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Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tibbi Mikrobiyoloji
Yiiksek Lisans Tezi

MULTIPL SKLEROZ HASTALIGI ETIiYOPATOGENEZINDE, INSAN
ENDOJEN RETROVIRUS-W (HERV-W)’ nin ROLU

Zekeriya TASKIN

Konya-2023

Multipl skleroz (MS), merkezi sinir sisteminin norodejeneratif bir hastaligidir. Erken yasta
gelisir ve siklikla sekel olusturur. Hastaligin etiyolojik nedeni tam olarak aydinlatilamamistir ve heniiz
etkili bir tedavi mevcut degildir. Arastirmamiz, Insan endojen retroviriislerinin ekspresyonu ile
multipl sklerozun patogenezi arasindaki iliskiyi ortaya koymayi amagladik.

Arastirmamizda Human Endogenous Retrovirus-W (HERV-W) env gen ekspresyon diizeyini
belirlemeyi ve yine ayni gruplarda, HERV-W env gen ekspresyonunu sinirlama/diizenleme potansiyeli
olan TRIMS5 ve BST2 konak genlerinin ekspresyon diizeyini belirlemeyi hedefledik

Bu caligma Necmettin Erbakan Universitesi (Konya, Tiirkiye) Tip Fakiiltesi Hastanesi
Noroloji Anabilim Dali’'nda McDonald (2017) tam kriterlerine gore Relapsing-Remitting (RRMS)
tanist alan 50 takipli hasta ile ndrodejeneratif hastalik dislanmig yas ve cinsiyet yoniinden benzer 50
kisilik goniillii kontrol olmak iizere 100 kisiyi dahil ettik. 50 RRMS tanisi almig hastalarin yaglari 33.1
ortalamasindadir. Bu ¢alisma grubun hastaliklarinin baglangi¢ yasi 25,64 ortalamasi, hastalarin tani
alma yas ortalamas1 27,1 dir. Noroloji kliniginde rutin tani, takip ve tedavi islemleri devam eden
hastalardan ve saglikli kan donérlerinden tam kan 6rnekleri kullanildi. Gen ekspresyon diizeyleri, Real
Time PCR yontemi ile, CT degerleri ve referans gen CT degerleri kullanilarak fold-change analizi ile
belirlendi.

HERW-W ekspresyon diizeyleri igin ¢alisma gruplart arasinda onemli bir farklilik
saptanmadi. HERV-W gen ekspresyon diizeylerinin olduk¢a dinamik ve sofistike etkilesimlerden
etkilenebilecegi gergegi, arastirmamizda gergeklestirdigimiz 6lgiimlerin birden fazla zamanli dlgiim
ve bir siire¢ analizi ile yapilmasimin daha saglikli olacag: kanaati uyandirdi. BTS-2 gen ekspresyonu
kontrol grubuna gore yaklasik 3,5 kat artis gostermistir. Saglikli kisiler ile hasta grubu arasinda
TRIMS5a proteinin ekspresyonu agisindan anlamli bir fark tespit edilememistir TRIMS gen ekspresyon
diizeyleri ile hastalik ve hastaliin seyrine yonelik anlamli bir iliski kurulamamistir. BTS-2 gen
ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore yiiksek ¢ikmasi dogal bagisiklik yanitin MS hastaligt
iizerindeki etkisinin bir sonucu olabilecegi yoniinde degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: BTS2, HERW-W, Multipl skleroz (MS), TRIMS,
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ABSTRACT

Necmettin Erbakan University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Microbiology
Medical Microbiology
Master Thesis

THE ROLE OF HUMAN ENDOGENEUS RETROVIRUS-W (HERV-W) In
THE ETIOPATHOGENESIS OF MULTIPLE SCLEROSIS DISEASE

Zekeriya TASKIN

Konya-2023

Multiple sclerosis (MS) is a neurodegenerative disease of the central nervous system. It
develops at an early age and often causes sequelae. The etiological cause of the disease has not been
fully elucidated and there is no effective treatment yet. Our research aimed to reveal the relationship
between the expression of human endogenous retroviruses and the pathogenesis of multiple sclerosis.

In our study, we aimed to determine the Human Endogenous Retrovirus-W (HERV-W) env
gene expression level and to determine the expression level of TRIMS and BST2 host genes, which
have the potential to limit/regulate HERV-W env gene expression.

This study was conducted in Necmettin Erbakan University (Konya, Turkey) Medical Faculty
Hospital Neurology Department with 50 follow-up patients diagnosed with Relapsing-
Remitting (RRMS) according to McDonald (2017) diagnostic criteria, neurodegenerative disease
excluded, and 50 volunteer controls who were similar in terms of age and gender. We included 100
people. The mean age of 50 patients diagnosed with RRMS is 33.1. The mean age of onset of the
diseases in this study group was 25.64, and the mean age of diagnosis of the patients was 27.1. Whole
blood samples with a volume of at least 2 ml, from healthy blood donors and patients whose routine
diagnosis, follow-up and treatment procedures were carried out in the neurology clinic, were used.
The expression level of genes was obtained for each sample by Real Time PCR, and was determined
by fold-change analysis using CT values and reference gene CT values.

No significant difference was found between the study groups for the HERW-W expression .
The fact that HERV-W gene expression levels can be affected by highly dynamic and sophisticated
interactions led to the conclusion that it would be healthier to make the measurements we performed
in our research with more than one time measurement and a process analysis.

Onthe other hand, we found that the expression of the BTS-2 gene increased approximately
3.5 times compared to the control group. However, no significant difference was found between the
healthy subjects and the patient group in terms of expression of TRIMS5a protein. A significant
relationship could not be established between TRIMS gene expression levels and the disease and its
course. High levels of BTS-2 gene expression were evaluated as a result of the effect of innate
immune response on MS disease.

Keywords: : BTS2, HERW-W, Multipl skleroz (MS), TRIM5
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1. GIRIS VE AMAC

Multipl Skleroz (MS), Santral Sinir Sistemi (SSS) lezyonlarinin nérolojik
defektler nedeniyle ciddi fiziksel ve kognitif engellilige yol acabilen, kronik,
inflamatuar bir hastaliktir (Ghasemi ve ark., 2017). MS, beyin ve omurilikteki sinir
liflerinin miyelin kilifinda inflamasyon lokuslarinin olusumu ve hasart ile karakterize
kronik, heterojen, bagisiklikla iliskili baz1 kalict sakatliga yol acabilir (Wallin ve
ark., 2019). Hastalik genel olarak 20-40 yas arasinda baslar ve geng¢ yetiskinlerde
travmatik olmayan oziirliiliiglin 6nde gelen nedenleri arasindadir (Karussis, 2014;
Mark J. Tullman, 2013). Kadinlarin hastaliktan etkilenme orani, erkeklerden iki kat
daha fazladir (Wetzels ve ark., 2017). Diinya genelinde MS hastaliginin 2 milyondan
fazla insan1 etkilemis oldugu tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de siklig1 kesin olarak
bilinmemekle birlikte, 40/100000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Kingwell ve
ark., 2013). Multipl Sklerozun etiyolojisi tam olarak agiklanamaktadir. Sigara, D
vitamini eksikligi, az gilines 15181na maruziyet ve bazi c¢evresel faktorler iizerinde
durulmustur. Cesitli nérodejeneratif hastaliklar (MS, Amyotrofik Lateral Skleroz
(ALS), Alzheimer Hastalig1) ile viral etkenlerin iliskisini ortaya koyan c¢aligmalarin
sayisinda son yillarda belirgin bir artis s6z konusudur. Bunlarin arasinda, endojen
retroviriisler ile MS etiyopatogenezi arasinda iligski olabilecegi yoniinde ipuglar
igeren bazi ilgi cekici raporlar sunulmustur (Kiiry ve ark., 2018; Mameli ve ark.,
2009). Arastirmamiz bu ipuglarindan yola ¢ikarak MS ile HERV-W (Human
Endojen Retrovirus) arasindaki iliskiye yonelik somut veriler elde etmeyi

amaclamaktadir.

Son yillarda, MS insidansi diinya ¢apinda artmistir. MS etiyolojisine yonelik,
hastaligin ¢ok faktorlii dogasinin bir sonucu olarak kabul goren ¢ok sayida hipotez
gelistirilmistir. Cinsiyet (siklikla kadinlarda) ve yas (geng yasta en yaygin) hastalikla
iligkili baslica risk faktorleri olarak goriilmektedir (Houzen ve ark., 2012). Cesitli
endojen ve eksojen baska risk faktorleri lizerinde de durulmaktadir. Endojen
retrovirlisler saglikli insanlarda (hamilelik donemide) 6zellikle embriyonal gelisim
tizerindeki etkileri nedeniyle her gegen giin artan bir ilgi s6z konusudur. (Huang ve
ark., 2013). Bazi patolojik durumlarin tetikg¢isi olarak bazi hastaliklarin olusumu ve
seyrinde bu viriislerin etkisine yonelik calismalarin da sikligi artmistir (Fischer ve

ark., 2014).



MS hastalariin yer aldigi bir arastirmada; HERV-W env gen ekspresyonu, tim
hastalarin beyin dokusunda gozlemlenirken, erken aktif demiyelinizasyon ve gec
hastalik progresyonu sirasinda ekspresyonun da devam ettigi bulunmustur (Van
Horssen ve ark., 2016a). Diger taraftan bu verileri destekler nitelikte; HERV-W env
proteinin, ¢esitli MS formlarina sahip hastalarin serumlarinda, infiltre makrofajlarin,
perivaskiiler infiltratlarda ve aktive mikroglial hiicrelerinde bulundugu raporlanmistir
(H. Perron ve ark., 2012). Kremer ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada, HERV-W
env proteini mikroglial fagositozun inhibe ettigi i¢in noéronal remiyelinasyonu
Onleyen miyelin derbisinin birikmesine yol ag¢tigini ifade etmislerdir (Kremer ve ark.,
2019). Aynm ¢alismada, noroprotektif molekiillerin mikroglial hiicrelerin HERV-W
env ekspresyonunu azalttigl ifade edilmistir. Hastalifin aktif ve stabil relapsing-
remitting formunu gosteren hastalarin B hiicrelerinin ve monositlerinin yiizeyinde
HERV-W env epitoplarinin kesfedilmesi bir diger ilging noktadir (Brudek ve ark.,
2009). HERV-W env proteininin MS'li hastalarin beyin dokularinda, serum ve beyin
omurilik sivisinda (Arru ve ark., 2007) bulunmasi, hastaligin patogenezi agisindan

dikkat ¢ekici bir hedef noktas1 olarak belirlenebilecegini gostermektedir.

HERV'ler insan genomunda bir proviriis olarak bulunur. Dikey gen transferi
ile kalitsal olarak aktarilirlar (Boeke & Stoye, 1997).Insan genomuna ilk
entegrasyon anindan  itibaren, endojen retroviriisler birgok  mutasyon
biriktirmislerdir. Bunun bir sonucu olarak neredeyse tiim retroviral eklerin tam viriis
replikasyonu icin gerekli olan agik okuma cerceveleri (ORF) yoktur, ancak kismi gen
trlinlerinin sentezi s6z konusudur (Griffiths, 2001; Nelson, Carnegie, Martin,
Ejtehadi, ve ark., 2003; Vargiu ve ark., 2016). HERV-W env proteini, TLR-4
reseptoril ile etkilesime girerek dogustan gelen bagisik yanit1 aktive edebilir (Viret ve
ark., 2006). Bu siireg, nitrozatif stresin aktivasyonuna katkida bulunarak
oligodendrositlerin ~ farklilasmasinin ~ ve  ndronlarin  remiyelinasyonunun
bozulmalarma yol agabilir (Kremer ve ark., 2013). Ote yandan, TRIMS5 (Tripartite
Motif Containing 5 (human)) ve BST2 (Bone Marrow Stromal Cell Surface
Gene (human)) gibi intrinsik kisitlama faktorlerinin bazi retroviriis genleri iizerinde
baskilayici1 etki gosteriyor olmasinin kesfi, bu virlislerin konak hiicre ile olan
etkilesimleri iizerine yeni perspektifler kazandirmistir (Bortlik ve ark., 2021). Yeni
hipotezler viral ve konak gen etkilesimlerinin nihai sonuglar1 {izerine

odaklanmaktadir. Arastirmamizin odak noktasi1 da burasidir. Hipotezimizde yer alan
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HERV-W env gen ve bu gen ile iligkili konak genlerinin etkilesimi tizerinde elde
edecegimiz bulgularin 6nemli bir ¢ikt1 olabilecegini diisliniiyoruz. Bu durumun
ozellikle oligodendrositlerin normal fonksiyonlar1 iizerinde olusabilecek olumsuz
etki ve demiyelinizasyon mekanizmasinin; hastalifin etyolojisi, patogenezi,
prognozu ve tedavi secenekleri acgisindan anahtar nokta olabilecegi kanaatindeyiz.
Insan endojen retroviriislerinin belirli otoimmiin patolojilere katkida bulunabilecegi
bilgisi heniiz kesfedilmemis c¢esitli molekiiler mekanizmalarm  varligin
diisiindiirmektedir. Bu  muhtemel mekanizmalarin  arastirilmasi,  otoimmiin
hastaliklarin molekiiler temeline iliskin anlayisimizi gelistirebilir ve yeni tedavi

yontemlerine yon verebilir.






2. GENEL BILGILER
2.1. Multipl skleroz (MS Hastahgi)

Ik olarak 1868 yilinda Jean-Martin Charcot tarafindan tanimlanan MS ¢oklu
etyolojik etkilesimlerin bir sonucu olarak gelisen merkezi sinir sisteminin
inflamatuar hastaligidir. Miyelin kiliflarin, oligodendrositlerin ve daha az oranda
akson, sinir hiicresinin hasarlanmasi ile kalict sakatli§a yol agabilmektedir. MS ¢ok
faktorlii, santral sinir sisteminde spinal korddan optik sinire kadar tiim parankimal
sahay1 etkilediginden ¢ok farkli semptomlar goriilebilir. Etiyolojisi belirsizligini hala
korusa da genetik ve g¢evresel faktorlerin beraber rol aldigi, kronik inflamatuar
demiyelinizan norodejeneratif otoimmiin bir hastalik oldugu kabul edilmektedir

(Kaya 2020).

Klinik hastalik % 30 oraninda 20-40 yas arasi donemde ortaya ¢ikmaktadir.
Hastalik belirtilerinin on bes yas Oncesi ve elli yas sonrasi goriilmesi ender bir
durumdur. MS, cografik farklilik sergileyen bir hastaliktir. Diinyanin her bolgesinde
prevanslar1 farklidir. MS i¢in yliksek riskli bolgeler; Kuzey ve Orta Avrupa,
Amerika’nin kuzeyi, Kanada, Avustralya’min giineyi, Yeni Zelanda ve Israil’dir.
Diisiik riskli bolgeler ise; Afrika ve Asya’nin geri kalan kisimlar1 ve Meksika'dir

(Mirza M. 2001).

Tiirkiye'de MS prevalans: ile ilgili calisma sayis1 yetersizdir. Istanbul'un
Maltepe il¢esinde ve Tiirkiye'nin Karadeniz kiyisindaki kirsal bir bolge olan Erbaa'da
yapilan arastirmalara gore orta yiiksek riskli MS prevalansi bildirilmistir. Tiirkiye'nin
Kuzey Karadeniz Bdlgesi'nden veriler igeren bagka bir arastirma raporunda, MS
prevalansi beklenenin iistiinde olarak degerlendirilmistir (68.97/100.000)(Akdemir
ve ark., 2017).



o
Sekil 2.1. Kiiresel MS geligme riski.(Tarlinton ve ark., 2019)

Cocukluk c¢aginda gegirilen viral enfeksiyonlarin (kizamik, kabakulak,
sugigegi vb.) yetiskin doneme gore MS gelisimi agisindan daha fazla rol oynadigi
bazi arastirmalarda ortaya konmustur (Casetta I, Granieri E 2000). Yetmisli yillarda,
MS’li hastalarin beyin omurilik sivisinda (BOS) kizamik¢ik, kizamik viriislerinin
yiiksek titrelerde kaydedilmesiyle MS i¢in enfeksiyonlarin roli tartisilmaya
baslanmistir (Adams JM 1975). Sonraki yillarda yapilan pek ¢ok ¢aligsma bu hipotezi

destekler nitelikte ¢esitli veriler sunmustur.

MS’li hastalarda, saglikli kontrol gruplarina ve diger norolojik hastaliklar
olanlara gore Herpes simplex 2 ve EBV karsi1 daha yiiksek titrelerde antikorlar
bulundugu bagka caligmalar ile durum teyit edilmistir (Ferrante P ve ark 1987). Bir
ftalyan adasi olan Sardunya, MS'in kiiresel yaygmhginm en yiiksek oldugu
bolgelerden biridir. Genetik faktorlerin etkisini agiklamay1 amaglayan genis katilimli
bir calisma ile Sardunya’da yasayanlarin genetik olarak, otoimmiin hastaliklara daha

yatkin oldugu sonucu ¢ikarilmistir (Frau J ve ark 2021).

MS ile baz1 enfeksiyonlar arasindaki giligli iliskiyi ortaya koyan
aragtirmalarin sayist her gegen giin artmaktadir. MS gelisiminde enfeksiyonlarin
roliinii gosteren en giiglii kanit, Epstein-Barr virlisii (EBV) ile ortaya konmustur.

