
Hastahk Evet 15 21.7

(EDSS: Expanded Disability Status Scale — Genisletilmis Engellilik Durum Olgegi)

4.1.2. Hasta ve Kontrol Grubunun Karsilastirilmasi

Calismaya 70 MS hastas1 ve 30 kontrol birey dahil edildi. MS grubunun yas
ortalamasi kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p=0.039). MS

grubunun kilo ortalamasi ve kontrol grubunun kilo ortalamasi arasinda istatistiksel olarak
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anlamli bir fark bulunmadi. MS grubunun serum Cu (p=0.019), MT-1 (p<0.001), MT-2
(p=0.003) ve MT-3 (p<0.001) diizeyleri kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak daha
yiiksek bulunurken, Zn (p<0.001) diizeyleri diisiik bulundu. Degiskenler {izerine cinsiyet

ve sigara kullaniminin etkisinin olmadigi gézlendi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Kontrol ve MS grubunun karsilastiriimasi

Grup
Kontrol MS
Medyan Medyan
Ortalama£SS (Min-Max)  Ortalama+SS (Min-Max) p-degeri
Yas 34.03+8.92 33 (21-60) 38.17+10.39 38 (20-66) 0.039*
Kilo 64.07+14.26 65 (22-90) 69.2+12.65 70 (46-108) 0.088*
Cu (ppm) 0.23+£0.06  0.21(0.13-0.42)  0.26+0.09 0.25(0.07-0.58)  0.019**
Zn (ppm) 0.22+0.04  0.21(0.15-0.32)  0.14+0.04 0.13(0.07-0.23)  <0.001**
MT-1 (ng/mL) 1.44+047 1.44(0.62-2.28)  1.82#0.31  1.84(1.08-2.39) <0.001*
MT-2 (ng/mL) 3.89+1.93 4.01 (0.24-8) 6.2143.61 559 (1.83-21.15) 0.003**
MT-3 (ng/mL) 0.37+0.23  0.35(0.04-1.23)  0.58+0.32 0.6 (0.05-1.47)  <0.001**
Say1 Yiizde (%) Say1 Yiizde (%)
Cinsiyet  Erkek 6 20.0% 18 26.1%
Kadin 24 80.0% 51 73.9% 0.411%**
Sigara Hayr 19 63.3% 51 73.9%
Kullammm Evet 11 36.7% 18 26.1% 0.693***

*: ki Orneklem t-testi; **: Mann-Whitney U testi; ***: Yates Diizeltmeli Ki-Kare testi. (MS: Multiple
skleroz, MT-1: Metallotiyonein-1, MT-2: Metallotiyonein-2, MT-3: Metallotiyonein-3).

Kontrol ve MS grubunda biyobelirtegler arasindaki korelasyonlar Tablo 4.3.'te
verilmistir. Kontrol grubunda Zn diizeyi ile MT-2 arasinda (rs =-0.371, p=0.043) negatif
bir korelasyon bulundu. MS grubunda yas ile kilo arasinda (rs=0.328, p=0.006) ve yas ile
Zn diizeyi arasinda (rs=0.272, p=0.024) pozitif korelasyon bulundu. Kilo ile Zn diizeyi
arasinda (rs=0.412, p<0.001) ve Cu diizeyi ile MT-2 arasinda (rs=0.291, p=0.044) pozitif
korelasyon bulundu (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Kontrol ve MS grubunda degerlendirilen parametreler arasindaki
korelasyonlar

Cu Zn MT-1 MT-2 MT-3

Kilo
(ppm) (ppm) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
rs 0.241 -0.280 -0.333 -0.086 0.074  0.240
Yas
p 0.200 0.133 0.073 0.653 0.698  0.201
il rs -0.095 -0.025 -0.146 0.148  0.031
110
p 0.619 0.895 0.442 0435 0.871
rs 0.188 -0.150 -0.066 -0.331
— Cu (ppm)
S 0320 0429 0,730 0.074
S rs -0.003  -0.371  0.076
X Zn(ppm)
0.987  0.043  0.690
MT-1 rs -0.106 0.073
(ng/mL) p 0.577 0.703
MT-2 rs 0.197
(ng/mL) p 0.296
rs 0.328 0.086 0.272 0.074 0.169 0.276
Ya
} p 0.006 0483 0.024 0619 0.251  0.058
il rs 0.176 0.412 0.180 0125 -0.064
110
p 0.147 <0.001 0221  0.397 0.667
rs 0.073 0103 0291 -0.107
Cu (ppm)
" 0552 0.484  0.044  0.468
p rs 0021 0128 -0.078
Zn (ppm)
0.889 0.386  0.600
MT-1 rs 0.009 -0.134
(ng/mL) p 0.951 0.363
MT-2 rs -0.038
(ng/mL) p 0.799

Biyobelirteclerin 6ngoriisel degerini belirlemek i¢cin ROC analizi yapild1 (Tablo
4.4). Cu diizeyi (AUC=0.650; %95 CI, 0.547-0.743; p=0.011), Zn diizeyi (AUC=0.931;
%95 CI, 0.861-0.972; p<0.001), MT-1 (AUC=0.742; %95 CI, 0.630-0.834; p<0.001),
MT-2 (AUC=0.708; %95 CI, 0.594-0.806; p<0.001), MT-3 (AUC=0.723; %95 ClI,
0.610-0.818; p<0.001), yas (AUC=0.631; %95 CI, 0.528-0.726; p=0.028) seklinde
bulundu. Bu belirteglerin MS hastaligint dngérmede etkili oldugu gozlendi. Ancak
kilodaki degisim (AUC=0.608; %95 CI, 0.505-0.705; p=0.085) MS hastaligin

ongormede yeterli hassasiyete sahip degildir.
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Sekil 4.1. Bakir, ¢inko, MT-1, MT-2, MT-3 diizeyleri ve yas i¢cin ROC egrisi

Metallotiyonein-1’in degeri 1 birim arttiginda MS riski 17.626 kat artmaktadir.
MT-2 degiskeninin degeri 1 birim arttiginda MS riski 1.594 kat artmaktadir. MT-3
degiskeninin degeri 1 birim arttiginda ise MS riski 31.345 kat artmaktadir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Odds orani.

Denklemdeki Odds Oram i¢in %95 Giiven Arahg
Odds Oram - p-degeri
Degiskenler Alt Simir Ust Simir
MT-1 (ng/mL) 17.626 3.221 96.462 0.001
MT-2 (ng/mL) 1.594 1.151 2.208 0.005
MT-3 (ng/mL) 31.345 2.112 465.233 0.012

Kontrol ve MS grubundan alinan taze kan orneklerinden lenfosit izolasyonu
yapilarak alkali comet yontemi ile DNA hasar1 belirlendi. Kontrol ve MS grubunun

kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti belirlendi (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Kontrol ve MS grubu bireylerde comet analiz sonuglari

Grup
MS Kontrol
p-degeri
Median Median
Mean+SD . Mean+SD .
(Min-Max) (Min-Max)
Kuyruk 94 16
98+61.89 17.28+6.35 <0.001
Uzunlugu (16-446) (10-52)
Kuyruk 1057.49 33.83
1274.15£1077.15 47.29+71.42 <0.001
Yogunlugu (68.62-4610.57) (11.86-527.26)
Kuyruk 44.96 3.3
. 46.06+£34.15 4.124+3.69 <0.001
Momenti (2.35-227.86) (1.24-26.72)

Hasta grubunda DNA hasar parametrelerinden ii¢lide kontrol grubundan anlamli

olarak ytiksek bulundu (Sekil 4.2).

