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Girig ve Amag: Multipl skleroz (MS) otoimmiin bir hastalik olup, merkezi  grubuna gére anlamli artis oldugunu ortaya koymustur. Her iki

sinir sistemini hedef alarak enflamasyon ve hasara neden olur. Dort farkli  parametre icin de RRMS hastalarinda kontrol grubuna gore ekspresyon

sekilde teshis edilir ve bircok klinik izole sendrom (KiS) hastasi tekrarlayan-  diizeylerinde artis gézlenmekle birlikte, istatistiksel olarak anlamlilik

diizelen MS'e (RRMS) ilerleme potansiyeline sahiptir. Multipl skleroz ile  tespit edilememistir. Tekrarlayan-diizelen MS hastalari, KiS hastalarina

iliskilendirilen C1QA molekld, hastaliktaki anormal aktivitesi nedeniyle  kiyasla daha duisiik C1QA ve miR-335-5p diizeyleri géstermistir. miR-335-

bir tedavi hedefi olarak degerlendirilmektedir. Bu calismada, miR-335-  5p ekspresyonundaki azalma istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur

5p ve hedef molekili C1QANIN MS progresyonundaki rolleri ve bu  (p=0,0442). Gruplar arasinda C1QA protein duzeylerinde ise anlamli bir

iliskinin epigenetik diizeydeki mekanizmalari arastinlmistir. KiS, RRMS ve  fark gézlenmemistir (p >0,05).

saglikh kontrol gruplarinda miR-335-5p ve C1QA ekspresyon diizeyleri

ka%slIa§t|rllarak,iaszallk aktivitesiyle olapn iliskilgi degelzlflenzirilmistir.y Sl Wi el senelou (el il gEae akml o dids
miR-335-5p ve C1QA ekspresyonunda artis olmasi, bu molekiillerin MS

Yéntem: Periferik kan mononiikleer hiicreleri (PBMC'ler) 18 KiS ve 32 progresyonu igin biyobelirteg olma potansiyelini ortaya koymaktadir.

RRMS hastas! ile 16 saglikl bireyin kan érneklerinden izole edildi. CIQA  Ayrica KIS ile kiyaslandiginda, RRMS hastalarinda miR-335-5p geninin

ve miR-335-5p ekspresyon diizeylerini tespit etmek icin RNA izolasyonu  aktivitesinde énemli bir distis gézlemlenmistir. Bu bulgular, miR-335-

ve Kantitatif Gercek-Zamanli PCR (qQRT-PCR) islemi gerceklestirildi, CIQA  5p'nin hem KiS hem de RRMS progresyonunu ayirt etmede potansiyel

protein dizeyleri ise ELISA kullanilarak belirlendi. bir biyolojik belirte¢ olabilecegini destekler niteliktedir.

Bulgular: Veriler, KiS hastalarinda hem C1QA gen ekspresyonunda  Anahtar Sézciikler: C1QA, ekspresyon, klinik izole sendrom, miR-335-

(p=0,0291) hem de miR-335-5p ekspresyonunda (p=0,0196) kontrol  5p, tekrarlayan-diizelen multipl skleroz

ABSTRACT

Introduction: Multiple sclerosis (MS), an autoimmune disease, attacks the
central nervous system, causing inflammation and damage. Diagnosed
in four forms, many clinically isolated syndrome (CIS) patients progress
to relapsing-remitting MS (RRMS). C1QA, a molecule linked to MS,
might be a treatment target due to its abnormal activity in the disease.
This study investigated mir-335-5p and its targeting C1QA expression
as potential biomarkers for disease progression. This relationship was
also evaluated from an epigenetic perspective between CIS, RRMS and
control groups.

Methods: Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated
from 18 CIS, 32 RRMS, and 16 control blood samples. RNA isolation and
Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) were performed to detect the
expression levels of C1QA and miR-335-5p, while C1QA protein levels
were determined using ELISA.

Results: The data revealed significant increases in both C1QA gene
expression (p=0.0291) and miR-335-5p expression (p=0.0196) in CIS

patients compared to controls. Although increased expression levels were
observed for both parameters in RRMS patients versus controls, they
did not reach statistical significance. Patients with RRMS showed lower
levels of C1QA and miR-335-5p compared to those with CIS. Notably,
the decrease in miR-335-5p was statistically significant (p=0.0442). No
significant difference in C1QA protein levels was observed among the
groups (p >0.05).

Conclusion: miR-335-5p and C1QA emerge as potential biomarkers for
MS progression, exhibiting significant upregulation in CIS compared to
controls. miR-335-5p also shows significant downregulation in RRMS
compared to CIS. These findings support the potential of miR-335-5p
for distinguishing and understanding the progression of both CIS and
RRMS.

Keywords: C1QA, clinically isolated syndrome, expression, miR-335-5p,
relapsing-remitting multiple sclerosis
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miR-335-5p ve C1QA

One Cikan Noktalar

+ KIS hastalarinda C1QA geni ve miR-335-5p yiiksekligi
erken MS’de ayirici olabilir.

* C1QA, miR-335-5p RRMS'de kontrole gére daha yiiksek
ancak KiS'de daha diisiiktiir.