MS’in gelisme riski, ¢ocuklukta EBV enfeksiyonu Oykiisii olan kisilerde yaklasik 15



kat, ergenlik doneminde veya daha sonra EBV ile enfekte olanlardan yaklasik 30 kat
daha yiiksektir (Ascherio ve ark., 2010). Sardunyali MS’li hastalarla yapilan
calismada gecmiste EBV ile enfekte olmus kisilerin anti-EBV antikorlarin varlig
yillar sonra MS gelisimi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Avrupa'da yapilan ¢ok
merkezli bir ¢alismada, Sardunyali MS'li hastalarin normal bireylere gore yiiksek
HERYV ekspresyonu varliginin, Sardunyali MS'li popiilasyonu arasinda, hastalarin

%59 ila %100' arasinda farklilik gostermistir (Frau J ve ark 2021).

Multipl Skleroz, yaklasik %20'lik bir ailesel niiks oranina sahiptir. Genel
olarak, riskteki azalma birinci derece akrabalarda (kardesler %5, ebeveynler %2 ve
cocuklar %2) %3'ten, ikinci derece ve liglincii derece akrabalarda %1'e kadar degisir.
Kanada ve Ingiltere’de ikizlerde yapilan galigmalarda monozigotiklerde, dizigotik
ciftlere gore daha yiiksek oranlarda MS varligini gostermektedir (Compston & Coles,
2008). MS yatkinligin Mendel genetigi tarzinda olmamasina ragmen, homozigotik
ikizlerde %26'lik (dizigotik ikizlerde %3) uyum oranlar1 tipik olarak goriiliip, bu da
o6nemli bir uyumsuzlugu (~%70) diisiindiiriir (Brudek ve ark., 2004).
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Sekil 2.2. Ailelerde multipl skleroz i¢in tekrarlama riskleri (Compston & Coles, 2008)

MS hastaligin ortaya c¢ikmasinda genetik faktorlerin tek basina yeterli
olmadigi, 6zellikle yasamin ilk on yilinda bireyleri etkileyen bir¢cok ¢evresel faktoriin
etkin rol oynadig1 diistiniilmektedir. Az gilines 15181 almaya bagh diisiik D vitamini
seviyeleri, sigara i¢imi ve hayvansal/doymus yaglar acisindan beslenmenin MS

gelisimi ile iligkili oldugu bildirilmektedir (Ascherio A, Munger KL 2007).



Genetik yatkinligin yan1 sira MS patogenezini tetikleyebilen ¢evresel
faktorler arasinda viral enfeksiyonlar onemlidir. Kene kaynakli Ensefalit viriisi
(TBE), Human T-lymphotropic virus type 1(HTLV-1), Herpes Simpleks Viriisii TIP
-1(HSV-1), Varisella zoster viriis (VZV), HHV-6 (Insan Herpes Viriis 6) ve 6zellikle
EBV (Epstein-Barr viriisii )’de etkilidir.

Bu viriislere ek olarak, bizim de ilgilendimiz ve ¢alismamizda mihenk tasi
olan insan Endojen Retroviriisiiniin (HERV) ekspresyonu, MS gelisimi ve hastaligin

ilerlemesi i¢in bir risk faktorii olarak kabul edilmistir (Morandi ve ark., 2017).

HERV-W etkisi, MS patogenezinde epigenetik diizenlemede kromozomlarda
azaltilmis metilasyon goriiliir. Kromozomlarin paketlenmesi sirasinda azaltilmis
metilasyon isleminin sonucu olarak artan inflamasyon, azalan miyelinasyon ile
demiyelinizasyon olugsmamasi  Onerilen etki mekanizmasi birisi  olarak
diistiniilmektedir (Kremer ve ark. 2013; Perron ve Lang, 2010). MS hastaliginin
etyopatogenezi tam olarak agiklanmamistir. HERV i¢in patogenezde, prognozda ve

tedavi yanitinin tahmininde bir rolii oldugu 6nerilmistir (Frau J ve ark 2021).

2.1.1. MS hastahiginin klinigi

Santral sinir sistemi (SSS)’nin bir hastalig1 oldugu i¢in bir¢ok semptom ayni
anda goriiliir. Bunlar baglica yorgunluk, depresyon, kognitif bozukluklar, duyusal,
motor, gorsel, serebellar, cinsellik, sindirim, bas agrisi, uyku, sekel ve konusma

bozuklugudur (Boz C.2020).

Insan beyni, farkl1 hiicre tiplerini ve bunlarin alt siniflarini igerir. Sinir hiicresi
olan noronlar, birbirleriyle sinapslar aracilifiyla iletisim kuran ana sinyal
birimleridir. Noronlarin iki ana alt sinifi, inter néronlar (néronlar arasindaki yerel
baglantilar) ve projeksiyon noronlardir. Noéronal olmayan hiicreler arasinda,
damarlar1 kaplayan endotelyal hiicreler, ventrikiiler duvarlar1 kaplayan ependimal
hiicreler ve glial hiicreler bulunur. Gliyal hiicreler, kan beyin bariyeri, homeostaza,
ndronal biiylime ve ndrotransmitter geri doniisiimii gibi sayisiz iglevde gorev alirlar.
Gliyal hiicreler, oligodendrositler (daha hizli sinyal iletimi i¢in noronal aksonlar

yalitkanligin1 saglar), mikroglia (hematopoietik kaynakli beyin makrofaji) ve
7



astrositlerdir.

GFAP - astrosit astrosit GFAP - astrosit

MEP - oligodendrosit oligodendrosit

Sekil 2.3. Farkli tipte norolojik hiicre siniflart (ependimal hiicreler, mor ve endotelyal hiicreler,
kirmiz1)), alt popiilasyonlar (A=astrositler, mavi; M=mikroglia, kahverengi; N=noron, yesil;
O=oligodendrositler, turuncu), ve (akson, dendrit, sinaps ve glia endfelt).(The Human Brain - Cell

Types - The Human Protein Atlas, 2010.)

Miyelin, noroglial hiicreler tarafindan noronlar ve aksonlar etrafinda
olusturulan ¢ok katmanli kiliftir. Miyelinin olusmasi karmasik bir siirectir. Miyelin
olusmas1 kendine 0zgii proteinlerin ekspresyonlart olusur. Miyelin olugsmasinda

birkag kiiclik glikoprotein bulunur. Bunlar baglicalari miyelin bazik protein (MBP),
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miyelinle iligkili glikoprotein, proteolipid protein ve miyelin kilifinda bulunan
Miyelin  Oligodendrosit  Glikoproteini (MOG) dahil olmak iizere kiiciik
glikoproteinler gorev alir (Dubois-Dalcq ve ark., 1986; Peschl ve ark.., 2017). MOG
nin islevi biiyiik 6l¢lide bilinmemekle birlikte, bu proteinin bir yapigsma molekiilii
veya hiicresel reseptor olarak hizmet ettigine inanilmaktadir (Dubois-Dalcq ve ark.,

1986; Peschl ve ark., 2017).

MS hastaliginda miyelin yapisinin bozulmasi s6z konusudur (Dubois-Dalcq
& Armstrong, 1990). Oligodendrositler, aksonlar1 sararak ve koruyarak elektrigin
etkili bir sekilde iletilmesini saglayan miyelinin olusumunda rol oynayan hiicrelerdir.
Oligodendrositler, iskemi, toksisite, travmatik yaralanma, inflamatuar sitokinler,
reaktif oksijen tiirleri ve sitotoksik proteazlar gibi etkenler tarafindan tetiklenirler.
Oligodendrositler inflamatuar hasarlanmaya karsi olduk¢a hassastir (Go ve ark.,
2021). Hasarli miyelin demiyelinizasyona yol acarken, demiyelinize aksonlar,
inflamatuar hasarlanma siire¢ ile daha da fazla hasar gérmektedir. Mitokondriyal
disfonksiyonu ve iyon kanali disfonksiyonu sonucu olusabilecek asir1 uyarici
ndrotransmitter salinimi bircok ndérodejeneratif hastalik ortaya ¢ikar. Norodejeneratif
hastaliklar motor ve bilissel bozulmay1 beraberinde getiren demiyelinizasyonun bir

sonucudur (Nasrabady ve ark., 2018).

Motor liflerde olusacak demiyelinizasyonun direkt sonucu olarak yanma,
karincalanma ve uyugsma gibi primer semptomlar ortaya c¢ikar. Bu primer
semptomlarin ardindan hareketsizlik, giigsiizliik ve osteoporoz gibi MS hastaliginin
sekonder bulgu ve semptomlar1 gelisir. Hastalikla ilgili yakinmalarin zamanla yagsam
kalitesi ve birey psikolojisindeki etkileri nedeniyle depresyon, ofke gibi duygu
durum degisiklikleri, evlilik ve sosyal hayatiyla ilgili problemler tersiyer semptomlar

olarak ortaya ¢ikar (Thompson AJ ve ark. 2018).

Jean Martin Charcot, klinik ve anatomik bulgular arasindaki iligkiyi
tanimlamistir. Charcot klinik gbzlemler yoluyla, hastanin belirtileri ve semptomlari
ile ilgili, kapsamli veriler topladi ve ardindan bunlar1 patolojik degerlendirme ile

iligkilendirdi (Kumar DR. 2011).

Charcot 1868 yilinda, ilk kez bir hastaya MS tanis1 kondu. MS’ in
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histopatolojik ozellikleriyle ilgili tespitleri ve klinikopatolojik tanimlamasi bugiin
icinde altin standart olarak kabul edilir. MS tanisi i¢in 1950’lerden bu yana c¢ok farkli
kriterleri Bunlar
Schumacher-1965,

kriterleridir.

klinik tam olusturulmustur.
Poser-1985 ve Mc

MS tanisi

sirastyla en bilindik olanlar
Donald 2001,2005,2010, son 2017
Oykliye ve muayeneye dayanan klinik bir tamidir.
Goriintiileme/MR, biyokimyasal analizler, Uyarilmis Potansiyel Testler (VEP),
BOS’ta Oligoklonal Band ve IgG indeksi gibi analizler ¢coklu tanisal araglar olarak
degerlendirilirler. (Boz C.2020).

2.1.1. MS Hastah@inin Klinik Formlar

MS hastaliginin  klinik belirtileri  hafiften siddetliye dogru ilerleyen
degisiklikler gosterir. MS’in degerlendirmesi, hastaligin evresi, 6ziir seviyesinin
takibi ve tedavi etkilerinin izlenmesi yoniinden gelisimi 6l¢mek i¢in pek ¢ok Slgek

vardir. Bu 6lg¢eklere gore bazi klinik seyirleri belirlenmistir.

Tablo 2.1 MS hastaliginin Klinik Seyirleri (Klineova S, Lublin FD 2018)

Primer Progresif MS Sekonder Progresif Relapsing-Remitting Progresif Relaps MS
(PPMYS); MS (SPMYS); MS (RRMS); (PRMYS);

Herhangi bir belirgin Baglangigta Norolojik fonksiyonun PPMS’nin  giderek  artan
relaps veya tekrarlayan bir atak, tamamen veya kotilesme ile seyrederken
remisyonlar remisyon seyrini kismen iyilesmesi ile ancak donem iginde kiigiik
olmaksizin takiben  hastalik, belirgin bir ilerlemenin dalgalanmalar

semptomlarin relapslarla ~ veya olmadigi  donemlere goézlemlenebilir. Bu
baslangicindan relapslar denirr., RRMS nin hastalarda progresyona asikar
itibaren norolojik olmaksizin  daha yaklasik yiizde ellisi ataklar eklenebilir bu duruma
fonksiyonun siirekli istikrarli bir 15 yilile 20 y1l sonras1 da Progresif relaps MS
kotiilesmesidir sekilde ilerleyici SPSS'e olarak devam (PRMS) denir. PPMS ve

hale gelir. eder. PRMS prognozu aynidir.
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Sekil 2.4. MS Hastaliginin Klinik Formlarina gore siddet zaman grafigi

MS’in degerlendirmesinde ilk gelistirilen 6l¢cek “Expanded Disability Status
Scale (EDSS)” dir, daha sonra bagka dl¢ekler de ortaya ¢ikmistir. Bu dlgeklerden en
yaygin EDSS ve “Multiple Sclerosis Functional Composite (MSFC)”
kullanilmaktadir. Son yillarda MSFC’nin EDSS’ye gore daha hassas oldugu rapor
edilmistir. EDSS kolay uygulanabilen bir dl¢ek olmasi nedeniyle yaygin kullanim
alan1 bulmustur. Yeni gelistirilen Ol¢eklerin validasyon g¢alismalarinda EDSS hala

altin standart olarak kullanilmaktadir (Kadriye Balc1 Tombak, 2010).

2.1.2. MS Hastaliginin Tedavisi

Hastalig1 tamamen 1iyilestiren bir tedavi heniiz yoktur. Giiniimiizdeki tedavi
yaklagimlari; atagin kalict olmasini 6nleyen, belirtilerini hafifletilmesini veya atak
sikligimin  azaltilmasimna yonelik immunomodiilatuar stratejileri igermektedir.
Interferon beta (IFN-B), 1993'ten giiniimiize kadar RRMS tedavisinde temel dayanak
noktast olmustur. MS i¢in mevcut tedavilerin ¢ogu lenfopeninin indiiklenmesi
veya TH2 giidiimlii bir fenotipe gecis yoluyla iireten immiinomodiilatér tedavilerin
varyantlaridir (Fox ve ark., 2019). Immiinomodiilatér tedavilerin cogu kanser
tedavisinde kullanilmaktadir ve yaygin yan etkileri arasinda firsatci enfeksiyon artigi
veya gizli enfeksiyonlarm tekrarlanmasi yer almaktadir. ilging bir sekilde, MS’de
basarili sonug¢ alinan ilk ilag, ayn1 zamanda virilisle enfekte fibroblastlar tarafindan
tretilen baglica antiviral sitokinlerden biri olan IFN'dir (Ivashkiv & Donlin,
2014). Inflamatuar bir bozuklugu tedavi etmek igin bir antiviral sitokinin mantik dis1
kullanim1 gibi goriilebilir. IFNf tarafindan indiiklenen bir ¢ok yolak ile T hiicre

fonksiyonlarimin hedefleyerek miimkiin olmaktadir (Fox ve ark., 2019).
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IFN-B, haftada bir veya birkag¢ kez intramiiskiiler veya subkutan enjeksiyonlar
halinde uygulanir. Sonraki yillarda Glatiramer Asetat, Dimetil Fumarate ve
Teriflunomid gibi ilaclar birinci basamakta tedavilerde, Fingolimod ve Natalizumab

ikinci basamak tedavilerinde kullanilan ilaglar arasina girmistir (Sorensen PS.2014).

MS i¢in yeni tedavi yaklasimlari, lenfosit yiizey antijenlerine karsi hiimanize
monoklonal antikorlar1 icermektedir (Wootla ve ark., 2016). Ocrelizumab ve
Rituksimab, B hiicre ylizey proteini CD20'yi hedefleyerek bu lenfosit
poplilasyonunun segici olarak tilkenmesine neden olur. Bu monoklonal antikorlar
Ozellikle hastaligin belirtilerinin azaltilmasinda etkili bulunmuslardir (Tarlinton ve
ark.,, 2020). Progresif Relaps MS (PRMS) tedavisinde kullanimi
onayli Ocrelizumab’in MS bagh sakathik riskini % 24 azalttig1 bildirilmistir. Mart
2019°da FDA tarafindan onaylanan Spinimodun’un ise SMPS’nin tedavisinde

sakatlik riskini % 21 azalttig1 bildirilmistir.

Sigara kullanimui, kiloya bagl olumsuzluklar, fiziksel aktivite kisitlilig1 ve ko-
morbid durumlar hastaligin seyrini etkileyen dnemli faktorlerdir. Bu durumlarla ilgili
diizenleyici ve Onleyici tedbirlerin alinmasi tedavinin bir parcasi olarak

degerlendirilmektedir ( Yiicesan C 2020).

2.2. Insan Endojen Retrovirusleri (HERYV)
2.2.1. Tanimi

Insan Endojen Retroviriisleri (HERV) terimi, insanda ERV gen dizilerini
ifade eder. HERV'ler retroviral genomlarin yapisal 6zelliklerini tasirlar ve korurlar
(Kiiry ve ark., 2018). ERVW-1 diger isimleri ENV, ENVW, ERVWEI, HERV-7q,
HERV-W-ENV, HERV7Q, HERVW, HERVWENYV, HERV-W olarak bilinir.
HERV-W env proteinleri birbirinden giivenle ayirt edilip edilemeyecegi konusunda
bazi tartigmalar vardir. Bu viral proteinlerin insan sagligi {izerinde énemli bir etkisi

oldugu one siiriilmiistiir (Mameli ve ark., 2007).

Insan Endojen Virusleri germ hatti DNA'sinda sabitlenen atalardan kalma
retroviral enfeksiyonlarin  kalintilarmmi  temsil eder. HERV'ler, insan gen

kiitiiphanesinden viral primer baglanma bdlgelerini oligoniikleotid homolojisiyle
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) kullanarak kesfedilmistir. insan gen lokuslarinin
analizleri sirasinda uzun dogrudan tekrarlarla ¢evrili (Long terminal repeat) LTR'leri
ve i¢ kodlama bdlgelerini gevreleyen primer baglama bolgelerini igceren proviriis

benzeri yapilar1 sebebiyle retroviriisler olarak tanimlandi (Antony ve ark., 2011).