CKontrol
Oms
2,500 b
2,000
= 1.500
2
w
]
2
=
< 1.000
o
5004
b . AL 3
a a
N (=] e — ——

-500¢ T T T
Kuyruk Uzunlugu Kuyruk Yogunlugu Kuyruk Momenti

Sekil 4.2. Kontrol ve MS grubu bireylerde comet analiz sonuglarinin karsilastiriimasi
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Kontrol ve MS bireylerden alinan kan 6rneklerine ait comet goriintiileri Sekil
4.3’te gosterilmistir. Kontrol grubu bireylerde hiicre DNA’sinda herhangi bir hasar
gozlenmedi. MS’li bireylerde belirli diizeyde DNA hasar1 gozlendi.

Kontrol MS

Sekil 4.3. Kontrol ve MS grubunda DNA hasar: (x40)
4.2. In vitro Analizlerin Degerlendirilmesi

4.2.1. Hiicre Canlhihg1 Tayini

SH-SY5Y ve L929 hiicre hatlarima uygulanan test maddelerinin 1Cso degerleri
MTS yontemi ile belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. SH-SY5Y ve L929 hiicre hatlarina uygulanan test maddelerinin ICso

konsantrasyonlari

24 saat siireyle SH-SYSY hiicre hattina Cu ve Zn, 0-500 pM arasinda

konsantrasyonlarda uygulandi. SH-SY5Y hiicre hattinda ICso degerleri 24 saat siireyle Cu

ve Zn i¢in sirasiyla 381 uM ve 126.2 uM; 48 saat stireyle ise 351.5 uM ve 230.5 uM

bulundu. L929 hiicre hattinda ICsp degerleri 24 saat siireyle Cu ve Zn i¢in sirasiyla 696.6

uM ve 379 uM; 48 saat siireyle ise 437 uM ve 403.3 bulundu. ICsp konsantrasyonlarina

ait sayisal degerler Tablo 4.7°de v

erilmistir.

Tablo 4.7. SH-SY5Y ve 1929 hiicre hatlarina uygulanan test maddelerinin ICso degerleri

1Cs0 Degerleri (nM)
24. saat Zn Cu
SH-SY5Y 126.2 381
L929 379 696.6
48. saat Zn Cu
SH-SY5Y 230.5 3515
L929 403.3 437
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4.2.2. Gen Ekpresyon Analizi Sonuclari

L929 hiicre hattinda 24 saatteki gen ekspresyon sonuglart Sekil 4.5te

gosterilmistir.

MT-1IA MT-IIT

Kat Degisimi
Kat Degisimi

Kontrol Zn Cu Kontrol Zn Cu

MTF-I MREI11

isimi

Kat Degisimi
T
&

Kat De

Kontrol Zn Cu Kontrol Zn Cu

Sekil 4.5. 1929 hiicre hattinda 24. saatte gen ekspresyonlari

Zn uygulamasi sonucunda kontrol grubuna kiyasla MT-11A, MTIII, MTF-1 gen
ekspresyon seviyeleri anlaml olarak artarken, MRE11 gen ekspresyon seviyesi azald.
Cu uygulamasi sonucunda ise MT-IIA, MTIII, MTF-1 ve MRE11l gen ekspresyon
seviyeleri anlamli olarak artt1 (p<0.05).

L929 hiicre hattinda 48 saatteki gen ekspresyon sonuglart Sekil 4.6°da

gosterilmistir.
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Sekil 4.6. 1.929 hiicre hattinda 48. saatte gen ekspresyonlari

Zn uygulamasi sonucunda kontrol grubuna kiyasla MT-11A, MTIII ve MRE11 gen

ekspresyon seviyeleri anlamli olarak azalirken, MTF-1 gen ekspresyon seviyesi anlamli

olarak artti. Cu uygulamasi sonucunda ise MT-11A ve MTIII gen ekspresyon seviyeleri

anlaml olarak azalirken, MTF-1 gen ekspresyon seviyesi anlamli olarak artt1 (p<0.05).

SH-SYS5Y hiicre hattinda 24 saatteki gen ekspresyon sonuglar1 Sekil 4.7’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.7. SH-SYSY hiicre hattinda 24. saatte gen ekspresyonlari

Zn uygulamasi sonucunda kontrol grubuna kiyasla MTIII gen ekspresyon seviyesi

anlamli olarak azalirken, MRE11 gen ekspresyon seviyesi anlamli olarak artti. Cu

uygulamasi sonucunda ise MT-IIA gen ekspresyon seviyesi anlamli olarak azalirken,

MTF-1 gen ekspresyon seviyesi anlamli olarak artt1 (p<<0.05).
SH-SYS5Y hiicre hattinda 48 saatteki gen ekspresyon sonuglart Sekil 4.8’fe

gosterilmistir.
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Sekil 4.8. SH-SYSY hiicre hattinda 48. saatte gen ekspresyonlari

Zn ve Cu uygulamalar1 sonucunda kontrol grubuna gére MT-11A, MTIII, MTF-1
ve MRE11 gen ekspresyon seviyeleri anlamli olarak artt1 (p<0.05).

4.2.3. Hiicre Hatlarinmin Comet Analiz Sonuclar:

Kontrol (DMEM), ¢6ziicii (DMSO), Cu ve Zn ile muamele edilen SH-SY5Y hiicre

hattinin comet analiz sonuglar1 Tablo 4.8’de verilmistir.
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24 saat maddelere maruz kalma kuyruk uzunlugunda tiim gruplar arasinda anlaml
bir farkliliga neden oldu (p<0.001). DMSO, Cu ve Zn uygulamasi sonrasinda kuyruk
uzunlugu kontrol grubuna kiyasla yiiksek bulundu (p<0.001). Kuyruk uzunlugunda Cu
ve Zn uygulamasi arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi. Kuyruk yogunlugunda kontrol
grubu kiyasla DMSO, Cu, Zn uygulanan hiicrelerde yiiksek bulundu (p<0.001). Kuyruk
yogunlugunda Cu ve Zn uygulanan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Kuyruk
momentinde kontrol ile DMSO arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi. Cu ve Zn
uygulamasi sonra kuyruk momenti kontrol ve DMSO grubuna kiyasla yiiksek bulundu
(p<0.001). Kuyruk momentinde Cu ve Zn uygulamasi arasinda anlamli bir fark
bulunmadi. 24 saat siire Cu ve Zn ile muamele edilen SH-SYSY hiicre hattinda DNA

hasar parametrelerinin {igli de kontrole kiyasla 6nemli diizeyde artt1 (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. SH-SYS5Y hiicre hattina uygulanan maddelerin 24 saat sonundaki comet

degerleri

Kontrol, DMSO, Cu ve Zn ile 48 saat siireyle muamele edilen SH-SYS5Y hiicre

hattinin comet analiz sonuglar1 Tablo 4.8’de verilmistir. Kuyruk uzunlugunda kontrol ile
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DMSO arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Kontrol ve Zn uygulamasi arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0.001). Kuyruk uzunlugunda Cu ve Zn

uygulamasi arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi. Kuyruk yogunlugunda kontrol ile

DMSO uygulamasi arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Kuyruk yogunlugunda DMSO

ile Cu uygulamasi arasinda (p=0.0215) ve Cu ile Zn arasinda anlamli bir farklilik bulundu