+ miR-335-5p, kontrole gére KiS'de yukar regiile olurken
RRMS'de asagi regiiledir.

* miR-335-5p erken donem MS'i ayirt etmede biyobelirteg
aday olabilir.

GiRiS

Multipl skleroz (MS), merkezi sinir sisteminde (MSS) enflamasyon ve
demiyelinizasyon ile karakterize kronik otoimmun bir hastaliktir (1).
Diinya genelinde 2,9 milyon kisi MS ile yasamaktadir ve Tirkiye'de ise
58.401 kisi bu hastaliktan etkilenmektedir. Multipl skleroz vakalarinin
¢ogu 20-50 yaslari arasinda teshis edilir ve kadinlarda MS erkeklerden
¢ kat daha fazla goriltr (2,3). MS, bireyler arasinda énemli Slciide
degisen genis bir semptom yelpazesi ile kendini gosterir ve bu nedenle
geng yetiskinlerde norolojik hasarin énemli bir nedenidir. Hastalik
progresyonundaki bu degiskenligin altinda yatan mekanizmalar buytk
6lcude bilinmemektedir ve glinimiizde MS icin kesin bir tedavi yoktur
(4). Klinik izole sendromu (KiS) olarak bilinen tek bir epizot ile baslayan,
siklikla tekrarlayan norolojik semptom ataklari ile karakterizedir. Multipl
skleroz daha sonra siddetine gére dort gruba ayrilir: tekrarlayan-diizelen
MS (RRMS), primer progresif MS (PPMS) ve sekonder progresif MS
(SPMS). Hastalarin yaklasik %85-90't RRMS tanisi almaktadir (5,6).

Kompleman sistemi, dogustan gelen bagisiklik sisteminin 6nemli bir
bileseni olup, kanda dolasan veya hicre ylzeyine bagl yaklasik 50
proteinden olusur. Disaridan gelen patojenlerin saldirilarini hizla tespit
etmek ve bunlara yanit vermek uzere tasarlanmistir (7,8). Kompleman
sistemi, U¢ farkl yoldan islev gorur: klasik, alternatif ve lektin yolu. Klasik
yolda, C1 kompleman protein kompleksi ilk yanit verici olarak gorev
yapar ve C1q, C1r, C1s'den olusur (9). Multipl skleroz hastalarinda yapilan
patolojik ve serolojik calismalar ile Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit
(EAE) hayvan modelinde yapilan fonksiyonel calismalar uzun suredir
kompleman sisteminin MS patolojisinde rol oynadigi hipotezini
desteklemektedir (1,10). Hem akut hem de kronik MS lezyonlarinda
kompleman aktivasyonu gésterilmis olup, C1q boyamasinin varhigi klasik
yolda kompleman aktivasyonunun énemini dustindtrmektedir (11).
Erken klasik kompleman yolunun néronal sinapslarda ve noérotoksik
glia hiicrelerindeki ekspresyonunun belirlenmesi, MS nérodejenerasyon
patofizyolojisinde kompleman sisteminin oynayabilecegi potansiyel roli
vurgulayan yeni bir arastirma alani ortaya ¢ikarmistir (12).

MikroRNAlar (miRNAlar), MS gibi bircok hastaligin tani ve hastaligin nasil
gelistiginin takip edilmesinde biyobelirteg olarak kullaniima potansiyeli

Tablo 1. Calisma gruplarinin demografik 6zellikleri
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tastyan molekullerdir (13). Multipl skleroz hastalarindan alinan periferik
kan, plazma, serum, farkli periferik hiicre tipleri ve beyin lezyonlari gibi
cesitli viicut sivilan ve dokularda miRNA ekspresyonunu analiz eden
calismalar, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda duzensiz miRNA
paternleri ortaya koymustur (14,15). miR-335-5p, MS'de ekspresyonu
degisen miRNAlar arasindadir (14,16,17) ve C1QA, miR-335-5p icin
potansiyel bir hedef olarak 6ne ¢ikmaktadir (18).

Hicbir arastirma hentiz MS hastalarinda miR-335-5p ile C1QA arasindaki
iliskiyi arastirmamistir. Ayrica, bu miRNA-protein korelasyonu, ilk ataktan
sonra KiS ve RRMS arasinda ayrim yapmak icin potansiyel biyobelirtecler
olarak arastiriimamistir.

Bu calismada, miR-335-5p ekspresyonu ve C1QA gen ve protein
ekspresyon seviyeleri, KiS, RRMS ve saglikli kontrollerden alinan
serum ve PBMC'lerde incelenmistir. Amacimiz, hem saglikli bireylerle
karsilastinldiginda MS riskini degerlendirmede hem de ilk ataktan
sonra KiS ve RRMS hastalari arasindaki farklari ayirt etmede potansiyel
biyobelirteg 6zelliklerini arastirmaktir.