Retroviriisler, RNA’dan DNA’ya gegisi katalize eden Ters Transkriptaz (RT)
adli bir enzimi kodlayan, ortalama 7-10 kb biiyiikliigiinde pozitif RNA zinciri igeren
viriislerdir (Dolei A, Perron H.2009). Retroviriisler basit ve kompleks olarak iki
gruba ayrilirlar. Her iki grubun genom yapisinda ortak {i¢ gen bolgesi (gag, pol, env)
ve 1U¢ okuma ¢evresi vardir. Kompleks retroviriislerde ise karmasik
gen diizenlemeleri ve viriis-konak etkilesimlerinde kritik rol oynayan aksesuar
genler (Multiple Accessory) vardir. Ornegin; Human T-cell Lymphotropic Virus
(HTLV) tax ve rex; HIV (Human Immunodeficiency Virus) ise vif, tat, rev, nef ve
vpu aksesuar genlerine sahiptir (Coffin ve dig., 1999). Basit sekildeki retroviriisler
hiicre boliinmesi (mitoz) sirasinda hiicre c¢ekirdeginin pargalanmasindan sonra
genoma baglanabilir. Kompleks retroviriisler mitoza gereksinim duymadan sahip
oldugu “multiple accessory” (yardimc1 protein grubu) proteinleri kullanarak nukleus
zarmin parc¢alanmasin1 beklemeden genoma entegre olabilirler (Goziikirmizi N. ve

Ark. 2012).
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Sekil 2.5. Retroviriisiin genoma entegrasyonu

Insan endojen retroviriisleri olarak insan genomuna dahil oldugunun
bilinmesi ve HERV'lerin otoimmiinite olusumundaki olasi rolii oldugu 1960'larin
sonlarinda 1970’lerin basinda kesfedilmistir. Mendel kalitimi1 i¢in tamamen yeni bir
kavrami ortaya cikarmis oldu. Bu kesif, virolojik ve immiinolojik ydntemlerin
mendel genetigi ile birlesmesiyle miimkiin olmustu. ERV’in varlig1 daha sonralar

niikleik asit hibridizasyonu ile de dogrulandi (Weiss, 2006).

HERV'ler milyonlarca yil 6nce meydana gelen germ hatti hiicrelerinin
ekzojen retroviral enfeksiyonlarindan tlireyen ve insan genomunun yaklasik %8,29'u
temsil eder. Yakin zamana kadar HERV'lerin protein kodlama potansiyeline iliskin
fazla veri bulunmazken bu elementler "¢op DNA" olarak adlandiriliyordu. HERV'ler
insan genomunun Onemli bir bolimiinli temsil ederken, biiyiik ol¢iide deneysel
reaktiflerin azligi ve HERV'lerin "¢6p DNA" oldugu yoniindeki yaygin ve yanlis
varsayim nedeniyle biyolojik etkileri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Antony ve

ark., 2011). Baz1 HERV'lerin acik okuma c¢ercevelerine ve protein ekspresyonu
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yapabilme potansiyeline sahip oldugu giinlimiizde bilinmektedir (Chen J, Foroozesh

M, Qin Z. 2019).

Bazi endojen viral elementler hiicresel genler olarak islev gérmektedir. Viriis
kaynakli genlerin, antiviral islev kazandiklar1 birkag tiirde kesfedilmistir. Ornegin,
farede bir retroviral gag geninden lretilen fare Fvl geni, Murin Lésemi Viriisiine
(MuLV) direng saglamaktadir (Nelson, Carnegie, Martin, Davari Ejtehadi, ve ark.,
2003).

HERV'lerin kodladig1 cesitli proteinlerin insan sagligi {zerinde etkili
olabilecek cesitli biyolojik siireclere aracilik ettigi bilinmektedir. Bu ydnleriyle bu
orijinal proviriis dizilerinin, fonksiyonel {irlinler iiretmek i¢in transaktive edilebilmesi
fikri artan cazibeye sahiptir. Cogu HERYV islevsel tam bir protein sentezleyemedigi
icin kusurludur. HERV’ler biiyiik delesyonlar veya anlamsiz mutasyonlar igerir.
Mutasyonlarin birikmesi nedeniyle, ¢ogu genellikle cogalamaz ve aktif degildir. Hala
acik okuma cercevelerine (ORF) sahip olanlari ise embriyonik gelisim, pluripotent
hiicre etkilesimleri, kanser, yaglanma, norodejeneratif hastaliklar ve otoimmiin

hastaliklarla iligkilendirilmistir (Chen ve ark.2019).

2.2.2. Yapisi

Insan endojen retroviriisleri, insan genomunun hem gen hem de intergenik
bolgelerine (IGR) yerlesirken, genelikle ¢ogu intergenik bdlgelerde bulunurlar (van
de Lagemaat ve ark., 2006). Intergenik bolgeler, kodlamayan DNA’nin bir alt
kiimesidir. Baz1 intergenik DNA elementleri, yakindaki genleri kontrol etmek ic¢in
hareket etmektedir. Intergenik DNA elementleri ¢ogunun su anda bilinen bir islevi

yoktur (Bakel ve ark., 2010).

Spesifik lokuslara yonelik PCR kullanarak yapilan deneylerde intronik
(intron) bolgelerdeki HERV-W elementlerinin intergenik bolgelerdeki elementlerden
daha ytiksek seviyelerde eksprese edildigi gosterilmistir (Akan Karlsson at al. 2016).
HERV'in transkripsiyonel aktivitesi {izerinde genomik baglarin bir etkisi oldugu
diistiniilmektedir. HERV-W elementlerin yerlesim yeri ve diger genlerle uyumunun

onlarin gen ifadesini etkileyebilecegini sdylenmistir (F. Li ve ark., 2011).
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HERYV proviriis dizisi, iki uzun terminal tekrarlari (LTR) arasina sikigtirilmis
gag, pol, pro ve env bolgelerinden olusur. Gag, Matris (MA), Kapsid (CA) ve
Niikleokapsidin (NC) yapisal bilesenlerini kodlar. Pol geninin iirlinleri Ters
Transkriptaz (RT), Integraz (IN) ve RNase H (RH)'dir. Pro, esas olarak enzim
proteazin1 (PR) kodlarken, Env geni Env yiizeyi (SU) ve Transmembrane (TM) alt
birimlerini kodlar. LTR'ler U5 bdlgesi, U3 bolgesi ve tekrar dizilerinden (R) olusur
(Chen ve ark.2019).

5'LTR gag pro pol env 3'LTR

86Kkb

Full length S8 Poly A
3.3 kb

Env - Poly A

1.8kb

Rec - Poly A

1.8 kb

Np9 R Poly A

15kb

Hel - Poly A

Sekil 2.6. HERV-W Gen Bolgeleri

LTR'ler, etkili promotérler, giiclendiriciler ve transkripsiyon faktorii baglama
bolgeleri gibi bir diizenleyici dizileri igerir. LTR, U3, R ve U5 bolgelerinden olusur.
S'LTR’nin U3 bolgesi proviral promotdr gorevi goriirken, 3'LTR’de bulunan R
bolgesi bir poliadenilasyon sinyali olarak hizmet eder. LTR'ler, HERV-W f{iyelerinin
transkripsiyonunun yonlendirilmesinde promotorler olarak hareket ederek dokuya
0zel ve oldukca cesitlendirilmis ekspresyon modellerine katkida bulunur (Akan

Karlsson at al. 2016).

ERV'ler, LTR’lerin sahip olup veya olmamasina gore iki gruba boliiniir.
LTR'lere sahip ve enfekte etmeyen elementler retrotranspozonlardir ve LTR'leri

olmayanlara retropozonlar denir (Lower ve ark., 1996).

Iki tiir transpozondan (Hareketli genetik elementler) birincisi DNA’y1 ara ve

kes-yapistir mekanizmasi yoluyla transpoze edilebilen elementlere DNA
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transpozonlar denir. RNA’nin  kopyala-yapistir mekanizmas1 kullananlara
retrotranspozonlar denir. Retrotranspozonlar endojen retroviriisleri (ERV'ler) igerir

(Kiiry ve ark., 2018).

DNA TRANSPOZONU RETROTRANSPOZON

Kopya I——_ kesitme Kopya 1 — =Be'RNA
_ _
Ya[)lﬂll‘l'nHN \‘aplsnrlllm}\
— I ——
S ————————— [§ == S
Kopya 1
Kopya 1 Kopya 2
| Se——u] | — ]

Sekil 2.7. Hareketli genetik elementlerin hareket mekanizmasi. A: DNA transpozonun hareket

mekanizmasi; B: Retrotranspozonun hareket mekanizmasi

ERV’lerin gen hareket mekanizmalar1t oldugunun gostergesi insan
genomundaki polimorfizm olmasi ve her grup i¢inde bir veya daha fazla LTR

dizisine sahiptir (Jern ve ark., 2005).

Cok az sayidaki ERV’lerin gen hareketlerini retrotranspozisyon vasitasiyla
yapildig1 diisiiniiliiyor. ERV’lerin genomlarinda ¢ok fazla LTR dizilerine sahip
olmasima ragmen gen boélgeleri mutasyona ugradig: icin hareket edemediklerinden

diger hiicreleri enfekte edemezler (Griffiths, 2001).

Transposable Elementleri (TE), Retrotranspozonlar ve DNA transpozonlari
olarak iki ana kategoriye ayirabiliriz. Otonom TE'ler, ters transkriptaz (RT) ve
replikasyon ve transpozisyon icin gerekli diger proteinleri kodyabilirler. Otonom
olmayan elementler bu proteinleri kodlamaz ve mobilizasyonlar: i¢in baska TE'lere
ihtiyag duyar. Retrotranspozonlar, dahili kodlama gen bdlgelerini ¢evreleyen
LTR'lerin varlig1 veya yokluguna gore iki gruba ayrilabilir (Bello-Morales ve ark.,
2021). Sekil 2.9’a bakiniz.
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Sekil 2.8. Transposable Elements (TE). (Bello-Morales ve ark., 2021)

HERV-W'in transkripsiyonel aktivitelerinin ¢esitli mekanizmalardan
etkilendigi goriilmektedir. Transkripsiyon faktorlerinin LTR promotdrlerine ve
LTR'lerin disindaki giiclendiricilere baglanabilir. DNA metilasyonunda genetik
varyasyon ve histon modifikasyonu degisikligi, transkripsiyon faktorlerini etkiler. Bu
degisiklikler HERV-W'nin kronik kompleks hastaliklarin gelisiminde cevresel etki
olma potansiyelini destekler (Akan Karlsson ve ark. 2016).

Baz1 ERV’lerin mutasyona ugradiklarinda sadece kapsiilii yapan gag protein
sentezler, bazi1 ERV’ler ise fonksiyonel proteinleri sadece env protein sentezler. Bu
proteinler tek baslarina islevsel olmadiklarindan kusurlu kabul edilir. Bu iki farkl
ERV’nin gag proteinin ile env proteinlerin RNA’larinin birlikte paketlenmesi ile yeni
retrovirus kombinasyonlar1 olusur. Bu mekanizma “ERV Break out” ya da “patch
repair” olarak bilinir. Yeni olusan ERV’ler aktif olarak hiicreleri enfekte yetenegine
kavusmus olurlar. Sonugta ERV’nin mutasyona ugrayan geni baska bir ERV’nin geni

ile yer degisikligi yaparak aktif hale gelebilir (Jern ve ark., 2005).
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Sekil 2.9. ERV’lerde patch repair gosterimi.(Jern ve ark., 2005).

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari, HERV elementleride dahil
olmak {izere insan genlerinin epigenetik kontrolii i¢in gereklidir. Fonksiyonel
transkripsiyon i¢in 6n kosul olan HERV dizilerinin fonksiyonel LTR tutmasini, agik
okuma cergevelerini (ORF) bozulmasi, silmelerin yapilmasi veya poliadenilasyon

sinyali verilmesi baska bir promotdr tarafindan kontrol edilir (Kiiry ve ark., 2018).

Kodlama bdélgelerinin  kromatin  erisilebilirliinden  dolayr  niikleer
microenvironment dokular arasinda farklilik gosterdiginden, aktive edilecek bir
HERYV kopyasinin temel yatkinlig1 dokuya, hiicreye veya olgunlagsma asamasina 6zel
olabilir. MS hastalarindan alinan kiiltiirlenmis hiicrelerde proinflamatuar sitokinler
tarafindan HERV-W dizilerinin transkripsiyonunu yukar1 regiile edildigi rapor
edilmistir. MS hastalarindan alinan periferik kanda mononiikleer hiicrelerinin artan

farklilagmasi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Mameli ve ark., 2007).
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HERV-W'hin diisiik ekspresyonu seviyelerinde, insanin farkli dokularinda ve
hiicrelerinde HERV-W'nin ekspresyonu gozlenmistir. Hibridizasyona dayali
calismalar RT-PCR uygulandiginda, HERV-W'nin yapisal genlerinin (gag, pol ve
env) normal insan plasenta ve testisinde de yiiksek oranda eksprese edildigi bulundu.
Ek olarak, gag geni, normal beyin ve dalak dokularinda spesifik olarak kopyalandig:
fakat kanser hiicrelerinin hi¢birinde rastlanmadigi bulunmustur (Schon ve ark. 2001;

Yi ve ark.2004).

Islevsel proteinler iiretebilen tam uzunlukta agik okuma gergevelerine (ORF)
sahip birkag env bolgesi tanimladi. 7q21.2 kromozomunda yer alan ERVWEI,
simdiye kadar uzun bir env ORF’yi koruyan dogrulanmis tek HERV-W proviral
lokustur (Villesen ve ark., 2004).

7921.2 (ERVWEL) lokusunda bir HERV-W proviriisii gebelikle 1ilgili
islevlere sahip syncytin-1’1 iiretmek i¢in gerekli olan env gen bolgesi icin gerekli
ORF’yi muhafaza etse de gag ve pol’u kodlamada kusurludur (Staege ve ark., 2018).
Bu sathada ERV’lerde patch repair sistemi devreye girerek kusursuz olan syncytin-1

tiretiliyor.

Sinsitin-1, 538 amino asitten (aa) olusan ve bir N-terminal sinyal peptidi (SP,
aa 1-20), bir SU alt birimi (aa 21-317), bir TM alt birimi (aa 318) sunan 73 kDa'lik
bir glikozillenmis proteindir (Gimenez ve Mallet, 2008).

hASCT2

_______________ disulphide bond oo,
it : ==
Syncytin-1 5 RBD z g |27 g Cyt]
X . l.Q‘M\’
Surface Iransmembrane
«— —_— —— —_—
[21-317] [318-538]

Sekil 2.10. Syncytin-1 Protein Yapisi

Kromozom 7q21.2 iizerinde bulunan ERVWEI geninin glikozile edilmis
irlinii olan fusojenik protein Syncytin-1 diger adiyla enverin 'dir. Embriyogenez
sirasinda notr amino asit tastyicilarina (amino acid transporters) ASCT-1'e ve ASCT-
2 baglandiktan sonra sinsityotrofoblast tabakasinin olusumu sirasinda hiicre

zarlarinin fiizyonunda yer alir. Env gen bdlgesi tarafindan kodlanan zarf proteini
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plasentanin morfogenezinde rol alir. Dolayistyla bu gen, insan konake1 tarafindan
islevsel olarak benimsenen bir retroviriis geni gibi goriinmektedir (Lezhnyova ve

ark., 2020, Schmitt ve ark., 2013).

Endojen retroviriislerde env geninin kodladig sinsitin proteininin anormal bir
sekilde yapildigi durumlarda embriyonun gelisiminde 6nemli sorunlara sebep olan
Preeklampsi ve HELLP sendromlar1 gézlenmistir. Sinsitin proteini fetiisii maternal
bagisiklik sistemi karst hiicrelerinin baskilayici etkisinden korumaktadir. Fetiisiin
immiinolojik etkilere karsi dnemli rol aldig1 bilinmektedir (Goziikirmizi N. ve Ark.
2012). ERV-H, ERV-E, ve CKS-17 grubu endojen retroviriislerde fetiisiin immiin
olarak baskilanmasi ve uyarilmasinda gorevli oldugu bilinmektedir (Takahashi ve
ark., 2008).

Yapilan ¢alismalarda, HIV-1, HBV, HTLV-1, Influenza A viriisii ve herpes
viriisleri gibi ekzojen virlisler enflamatuar uyaranlar1 tetikler. Bu tetikleme
epigenetik disregiilasyon yoluyla HERV'leri aktive edebilir. Onemli HERV lerin
aktif olmasiyla transaktivasyonunu indiikleyebilecegini ve bununda hastaliklarin

gelisimine katkis1 oldugu bulunmustur (Chen J, Foroozesh M, ve ark 2019).

2.2.3. Siiflandirilmasi

HERV’ler filogenetik benzerliklerine gore ii¢ kategoride siniflandirilir; Sinif I
(Gammaretrovirus, Epsilonretrovirus), Simif II (Deltaretrovirus, Alpharetrovirus,
Lentivirus, Betaretrovirus) ve Sinif III (Spumaretroviriis)’diir. Otoimmiiniteye en ¢ok

dahil olanlar endojen retroviriisler sinif I olanlardir (Gifford RJ ve Ark. 2018).
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Sekil 2.11 HERW ailesinin Siniflandirilmas: (Echaubard ve ark., 2018)

HERV aileleri, farkli kromozomlara dagilmis ¢ok sayida iiyeden olusur.
HERV dogas1 geregi tekrarlanan dizilere sahiptir. Bu nedenle toplu olarak LINE,
SINE ve basit tekrarlar iceren tekrarlayan elementler arasinda siniflandirilir (Akan
Karlsson ve ark. 2016). Sekans o06zdesligine dayali siniflandirma sistemlerinde
kullanilmis ve en az 31 HERV ailesi tanimlanmistir. Sekil 2,11°e bakiniz. Ters
transkripsiyonu baslatmak i¢in transfer RNA'sinin (tRNA) kullanilmasina gore
adlandirilmistir. tRNA'nin primer baglanma bolgesine karsilik gelen amino asit icin

ilk harfli kodun eklenmesiyle HERV, HERV-H, -T, -W, -K, vb. isimleri ile
simiflandirilir (Antony ve ark. 2011).

Bir baska siniflandirma dizi homolojisine ise HERV'ler 80 farkli ailede
gruplanmistir (Antony ve ark. 2011). Mevcut literatiirlerin eksik verilerin yol actig

belirsizlik ERV i¢in tam bir siniflandirma yapmak i¢in yanls ve eksik veriler sunar
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(Kiiry ve ark., 2018).