(p=0.0215). Kuyruk momentinde kontrol grubu ile Cu ve Zn arasinda anlamli bir farklilik

bulundu (p<0.001). Kuyruk momentinde Cu ve Zn uygulamasi arasinda anlamli bir
farklilik bulunmadi. Cu ve Zn ile muamele edilen SH-SY5Y hiicre hattinda DNA hasar

parametrelerinden kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti kontrole kiyasla 6nemli diizeyde

artt1 (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. SH-SY5Y hiicre hattina uygulanan maddelerin 48 saat sonundaki comet

degerleri

L.929 hiicre hattina kontrol, DMSO, Cu ve Zn ile 24 saat muamele sonucu comet

analiz sonuglar1 Tablo 4.9°da verilmistir.
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Kuyruk uzunlugunda kontrol ile DMSO arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi.
Kuyruk uzunlugunda kontrol ve Cu uygulamasi arasinda (p<0.001), DMSO ile Cu ve Zn
uygulamasi arasinda (p<0.001), kontrol ile DMSO ve Cu uygulamasi arasinda anlamli bir
fark bulundu (p<0.001). Cu ve Zn uygulamas1 sonrasinda kuyruk uzunlugunda kontrol
grubuna kiyasla yiiksek bulundu (p<0.001). Kuyruk yogunlugunda kontrol ile DMSO ve
Cu uygulamasi arasinda (p<0.001), DMSO ile Cu ve Zn uygulamasi arasinda anlamli bir
fark bulundu (p<0.001). Kuyruk momentinde kontrol ile DMSQO arasinda anlamli bir fark
bulunmadi. Kuyruk momentinde kontrol ile Cu uygulamas1 arasinda anlamli bir fark
bulunurken (p<0.001), kontrol ile Zn uygulamasi arasinda anlamli bir fark bulunmadi.
Kuyruk momentinde Cu ve Zn uygulamasi arasinda anlamli bir fark bulundu (p<0.001).
24 saat siire Cu ve Zn ile muamele edilen L929 hiicre hattinda DNA hasar
parametrelerinden kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu kontrol grubuna kiyasla 6nemli

diizeyde artt1 (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. L929 hiicre hattina uygulanan maddelerin 24 saat sonundaki comet degerleri
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Kontrol, DMSO, Cu ve Zn ile 48 saat siireyle muamele edilen 1.929 hiicre hattinin
comet analiz sonuglar1 Tablo 4.9’da verilmistir. Kuyruk uzunlugunda kontrol grubu ile
DMSO arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Kuyruk uzunlugunda kontrol ile Cu ve Zn
uygulamasi arasinda (p<0.001), DMSO ile Cu ve Zn uygulamasi arasinda anlamli
farklilik bulundu (p<0.001). Kuyruk yogunlugu parametresinde kontrol ile DMSO
arasinda anlamli bir fark bulundu. Kuyruk yogunlugunda kontrol ile Cu ve Zn uygulamasi
arasinda anlamli bir farklilik bulundu (p<0.001). Kuyruk yogunlugunda DMSO ile Cu
uygulamasi arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Ancak Zn uygulamasi arasinda anlaml
bir fark bulundu (p<0.001). Kuyruk momentinde kontrol ile DMSO uygulamasi arasinda
anlamli farklilik bulunmazken, kontrol ile Cu ve Zn uygulamasi arasinda anlamli farklilik
bulundu (p<0.001). Kuyruk momentinde DMSO ile Cu ve Zn uygulamasi arasinda
anlamh fark bulundu (p<0.001). Kuyruk momentinde Cu ve Zn uygulamas1 arasinda
anlamli bir fark bulunmadi. 48 saat siire Cu ve Zn ile muamele edilen L929 hiicre hattinda

DNA hasar parametrelerinden tigiide kontrole kiyasla 6nemli diizeyde artt1 (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. 1929 hiicre hattina uygulanan maddelerin 48 saat sonundaki comet degerleri
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L929 ve SH-SYS5Y hiicre hatlarina uygulanan DMEM, DMSO, Cu ve Zn
maddelerinin hiicre DNA’sinda meydana getirdigi degisiklikler Sekil 4.13’te
gosterilmistir. Kontrol ve DMSO uygulamasi L929 ve SH-SYS5Y hiicre hatlarinin
DNA’sinda meydana gelen degisimlerle benzer bulundu. Cu ve Zn uygulamasi her iki

hiicre hattinin DNA’sinda belirli diizeyde hasar meydana getirdi.
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Sekil 4.13. L929 ve SH-SYS5Y hiicrelerinin kontrol, DMSO, Cu ve Zn uygulamasindan
sonraki DNA hasar diizeyleri (x40)
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5. TARTISMA

Multiple  skleroz, geng eriskenlerde =~ MSS’ni  etkileyen ilerleyici
demiyelinizasyonla sonuglanan kronik inflamatuvar bir hastaliktir (28). MS 20-40 yas
araliginda daha yaygin olup kadinlarda erkeklerden 2-3 kat fazla goriiliir (111). MS seyri
olduk¢a karmasik olup MSS’nin etkilendigi bolgeye gore motor, duyu, otonom ve
kognitif bozukluklar1 igeren heterojen bir hastaliktir. Dort alt tipi olan MS’in en yaygin
formu RRMS ve SPMS’tir (112). Calismamiza dahil edilen MS hastalarinin tamami
MacDonald kriterleri kapsaminda degerlendirilmis olup RRMS alt tipindedir.

Diinyada yaklasik 2.3 milyon kisi MS tanis1 almis ve en yiiksek prevalans Kuzey
Amerika, Bat1 Avrupa ve Avusturalya'dadir (113). ABD’de yaklasik 250.000 ile 350.000
arasinda MS hastasi olup hastalarin %5'i ile %50'si hastaligin baslangicindan itibaren 15
yil igerisinde progresif nérolojik bozukluklar takip eder. Hastaligin tan1 agsamasinda klinik
bulgular, MRG ve BOS belirleyici unsurlardir (56). MS'in etiyolojisi hala belirsizligini
korumakla birlikte patogenezinde hem genetik hem de ¢evresel faktorler rol
oynamaktadir (5). Genetik faktorlerin yani sira sigara, D vitamini eksikligi, obezite ve
yiiksek sodyum alimi gibi ¢evresel faktorlerin ve yasam tarzinin da MS riski ile iliskili
oldugu One siirtilmiistiir.

Metallotiyoneinler +2 degerlikli metalleri baglama yetenegine sahiptirler. MT’ler
ozellikle Zn/Cu gibi esansiyel elementlerin homeostazinda ve tasinmasinda gorevlidirler.
Ayrica hiicresel savunmada hayati role sahip antioksidan proteinlerdir (7-10). MT
izoformlarindan MT-3 noéronlarda ve Zn konsantrasyonu yiiksek hiicrelerde yogun
sekilde eksprese edilmektedir (65). MS'in patolojik mekanizmasinda MT'ler ve Zn/Cu
diizeyleri arasindaki iliski hala belirsizligini korumaktadir. Yapilan tez calismasi
kapsaminda hem in vivo hem de in vitro olarak metallotiyonein diizeyleri belirlendi.
Bunun yani sira in vivo Zn ve Cu diizeyleri analiz edilerek demografik 6zellikler, hastalik
derecesi, hastalik alt tipi ve DNA hasar1 arasindaki korelasyonlar degerlendirildi.

Metallotiyoneinlerin MSS’de beyin ve omurilikte lokalize oldugu gosterilmis
olmakla birlikte astrositlerin MT izoformlarini eksprese ettigi bilinmektedir. Bunun yan1
sira meningeal, ependimal, koroid pleksus ve endotel hiicrelerinde MT-1/2 ekspresyonu
yaptig1 gosterilmekle birlikte oligodentrositler ve néronlarda bu ekspresyonun olmadigi
bildirilmistir. MT-1/2 ekspresyonu metaller (Zn, Cu, Cd, Hg), glukokortikoidler
(kortikosteron, deksametazon), katekolaminler, stres ve iyonizan radyasyon gibi ¢esitli

faktorlerden etkilenerek koordineli bir sekilde diizenlenir. MSS’de MT-1/2
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regiilasyonunda immiin yanit elemani proinflamatuvar sitokinler de rol oynamaktadir
(114).