2.3. MS Hastahgi ile HERW Arasinda liskiler

Insan genomunda bulunan HERW patojen ve bulasici viriisler olarak aktif
olmamasina ragmen hem RNA hem de protein olarak ifade edilir. Her iki ucundaki
LTR ile diizenleyici elemanlarin ¢esitli hiicresel transkripsiyon faktorleri ile
etkilesime girmektedir. ERV ifadesi ile MS arasindaki baglanti epidemiyolojik bir
birliktelik vardir. MS’in patojenik mekanizma agisindan HERV’nin rolii hala
tartismalidir (Morandi ve ark., 2017). 1999 yilinda MS hastalarinin hem BOS'unda
hem de serumlarinda insan endojen retroviriis grup W (HERVW) ile yiiksek
benzerlige sahip retroviral benzeri sekanslar tanimlanmistir (Komurian-Pradel ve

ark., 1999).

Postmortem MSS (Merkezi Sinir Sistemi) dokularindaki MS lezyonlarinin
immiinhistokimyasi, HERVW’nin zarf geni (Env), hem aktif mikroglia hem de
reaktif astrositlerde RNA ve protein seviyelerinde yukari dogru diizenlendigini
gozlenilmektedir. Noronlarda veya oligodendrositlerde bdyle olmadigini

gostermektedir (van Horssen ve ark., 2016).

Morandi ve arkadaslarimin  yaptig1 litaretiir taramalarindaki bazi
arastirmalarda kandaki (PBMC veya serum/plazma) HERV-W viral proteinlerin veya
RNA env ve pol protein ekspresyonu ilgili 15 ¢alismada MSRV/HERV-W env ve
MSRV/HERV-W pol MS'nin serum/plazma ve PBMC'sinde env ve pol proteinin
ekspresyonun arttig1 bulmustur. (Morandi ve ark., 2017b).

Hastalarda farkli tekniklerle [RT-PCR, Akis sitometrisi (FC) ve ELISA]
saglikli kontrol gruplariyla karsilastirmasiyla ilgili 2 ¢alisma, farkli kan hiicrelerinde
HERV-W envnin farkli ekspresyon diizeylerini gostermistir. Baska caligmalarda,
RT-PCR ve FC tarafindan saptanan HERV-W env RNA ve protein ekspresyonu
monositlerde, NK ve B hiicrelerinde artmis, ancak kontrollere kiyasla MS
hastalarinin CD4 ve CDS8 + T hiicrelerinde artmamugtir.

Plazmada, toplam PBMC'de ve MS'den hiicre alt tiplerinde HERV-W env RNA'nin
(RNA diizeyinde %94 sekans 6zdesligini paylagan syncytin-1) kontrol gruplariyla ve
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diger norolojik hastaliklarla karsilastirildiginda 3 c¢alismada hastalar artan

seviyelerine saptanmadi.

BOS'ta HERV-W'nin ekspresyonunu RT-PCR ile saptanmasiyla ilgili 6
makalede, MS hastalarindan ve saglikli kontrollerden alinan BOS o6rnekleriyle
yapilan caligmalarda. Kontrol gruplariyla ve diger ndrolojik hastaliklar
karsilastirildiginda MS'li  kisilerde yiiksek miktarda HERV-W pol ve env
ekspresyonlari oldunu Fransiz ve Italyan gruplar bulunmustur. Ispanyol ve Kanadali
gruplar ise MS hastalarinda BOS o6rneklerinde RT-PCR ile HERV-W env RNA

ekspresyonunda artig bulunmamustir.

Dokuz yaymda, beyin dokusunda MSRV/HERV-W ekspresyonunu
incelenmistir. Bir Fransiz ve bir Italyan arastirmaci grubu, MS lezyonlarinda endotel
hiicreleri etrafinda kiimelenmis infiltre makrofajlarda MSRV/HERV-W pol, gag ve
env proteinleri ve RNA'nin varhigim1 gosterdi ancak kontrol gruplarin beyninde
MSRV/HERV-W pol, gag ve env proteinleri ve RNA'nin varligin1 gosterememistir
(Morandi ve ark., 2017). Ayn teknikleri kullanan Kanadali bir arastirmaci grup, MS
hastalarinin  beyinlerinde diger noérolojik hastaliklar olan hastalara kiyasla,
HERVWEI env (sinsitin-1) RNA ekspresyonunda artis bulmustur, ancak HERV-W

env'de bulunmamustir.

Bir Alman grubu, beyindeki HERV-W lokuslarinin ekspresyonunu saptamak
icin Yeni Nesil Dizileme (NGS) kullandi, ancak kontrol gruplariyla ve MS arasinda

onemli farklar yoktur sonucunu yayinladi.

Farkli tip MS hastalarinda ve kontrol gruplariyla yapilan ¢alisma HERV-W
env MS'in ilerleyici formlarinda ekspresyonu Sekonder Progresif MS (SPMS)'de
Relapsing-Remitting MS (RRMS)'den daha yiiksek bir HERV-W env RNA ifadesi
saptanmistir (Morandi ve ark., 2017). Morandi ve arkadaslarinin yaptig1 tiim meta-
analizler sonucunda HERV-W pol ile /HERV-W env bélgelerinin, MS ile arasinda

giiclii bir iligki oldugunu gosterilmistir.

HERV'lerin yiiksek ekspresyonu, potansiyel olarak baska bir hiicresel hasar

mekanizmas1 olarak hareket eder. Retrotranspozon transkriptlerinde kaynaklanan
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kiitlesel protein artiglarina yol agabilir. Bu durum MS'nin ¢ok faktorlii etiyolojisi goz
Oniine alindiginda MS'nin ilk gelisimine katkida bulunabilir ya da hiicre dis1 herhangi
bir inflamatuar yanit1 gli¢lendirerek merkezi sinir sisteminde otonom hasara sebep

olabilir (Tam ve ark., 2019).

2.4. TRIM 5 Protein Ailesi

Ug pargali motif ailesi (Tripartite Motif Family) TRIM bir protein ailesidir.
TRIMS hiicre iginde sitozollerde bulunur. Viral hayat dongiisiinlin hemen her
asamasinda viriis replikasyonunu engelleme yetisine sahip dogustan gelen tepkileri
vardir. TRIM'ler, viral proteinlerle dogrudan etkilesime girme kabiliyetine sahiptir.
TRIM’ler, i¢sel kisitlama faktorleri, farklilasma, gelisme, cogalma, onkogenez, viral
otofaji, viral kisitlama faktorleri, gorevleri vardir. Antiviral sitokinleri indiikleyerek
dolayli olarak hareket edebilir ve diger antiviral efektorlerin aktivitesini
diizenleyebilir. TRIM'ler viral girisi, kapsidin agilmasini, replikasyonu veya viral
salinim1 inhibe etmek i¢in farkli mekanizmalar kullanabilir. Viral patogenezin

azalmasina yardime1 olurlar (Giraldo ve ark., 2011)(Khan ve ark., 2019).

Kisitlama faktorleri olarak gorev alan TRIM'ler, c¢ogu zaman virlis
replikasyonunu Onlemek icin yeterli miktarlarda sentezlenir. Sentezlenen birgok
TRIM'in ifadesi, IFN'ler dahil olmak tizere cesitli uyaranlarida daha da arttirilabilir
(Berthoux, 2020).

TRIM gen ailesinin kromozomal lokalizasyonlar1 insan 16kosit antijeni
(Human Leukocyte Antigen( HLA)) bolgesinde bulunan 6p21-23 (TRIM10, 15, 26,
27 ve 31) ve 11pl5'te (TRIMS, 6, 21, 22, 34 ve TRIMy) iki kiime disinda, genom
boyunca dagilmistir ve 12 ekzon bolgesi vardir (Henry ve ark., 1998).
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Subfamily Domain organization

Tripartite (RBCC) motif C-terminal domain Subfamily members
P o TRIM1, TRIM9, TRIM18, TRIM36
¢4 {RINGKB1XB2)=~CO={COSKFN3KPRY{SPRY}=  1piva6 (AB1), TRIM67 (APRY)
(oF | (RINGK B1)XB2)=(CC) ACID) TRIMS4, TRIMS5, TRIM63
ciit - {RINGKBTXB2)=~CO TRIM42

TRIM4, TRIMS, TRIM6, TRIM10, TRIM11, TRIM15, TRIM17,
TRIM21, TRIM22, TRIM25, TRIM26, TRIM27, TRIM34, TRIM35,
TRIM38, TRIM39, TRIM41, TRIM43, TRIM47 (ASPRY), TRIM48,
TRIM49, TRIMS0, TRIM51 (AB2, APRY), TRIM53, TRIMS8,
TRIMB0, TRIM62, TRIME4, TRIMES (APRY), TRIMES, TRIMBS,
TRIM72, TRIM75, TRIM77 (B1, PRY), TRIML1 (AB2)

cv  {RNGKBIXED~CO TRIMS6, TRIMB1 (3B, ACC), TRINZS, TRIMZ4
TRIM24, TRIM28, TRIM33

TRIM2, TRIM3 (AB1), TRIM32 (AB1, AFIL), TRIM71
TRIM37

TRIM23

TRIM45

TRIM13, TRIMS9

TRIM14, TRIM16 (APyrin), TRIM20, TRIM29
TRIM44 (APyrin, AB1, APRY, ASPRY)

TRIM&6

TRIM70 (AB2, ACC, AFN3), TRIM76,
TRIML2 (AB2, AFN3, APRY)

Sekil 2.12. TRIM alle51 protelnlermm yaplsal siniflandirmasi. (Lee, 2018)

C-Iv

TRIM proteinlerinin genel yapisinda belirli alanlar vardir. Bu alanlar parmak
alan1 (RING), bir ve iki B kutusu alan1 (B1 ve B2), sarmal bobin veya Coiled-coil
(CC) alan1 ve karboksi-terminal (C-terminal) boélgesini icerir. TRIM ailesi sahip
oldugu alanilarin bas harflerinden dolayr diger bir adi RBCC ailesi denilmistir.
TRIM proteinleri, degisken bir C-terminal alanina dayali olarak 11 alt aileye (C-1
arasinda C-11) smiflandirilir. RING etki alam1  olmayan (no RING),
siiflandirilmamis ek bir grup da vardir (Lee, 2018). Sekil 2,11’e bakiniz.

Ring alaninda (R) sistein, histidin kalintilari, iki ¢inko iyonlarini bulunduran,
katalitik aktivitesi olan ve bulundugu her yerde Ubiquitination ile antiviral aktiveyi
saglayan bir E3 ubiquitin ligazdir. E3 Ligaz alanmi viriislere kars1 gii¢lii bir inhibitor
gorevinden otiirii biyo-terapdtik olarak ilag olarak gorev alabilir.

B kutusu olarak adlandiran alanda iki farkli konsensiis dizilerine sahip B1 ve B2
kutularinda olusur. Bazen her iki B kutusu ayn1 anda olmayabilir, olursa énce B1
sonra B2 gelir. B1 kutusu histidin, 8 sistein kalintis1 ile ¢inko baglama motifleri olan,
Alfa 4 i¢in baglayici ara faz saglayan ve katalitik aktiviteye yardimci olurlar. Bl
kutusunu antiviral aktivitesi yoktur. B2 kutusu histidin, 7 sistein kalintis1 ve ¢inko
baglama motifleri vardir. B2 alan1 hedef proteinleri tanir ve baglar. Karboksi-
terminal alaninda PRY/SPRY protein modiilii tarafindan antiretroviral

aktivitesi aracilik etme kabiliyetini etkiledigini gostermistir (Brass ve ark., 2008).
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B kutusunun CC ile araciliyla baglanan hedef proteinlerin (PRY/SPRY) etkisi
ile viral kapsidi tanir. PRY/SPRY etkisi ile sitoplazmik bir blok saglar. Bu sagladigi
blok Retrovirus enfeksiyonlarini kisitlamasina sebep olur. PRY/SPRY alam
mutasyon analizine odakli c¢alismalarda PRY/SPRY alanin yoklugu TRIMS
tarafindan antiviral kisitlamada belirgin bir azalma oldugunu gdstermistir (Battivelli

ve ark., 2011)

PRY/SPRY baglanma arayiiziiniin hedef proteinleri, hastalikla iligkili TRIM
proteinlerinde islevini etkiledigi bilinmektedir.PRY/SPRY proteinlerindeki birgok
mutasyonu agiklamaya yardimci olur. TRIMS5a’nin PRY/SPRY deki mutasyonlari,
viral kisitlama 6zgiilliigi ve etkinligini belirler (Song ve ark., 2005). PRY/SPRY
alani, fonksiyonel olarak ¢esitli TRIM ailesi dahil olmak {izere insan genomunda 11
ailede bulunan ortak bir protein modiiliidir. PRY ve SPRY dizilerinin birlesik
biyolojik etkilerini uygulamak i¢in nasil etkilesime girdigine dair anlayisimiz hala

sinirlidir (James ve ark., 2007).

B-kutusunun isglevi tam bilinmemekle beraber, B-kutusundaki mutasyonlarin
TRIMS5a proteininin yari émrii lizerinde onemli etkileri vardir. B-Kutulari, TRIM
ailesinin benzersiz ve tanimlayici bir alamidir(Diaz-Griffero ve ark., 2007). Sarmal
bobin bolgesi (Coiled-coil) TRIM ve diger proteinler arasindaki heteromerik ve
homomerik etkilesimler aracilik eder. TRIM’ler kapsidlerin iizerinde alfa-heliks bir
alan olusturulur, trimerizasyon ile viral enfeksiyonlar1 kisitlar. C-terminal bolgeside
mikrotiibiil motifi olarak islevseldir. PRY/SPRY protein modiilii HIV’e karsi

antiviral aktivitesi mevcuttur (Khan ve ark., 2019).

E3 ligase Ring B-box1 B-box2 Coiled-coil C-terminal domain

Sekil 2.13. TRIM veya RBCC ailesi proitein yapsi (Khan ve ark., 2019)

Dogal bagisiklik proteini TRIMS5a, retroviral kapsidleri tanima konusundaki
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spesifik yetenegine bagli olarak retroviral enfeksiyona karsi giris sonrasi birkag
hiicre i¢i proteinleri giiglii bir sekilde inhibe ederek savunma saglar (Sawyer ve ark.,
2011).

Insan kodlama yapilan TRIMS5a bazi retroviriisleri bloke edebilir, ancak
HIV'e kars1 yetersiz aktiviteye sahiptir. Bununla birlikte, al yanakli maymunlar ve
diger baz1 primatlar tarafindan kodlanan TRIMS5a proteini, HIV enfeksiyonunu etkili

bir sekilde bloke eder (Stremlau ve ark., 2004).

A RBCC motif
A

- D, ¥
RING B-box 2 Coil L2 SPRY

E3 ligase Dimerization Capsid binding

Coiled-coil B-box
dimer e o nmer

Sekil 2.14. HIV-1 kapsid benzeri tliplere baglanan TRIMS5a'nin yapisi (Skorupka ve ark., 2019)

TRIMS ilging bir ozelligi, sitoplazmik cisimler olarak adlandirilan farkli
sitoplazmik kiimelerde lokalize olmasidir. Bu sitoplazmik cisimlerin TRIMS
islevindeki potansiyel rolii heniiz tam olarak tanimlanmamistir. Yapilan
Photobleaching ve Photoactivation analizi, sitoplazmik gdvdelerde bulunan TRIMS
proteininin ¢ok dinamik oldugunu, sitoplazmik goévdeler ve daha yaygin bir
sitoplazmik igerik arasinda hizla degis tokus ettigini ortaya koymaktadir. Bu yiizden
protein dinamigi yiiksek hiicrelerin sitoplazmik yapilarda bulunur (Campbell ve ark.,

2007).
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Retroviral kapsidlerin hedef hiicrelerin sitoplazmasina girmesini takiben viral
yasam dongiisiiniin erken adimlarmi bloke eden hiicresel kisitlama faktorleriyle
karsilasabilirler. Iyi karakterize edilmis bir erken kisitlama faktorii TRIMS'dir.
TRIMS’in baska bir antiviral etki mekanizmasi gelen kapsidin hizlica taninmasi,
kapsidin ¢oOziilmesine yol agarak ters transkripsiyonun tamamlanmasini engeller

(Stremlau ve ark., 2006).

a b C

Premature Proteasome
uncoating degradation VirophRgy

Isolation
Polyubiquitin l l membrar

Autolysosome

Sekil 2.15. TRIMS araciliyla retroviral kisitlama mekanizmalarin bazi yollar: (Ganser-Pornillos &
Pornillos, 2019.)
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TRIMS araciligiyla retroviral kisitlama mekanizmasi bazi yollarini agiklayan
bazi ¢aligmalar, TRIMS5’in antiviral savunmasi i¢in yeterli oldugunu gostermektedir
(Langelier ve ark., 2008; Zhao ve ark., 2011; Perez-Caballero ve ark., 2005; Perron
ve ark., 2007).

TRIMS tarafindan indiiklenen hizlandirilmis ¢ekirdek ayrismasi sonra Proteazom
alm ile ¢ekirdek etkisiz hale getirilir. Viriisiin ¢cogalmasini engeller (Anderson ve
ark., 2006; Campbell ve ark., 2016; Wu ve ark., 2006). TRIMS'in bagl retroviriis
cekirdegini izolasyon zarlarmma ve nihayetinde degradasyon ic¢in lizozomlara
yonlendirdigi, virofaji olarak adlandirilan hassas bir otofaji mekanizmasi

araciligiylada viriisii engellemeye calisir (Mandell ve ark., 2014).