Merkezi sinir sisteminde MT’lerin fizyolojik ve patolojik siireclerdeki rolleri
giinimiizde Onemli bir arastirma konusudur. MT-1/2’nin MSS’de metal iyon
metabolizmasini, noroinflamatuvar  siireglerdeki  yaniti,  oksidatif  stresi  ve
nororejenerasyon gibi fizyolojik siire¢leri modiile ettigi gosterilmistir. MT’lerin
norodejeneratif hastaliklardaki koruyucu rolleri ile ilgili literatiirde kisith calisma
bulunmaktadir. Alzheimer hastalarinda astrositlerde artmis serbest radikallerin, metal
iyonlarinin ve sitokinlerin MT-1/2°de asir1 ekspresyon ile MT'nin noroprotektif
etkisinden kaynaklanan hiicresel bir tepki olabilecegi diisliniilmektedir. Bunun yan1 sira
transgenik hayvanlarda amiloid plaklarin cevresinde astrosit, mikroglia, korteks ve
hipokampus bélgelerinde yiiksek diizeyde MT-1/2 ekspresyonu gosterilmistir (115).
MT’lerin noral hasar iizerindeki etkilerini MSS’de metal iyonu detoksifikasyonu ve
regililasyonu lizerinden yaptig1 disiiniilmekle birlikte, MS’te meydana gelen norol ve
miyelin hasarda da koruyucu olabilecegi bildirilmistir. Penkowa ve ark.’nin yapmis
oldugu ¢alismada immiinohistokimyasal yontemle tic MS hastasinin beyin dokusunda
aktif ve inaktif lezyonlarda MT-1/2 ekspresyonunu analiz etmisler ve inaktif lezyonlarda
yiksek diizeyde MT-1/2 ekspresyonu tespit etmislerdir (96). Benzer sekilde
calismamizda da kontrol grubuna kiyasla MS hastalarindan alinin kan 6rneklerinde MT-
1 ve MT-2 diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulundu. Comes ve ark.’nin deneysel EAE
modeli ile MS olusturarak MT-1 ve 2'nin etkisini arastirdig1 bir ¢alismada, MT-1"den ¢ok
MT-2'nin hastalik patogenezinde iyilesme sagladigi gosterilmistir (116). Cesani ve ark.
ise tam tersine EAE fare modelinde hem beyin hem de kan 6rneklerinde klinik fenotipin
ilerlemesi sirasinda, MT-1 ve MT-2 diizeylerinin anlamli bir farklilik gdstermedigini
bildirmistir (117). MT’ ler ve MS arasindaki iliski hala belirsizligini korumakla birlikte,
son yillarda yapilan arastirmalar gosteriyor ki; MT’ler glukokortikod cevap elemani,
antioksidan yanit elemani, MRE, sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii (STAT-
3) tarafindan multi faktoriyel olarak aktive edilerek hiicresel fonksiyonlara katilan ¢ok
islevli proteinlerdir. Yapilan bir ¢alismada, EAE modelinde beyin ve omurilikte MT-1
ve MT-2’nin yiiksek diizeyde eksprese edildigi gosterilmistir (118). Mevcut literatiir
caligmalar1 ve calisma sonuglarimiz gosteriyor ki MT’ler MS patogenezinde 6nemli
terapotik yaklasimlar olarak degerlendirilebilir. Calismamizda yapmis oldugumuz ROC
analizinde MT-1, MT-2 ve MT-3 hastalik teshisinde ya da hastaligin klinik seyrini

ongormede hassas ve spesifik biyobelirtecler olabilecegi gosterilmistir. Son yillarda
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interferon-beta (INF-p) tedavisi alan hastalarda azalmis proinflamatuvar yanit ve MT
indiiksiyonu ile hastaligin ilerlemesinin yavaslatildigi gosterilmistir (119).

Cinko canliligin devami, kardiyovaskiiler faaliyetler ve ndrolojik siirecler icin
onemli bir elementtir. Hiicreler i¢in Zn homeostazi 6nem tasimaktadir. Zn homeostazinda
Zn tasiyicilar ve Zn baglayict molekiiller rol oynamaktadir. Zn, MSS’nin ihtiya¢ duydugu
en onemli elementlerden biri olmakla birlikte; 6grenme, hafiza, sinaptik esneklik ve
norogenezde kritik rol oynamaktadir (120). Zn’nin norolojik bozukluklar ile ilgili etkileri
literatiirde hala belirsizligini korumakla birlikte Alzheimer ve Parkinson hastalarinda
subklinik olarak Zn eksikligi gosterilmistir. Bunun yanisira Alzheimer hastalarinda
kontrol grubuna kiyasla kan Zn diizeylerinde azalma gozlenmistir. Bununla birlikte,
Alzheimer transgenik fare modelinde yiiksek diizeyde c¢inkonun gavaj yoluyla
uygulanmasi sonras1 amiloid-p (AB) birikiminde artis gézlenmemistir. Yapilan baska bir
calismada Zn uygulamasiin Alzheimer transgenik farelerde noronal proliferasyonda,
biligsel ve mitokondriyal bozukluklarda diizelmelere neden oldugu gozlenmistir (121).
Benzer sekilde bizim ¢alismamizda da MS hastalarinda kontrol grubuna kiyasla serum
orneklerinde daha diisiik Zn diizeyleri bulundu. Yapilan ¢alismalarda Zn homeostazinin
bozulmas1 MS ile iliskilendirilmistir. Farkli caligmalarda ise MS hastalarinin serum Zn
seviyelerinin azaldigi gosterilmistir (122). Bu bulgularin aksine farkli bir ¢alismada
kontrol ile MS hastalar1 arasinda serum Zn diizeyinde anlamli bir fark olmadig1 ve MS
hastalarinda plazma Zn konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu 6ne siiriilmiistiir. Ancak
yapilan meta-analiz ¢aligmalarinda MS'de dolasimdaki Zn seviyelerinin diisiik oldugu
gosterilmistir. Hastaligin atak doneminde olan hastalarda eritrosit Zn diizeylerinde
azalma, bununla birlikte hastaligin iyilesme donemlerinde artis meydana gelmistir (123,
124). Bu bulgular ve bizim sonuglarimiz dikkate alindiginda MS patogenezinde Zn
homeostazinin potansiyel roliiniin oldugu diistiniilmektedir.

Mevcut caligmalarda Zn fazlaliginin veya eksikliginin MS ile iliskisi hakkinda
veriler ¢eligkilidir. MS hem demiyelinizasyon hem de remiyelinizasyon siireglerinin eslik
ettigi karmagik bir hastalik olmakla birlikte, Zn fazlaliginin beyaz madde hasarina neden
oldugu gosterilmistir. Ancak sonraki remiyelinizasyon ic¢in Zn’nin gerekli oldugu
distiniilmektedir. Mevcut ¢alismalar, Zn ile MS arasindaki karmasik iliskinin MS'in
potansiyel terapotik hedefi olarak Zn'ye yeni bir bakis agis1 saglamakta olup, daha fazla
molekiiler hedefli ¢calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Metallotiyoneinler Zn baglayan ve Zn tamponu islevi goren hiicre i¢i proteinlerdir.

MT'nin néronal patolojideki 6nemi gosterilmistir. Oksidatif strese maruz kalindiginda
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MT'lerden énemli miktarda Zn salinir ve ndron 6liimiine neden olur. Penkowa ve ark.
MT-2'nin MS i¢in potansiyel bir tedavi hedefi olabilecegini, ayn1 zamanda EAE
modelinde MSS'deki sitokin ekspresyonunu ve apoptotik néron Oliimiinii azalttigini
bildirmistir (125). MT’lerin Zn homeostazinin devam ettirilmesindeki temel rolleri, agir
metalleri detoksifiye etmeleri ve ROT’lar1 temizlemeleridir. MT’lerin roli hala
belirisizligini korumakla birlikte, ¢alismalar bu proteinlerin tedavi stratejileri igin 1yi bir
hedef olarak seg¢ilebilecegini diisiindiirmektedir.

Bakir noérotransmiter sentezi, oksijen/elektron tasinmasi ve protein
modifikasyonundan sorumlu enzimlerin islevini diizenleyen onemli bir temel eser
elementtir. Bu nedenle, agirt miktarda bakir mitokondriyal oksidatif solunum firiinlerinin
hidroksil serbest radikaline doniigsmesi yoluyla serbest radikaller {iretir. Bunun yan1 sira
MSS’de artan ROT iiretimi, Cu iyonlarinin redoks 6zellikleri ile iliskili bulunmustur
(126). Mezzaroba ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismada, yiikksek Cu konsantrasyonunun
norotoksik oldugu ve Parkinson hastaligt ve MS gibi ndrodejeneratif hastaliklarda
patojenik bir rol oynadigi gosterilmistir (127). Tez c¢aligmamiz kapsaminda MS
hastalarinda kontrol grubuna gére anlamli olarak serum Cu diizeyleri yiiksek bulundu.
Yiiksek Cu konsantrasyonlarinin Zn emilimini azalttig1 ve bu siirecin, oligodendrositlerde
miyelin sentezinde rol alan TPO-1 proteininin ¢inko parmaklarinin énemli bir pargasi
olan Zn'nin giderek tiikkenmesine yol agmaktadir. Ayrica norodejeneratif hastaliklari olan
yasli hastalarda bozulmus Zn ve Cu homeostazinin bir gostergesi olarak yiiksek bir Cu/Zn
orani rapor edilmistir (128). MS patogenizinde artmig Cu konsantrasyonlar1 oksidatif
stres ile iligskilendirilmistir. Ancak MS'deki Cu diizeyleri ve MS patolojisindeki rolii ile
ilgili sonuclar celiskilidir. Bunun yani sira MSS’de Cu birikiminin ndrodejeneratif
hastaliklarla iliskili olabilecegi hakkinda ¢ok sayida literatiir bulunmakla birlikte bizim
sonuclarimiz literatiir ile uyumludur.

Bakir-MT diizeylerinin Alzheimer ve Parkinson benzeri nérodejeneratif
hastaliklarda ¢inko, bakir, kadmiyum ile MT seviyelerindeki yiikselmeler potansiyel bir
belirteg  olabilecegini  diisiindiirmektedir  (129). Norodejeneratif — hastaliklarin
patogenezinde cevresel faktorler ve genetik yatkinliklar ile iligkili oldugu diisliniilen
noron hiicrelerin 6liimiiyle iliskili olan alfa-siniiklein proteininin anormal katlanmasi ve
toplanmas1 gosterilmektedir. MT-metal etkilesiminin amiloid beta peptid veya alfa-
siniikleinin bakir kaynakli agregasyonunu onledigi gosterilmistir. Sistein bakimindan
zengin yapisi ve metale yanit elementi olan MT’ler bakirla indiiklenen alfa-siniikleinin

agregasyonunu azaltmak igin terapotik hedef olarak gosterilmektedir (130). Bu nedenle
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MT’ler bakir ile olusturulan alfa-siniikleinin agregatlarii bakir ile selat olusturarak
engeller ve bakir/alfa-siniikleinin birlesmesinden olusan ROT’lara kars1 antioksidan islev
goriirler (130, 131). Calismamizda MS’li bireylerden alinan kan Orneklerinde Cu
diizeyleri ve MT-2 seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur. Serum
orneklerindeki yiiksek Cu seviyelerinin MT-2 ile etkilesime girerek MS’li bireylerde kan
metal konsantrasyonunun diizenlenmesi ile tedavi hedefi haline gelebilir. MT’ler alfa-
siniikleinopatilerde noroprotektif etki gosterebilirler, ancak noroprotektif etkinin bakir
selasyonu yoluyla m1 gergeklestigini yoksa ROS temizleme, ndroinflamasyon veya
norotrofik etkilerle mi iligkili oldugunu belirlemek i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyag
duyulmaktadir.

Bulgularimiza gore; MS’li bireylerde kontrole gore anlamli olarak diisiik Zn ve
yiiksek Cu seviyeleri Onceki literatiirler ile benzerlik gostermektedir (132). Ancak bu
metallerin serumdaki degisken konsantrasyonlarinin altinda yatan mekanizmalar hala
belirsizligini korumakla birlikte, Zn seviyelerinin kademeli olarak azalmasi ve Cu
birikiminin artmasi hastalik patolojisinin altinda yatan oksidatif hasar ile
iligkilendirilebilir. Bakir, Fenton reaksiyonlarini katalize ederek fonksiyonel ve yapisal
makromolekiillere zarar verebilecek ROT’lar olusturur. ROT’lar katalaz ve glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimler tarafindan temizlenmezse, noronlar i¢in toksik olan
hidroksil iyonu (OH") tiretmek igin indirgenmis Cu ile reaksiyona girer. Bu baglamda
MT’ler gibi Cu selatlayict molekiiller ve Zn ile tedavi hedefleri MS patogenezinin
yavaslatilmasi i¢in 6nemli olabilir.

Multiple skleroz, giinimiizde teshisi zor olan nérodejeneratif hastaliklar arasinda
yer almaktadir. Prognostik belirteclerin eksikligi ve hastalar arasindaki bireysel
farkliliklar, hastaligin ilerlemesine neden olmaktadir. Hastalara dogru tant koymak i¢in
lezyonlarin hem zaman, hem de ortamdaki dagilimmin gosterilmesi gereklidir, bu da
uygun tan1 i¢in gereken zamanin gecikmesine ve bu siirecte hastaligin ilerlemesine neden
olabilir. Yeni biyobelirteglerin kesfi hastaligi teshis etmek ve hastaligin ilerlemesini takip
etmek igin yararhi olabilir. Tez ¢alismasi kapsaminda ROC analizi yapilmis olup, Cu
diizeylerinin MS teshisinde ve ilerlemesinde hassas ve spesifik bir biyobelirteg
olabilecegi 6ne siiriilebilir.