TRIMS, viriis ¢ekirdegini ¢evreleyen ve koruyan kapsid kabuguna ilgili ve
istekli bir sekilde baglanarak altigen bir kafes olusturarak yiizeyini kaplar. TRIMS ve
kapsid proteinin olusturduklar1 kompleks halinde viriisiin kapsidini otofagozomlara
alir, lizozom yolu ile viriisiin kapsidini bozulmasina sebeb olur. (Khan ve ark., 2019).
TRIMSa, viral ¢ekirdegi koruyan kapsid kaplamaya baglanarak gelen retroviriisleri
algilayan, daha sonra erken ¢ekirdek ayrigmasini indiikleyen ve viral genomun ters
transkripsiyonunu inhibe eder. IFN-I aracili antiviral tepkiye katkida bulunurlar.
TRIM kafesinin kapsidi ne ol¢lide kaplayabilecegi ve TRIMSa'nin kapsid yiizeyiyle
dogrudan nasil temas ettigi heniiz agiklanabilmis degildir (Skorupka ve ark., 2019).

A Central Peripheral B jgsin " CA hexamers
slice slice

Sekil 2.16. Retroviruslerin kapsidinin veya benzeri kapsidlerin TRIMS ile kapl tiiplerin
kriyotomografisi ve alt tomogrami (Skorupka ve ark., 2019)
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Dogal bagisiklik tepkileri, Toll benzeri reseptorlerin (TLR'ler) veya diger
Model Tanima Reseptorlerinin (PRR'ler) bakteriyel, viral veya mantarlar tarafindan
devreye girmesiyle tetiklenir. PRR'lerin ligasyonu, sitokinlerin {iretimi ve
proinflamatuar ve adaptif bagisiklik tepkilerinin baslatilmasi dahil olmak {iizere
cesitli bagisiklik tepkilerini baslatir. Interferonlar (IFN) bu uyaranlara yanit olarak
uretilir. Genellikle etkili bagisikligin indiiklenmesi i¢in ¢ok onemlidir (Boehm ve

ark., 1997a).

TRIM proteinlerinin dogustan gelen bagisikliktaki rollerine ek olarak, TRIM
proteinlerinin biyolojik esnekligine sahip biiylik protein kompleksleri olusturmak
icin sarmal-bobin alanlar1 araciligiyla kendi kendine birlesir. TRIM proteinleri,
bazilar1 genetik ve norolojik bozukluklarin, kanserlerin altinda yatan etkenler de

dahil olmak iizere ¢ok cesitli biyolojik siireclerde yer alir (Ozato ve ark., 2008).

2.5. Kemik iligi Stromal Antijen 2 (BST-2)

CD317 veya tetherin olarak da adlandirilan kemik iligi stromal hiicre antijeni
2 (BST-2), viral partikiilleri hiicre yiizeyine fiziksel olarak baglayarak konake1
hiicrelerden zarfl1 viriislerin salinimini baskilayan bir konak kisitlama faktorii olarak
tanimlanmistir (Li ve ark., 2021). BST-2 ifadesi IFNa tarafindan indiiklenen bir
hiicre ylizeyi proteinidir (Liberatore & Bieniasz, 2011).

BST-2’nin yapist 30-36 kDa boyutunda, tip II transmembran olan, integral
membran proteinidir. N-terminalinde bulunan Sitoplazmik Kuyruk (CT) ile
sitoplazmaya yerlesir. BST-2’nin iki potansiyel bolgesi var igerir. BST-2’nin
ektodomain pozisyonlarindaki ii¢ sistein tortusu (C53, C63, C91) olan ve N-bagh
glikozilasyon i¢in N65, N92 iceren bolgelere sahiptir. BST-2 nin C-terminalinde bir
glikosil-fosfatidilinositol (GPI) ¢apasi vardir (Andrew ve ark., 2009a; Xu ve ark.,
2011). Sekil 2.16” a bakiniz.
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Sekil 2.17. BST-2"nin hiicre ylizeyine fiziksel olarak baglanmasi semast (Andrew ve ark., 2009)

BST-2 stabil homodimerler olusturur. Asparagine bagl glikozilasyon ile
modifiye edilir. Insan BST-2’nin bes sistein kalintis1 igerir. Hiicre dis1 alandaki
pozisyonlarindaki {i¢ sistein tortusu vardir. Bunlar BST-2’nin disiilfid bagina bagl
olarak dimerizasyonunda rol oynar (Xu ve ark., 2011). BST-2’in verimli sekresyonu
ve katlanmasi icin heterojen glikozilasyonu gerekli oldugu gosterilmistir (Andrew ve

ark., 2009; Bates ve ark., 2009; Goffinet ve ark., 2009; Miyagi ve ark., 2009).

Sisteinler, molekiiller aras1 ve molekiiller aras1 disiilfid bag olusumunda ¢ok
onemlidir. Sistein BST-2 nin homodimerizasyonunu saglar (Perez-Caballero ve ark.,
2009). GPI modifikasyonu, BST-2’nin plazma zarindaki kolesterol ve sfingolipid
bakimindan zengin mikro alanlara boliinmesine ve ¢apraz baglanmasina neden olur

(Simons & Toomre, 2000).

BST-2 yerlestigi hiicre ylizeyindeki lipid sallar1 kaynagi genel olarak Golgi
aygitina ve geri doniisiim endozomlarina lokalize olur. Lipid sallarida hiicre i¢i lipid

havuzu dongiisii katilir (Kupzig ve ark., 2003).

BST-2’nin antiviral aktivitesi, hiicre tipine gore spesifik ekspresyonunu
vardir. Belirli insan hiicre hatlarindan viriis salimi i¢in HIV-1'in aksesuar proteini
Vpu'ya (viral pro protein U) bagimliligiyla yakindan iligkili oldugu belirlenmistir. Bu
durum 2008 yilina kadar kesfedilemedi. (Neil ve ark., 2008; van Damme ve ark.,
2008). BST-2, Vpu’nun eksik oldugu HIV-1 ile enfekte olmus hiicrelerin yiizeyinde
olusur ve olgun virionlarin tutulmasina neden olur. BST-2, Parcacik salinimi

engeller, virionlar hiicre yilizeyinde biriktirilir. Bunlarin bir kismi1 BST-2nin, klatrine
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bagimli bir mekanizma yoluyla endositoza tabi tutulur ve parcalanir (Masuyama ve

ark., 2009; Rong ve ark., 2009).

BST-2 i¢in mevcut modeller; BST-2 in hiicre zarindaki partikiil toplanma
bolgelerinde mevcut oldugunu ve viryonlara dahil edildigini tahmin etmektedir.
Muhtemelen, BST-2’nin bir ucu hiicrenin lipit ¢ift tabakasina ve digeri viriona
gomiiliir, boylece hiicre yiizeyinde BST-2, disiilfid baglar1 yoluyla veya hiicre disi
alandaki baglanma bolgeleri yoluyla viryon ile BST-2 homodimerlesir. Boylece,
virionlar hiicre yiizeyine bagl kalir. BST-2 ile birbirlerine ¢apraz ve saglam sekilde
baglanirlar. (Fitzpatrick ve ark., 2010; Perez-Caballero ve ark., 2009).

HIV-1’in Vpu aksesuar proteini, BST-2’1 eksprese eder. HIV-1 ile enfekte olmus
insan hiicreleri viryon salmimini destekleyen bir biitiinleyici tip I membran
fosfoprotein yapisindadir. Vpu aksesuar proteini, BST-2 ile birlikte lokalize
oldugunda hiicre yiizeyini bozunmaya hedefleyerek hiicre ylizeyi ifadesini azalttig
gosterilmistir (Neil ve ark., 2008; Van Damme ve ark., 2008). Boylelikle virion

salimin1 engeller.

Dogustan gelen bagisikligin diger bilesenleri gibi, BST-2 ekspresyonu da tip I
interferonlar tarafindan indiiklenebilir. Dogrudan antiviral etkisine ek olarak, BST-2
ayrica bir viriis olusumu sensoriidiir. Viral ¢ikist bloke ederken NF-KB (nuclear
factor-kappa B) proinflamatuar yanitlar1 indiikler. Zamanla, viriisler BST-2 araciliyla
kisitlamadan kaginmak icin bazi stratejiler gelistirdi. BST-2'e kars1 koyabilen c¢ok
sayida bagimsiz viral protein 6rnegi, farkli viral ailelerde tanimlanmistir. BST-2
etkisinden kurtulmak viriisler bagka mekanizmalar gelistirmis olmalar BST-2 protein

antiviral 6zelligin kanitlar (Lemaitre ve ark., 2014).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Hasta Se¢imi ve Orneklerin Toplanmasi

Bu c¢aligma Necmettin Erbakan Universitesi (Konya, Tiirkiye) Meram Tip
Fakiiltesi Hastanesi Noroloji Anabilim Dali’nda RRMS tanisi alan 50 takipli hasta ile
norodejeneratif hastalik dislanmis yas ve cinsiyet yoniinden benzer 50 kisilik kontrol
olmak tizere 100 kisiyi dahil ettik. Noroloji kliniginde rutin tani, takip ve tedavi
islemleri devam eden hastalardan ve saglikli kan dondrlerinde rutin maksatla alinan
ve artan en az 2 ml hacme sahip tam kan 6rnekleri kullanildi. Ornekler in vitro RNA
bozunmas:1 ya da gen indiiksiyonu gibi in vivo ilgili gen transkripti sayisinin
oldugundan az veya fazla hesaplanmasina yol agabilecek faktoérlerden korunmasi icin
alindiklar1 giin icerisinde bekletilmeden niikleik asit saflastirma ve stabilize etme
fonksiyonuna yarayan islemlere maruz birakildi. Yaptigimiz islem uygulamasi tiretici
firma Onerilerine gore gerceklestirildi. Ecotech Biotechnology adli firmanin (Red
Blood Cell Lysis Buffer Cat No: RBCLB-10x) olan ticari solusyondan 1 birim stok
tampona 9 birim saf su karisimi ile sulandirilmis tampon (ST) hazirlandi. EDTA’
(mor kapakli) tiiplerde gelen 2 ml kan Ornekler 15 ml hacminde falkon tiipler
aktarildi. Aktarildiktan sonra kanlarin iistiine 8 ml ST eklenir ve 10 dk boyunca
1siktan koruyarak, girdap olusturmadan diizenli araliklara elle karisim yapildi. 10
dakikanin sonunda falkon tiipi 1500 rpm de 5 dk santrifiijledikten sonra kirmizi
siipernatanti atildi ve 1 ml ST eklenir pellet ile ST karigim kismindan 1 ml alinarak
ependorf tiipline aktirildi. Aktarildiktan sonra 5 dk karanlik ortamda bekletildi.
Beklemenin ardindan 1500 rpm de 3 dk santriflij yapildiktan sonra siipernatant
disartya atildi, kalan pelletin lizerine 1 ml PBS (Posfat Buffer Saline) eklenildi.
Tekrar 1500 rpm de 3 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant disariya atildi.
Ardindan pellete 0,2 ml PBS eklenilir -80°C biriktirildi.
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3.1.2. Kullamlan Kimyasallar ve Deney Malzemeleri

3.1.2.1. Kullanilan Kimyasallar

« Total mRNA izolasyon kiti
« Total mRNA izolasyon kitinin igerigi

miRna Extraction
Kloroform

RPE Soliisyon
RNaz-free Water
Etanol

NI NN

« cDNA Izolasyon Kiti

« mRNA gPCR Mastermix

« GAPDH Referans Gen Primerleri
« Hedef mRNA Primerleri

o« 96-100% Etanol

3.1.2.2. Kullamilan Cihazlar ve Laboratuvar Araclari

« Santrifiyj

« Roche LightCycler 96 Multiwell Plate

« Mikrosantrifiij

« Vorteks karistirict

« (DNAse & RNAse free) ddH20

o Mikrosantrifiij ttipleri (1.5 ml, 2.0 ml)

« Mikropipet seti ve steril filtreli mikropipet uglari

« Spin Kolonlar
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Toplama Tiipleri

EliisyonTiipleri

3.2. Yontem

3.2.1. mRNA'nin izolasyonu

10.

500 ul Ornekleri (I ml miRNAExtractor ile) odada inkiibe (bekletin) edin.

Orneklerin tamamen par¢alanmasini saglamak icin 5-10 dakika bekletildi.

0.2ml kloroform eklenilir, 30 saniye vortekslenir. 4 ° C'de 10 dakika boyunca
12.000 x g'de santrifiij yapilir. NOT: Santrifiijlemeden sonra numune 3 faza

ayrilir. Ust, renksiz, sulu faz RNA'y1 icerdi.

Santrifiijjlemeden sonra, DNA ve protein igeren beyaz bir fazlar arasi
goriinebilir. DNA kontaminasyonunu azaltmak i¢in bu katmani transfer

etmekten kaginildi.

Stipernatant1 (yaklasik 540 pl) temiz bir 1,5 ml RNaz icermeyen santrifiij

tiiptine aktarildi.

1,5 hacim (genellikle 810 pl) %100 etanol ekleyin ve birka¢ kez yukar1 ve
asag1 pipetleyerek iyice karistirildi.

Cozeltiyi Spin Column TR'ye aktarildi, 2 dakika i¢in 12.000 x g,de santrifiij
yapildi. Atik s1ivi disariya atildi.

NOT: Lizat hacmi 750 pl'yi asarsa, kolona 750 pl eklenir, 30 saniye santrifiij
yapildi ve atik siviyr disar1 atildi. Kalan lizati aynm1 kolona eklenir ve

yukaridaki gibi tekrar santrifiij yapildi.

Spin Column TR'ye 0,5 ml RPE Soliisyonu eklenildi, 12,000 x g'de 30 saniye
santrifiij yapildi, sivi disariya atildi. NOT: RPE Soliisyonunun etanol ile

seyreltildiginden emin olmak i¢in etiketi kontrol edildi.
8. adim bir kez tekrarlanildi.

Column’1 30 saniye boyunca 12.000 x g'de santrifiij yapildi. NOT: Bu adim,

kalint1 etanoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in ¢ok 6nemliydi.
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11. Kolonu yeni bir 1,5 ml santriftij tiipiine yerlestirildi, 30-50 ul RNase

icermeyen su eklenildi ve 2 dakika bekledik 30 saniye boyunca 12.000 x g'de
santrifiij yapildi. Eliisyon yapilmig RNA soliisyonunu -80 ° C'de saklanildi.

SK8811-50PREPS
SANPREP COLUMN MICRORNA
MINI-PREPS KIT
Kit Contents:
miRNAExtractor: 60ml
RPE Solution: 12ml
RNase-free water: Smi
Spin TR with
Collection Tube 50
-

spin  Column

Collection Tube:

Protocol: 1
Storage:Please refer to kit manual

Lot:SK8811-P3A82940 Rea.:03/23  B518811-0050
www.biobasic.com 15Q9001:2008

Sekil 3.1. mRNA izalosyon Kiti

3.2.1.1. Primeler

Calismamizda kulladigimiz primeler

Human BST-2 Forward TAACTCCAGGCCAGACTCTAA

Human BST-2 Reverse CAGGAGCACCAGAATTCCTATC

Human TRIMS Forward GCTCTCCGAAACCACAGATAA

Human TRIMS Reverse CCCAGGATGCCAGTACAATAA

Human GAPDH Forward TCAAGGCTGAGAACGGGAAG

Human GAPDH Reverse CGCCCCACTTGATTTTGGAG

Human HERW-Wenv Forward CAAACAACAACCAGGAGGAAAG
Human HERW-Wenv Reverse CAGTGAGAGTGAAAGAGGGTAAA
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Sekil 3.2. Calistigimiz genlerin primeleri

3.2.2. mRNA’lardan ¢cDNA Eldesi

* Elde edilen mRNA’lar ABM marka cDNA sentez kiti ile komplolmenter
DNA ya ¢evrildi.

» Kitin igeriginde yer alan tiim birlesenler her bir 6rnek i¢in Tablo 3,1’de
belirtilen miktarlarda hazirlandi. Son hacim 20 pl olacak sekilde kitin ¢alisma

protokoliine uygun olarak caligildi.

* RNA’lar, UV-S spektrofotometrede Olctimleri yapildi. Elde edilen 6l¢iimler
tizerinden her cDNA sentesi i¢in esit miktarda 1 ug RNA ilave edildi.

» Uygulanan protokol sonrasinda cDNA’lar elde edildi. -20° C*ye kaldirildu.

Tablo 3.1. cDNA Mix igerigi

RNA 1ug

DNAse RNAse-Free Su 20 ul'e tamamlanur.
5X RT BUFFER 4l

dNTP 1wl

Onescript Plus Rtase 20

RNA 1 ng - 2ug
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Sekil 3.3. cDNA Mix kiti

3.3. Real Time PCR

* cDNA’larin referans gen agisindan amplifikasyonunu saglamak, hedef ve
referans bolgeleri isaretlemek amaciyla ABM master marka mix Kkiti
kullanild1. Ticari kitte yer alan prorokol tablo 3,2’de belirtilen hacimlere gore

hazirlandi.

Tablo 3.2. Real time pcr primer mastermix igerigi

Master Mix 10pl
forward Primer Tl
reverse primer 1wl
cDNA 5ul
H20 3 ul
Total Volume 20 ul

* Hazirlanan referans gen real time PCR mix’leri ve hedef gen real time PCR

mix’leri uygun cDNA’lar ile LightCycler 96 sistemine ait 96 kuyucuklu

39



plate’ler iizerinde biraraya getirildikten sonra tablo 3,3’de belirtilen 1s1

protokolii uygulanarak real time PCR islemine alindi.

Tablo 3.3. Real time PCR 1s1 protokolii

Denaturasyon 95°C de 3 dk.
Amplifikasyon 95°C de 20 sn.
Bu dongl 40 kez saglanir. (40 cycle, Ramp- 50°C de 20 sn
rite 1,6°C/sn, saniyedeki is1 degisimi) 72 °C de 20 sn Okuma
Melting Curve 95°C de 30 sn.