Multiple skleroz hastaliginda prognostik faktorlerin belirlenmesinde demografik
veriler ve klinikteki belirleyici biyomarkerlar kullanilmaktadir. Yapilan bir lojistik
regresyon analizinde demografik veriler ve mevcut klinik belirleyicilerin hastalik

prognozunun ilerlemesini 6nlemedigi gosterilmistir (133). Bu sebeple hastaligin kronik
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seyrini erken donemde tahmin etmek miimkiin olmamakla birlikte demografik, MRG ile
yeni biyobelirteclerin kombinasyonu ile olusturulabilecek giiglii ongiiriiciilere ihtiyag
duyulmaktadir. Yapilan bir ¢alismada Cin popiilasyonunda MS’li hastalarda eslik eden
komoribitelerin prevalansi ve riskleri analiz edilmistir (134). Ancak literatiirde lojisitik
regresyon analizleri degerlendirildiginde hastalik tan1 ve teshis siirecinde yararh
olabilecek yeni biyomarkerlarin arastirilmadigi ve demografik 6zellikler, sigara kullanim
durumu, hastaligin bolgesel varyasyonlart gibi degiskenlerin dikkate alinmadigi
gozlenmistir (135, 136). Calismamizda onceki caligmalardan farkli olarak ilk defa
MT’lerin hastaligin prognozunda belirleyici bir biyomarker olabilecegini One
siirmekteyiz. Ayrica bu tez calismasinda, MS tanisi almig bireylerde oksidatif stresin olasi
roliinii periferik lenfositlerindeki DNA hasar1 diizeylerini comet analizi yaparak
belirledik. MS grubunun kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti kontrol
grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek bulundu. Bizim ¢alismamiza benzer sekilde MS
ve Parkinson hastalarinda lenfosit izolasyonu ile comet analizi yapilmis. Parkinson ve
MS hastalarinin lenfositlerindeki yiiksek diizey DNA hasari gozlenmistir (137). Filipek
ve ark. 30 MS ve 30 kontrolde periferik lenfosit izolasyonu yaparak hiicreleri tert-biitil
hidroperoksite maruz birakarak comet analizi ile DNA onarim seviyelerini analiz ederek,
MS grubunda DNA onarim veriminin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu
gostermiglerdir. Bu bulgular bizim sonuglarimiz ile uyumlu olmakla birlikte yapilan
caligmalarda MS hastalarinin lenfosit hiicrelerinde artan DNA hasar1 ve DNA onarim
etkinliginin azaldig1 gézlenmektedir (138). Baska bir calismada da 28 MS ve 28 kontrolde
comet analizi ile DNA hasar indeksi ve potural denge degerlendirilmis ve MS
hastalarinda daha yiiksek DNA hasar indeksi bulunmugtur. MS grubunda daha genis
postiiral salinim araliklar1 gozlenirken, DNA hasar indeksi ve postiiral kontrol
parametreleri arasindaki iliskiler zayif fakat anlamli korelasyonlar bulundu (139).
Oksidatif stresin nedenlerinden olan NO {iretimi ve sonuglarindan biri olan DNA
hasarinin belirlenmesi MS gibi multifaktoriyel patogenezi olan hastaliklarla iliskili
bulunmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada 28 MS ve 15 kontrolde tam kanda ve periferik
lenfosit izolasyonu yapilarak DNA hasart belirlenmistir. MS hastalarindan alinan kan
orneklerinde kontrole gore DNA kirilma diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
gbzlenmistir. Ayrica 22 MS ve 22 kontrolde NO iiretimi belirlenerek, MS grubunda
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (140). Mevcut ¢aligmamiz  Grneklem
biiyiikliigiiniin fazla olmasi ve literatiir ile uyumlu sonuglar gosterdigi icin comet

yonteminin MS patogenezinin aydinlatilmasinda 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.
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Tez c¢alismasi kapsaminda klinik sonuglarimizin in  vitro yontemlerle
dogrulanmasi, metal homeostazinin bozulmasimin MT gen ekpresyon faktorleri {izerine
etkileri degerlendirilerek DNA hasari ile arasindaki iliskiye agiklik getirilmistir. Zn/Cu
tuzlart SH-SYS5Y ve L929 hiicre hatlarina literatiir ¢alismalar1 ile uyumlu olacak
konsantrasyonlarda (0-500 uM) uygulanmistir (141). MTS hiicre canlilig tayini ile ICso
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Cu uygulamasi SH-SYS5Y hiicre hatt1 iizerinde Zn
uygulamasina gore daha yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliligini azaltti. L929 hiicre
hattinda her iki esansiyel metalin uygulanmas1 SH-SYS5Y hiicre hattinda daha ytiksek
konsantrasyonlarda hiicre canliligini azaltti. Calismamizin klinik sonuglarinda MS
hastalarinda Zn seviyelerinin diisiikk olmasina karsin in vitro analizlerde Zn néroblastom
hiicrelerinde Cu uygulamasina gore daha diisiik dozlarda hiicre canliligim azaltt1. /n vitro
bir ¢calismada SH-SYS5Y hiicrelerinde yiiksek Zn konsantrasyonlarinin MT-1, MT-2 ve
ZnT-1 mRNA'larinin ekspresyon seviyelerini arttirdig gosterilmistir (142). Bu baglamda
Zn homeostazinin bozulmasinin néronlar {izerinde zararli etkiler olusturabilecegini
gostermektedir. Ayrica Zn eksikliginin norogenezi azaltarak noral fonksiyon
bozukluguna yol actig1 gosterilmistir. Zn eksikligi depresyon ve MSS hastaliklar ile
iligkili bulunmustur. Zn eksikligi ve fazlahg ile ilgili ¢eliskili veriler olmakla birlikte
artmis Zn diizeyleri norotoksisite ile iligkili bulunurken, azalmis Zn diizeylerinin noral
hiicrelerde apoptoza neden oldugu gosterilmistir (143, 144). Bu nedenle, g¢inkonun
hiicrelerde kontrollii ve hedefe uygun dagiliminin gerekli oldugu diisiiniilmektedir.

Merkezi sinir sisteminde fizyolojik islevler icin vazgegilmez olan Cu
norodejeneratif hastaliklarin patogenezi ile iligkili bulunmustur. Alzheimer hastaliginda
AP birikiminin MSS’de bozulmus olan Cu homeostazi ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Cu iyonlarinin indirgenmis/oksitlenmis formlar1 arasindaki gecisler
ROS olusumuna neden olmakla birlikte, Ap komplekslerindeki Cu (I)’in, Fenton benzeri
bir reaksiyon ile ROS aracili norotoksisiteye yol actigi distiniilmektedir (145).
Calismamizin klinik verilerinde MS hastalarinda kontrol bireylere gore anlamli olarak
yiiksek serum bakir diizeyleri bulundu. SH-SY5Y hiicre hattina Cu uygulanarak MT gen
ekspresyonlar1 belirlendi. Benzer sekilde McLeary ve ark. Cu bagimh alfa-siniiklein
birikimini SH-SY5Y hiicre hatlarina MT indiiksiyonu ile hiicre i¢i birikiminin azaldigini
gostermislerdir (146).

Metallotiyoneinler, agir metallere maruz kalindiginda uyarilan ve agir metal
diizenlemesi ve detoksifikasyonuna katilan yaklasik 7 kDa olan farkli metalleri (Zn, Cu,

Co, Cd, Hg, Pb, Ag, Bi, Sn, Ni, Au) baglayan proteinleridir. MT protein sinifi iginde MT-
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| ve MT-1I (MT-1IA olarak da bilinir) en yaygin olarak eksprese edilenler olup ve tim
dokularda regiile edilirler. MT-IIIiin beyne 6zgli oldugu ve MT-1V’iin ise skuamoz
epitelde eksprese edildigi bilinmektedir (147). Ayrica MTF-1’in, MT-IIl promoter
bolgesindeki MRE dizisine baglanmadigi tespit edilmistir (148).

Metallotiyoneinler, beyin fonksiyonlarinda esas olarak astrositlerde bulunan ¢ok
onemli proteinlerdir. Noronlari, epileptik nobetlerin deneysel modelleri tarafindan
indiiklenen eksitotoksisiteye karsi veya inflamasyon, oksidatif stres ve apoptoz gibi
olaylarin modiilasyonu yoluyla fokal serebral iskemige karsi koruyabilirler (149).

Metallotiyoneinleri kodlayan genlerin agir metal kaynakli transkripsiyonel
aktivasyonuna, MRE olan cis-etkili bir DNA elementinin ¢oklu kopyalari aracilik eder.
MRE'nin transkripsiyonel aktivitesinin her zaman MTF-1’e baglanma affinitesini
yansitmadig bildirilmistir. Hatta insan MT-11A geninin bazit MRE'leri, in vivo olarak hig
transkripsiyon aktivitesi gostermemesine veya c¢ok diisiik seviyede transkripsiyonel
aktivite gostermesine ragmen, saflastirilmis insan MTF-1'ini in vitro olarak baglayabilir
(150). MRE varligi, MT’lerin ¢ogunun ¢inko tarafindan indiiklenmesine neden olurken
MRE, ¢inko parmak iceren MTF-1 ile etkilesim sonucunda aktive edilir. MTF-1 ise agir
metaller ve oksidatif stresle iliskili bir dizi genin diizenlenmesinden sorumludur (151).

MTF-1 hiicre i¢i sinyal yollariin diizenlenmesinde rol oynayan ¢inkoya bagiml
bir transkripsiyon faktorii olarak hiicre i¢i Zn, Cu gibi elementlerin seviyelerindeki
degisikliklere yanit olarak sitozolden cekirdege translokasyona ugrar. Daha sonra bu
transkripsiyon faktorii, metale duyarli genlerin proksimal promotoérlerinde bulunan
MRE'lere baglanarak transkripsiyon oraninin artmasina neden olur (152).

Hiicrelerdeki MTF-1’in etki mekanizmasi anti-inflamatuvar/pro-inflamatuvar
sitokinlerin  aktivasyonu/inhibisyonu  yoluyla uygun tepkinin regiilasyonunu
icermektedir. MTF-1 baglantili sinyal yolaklarinin regiilasyonundaki bozukluklar, Zn’nin
hiicre i¢i durumunda degisiklige neden olarak homeostazi bozar ve dejeneratif
bozukluklarin patofizyolojisine katki saglar (153). Bir¢cok norodejeneratif bozuklugun
ilerlemesi alfa-siniiklein birikimi ile iliskilendirilmistir. Beta-siniiklein ise alfa-
siniikleinin dogal bir regiilatoriidiir. Bu nedenle beta-siniiklein ekspresyonunun kontrol
edilmesi, alfa-siniiklein birikimini kontrol edebilir ve sonugta hastaligin ilerlemesini
onleyebilir. MTF-1'in alfa-siniiklein ile karsilastirildiginda beta-siniikleine spesifik
oldugu bildirilmistir. Buna gére MTF-1 nodrodejeneratif bozukluklarda potansiyel
terapotik yeni hedefler olabilir (154).
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Yapilan tez kapsaminda L.929 hiicre hattinda MTF-1 gen ekspresyonunun artmasi
MRE11 gen ekspresyonunu inhibe etmistir. SH-SYSY hiicre hattinda ise MTF-1 gen
ekspresyonunun artmast MRE11 gen ekspresyonunu aktive etmistir. Kanser hiicre
hatlarinda 6zellikle Zn uygulamasi oksidatif hasar veya apoptotik hiicre 6liimii yolaklarini
aktive etmis olabilir. Ayrica sonuglarimiz MTF-1’in, MTIII promoter bolgesindeki MRE
dizisine baglanmadigini desteklemektedir.

Metallotiyoneinler  6zellikle  ¢inko  metabolizmasinda,  inflamasyonun
azaltilmasinda ve serbest radikal hasarina karst korumada rol oynamaktadirlar. Son
yillarda ise beyin hasarini takiben koruyucu bir etki sagladigi bildirilmistir. Bu kapsamda
yapilan bir aragtirmada MT indiiksiyonunun ndronal hasarla ortaya ¢iktigi ve MT-11A'nin
fokal kortikal beyin hasarini takiben noral iyilesmeyi destekledigi gosterilmistir (155).

Metal baglayici proteinlerin MT ailesi apoptotik hiicre Sliimiine karsi hiicreyi
korur ve hiicre proliferasyonunda dnemli rol oynar. MT-l ve MT-II’nin metal baglama
ozelliklerine gore bu proteinlerin iki farkli metal-tiolat araciligiyla in vivo olarak 7 tane
Zn*2 ve 12'ye kadar Cu* metal iyonunu baglayabildigi kabul edilmistir (156). MT’nin
fonksiyonel bir izoformu olan MT-II hiicrenin sagkaliminda sanildigi kadar 6nemli
degildir. Ancak MT-IIA geninin susturulmasi, kanser hiicrelerinde MT-I izoformlarinin
ekspresyonunu arttirmadan apoptotik hiicre 6liimiinii indiikler. Yapilan bir ¢aligmada
yiiksek metastatik SKOV-3 hiicre hatt1 ve yumurtalik kanseri (OVCA 432 ve OVCA 433)
hiicre hatlarinda MT-1IA mRNA ekspresyonunun yiiksek oldugu bildirilmistir (157). Ek
olarak diisiik seviyede kronik kadmiyum maruziyetini takiben MT-11A seviyelerinin 1.5
katindan daha fazla yiikseldigi gosterilmistir (158). MT’lerin oksidatif stres kosullar
altinda eszamanli olarak asir1 eksprese edildigi tahmin edilmektedir.

Yapilan tez kapsaminda ozellikle SH-SYSY hiicre hattinda Zn uygulamasini
takiben 48. saatte MT-I1A geninde asir1 ekspresyon gozlenmistir. Ayrica kanser hiicre
hatlarinda Zn ve Cu maruziyetinin MT-I1A gen ekspresyonunu arttirdigi goriilmiistiir.
Literatiire dayanarak MT-IIA ekspresyonu sonucunda oksidatif stres yolaklarinin MTF-
1’e bagimli olarak indiiklendigi s6ylenebilir. Bu nedenle MT-1IA terapétik bir aday olarak
diistinilmektedir.

MT-I11, néronal biiyiimenin bir inhibitorii olarak tanimlanir ve tipik bir memeli
MT’in Ozelliklerine sahiptir. Diger MT ler gibi Zn ve Cu gibi temel metal iyonlarmi
baglarken, Cd ve Ag gibi toksik metal iyonlarin1 ayirdig1 varsayilmaktadir (159, 160).
Bunun yani sira MT-I11, hiicreleri oksidatif strese kars1 korur ve hiicre proliferasyonunu,

farklilasmasin1 ve diger normal hiicresel fonksiyonlar1 diizenler. Ozellikle kanser
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hiicrelerinde baslangictaki oksidatif stres durumunda MTIII'lin ekspresyon seviyesi
arttiginda hiicreler stresten daha hizli kaginabilir (161). Yapilan bir ¢alismada MT-111"lin
glutamat ve NO kaynakli norotoksisiteyi doza bagl bir sekilde 6nledigi ve NO kaynakli
CGMP olusumunu 6nemli 6l¢tide azalttigr bildirilmistir (162).

MT-I1'in &zellikle ilgi cekici olarak Alzheimer ve diger bazi ndrodejeneratif
hastaliklar1 olan hastalarin beyninde belirgin sekilde azaldigi bulunmustur (163). SH-
SYSY hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada Pb ve Zn tedavisinden sonra hi¢ tedavi
almayan gruba kiyasla MT-11l mRNA seviyelerinin azaldigi, Co ve Li tedavisinden sonra
ise arttig1 bulunmustur (164). Baska bir ¢alismada ise sigan beyninde, si¢anlar orta yasi
(16 ay) gectikten sonra MT-I1I seviyelerinde ¢ok biiyiik bir artig goriilmiistiir (165). Fare
beyninde ise 12 hafta sonrasinda MT-1Il seviyeleri daha yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmustur (166). Bu nedenle MT-I11’{in yasla birlikte arttig1 s6ylenebilir. MTIII"%in asir1
ekspresyonunun, in vitro ve in vivo olarak T24 ve HT1376 hiicre hatlarinda hiicre
proliferasyonunu, metastazini ve timor olusumunu 6nemli dl¢iide arttirdigi gosterilmistir
(167).