65 °C de 1 dk.

97°C de continue (Acquisitions 3 per/°C)

Cooling 37°Cde 1 dk.

3.3.1 Elde Edilen Sonuclarin Analizi

Cikan sonuglar Roche Light Cycler 96 analiz programindan her 6rnegin referans ve
hedef Ct degerleri alindi. Delta Ct formiilii {izerinden hesaplama yapilarak bulunan
sonuglar istatistige gonderildi. RT-PCR tahlillerini kurmak ve bu yontemleri MS
hastalarinda HERV-W ile diger ilgili genlerin (BTS-2 ve TRIMS) transkriptlerin
artmis ekspresyonunun olup olmadigini belirlemek i¢in kullanildi. Bu caligmada
kullanilan primerler Uluslararas1 kilavuzlara (McDonald) gére MS olan, N.E.
Universitesi, Norobilim Béliimiinde takipli tedavileri devam eden 50 hastadan kan

ornekleri alindi.

MS hastalarindan ve 50 saglikli kontrollerden aliman DNA'lardaki ii¢ dizinin nispi

miktarlarinin karsilastirilmasi, 2724¢T

yontemiyle yapildi (Livak ve Schmittgen, 2001,
Serra ve digerleri, 2008). Kisaca, dongii esigi (Ct) degerleri gercek zamanli PCR ile
elde edilen ilgili genlerin ¢ogu, etkinligi %95 olan GAPDH geninin Ct'si ile
karsilastirilarak yapildi. Ilgili genlerin (BTS-2 ve TRIMS) bu nispi miktarlarinda

DNA kat artis1 asagidaki sekilde formiilize edilir.

Foldincrease — 2240t
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AACt = [Ct GI MS 06rnegi—Ct GAPDH MS 6rnegi]—-[Ct GI BD 6rnegi—Ct
GAPDH BDsample].

Ilgili iic DNA geninin nispi miktarlari, GAPDH geni ile ilgili 2"4¢T
yontemiyle (Livak ve Schmittgen, 2001, Serra ve digerleri, 2008) gerceklestirilmistir.
Veriler kan bagisc¢ist numunelerinin ortalama degerinin tizerindeki artis olarak ifade

edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Veriler

Calismaya dahil edilen Necmettin Erbakan Universitesi (Konya, Tiirkiye)

Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi Noroloji Anabilim Dalinda 50 RRMS tanist almis

hastalarin yaglar1 33.1 ortalamasindadir. Bu ¢alisma grubun hastaliklarinin baglangic

yas1 25,64 ortalamasi, hastalarin tan1 alma yas ortalamasi 27,1 dir.

Tablo 4.1. Calisilan RRMS Hasta grubunun demografik 6zellikleri

Ozellikler Kisi Sayisi:(N)/(Yiizdelik Dilimi
Cinsiyet
Erkek n:11/(22)
Kadin n:39/(78)
Tani Alma Yas
<20 Yas n:5/(10)
20-40 Yas n:41/(82)
>40 Yas n:4/(8)
Takip Siiresi
0-5Yil n:27/(54)
5-10Yil n:9/(18)
>10 Yil n:14/(28)
Toplam Atak Sayisi
1-2 Atak n:25/(50)
3-5 Atak n:15/(30)
>5 Atak n: 10/(20)
Son Bir Yil icinde Atak Sayisi
<0,5 kez n:27/(54)
0,5-1 kez n:22/(44)
>1  kez n:1/(2)
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EDSS

0-2 kez n:45/(90)
2,5-4,5 kez n:5/(10)
>4.5 kez n:0/(0)

4.2. MikroRNA Ekspresyon sonuglari

Tablo 4.2.1 TRIMS Genin Ekspersyon Sonugclari

ORNEKLER GAPDH TRIMS ACT 2acT

1 29,29 35,05 5,76 0,0184530
2 29,38 33,57 4,19 0,0547879
3 29,43 35,01 5,58 0,0209051
4 29,7 35,94 6,24 0,0132304
5 29,63 36,53 6,90 0,0083732
6 29,3 34,35 5,05 0,0301855
7 29,43 34,9 5,47 0,0225614
8 29,6 36,98 7,38 0,0060034
9 28,84 35,98 7,14 0,0070900
10 29,22 33,05 3,83 0,0703162
11 29,29 34,18 4,89 0,0337259
12 29,89 34,41 4,52 0,0435857
13 29,37 33,59 4,22 0,0536603
14 27,97 36,87 8,90 0,0020933
15 28,97 35,55 6,58 0,0104526
16 29,38 36,45 7,07 0,0074425
17 28,62 32,32 3,70 0,0769465
18 29,39 35,77 6,38 0,0120068
19 29,51 33,86 4,35 0,0490365
20 29,38 33,15 3,77 0,0733022
21 29,24 33,68 4,44 0,0460709
22 29,41 35,33 5,92 0,0165159
23 29,36 35,19 5,83 0,0175790
24 29,66 32,58 2,92 0,1321273




Tablo 4.2.1. TRIMS Genin Ekspersyon Sonuglar1 (devami)

ORNEKLER GAPDH TRIiM5 ACT 2acT

25 29,45 35,97 6,52 0,0108964
26 28,3 31,19 2,89 0,1349035
27 28,66 37,74 9,08 0,0018478
28 29,57 34,1 4,53 0,0432847
29 29,48 33,72 4,24 0,0529216
30 29,11 33,02 3,91 0,0665231
31 29,93 33,29 3,36 0,0973956
32 29,89 36,24 6,35 0,0122591
33 29,32 35,59 6,27 0,0129581
34 29,59 32,9 3,31 0,1008302
35 29,23 37,69 8,46 0,0028398
36 25,75 32,87 7,12 0,0071890
37 29,88 34,45 4,57 0,0421010
38 29,28 37,19 7,91 0,0041577
39 29,73 36,53 6,80 0,0089742
40 29,5 36,51 7,01 0,0077585
41 29,86 33,22 3,36 0,0973956
42 30,28 36,43 6,15 0,0140820
43 29,32 36,67 7,35 0,0061296
44 30,54 34,66 4,12 0,0575117
45 30,14 36,27 6,13 0,0142786
46 29,14 34,35 521 0,0270168
47 29,38 36,13 6,75 0,0092907
48 29,09 35,84 6,75 0,0092907
49 29,57 36,55 6,98 0,0079216
50 29,45 32,4 2,95 0,1294081
K1 29,91 32,8 2,89 0,1349035
K2 29,18 34,36 5,18 0,0275845
K3 29,92 39,1 9,18 0,0017240
K4 30,09 32,94 2,85 0,1386962
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Tablo 4.2.1. TRIMS Genin Ekspersyon Sonuglar1 (devami)

ORNEKLER GAPDH TRIMS5 ACT 2ACT

K5 29,72 32,3 2,58 0,1672409
K6 28,88 34,73 5,85 0,0173370
K7 29,81 34,72 4,91 0,0332616
K8 30,27 33,2 2,93 0,1312146
K9 29,95 37,97 8,02 0,0038525
K10 28,85 32,58 3,73 0,0753630
K11 27,31 30,3 2,99 0,1258694
K12 30,02 33,71 3,69 0,0774817
K13 27,5 30,84 3,34 0,0987552
K14 29,87 32,5 2,63 0,1615441
K15 28,73 31,9 3,17 0,1111053
K16 29,93 36,68 6,75 0,0092907
K17 29,56 34,71 5,15 0,0281641
K18 29.4 32,7 3,30 0,1015315
K19 26,33 30,08 3,75 0,0743254
K20 30,13 37,43 7,30 0,0063457
K21 29,61 32,54 2,93 0,1312146
K22 29,53 36,41 6,88 0,0084901
K23 29,84 35,32 5,48 0,0224056
K24 29,41 32,44 3,03 0,1224275
K25 30,01 34,55 4,54 0,0429857
K26 29,64 37,14 7,50 0,0055243
K27 29,28 33,82 4,54 0,0429857
K28 29,76 34,28 4,52 0,0435857
K29 29,55 34,02 4,47 0,0451228
K30 28,25 34,45 6,20 0,0136024
K31 30,11 35,93 5,82 0,0177013
K32 30,48 35,2 4,72 0,0379436
K33 29,77 34,9 5,13 0,0285572
K34 30,37 33,76 3,39 0,0953912
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Tablo 4.2.1. TRIMS Genin Ekspersyon Sonuglar1 (devami)

ORNEKLER GAPDH TRIMS5 ACT 2ACT

K35 30,29 35,1 4,81 0,0356489
K36 30,24 35,83 5,59 0,0207607
K37 29,48 34,7 522 0,0268302
K38 28,73 31,89 3,16 0,1118781
K39 29,49 33,6 4,11 0,0579118
K40 30,37 36,22 5,85 0,0173370
K41 30,44 33,48 3,04 0,1215819
K42 29,73 33,3 3,57 0,0842021
K43 28,76 33,31 4,55 0,0426888
K44 29,83 36,21 6,38 0,0120068
K45 29,61 35,41 5,80 0,0179484
K46 29,48 35,44 5,96 0,0160643
K47 29,77 32,37 2,60 0,1649385
K48 29,45 36,1 6,65 0,0099575
K49 29,25 31,05 1,80 0,2871746
K50 29,78 33,29 3,51 0,0877778
Tablo 4.2.2 BST-2 Genin Ekspersyon Sonuglari

ORNEKLER GAPDH BST2 ACT 2AcT

1 29,29 34,14 4,85 0,0346740
2 29,38 33,52 4,14 0,0567199
3 29,43 37,54 8,11 0,0036195
4 29,7 32,78 3,08 0,1182572
5 29,63 34,42 4,79 0,0361465
6 29,3 35,67 6,37 0,0120904
7 29,43 39,3 9,87 0,0010686
8 29,6 32,85 3,25 0,1051121
9 28,84 34,28 5,44 0,0230355
10 29,22 34,91 5,69 0,0193704
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Tablo 4.2.2. BTS-2 Genin Ekspersyon Sonuclari (devami)

ORNEKLER GAPDH BTS-2 ACT 2ACT

11 29,29 34,65 5,36 0,0243489
12 29,89 37,06 7,17 0,0069441
13 29,37 33,81 4,44 0,0460709
14 27,97 34,41 6,44 0,0115177
15 28,97 34,72 5,75 0,0185814
16 29,38 33,57 4,19 0,0547879
17 28,62 33,63 5,01 0,0310341
18 29,39 35,21 5,82 0,0177013
19 29,51 33,62 4,11 0,0579118
20 29,38 34,63 525 0,0262780
21 29,24 36,14 6,90 0,0083732
22 29,41 32,97 3,56 0,0847878
23 29,36 36,17 6,81 0,0089122
24 29,66 35 5,34 0,0246888
25 29,45 35,08 5,63 0,0201930
26 28,3 33,14 4,84 0,0349152
27 28,66 34,19 5,53 0,0216423
28 29,57 34,44 4,87 0,0341967
29 29,48 36,39 6,91 0,0083154
30 29,11 33,62 4,51 0,0438889
31 29,93 33,91 3,98 0,0633725
32 29,89 33,84 3,95 0,0647041
33 29,32 33,6 4,28 0,0514744
34 29,59 36,88 7,29 0,0063899
35 29,23 35,55 6,32 0,0125167
36 25,75 36,42 10,67 0,0006138
37 29,88 37,26 7,38 0,0060034
38 29,28 33,9 4,62 0,0406669
39 29,73 36,05 6,32 0,0125167
40 29,5 33,12 3,62 0,0813339
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Tablo 4.2.2. BTS-2 Genin Ekspersyon Sonuclari (devami)

ORNEKLER GAPDH BTS-2 ACT 2ACT

41 29,86 37,32 7,46 0,0056796
42 30,28 38,24 7,96 0,0040161
43 29,32 35,43 6,11 0,0144779
44 30,54 37,72 7,18 0,0068961
45 30,14 37,56 7,42 0,0058393
46 29,14 33,32 4,18 0,0551689
47 29,38 36,33 6,95 0,0080880
48 29,09 35,64 6,55 0,0106722
49 29,57 36,21 6,64 0,0100268
50 29,45 38,96 9,51 0,0013715
K1 29,91 35,79 5,88 0,0169802
K2 29,18 34,68 5,50 0,0220971
K3 29,92 35,9 5,98 0,0158431
K4 30,09 36,3 6,21 0,0135084
K5 29,72 36,5 6,78 0,0090995
K6 28,88 36,6 7,72 0,0047429
K7 29,81 35,48 5,67 0,0196408
K8 30,27 38,67 8,40 0,0029604
K9 29,95 37,6 7,65 0,0049788
K10 28,85 37,07 8,22 0,0033538
K11 27,31 35,33 8,02 0,0038525
K12 30,02 37,45 7,43 0,0057989
K13 27,5 33,41 5,91 0,0166308
K14 29,87 37,4 7,53 0,0054106
K15 28,73 37,36 8,63 0,0025241
K16 29,93 37,47 7,54 0,0053732
K17 29,56 30,19 0,63 0,6461764
K18 29,4 39,38 9,98 0,0009902
K19 26,33 35,07 8,74 0,0023388
K20 30,13 35,04 4,91 0,0332616
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Tablo 4.2.2. BTS-2 Genin Ekspersyon Sonuclari (devami)

ORNEKLER GAPDH BTS-2 ACT 2ACT

K21 29,61 39,22 9,61 0,0012797
K22 29,53 37,4 7,87 0,0042746
K23 29,84 35,94 6,10 0,0145786
K24 29,41 39,69 10,28 0,0008043
K25 30,01 35,93 5,92 0,0165159
K26 29,64 35,19 5,55 0,0213444
K27 29,28 39,35 10,07 0,0009303
K28 29,76 35,71 5,95 0,0161760
K29 29,55 39,3 9,75 0,0011613
K30 28,25 38,86 10,61 0,0006398
K31 30,11 37,55 7,44 0,0057589
K32 30,48 39,42 8,94 0,0020361
K33 29,77 36,86 7,09 0,0073400
K34 30,37 36,45 6,08 0,0147822
K35 30,29 37,23 6,94 0,0081443
K36 30,24 36,45 6,21 0,0135084
K37 29,48 37,22 7,74 0,0046777
K38 28,73 37,11 8,38 0,0030017
K39 29,49 36,58 7,09 0,0073400
K40 30,37 36,32 5,95 0,0161760
K41 30,44 38,97 8,53 0,0027053
K42 29,73 -

K43 28,76 36,21 7,45 0,0057191
K44 29,83 35,82 5,99 0,0157337
K45 29,61 36,78 7,17 0,0069441
K46 29,48 36,36 6,88 0,0084901
K47 29,77 38,14 8,37 0,0030226
K48 29,45 38,29 8,84 0,0021822
K49 29,25 35,42 6,17 0,0138882

K50 29,78 36,84 7,06 0,0074943




Tablo 4.2.3 HERW-W Genin Ekspersyon Sonuglari

Ornekler GAPDH HERW ACT 2ACT

1 29,29 34,45 5,16 0,0279695
2 29,38 33,67 4,29 0,0511189
3 29,43 32,19 2,76 0,1476241
4 29,7 33,19 3,49 0,0890031
5 29,63 36,01 6,38 0,0120068
6 29,3 32,96 3,66 0,0791098
7 29,43 33,4 3,97 0,0638133
8 29,6 36,6 7,00 0,0078125
9 28,84 32,56 3,72 0,0758872
10 29,22 37,22 8,00 0,0039063
11 29,29 34,7 5,41 0,0235195
12 29,89 34,61 4,72 0,0379436
13 29,37 34,49 5,12 0,0287559
14 27,97 32,97 5,00 0,0312500
15 28,97 34,44 5,47 0,0225614
16 29,38 34,09 4,71 0,0382075
17 28,62 31,74 3,12 0,1150235
18 29,39 34,07 4,68 0,0390103
19 29,51 32,49 2,98 0,1267449
20 29,38 34 4,62 0,0406669
21 29,24 33,41 4,17 0,0555527
22 29,41 32,84 3,43 0,0927827
23 29,36 35,05 5,69 0,0193704
24 29,66 -

25 29,45 33,64 4,19 0,0547879
26 28,3 31,34 3,04 0,1215819
27 28,66 34,56 5,90 0,0167465
28 29,57 33,68 4,11 0,0579118
29 29,48 36,8 7,32 0,0062584
30 29,11 33,19 4,08 0,0591286
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Tablo 4.2.3. HERV-W Genin Ekspersyon Sonuglar1 (devami)

ORNEKLER  GAPDH HERV-W ACT A cT

31 29,93 32,71 2,78 0,1455917
32 29,89 36,58 6,69 0,0096852
33 29,32 32,25 2,93 0,1312146
34 29,59 33,64 4,05 0,0603710
35 29,23 33,46 4,23 0,0532897
36 25,75 31,95 6,20 0,0136024
37 29,88 33,47 3,59 0,0830429
38 29,28 35,57 6,29 0,0127797
39 29,73 34,64 491 0,0332616
40 29,5 33,86 4,36 0,0486978
41 29,86 35,06 5,20 0,0272047
42 30,28 33,62 3,34 0,0987552
43 29,32 34,36 5,04 0,0303955
44 30,54 31,72 1,18 0,4413515
45 30,14 33,77 3,63 0,0807721
46 29,14 32,21 3,07 0,1190797
47 29,38 35,74 6,36 0,0121744
48 29,09 34,67 5,58 0,0209051
49 29,57 35,46 5,89 0,0168629
50 29,45 32,1 2,65 0,1593201
K1 29,91 33,1 3,19 0,1095757
K2 29,18 34,06 4,88 0,0339605
K3 29,92 31,91 1,99 0,2517389
K4 30,09 34,27 4,18 0,0551689
K5 29,72 33,02 3,30 0,1015315
K6 28,88 33 4,12 0,0575117
K7 29,81 34,4 4,59 0,0415214
K8 30,27 34,43 4,16 0,0559391
K9 29,95 32,56 2,61 0,1637992
K10 28,85 31,92 3,07 0,1190797
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Tablo 4.2.3. HERV-W Genin Ekspersyon Sonuglar1 (devami)