Yapilan tez kapsaminda L929 hiicre hattinda Zn ve Cu maruziyeti sonrasinda hig
tedavi almayan gruba kiyasla MT-I1l seviyesi artarken, ilerleyen 48 saatlik dénemde
azalmistir. SH-SY5Y hiicre hattinda ise 48 saat sonrasinda asir1 ekspresyonu goriilmiistiir.
Literatiir ile karsilastirildiginda saglikli hiicrelerde oksidatif hasar ile karsilasma
sonucunda MT-I11"iin aktive edildigi sdylenebilir. Daha sonra azalmasi ise diger ikincil
yolak aktivasyonuna bagli olarak proliferasyonu azalmis olabilir. Kanser hiicrelerinde
asir1 ekspresyonunun ise MTF-1 kaynakli oldugu sdylenebilir.

Merkezi sisnir sisteminde metal homeostazinin bozulmasinin oksidatif stres
yoluyla DNA hasarina yol agtig1 diisiiniilmektedir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda in vitro
analizlerde SH-SYS5Y ve L929 hiicre hatlarina Zn/Cu tuzlar ICso konsantrasyonlarmda
uygulandi ve DNA hasart comet analizi ydntemiyle belirlendi. Uygulanan
konsantrasyonda Zn/Cu tuzlari her iki hiicre hattinda da kuyruk uzunlugu, kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momenti 6l¢iimlerini 6nemli derecede arttirdi. Sonuclarimiza gore
belirlenen Cu konsantrasyonunun Zn’ye gore daha az hasar verdigi gézlendi. Ancak her
iki elementinde comet sonuglart incelendiginde, DNA hasarina neden oldugu gozlendi.
Literatiirde Zn/Cu tuzlarinin SH-SYS5Y hiicre hattinda DNA hasarma iliskin sinirli
calisma bulunmaktadir. Ancak yapilan ¢alismalar metallerin nanopartikiillerinin DNA
hasar1 iizerine etkileri seklindedir (168). Ancak bizim g¢alismamizda metallerin tuz

formlar1 kullanildi. Mahmoud ve ark.’nin yapmis olduklari ¢alismada Cu nanopartikiilleri
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SH-SYS5Y hiicre hattina MTT ile belirlenen konsantrasyonlarda uygulanmis sitotoksik,
genotoksik, oksidatif ve apoptotik etkilere neden oldugunu gostermistir. EkK olarak
yapilan baska bir ¢alismada Zn nanopartikiillerin SH-SY5Y hiicre hattinda DNA hasarin1
indiikledigi gosterilmistir. Yakin zamanda Pradhan ve ark. SH-SY5Y hiicre hatlarinda
Parkinson hastalig1 modeli olusturarak manganez, ¢inko ve bakir uygulamasi ile hastalik
patolojisindeki mekanizmalar1 arastirmiglardir. Bu baglamda Zn uygulmasi diger
metallere kiyasla onemli 6lgiide yiiksek DNA hasari, ROT olusumu ve mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu gézlendi (169). Benzer sekilde bizim verilerimizde de SH-SY5Y
hiicre hattinda Zn uygulamasi daha yiiksek diizeyde DNA hasarina neden olmustur.

Bu calismada MT’ler iizerinde etkisinin oldugu gosterilen esansiyel elementlerin
diizeylerinin incelenmesi ve in vitro olarak bu metal homeostazinin bozulmasinin
MT’lerin gen ekpresyonlar iizerine etkileri ve bu etkilerinin hastalardan alinan kan
orneklerinde DNA hasar1 diizeyleri arasindaki iliginin incelenmesi amaglanmistir. Bu
yoniiyle de calismanin &zgiinliigiine katki saglamistir. Onceki klinik calismalar
incelendiginde, calismalarda hasta sayilarinin az oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle 6nceki
calismalardan farkli olarak bu calisma kapsaminda hasta sayisinin 6nceki calismalara
kiyasla fazla olmasi ¢alismanin giivenilirligini arttirdu.

Metallotiyoneinlerin  MS ile iliskili gen ekspresyonlarina etkisinin
degerlendirildigi ¢calismalarda sadece MT gen ekspresyonlari degerlendirilmistir. Ancak
Zn ve Cu gibi esansiyel elementlerin varliginda veya eksikliginde aktive olan MTF-1 ve
MRE genleri bu elementlerle birlikte daha Onceden incelenmedigi i¢in calisma
sonuglarimiz bu iligkinin degerlendirildigi ilk verileri sunmaktadir. Yapilan bu ¢alisma
MS patolojisinin aydinlatilmasina, metallerin hastaliktaki roliine ve hastaligin niiks
etmesinin 6nceden tahmin edilmesine yeni bir perspektif saglayacak, ayrica yeni metal

hedefli terapotik yaklagimlarin gelistirilmesine katki saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasi kapsaminda MS tanisi alan 70 hasta ve 30 kontrol bireyden alinan
serum Orneklerinde MT diizeyleri belirlendi ve MS hastalarinda yiiksek bulundu.
MT’lerin metal homeostazindaki etkilerinden dolayr serum Zn/Cu diizeyleri AAS
yontemi ile belirlendi. MS hastalarinda artmis Cu ve azalmis Zn diizeyleri tespit edildi.
Hastalardan alinan tam kan 6rneginden lenfosit izolasyonu yapilarak, comet yontemiyle
DNA hasar1 belirlendi ve MS hastalarinda dnemli dlgiide yiiksek DNA hasari bulundu. /n
vitro analizlerde Zn/Cu tuzlarinin SH-SY5Y ve L1929 hiicre hatlar1 izerindeki sitotoksik
etkisi MTS yontemi ile belirlendi. MT’ler {izerinde etkisinin oldugu gosterilen esansiyel
elementlerin diizeylerinin incelenmesi ve in vitro olarak bu metal homeostazinin
bozulmasinin MT’lerin gen ekSpresyonlar1 {izerine etkileri ve bu etkilerin hastalardan
alian kan 6rneklerinde DNA hasar1 diizeyleri arasindaki ilisinin incelenmesi amaglandi.
Ulkemizde hastaligin goriilme sikligi degismekle birlikte iyi bilinen tami kriterlerine
ragmen, MS tanisinin konulmasinda zorluk yasanmasi ve klinik tam1 ve tedavinin
gecikmesi, hastaligin progresyonu ve prognozu iizerinde olumsuz etkiler gostermektedir.
Literatiir incelemelerinde semptomatik tedavinin uygulandigi MS ile ilgili tilkemizde
yapilan c¢alismalar c¢ogunlukla norologlar tarafindan yapilan serum biyobelirteg
diizeylerinin degerlendirilmesine yonelik ¢alismalardir. Bunlarin disindaki diger MS ile
ilgili ¢alismalar demografik ve gevresel etkenlerle hastalik arasindaki iligkiyi arastiran
caligmalardir. Ancak MS ile iliskili mekanizma ¢aligsmalarina rastlanmamustir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda hem in vivo hem de in vitro olarak MT diizeyleri
belirlendi. Bunun yan1 sira in vivo Zn ve Cu diizeyleri analiz edilerek demografik
ozellikler, hastalik derecesi, hastalik alt tipi ve DNA hasar1 arasindaki korelasyonlar

degerlendirildi.
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