ORNEKLER  GAPDH HERV-W ACT A CT

K11 27,31 29,11 1,80 0,2871746
K12 30,02 33,73 3,71 0,0764150
K13 27,5 29,65 2,15 0,2253126
K14 29,87 34,49 4,62 0,0406669
K15 28,73 30,69 1,96 0,2570285
K16 29,93 -

K17 29,56 33,06 3,50 0,0883883
K18 29,4 33,76 4,36 0,0486978
K19 26,33 28,37 2,04 0,2431637
K20 30,13 34,2 4,07 0,0595399
K21 29,61 35,35 5,74 0,0187106
K22 29,53 36,95 7,42 0,0058393
K23 29,84 36,84 7,00 0,0078125
K24 29,41 31,75 2,34 0,1975103
K25 30,01 33,15 3,14 0,1134399
K26 29,64 34,25 4,61 0,0409498
K27 29,28 31,06 1,78 0,2911834
K28 29,76 32,93 3,17 0,1111053
K29 29,55 33,72 4,17 0,0555527
K30 28,25 35,2 6,95 0,0080880
K31 30,11 33,52 3,41 0,0940779
K32 30,48 33,61 3,13 0,1142289
K33 29,77 34 4,23 0,0532897
K34 30,37 32,92 2,55 0,1707550
K35 30,29 34,26 3,97 0,0638133
K36 30,24 33,57 3,33 0,0994421
K37 29,48 35,13 5,65 0,0199150
K38 28,73 31,74 3,01 0,1241366
K39 29,49 30,71 1,22 0,4292827
K40 30,37 33,18 2,81 0,1425955
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Tablo 4.2.3. HERV-W Genin Ekspersyon Sonuglar1 (devami)

ORNEKLER  GAPDH HERV-W ACT A cT

K41 30,44 34,23 3,79 0,0722930
K42 29,73 32,99 3,26 0,1043860
K43 28,76 32,15 3,39 0,0953912
K44 29,83 34,19 4,36 0,0486978
K45 29,61 36,6 6,99 0,0078668
K46 29,48 37,27 7,79 0,0045183
K47 29,77 34,67 4,90 0,0334929
K48 29,45 32,19 2,74 0,1496848
K49 29,25 29,05 -0,20 1,1486984
K50 29,78 34,13 4,35 0,0490365

Ug gercek zamanli PCR tahlili ile elde edilen deneysel degerler 2 -AACt
yontemiyle GAPDH marker genine gore normallestirildi.

Sectigimiz antiviral proteinlerin (TRIMS5 ve BTS-2) provirus yapisindaki
HERW-W nin ve MS hastalig1 karsisinda etkisini gorebilmek ve kiyasla bilmek i¢in
HERW-W nin ekspresyonu seviyelerine bakild. HERW-W ekspresyon
karsilagtirmasinin  sonucunda ¢alisma gruplar1 arasinda Onemli bir farklilik

saptanmadi. Sekil 5.1.°de gosterilmistir.
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Test and Cl for Two Variances: Control; Patient HERV
Ratio = 1 vs Ratio # 1

95% Cl for o{Control) / o(Patient HERV)

Bonett's Test
P-Value 0,870

Bonett

Levene's Test
P-Value 0255

Levene

05 1,0 1,5 20 25 30 35
95% Cl foro
Control -
Patient HERV *
050 075 1,00 1,25 1,50 1,75 200

Boxplot of Control; Patient HERV

Contol|  —[I——— % ¥
Patient HERV —{ T +

00 15 30 45 6,0

Sekil 5.1.HERW-W Expresyon diyagrami

Calismamizin sonuglarina gére BTS-2 geni ekspresyonu ise anlamli bir farkin
oldugu, yaklasik 3,5 kat artis oldugu goriilmektedir. Sekil 5.2. de gosterilmistir.

Test and Cl for Two Variances: Control; Patient BST2
Ratio = 1 vs Ratio # 1

95% Cl for o(Control) / o(Patient BST2)

T
| Bonett's Test
Bon ett —_— |
| P-Value 0,000
: Levene's Test
Levene —_— |
| P-Value 0,000
0,2 04 06 05 1,0
95% Clforo
Control ——
Patient BST2 *
0 1 2 3 4 5 [

Boxplot of Control; Patient BST2

Control —D:l— s
Patient BST2 e D D ¥ *
Sekil 5.2. BTS2 Ekspresyon diyagrami

TRIMS proteinin ekspresyonu seviyelerinde saglikli kisiler ile hasta grubu
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arasinda anlaml1 bir farkin olmadig1 yoniindedir. Sekil 5.3.’de gosterilmistir. TRIMS5

ekspresyonu, Herw ekspresyonunda oldugu gibi anlamli bir fark olmamustir.

Test and Cl for Two Variances: Control; Patient Trim5
Ratio = 1 vs Ratio # 1

95% Clfor o(Control) / o(Patient Tim5)

: Bonett's Test
Bonett T -
| P-Value 0,656
: Levene's Test
Levene 7 &
| P-Value 0,672
0,6 08 10 1.2 1,4 16 1.8
95% Cl foro
Control &
Patient Trim5 -
08 1,0 1,2 1,4
Boxplot of Control; Patient Trim5
Control |  — o+
Patient Trims | r 4 ik

Sekil 5.3. TRIMS Gen Ekspresyon Diyagrami

Probability Plot of Patient BTS2; Control; Patient Trim5; Patient HERV
Normal - 95% ClI

99
. Variable
__& Patient BTS2
95 —m— Control
90 - - — Patient Trim5
—d - Patient HERV
& Mean StDev N AD P
70 4560 4,319 50 2,352 <0,005
c 60 1 0,1066 50 2,296 <0,005
8 50 0,9004 09129 50 3,265 <0,005
E 40 0,8768 09454 50 3,299 <0,005
30
20
10

-10 -5 0 5 10 15 20
Data

Sekil 5.4. BTS2, HER-W TRIMS5 ve GAPDH genlerin Ekspresyonu diyagrami grafikleri
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Arastirmamiza gdre GAPDH markeri, BTS2, HER-W ve TRIMS5
proteinlerin gen ekspresyonu diyagraminda BTS2 genin ekspresyonu diger genlere

gore daha fazla ekspreyon oldugu sekil 5.4.’de gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Multipl Skleroz (MS); Santral Sinir Sistemi (SSS) lezyonlarinin norolojik
defektler nedeniyle ciddi fiziksel ve kognitif engellilige yol agan, fokal lenfositik
infiltrasyonun miyelin ve aksonlarda hasara yol ag¢tig1 norolojik bir hastaliktir

(Ghasemi ve ark., 2017).

Oligodendrositler, sinirsel iletinin etkili bir sekilde iletilmesini saglayan,
aksonlar1 saran ve koruyan miyelini olusturan merkezi sinir sistemi hiicreleridir.
Iskemi, toksisite, travmatik yaralanma, inflamatuar sitokinler, reaktif oksijen tiirleri
ve sitotoksik proteazlar gibi oligodendrositlerin inflamatuar hasarlanmasina sebep
olan bircok etken vardir (Go ve ark., 2021). Miyelinlerin hasarlanmasi sonucunda
demiyelinizan aksonlar olusmaktadir. Bu demiyelinizan aksonlar; inflamatuar
mekanizmalar ve oksidatif stres ile daha fazla hasar gorebilir. Agir1 norotransmitter
salmmm ile sonuglanan; Mitokondriyal ve iyon kanali disfonksiyonlari
demiyelinizasyon ile seyreden c¢ogu norodejeneratif hastaligin temelinde yer

almaktadir (Nasrabady ve ark., 2018).

Diinya genelinde MS hastalig1 2 milyondan fazla insanin saghgini etkilemis
oldugu tahmin edilmektedir. Tiirkiye'de MS prevalansi ile ilgili ¢alisma sayisi
yetersizdir (Borii ve ark., 2006). Tiirkiye'de MS prevalansinin Dogu Yunanistan’da
yapilan c¢alismalardan c¢ikarim yapilarak benzer cografi yakinliktan dolayr aym
oldugu disiiniilmektedir. Tiirkiye’de siklig1 kesin olarak bilinmemekle birlikte,
40/100000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Kingwell ve ark., 2013). Kuzey
Amerika (140/100000), Avrupa (108/100000) yiiksek prevalanslarin gorildiigii
bolgeler olurken; Asya (2,2/100000) ve Sahra alt1 Afrika iilkeleri (2,1/100000) diisiik
prevalanslara sahiptir. Ancak Asya'nin bazi bolgelerinde prevalanslar, 6nemli
bolgesel farkliliklar (Hong Kong'da 100.000'de 0.77; iran'da 100.000'de 85.80)
raporlanmistir. Son ¢alismalar, Kuzey Japonya da dahil olmak iizere bir dizi bolgede
artan prevalansi1 gostermektedir. Bildirilen pek cok arastirma sonucu; Multipl skleroz
insidansinin kiiresel olarak artma egiliminde oldugu gostermektedir (Compston &

Coles, 2008).

MS tanisi ve izleminde kullanilan kriterler yillar igerisinde degiserek cesitli

standartlar olusturulmustur. Fazekes(1988), Paty(1988), Barkhof (1997), McDonald
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(2001) Swanton (2006) ve en son McDonald (2005,2010,2017) kriterleri bu amacla

tasarlanmustir.

MS hastaliginin seyri sirasinda ilk klinik semptomlarinin goriildiigii donemde
yapilan zeka testi (IQ) puani ile, 2 yil sonrasina yapilan kontroller arasinda énemli
gerilemeler oldugu ortaya konmustur (Cortese ve ark., 2016). MS hastalarinin; tiroid
hastaliklar1, enflamatuvar bagirsak hastaliklar1 ve psoriyazis gibi otoimmiin tablolara

yakalanma olasilig1 da artmaktadir (Goodin ve ark., 2012).

Danimarka'da yapilan, 1949-1996 donemine ait standart tan1 kriterlerine gore
siniflandirilmig 9881 MS’1i hastay1 kapsayan biiyiik 6l¢ekli bir ¢alismada; hastalarin
yarisina yakin kismi (4254) takip siiresi bitmeden hayatim1 kaybetmistir. Bu
calismaya gore; baglangigtan itibaren medyan sagkalim siiresi, MS hastalar1 i¢in ayn
yastaki genel popiilasyona gore yaklasik 10 yil daha kisa oldugu ve o6liim riskinde
neredeyse li¢ kat artisla iliskili oldugu ortaya ¢ikarildi. (Brunnum-Hansen ve ark.,
2004). Son yillarda elde edilen veriler erken baslayan koruyucu tedaviler (IFNB-1b
kullanimi vb.) ile mortalitenin % 32 oraninda azaldig ortaya ¢ikarmistir (Goodin ve
ark., 2012). Giincel tedavi yaklasimlari immunsupresif ve immiinomodiilator
secenekleri igermektedir. Multipl skleroz karmasik bir hastaliktir. Immiinoloji,
epidemiyoloji, noroloji ve genetik biliminin entegre oldugu ¢alismalara ihtiya¢ vardir

(Holmey & Hestvik, 2008).

Genetik yatkinlik, yasam tarzi ve sosyoekonomik durumu igeren g¢evresel
faktorlerle beraber; enfeksiyoz ajanlar (tetikleyici veya koruyucu ajanlar), besleme,
giines 15181na maruz kalmaya bagli olarak bu tlir durumlar epidemiyoloji etkiler.
Insan otoimmiinitesinin dogru bir sekilde anlamak icin, pleiotropik faktorleri goz
oniinde bulundurmak &nemlidir. Insan otoimmiinitesinin ilgili derlemelerde odak
noktas1 oncelikle cinsiyettir. Genel olarak, otoimmiin hastaliklarin kadin baskinligina
sahip oldugu iyi bilinmektedir. Kadin baskinligin1 etkileyen mekanizmalar tam

anlamiyla bilinmemektedir (Moroni ve ark., 2012).

Bir bireyin MS'e yatkinliginda genetigin roliiniin, tetikleyici faktorlere
baglantili olarak ¢ok dnemli oldugunu destekleyen bol miktarda kanit vardir. MS’a

yatkinlik Mendel genetigi ile agiklanamaz (Brudek ve ark., 2004).
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MS patogenezini tetikleyebilen ¢evresel faktorler arasinda viral
enfeksiyonlarin rolii her gecen gilin daha fazla tartisilmaya baslanmistir. Kene
kaynakli Ensefalit viriisii (TBE), Human T-lymphotropic virus type 1(HTLV-1),
Herpes Simpleks Viriisii TIP -1(HSV-1), Varisella zoster viriis (VZV), (Insan Herpes
Virlis 6) HHV-6 ve ozellikle (Epstein-Barr viriisit) EBV {izerinde en ¢ok durulan

viral etkenlerdir.

MS gelisme riski; cocuklukta EBV enfeksiyonu Oykiisii olan kisilerde
yaklasik 15 kat, ergenlik doneminde veya daha sonra EBV ile enfekte olanlarda
yaklagik 30 kat daha yiiksektir (Ascherio ve ark.,2010). Son zamanlarda yapilan
arastirmalar; Insan Endojen Retroviriislerin (HERV), MS gelisimi ve hastaligin
ilerlemesi i¢in bir risk faktorii olabilecegi yoniinde ciddi ipuglari icermektedir

(Morandi ve ark., 2017).

Retroviriisler, RNA'dan DNA'ya gecisi katalize eden ters transkriptaz (RT)
adli bir enzimi kodlayan, pozitif RNA zinciri tasiyan 7-10 kb igeren bir protein zarfi
(yaklasik 100 nm ¢apinda) olan viriislerdir (Dolei A, Perron H.2009). HERV
proviriis dizisi, iki uzun terminal tekrar1 (LTR'ler) arasina sikistirilmis gag, pol, pro
ve env bolgelerinden olusur. HERV'ler, promotorler/arttiricilar veya Long non-
coding RNA (IncRNA) lar aracilifiyla protein sentezi lzerindeki etkisi insan
saghigint etkileyen ¢esitli biyolojik siiregleri tetikler. HERV'ler, insan genomuna,
ekzojen retroviriisler vasitasiyla germ hatti hiicrelerinin enfeksiyonlar1 sirasinda viral
DNA kopyalarinin (proviriisler) kromozomlara yerlestirilmesi yoluyla girmistir.
Olgun viral partikiil olusumu ve eksojenik sag¢ilim mekanizmasinin ortadan kalktig1
bu entegrasyonda; kromozomal bir gen ifadesine doniismiis. Kodlama kabiliyeti
devam eden viral dizilimler s6zkonusudur. Cevresel faktorler ve diger birgok
epigenetik etkilesim; tipki kromozomal genler gibi, entegre retroviral genlere de
hareketlilik ve fonksiyonellik kazandirmaktadir (Perron ve Lang 2010; Charvet ve
digerleri. 2018).

HERYV dizilimlerinin neden ve nasil ifade edilebilecegi, bu dizilimin entegre
oldugu/bulundugu kromatinin durumuna baghdir (Van de Lagemaat ve ark., 2006).
HERYV elementleri de dahil olmak {izere insan genlerinin epigenetik kontrolii i¢in

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gereklidir. Fonksiyonel transkripsiyon
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icin 6n kosullar1 vardir. HERV dizilerinin fonksiyonel uzun terminal tekrarlarini
(LTR) tutmast gerekir. Acik okuma cercevelerini (ORF) bozan silmeler veya
niikleotit ikameleri olmaksizin baska bir promotér tarafindan kontrol edilmesidir.
Kodlama boélgelerinin kromatin erisilebilirligini iceren niikleer mikro-ortam dokular
arasinda farklilik gosterir. Aktif edilecek bir HERV kopyasmin temel yatkinligi;

dokuya, hiicreye veya olgunlasma asamasina gore degisebilir (Kiiry ve ark., 2018).

Epigenetik diizenleme, kromatin olusturmak icin hem DNA'nin hem de
DNA'nin etrafina sarildigi histonlarin modifikasyonunu icerir. Kromatinin olusumu
ve paketlenmesinin kendisi epigenetik bir mekanizmadir. Siki bir sekilde
paketlenmis kromatin, gen susturma ile iliskilidir ve bunun tersi de gegerlidir.
Diizenleme, metil veya asetil gruplari gibi kimyasal gruplarin eklenmesiyle
niikleotidlerin ve proteinlerin modifikasyonuyla da saglanir. HERV’nin LTR
dizilerinin, proinflamatuar sitokin genleri i¢in promotorler olarak hareket ettigi
dikkate alindiginda, bu tiir sinyaller, dilizenleyici bir geri besleme dongiisiiniin
parcast olabilir. Epigenetik degisiklikler dokulara o6zgiidiir. Geleneksel DNA
amplifikasyon yontemlerine dayanan iliskilendirme veya baglanti caligmalari ile
tespit edilemez (Kiigiikali ve ark., 2015). DNA veya histon degistirici enzimleri
inhibe eden ilaglarin kullanimini susturulmus genlerin yeniden aktivasyonu ile

sonuclanir (Hurst & Magiorkinis, 2017).

Son yillarda, HERV-W ile iligkilendirilen DNA azaltilmis metilasyon; artan
inflamasyon, azalan miyelinasyon ve demiyelinizasyonla MS patogenezinde bir
faktor olarak degerlendirilmektedir (Kremer ve ark. 2013; Perron ve Lang, 2010).
DNA metilasyonunun bozulmasi, otoreaktif CD4+ T hiicrelerinin olugumunda
onemli bir epigenetik faktor gibi goriinmektedir. DNA metilasyon inhibitdrlerinin
antijen aracili immiin hiicre aktivasyonu iizerindeki baskiy1 serbest birakabilecegi
gosterilmistir. Yapilan bazi hayvan deneyleride T hiicrelerininde daha genis bir
antijen dizisine yanit vermesini sagladigimi gosteren kanitlarin, epigenetigin

otoimmiinitedeki roliinii ortaya koymaktadir (Kiigiikali ve ark., 2015).

Demiyelinizasyon olusmasi beyin parankimini veya periferik sinirleri
etkileyen enfeksiyonlari olusturur. Demiyelinizasyon olusumu i¢in bu zamana kadar

Onerilen bazi etki mekanizmalar1 vardir. Sinir miyeline kars1 otoreaktif T hiicrelerinin
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aktivasyonu, seyirci aktivasyonu, epitop yayilmasi, molekiiler taklit ve virilis-viriis
etkilesimler demiyelinizasyona sebeb olan etki mekanizmalaridir. Bununla birlikte,
viriislerin ¢ogu icin MS baglantistnin zayif oldugu gosterilmistir. MS'de viral
tutulum i¢in en tutarli ve bagimsiz olarak dogrulanmis g¢alismalar EBV igin
tanimlanmistir.  EBV'nin  HERV-W aktif edebildigini Kiiry ve arkadaslar
bildirmistir. EBV enfeksiyonu ile tetiklenen, HERV-W’nin otoreaktif T hiicrelerini
indiikleyerek, enflamasyon ve remiyelinizasyon blokajina yol actigimi ifade
etmislerdir. Buna ek olarak, MS o6ncesinde ve sirasinda dogrudan bir ndropatojenik

etkinin varligi da kuvvetle muhtemeldir (Kiiry ve ark., 2018).

Mameli ve arkadaslari; susturulmus HERV'lerin, altta yatan karmasik
aktivasyon mekanizmalarina dayali olarak ¢esitli norolojik kosullarda spesifik olarak
tekrar aktive edilebilecegini ortaya koymuslardir. Bu baglamda, c¢ok sayida
calismada, HERV aktivasyonu ile Epstein Barr viriisii (EBV) gibi viriislerin yol
actig1 hastaliklar arasinda baglantilar kurulmustur. EBV gp350 proteinin, B hiicreleri
ve monositlerde HERV-W ekspereyonunu aktive ettigi, ancak T hiicrelerinde HERV-

W ekspereyonunu aktivite olmadigi in vitro olarak gosterilmistir.

HERV ekspresyonunun engelleyen mekanizmalarin diizenleyicisi olarak
gorev alan aktivatorler enfeksiyon sirasinda daha uzun vadeli epigenetik
modifikasyon yoluyla aktif olabilirler. Kiiltiirde yapilan c¢alismalarda, HERV-W
genlerinin/proteinlerinin ekspresyonu, Epstein Barr viriisii (EBV), herpes simpleks
virlisii tip 1 ve influenza viriisii tarafindan aktive edildigi, ancak kuduz viriisii
tarafindan aktiflestirilemedigi gosterilmistir (Dolei & Perron, 2009). Ilging bir
sekilde, HERV-W'yi aktif edebilen Herpesviridae epidemiyolojik ¢alismalarda MS
ile giicli bir iliskisi oldugu belirtilmigtir. (Mameli ve ark., 2013) HERV-W
ekspresyonu, gecmis EBV enfeksiyonunun bir belirteci olan yiiksek diizeyde anti-
EBNA IgG'si olan hastalarda artmaktadir. EBV'nin ayrica konak hiicre DNA'sinin
epigenetik 6zelliklerini giiglii bir sekilde degistirdigi gosterilmis olmasi, EBV'nin bir
hazirlayict yada tetikleyici olarak hareket ettigi hipotezini destekleyebilir. Ancak bu
dogrudan kanitlanmamistir. Herpesviridae'nin (veya diger g¢evresel aktive edici
faktorlerin), MS'de patojenik bir efektor olarak hareket eden Env proteini ile HERV-

W ekspresyonunu yukari regiile ettigi 6ne siiriilmektedir (Mameli ve ark., 2013).
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Bruked ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, retroviriis antijenlerinin diger
viral antijenlere kars1 hiicresel immiinolojik reaktivite {izerindeki etkisi analiz
edilmistir. Bu arastirma ile, MS hastalarinin retroviriis ve herpes viriisii antijenlerine,
Ozellikle antijen kombinasyonlarina karst hiicre aracili bagisiklik tepkileri
irdelenmistir. 47 MS hastast ve 36 saglikli gonillii den alinan periferik kan
mononiikleer hiicreleri analiz edilmistir. Endojen retroviriis HERV-H ve Herpes
virlisii antijenlerinin kombinasyonlari, hem MS hastalar1 hem de saglikli denekler
arasinda yiiksek oranda artan hiicresel bagisiklik tepkileriyle sonuglandi. Artis, ¢ogu
ornekte karakter olarak sinerjikti. Iki farkli Herpes viriisiin antijenleri veya Kizamik
ve Herpes viriislerin antijenlerin den olusan kombinasyonlarini birlestiren blast
transformasyon deneyleri de higbir sinerji goOstermedi. Retroviriis ve Herpes
viriislerinin antijenleri birlikte hiicresel bagisiklik tepkisi iizerinde belirgin bir
sinerjistik etki gosterdi fakat sinerjinin nedeni bilinmiyor (Brudek ve ark., 2004).

HERW ekspresyonu yiikselmesinde sinerjik etkiler dnemli rol almaktadir.

Normal bireylerde, astrositler, monositler, NK ve B hiicrelerinde az miktarda
da olsa HERV-W'in ekspresyonu mevcuttur. MS hastalarinda normal bireylere
gore daha yiiksek HERV-W ekspereyonunu vardir. Fakat HERV-W, T hiicrelerinde
ifade edilmemektedir. Beyinde oligodendroglial oncii hiicrelerde HERV-W Env gen
aktivasyonu proinflamatuar sitokinlerini etkiler. Boylelikle indiiklenebilir nitrik oksit
sentazin (iNOS) tiretilmesine, nitro-tirozin gruplarinin olusumuna ve miyelin protein
ekspresyonun azalmasina yol acar. Kronik aktif MS’li hastalarin beyin lezyonlarinda,
oligodendroglial Oncii hiicrelere yakin mikroglia/makrofajlarda HERV-W Env

saptanmistir.

HERV-W Env proteininin T-lenfositleri aktive ederek noropatolojiye neden
olan bir siiper antijen olan (T lenfositlerin antijenden bagimsiz bir poliklonal
aktivasyonunu ortaya ¢ikarabilen bir protein) V16’ya benzer 6zelliklere sahip oldugu

gosterilmistir (Bortlik ve ark., 2021).

Enflamatuar siiregler, epigenetik diizensizlik yoluyla HERV'leri aktif edebilen
baslica uyaranlardir. HERV-W dizilerinin transkripsiyonunun, MS hastalarindan
alinan kiiltiir hiicrelerinde proinflamatuar sitokinler tarafindan yukar1 regiile edildigi

bunu teyit etmistir (Serra ve ark., 2003). Arastirmamizin temel hipotezlerinden biri;
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MS hastaligin etyolojisinde yer alan enflamatuar siireglerde HERV-W Env dizilerinin
aktif ve artmis olabilecegi yoniindeydi. Ote yandan, arastrmamizin hedefleri
arasinda TRIM5a ve BTS-2 antiviral proteinlerinin farkli hasta gruplar1 ve kontrol

grubundaki diizeylerinin belirlenmesi vardi.

Normal dokularda eksojen ve endojen retroviriislerin baskilanmasinda
biitiinleyici bir rol oynayan ve retroviral kisitlama faktorlerini igeren bir dizi hiicresel
protein vardir. Bu proteinlerin (Herpes virlisleri ve grip virlisleri gibi) baska

viriislerin replikasyonunu da etkiledikleri bilinmektedir. (Bortlik ve ark., 2021).

Serra ve arkadaslart MS seyrinde sitokinlerin HERV-W modiilasyonu
tizerindeki etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda; viriis salimi ile interlokin (IL)-4 ve
IL-6, interferon gama ve timor nekroz faktéri (TNF)alfa iiretimini korele
bulmusglardir. Arastirmacilar, MS tedavisinde kullanilan interferon betanin HERV-W

salinimini inhibe ettigini gostermislerdir (Serra ve ark., 2003).

Cogu calismada, MS hastalarinin kontrollere kiyasla daha yiiksek HERV
ekspresyonuna sahip oldugunu gostermektedir. Bu kanit, Morandi ve arkadaslarinin
43 calismay1 analiz ettikleri ve HERV'lerin, 6zellikle HERV-W ailesi ile MS
arasinda bir iligki oldugunu gosterdikleri bir meta-analiz ile desteklenmistir (Morandi
ve ark., 2017). Natalizumab'm MS hastalarinda kullaniminin HERV-W gen
ekspresyonunu engelledigi gosterilmistir. Natalizumab kullanilan hastalarda tedavi
sirasinda higbir MS hastasi relaps olmamasi enteresan bir bulgu olarak
degerlendirilmistir (Arru ve ark., 2013). Hastalik modifiye edici immiinoterapiler
(Natalizumab ve interferon (IFN)-B ) ile ilgili yapilan ¢aligmalar, MS hastalarinda bu
ilaglarin 3 ve 6 aylik tedavileri sirasinda HERV-W/MSRV ekspresyonunu inhibe
edebildigini gostermektedir .(Kiigiikali ve ark., 2015).

Calismamizda, McDonald (2017) tani kriterine gére RRMS tansi almis
hastalar dahil edilmistir. Arastirmamizda MS'li hastalar ile saglikli kontrol grubu
arasinda HERV-W Env protein diizeyi agisindan anlamli bir fark bulunamamustir.
Nitekim benzer amaglarla yapilmis farkli bir ¢alismada; MS’li doku numuneleri ve

saglikli doku numuneleri arasinda nispi transkripsiyon seviyeleri i¢in net bir fark
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ortaya konmamistir (Schmitt ve ark., 2013). MS'li hastalardan ve saglikli
kontrollerden alinan PBMC o6rneklerinde HERV-W ekspresyonunu karsilastiran
baska bir c¢alismada da farkli ekspresyonun seviyeleri agisindan bir fark
saptanmamustir.(Laufer ve ark., 2009). Endojen viral gen ifadesinin uzun soluklu
hiicresel siiregler ve kronik hastalik siirecindeki potansiyel rolii; uzun takip, farkh
zamanlar ve farkli numuneler ile elde edilecek siire¢ analizleriyle daha net ortaya
konabilecektir. Bu durum c¢alismamiz sonuglar1 agisindan da kisitlayici bir faktor

olarak ortaya ¢ikmustir.

Endojen retroviriislerin bazilarinin neden belirli patolojik kosullarda eksprese
edildigi hala tam olarak belirlenmemistir. Mutasyonlar nedeniyle retroviriisiin
inaktivasyonuna ek olarak, HERV replikasyonunu etkileyebilecek ve kisitlayabilen
farkli hiicre i¢i faktorler vardir. Hiicresel proteinlerin DNA'y1 metilleyebildigi ve
viral RNA transkripsiyonunu susturmak veya bastirmak i¢in histon modifikasyonu

getirebildigi epigenetik mekanizmalar s6z konusudur (Stoye, 2012)

MS ile degisen epigenetik diizenleme arasinda dogrudan bir baglanti, MS'in
immiinopatolojisi, 6zellikle Th1l, Th2 ve Th17 hiicrelerinin farklilagsmasi ve sitokin
iretimi lizerine yapilan calismalarda rapor edilmistir. Benzer epigenetik
degisikliklerin HERV'lerin ekspresyonunu etkilemesi beklenebilir bir durumdur

(Kiigiikali ve ark., 2015).

Hastaligin remisyona girmesi ya da immiinosupresif/immiinomodiilatér
tedavilerin kisith klinik faydalart HERV-W'in ekspresyonu iizerinde frenleyici bir

rol olusturuyor olabilir.

TRIM ailesinin (TRIM5a ve TRIM22) iki kisitlama faktoriindeki SNP ler,
MS hastaliginin patogenezi ile ile iligskilendirilmistir (Nexe ve ark., 2013).
Caligmamizda BTS-2 ve TRIMS5a ile hedef gen ekspresyon diizeyleri arastirilmustir.

TRIMS ve BST2 gibi intrinsik kisitlama faktorlerinin bazi retroviriis genleri
tizerinde baskilayici etki gosteriyor olmasinin kesfi, bu viriislerin konak hiicre ile
olan etkilesimleri {lizerine yeni perspektifler kazandirmistir (Bortlik ve ark., 2021).

Bu etki, hem viral replikasyonun bizzat engellenmesi hemde interferonlar gibi
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antiviral mekanizmalarin tetiklenmesi ile olusmaktadir.

Kisitlama faktorleri olarak gorev alan TRIM'ler, ¢ogu zaman virlis
replikasyonunu 6nlemek i¢in yeterli miktarlarda sentezlenir. Buna ragmen IFN'ler
dahil olmak iizere cesitli uyaranlar araciligi ile TRIM'in ekspresyonunu daha da
arttirilabilir (Berthoux, 2020). TRIM faktorleri bir¢ok retroviriisii ¢esitli derecelerde
etkiler (Passerini ve ark., 2006). Arastirma sonuglarimiza goére, TRIMSa’ nin
ekspresyonu ¢aligma gruplart arasinda anlamli bir fark sergilemedi. Calisma
gruplarinda yer alan her bir bireyin kullandig: ilaglarin yol agabilecegi etkilesimleri,
bireysel sitokin kompozisyonlarint veya potansiyel epigenetik etkileri

degerlendirmemiz arastirmamizin kisith yonleri olarak degerlendirilmistir.

IFNa tarafindan indiiklenen BST-2 bir hiicre yiizeyi proteinidir (Liberatore &
Bieniasz, 2011). Konak¢i hiicrelerden zarfli virlislerin salinimini baskilayan bir
konak kisitlama faktorii olarak tanimlanmistir (Li ve ark., 2021). Dogustan gelen
bagisikligin diger bilesenleri gibi, BST-2 ekspresyonu da tip I interferonlar
tarafindan indiiklenebilir. Dogrudan antiviral etkisine ek olarak, BST-2 ayrica bir
viriis olusumu sensoriidiir. Viral ¢ikist bloke ederken NF-KB (nuclear factor-kappa
B) iizerinden proinflamatuar yaniti indiikler. Zamanla, viriisler BST-2 aracili
kisitlamadan kaginmak igin stratejiler gelistirmislerdir. BST-2'e kars1 koyabilen ¢ok
sayida bagimsiz viral protein ornegi, farkli viral ailelerde tanimlanmistir (Lemaitre
ve ark., 2014). MS 1i bireylerin daha fazla HERV-W lokusuna sahip olabilecegi iddia
edilmistir (Garcia-Mortojo ve digerleri 2013). Erken donem teshis almis RRMS
hastalarda siklikla tanimlanan inflamatuar siiregte, DNA heterokromatin/6kromatin
doniistimleri viral gen igeren lokuslardan daha fazla ekspresyona sebep olabilir. Tip I
IFN'ye yanit olarak yiiksek miktarda ekspresyona yol acabilen bu siireg; olgun B
hiicreleri, plazma hiicreleri ve plazmasitoid dendritik hiicreler dahil olmak iizere
cesitli hiicre tiplerinde ortaya ¢ikar (Khan ve ark., 2019). Calismamizda BTS-2’nin,
MS’li hastalarda kontrol grubuna gore 3,5 kat artis olmast bu siiregle ilgili beklentiler

yoniinde korelasyon gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda HERV-W erv ve TRIMS gen ekspresyon diizeyleri kontrol ve
hasta gruplarinda benzer profil sergiledi. Ote yandan BTS-2 ekspresyon diizeyleri
MS’li hastalarda kontrol grubuna gore 3,5 kat yiiksek tespit edildi.

HERV-W gen ekspresyon diizeylerinin olduk¢a dinamik ve sofistike
etkilesimlerden (Epigenetik, hiicresel kontrol mekanizmalari, sitokinler, interferon
salmmm1 vb durumlar) etkilenebilecegi gergegi, arastirmamizda gerceklestirdigimiz
Olclimlerin birden fazla zamanli 6l¢iim ve bir siire¢ analizi ile yapilmasinin daha

saglikli olacagi kanaati uyandirdi.

TRIMS gen ekspresyon diizeyleri ile hastalik ve hastaligin seyrine yonelik

anlamli bir iliski kurulamadi.

BTS-2 gen ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore yliksek ¢ikt1 ve bu
durum dogal bagisiklik yanitin MS hastalig1 tizerindeki etkisinin bir sonucu olarak

degerlendirildi.

HERV'ler ve MS hastaliginin arasinda bir iligki oldugunu destekleyen bir¢cok
calisma mevcuttur. Yine artan bazi antiviral proteinlerin artan ekspresyonunun
hastaliktaki inflamatuar siiregleri tetikledigi bir¢ok arastirmada vurgulanmistir. Bu
iki temel aks lizerinden kurguladigimiz arastirmamizin genis kapsamli c¢alismalara
esin kaynagi olmasini iimit ediyoruz. Bu anlamda; Antiviral proteinlerin ¢alisma
mekanizmalart hakkinda daha fazla olasi faktorlerin irdelenmesi gerekirken,
HERV’ler ile MS hastaliginin net olarak iliskilendirilmesi i¢in standart ve optimize

edilmis bir teknigin heniiz olmamasi 6nemli bir sorundur.
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