YONTEM

Katihmcilar

Bu calismaya istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiltesi, Noroloji
Bolimi, Demiyelinizan Hastaliklar Poliklinigi'nden iki hasta grubu dahil
edilmistir. McDonald kriterlerini (19) karsilayan ve son iki ayda herhangi
bir immun baskici veya immunomodulatér tedavi almamis hastalardan
secilmistir. Birinci grup 18 KiS hastasindan olusurken, ikinci grup 32
RRMS hastasindan, tglinct grup ise yas ve cinsiyet uyumlu 16 saglikh
gonlliden olusmaktadir (Tablo 1).

Calismaya 18 yas ve Uizeri erigkin kadin ve erkekler dahil edilmistir. Hamile
veya menopoz déneminde olan katilimcilar ¢alismadan cikarilmistir. Tim
katihmcilara arastirmanin amaci, kapsami ve metodolojisi, bilgilendirilmis
onam formu araciligiyla bildirilmistir. Yas, cinsiyet, alkol tuketimi, sigara
aliskanligl ve aile oykust gibi demografik bilgiler kaydedilmistir. Bu
calisma, istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun 05/11/2021
tarih ve 20 sayili toplantisinda gorusulerek etik yénden uygun bulunup,
onaylanmistir.

Periferik Kan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Pihtilasmamiskan rnekleri 1:2oraninda PBSileseyreltilerek hazirlanmistir.
1:2 seyreltilmis kan ve PBS karisimi daha sonra Ficoll ¢ozeltisinin tizerine
yavasca eklenerek bir yogunluk gradyani olusturulmustur. 3000 rpm'de
20°C'de, 20 dakika santriftjj edilmistir. Santrifigasyondan sonra, PBMC
tabakasi toplanarak yeni bir Falcon tiiptine aktariimistir. PBMC'ler, her
defasinda 1800 rpm’'de, 4°C'de, 10 dakika santrifiij edilerek 1:1 oraninda
PBS ile iki kez yikanmistir. Daha sonra Falcon tiipe 1 ml FBS eklenip
pipetaj yapilmistir. Hiicre sayimi floresan mikroskop altinda Thoma lami
kullanilarak gerceklestirilmistir. On milyon hiicre iceren her bir flakonda
daha sonra %20 DMSO/FBS karisiminin 500 ulsi ile kanstirlmis ve
-80°C'de saklanmistir.

Kis RRMS Kontrol p’ p? p?
Cinsiyet (kadin/erkek) 10/8 18/14 8/8 1,000 1,000 1,000
Yas (X £ SD) 39,61£12,08 29,41+9,43 32,43+9,09 0,050 0,278 0,003*
Sigara kullanimi (evet/hayir) 9/9 9/23 4/12 0,284 1,000 0,139
Alkol kullanimi (evet/hayir) 3/15 7/25 6/10 0,242 0,285 0,730

n: érnek saysi; gruplararasi farkliliklar ki-kare testi (X?) kullanilarak incelendi; tablodaki degerler X + SD (X: ortalama; SD: standart sapma) olarak sunulmustur; *: p <0,05;
p":KIS-Kontrol; p% RRMS Kontrol; p* KIS-RRMS.
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C1QA ve miR-335-5p Ekspresyon Analizi

Total RNA ve miRNA izolasyonu, PBMC'lerden NucleoSpin miRNA
izolasyon Kiti (Macherey-Nagel, Diiren, Almanya) protokoli takip edilerek
gerceklestirilmistir. Hem total RNA hem de miRNA 6rneklerinin safligi ve
konsantrasyonu NanoDrop spektrofotometre kullanilarak olculmustur.
Tum RNA 6rneklerinin konsantrasyonlari, 260 nm dalga boyunda 10 ng/
uL olacak sekilde normalize edilmistir. izole edilen total RNA, SCRIPT
cDNA Sentez Kiti (Jena Bioscience, AlImanya) kullanilarak cDNAYya ters
transkript edilirken, miRNA 6rnekleri Single miRNA gPCR kiti (A. B. T.
Laboratory Industry, ABD) kullanilarak ters transkribe edilmistir. Kantitatif
Gercek Zamanli PCR (qRT-PCR), total RNA &rnekleri icin Jena qPCR Prob
Master Mix kiti ve miRNA icin Single miRNA gPCR kiti (Jena Bioscience,
Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir. B-Actin ve U6, qRT-PCR veri
analizi icin referans genler olarak kullanilimistir.

ELISA

Serum &rneklerindeki C1QA duizeyleri, ABclonal Human C1QA Sandwich
ELISA kit protokolu (ABclonal Biotechnology, ABD) kullanilarak tayin
edilmistir. Durdurma sollsyonu eklendikten sonra, her bir kuyunun optik
yogunlugu bes dakika icinde 450 nm'de Multiscan Spectrum mikroplate
okuyucu kullanilarak spektrofotometrik olarak 6lgtlmustar.

istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler, anlamlilik diizeyi p <0,05 olarak ayarlanmis GraphPad
Prism 9 yazilmi kullanilarak gerceklestirilmistir. Verilerin normal dagihmi
Shapiro-Wilk testi kullanilarak degerlendirilmistir. Normal dagihm
gostermeyen hasta ve kontrol grubu verileri, anlamli farkliliklar tespit
etmek icin sirasiyla Fischer'in Kesin Olasilik Testi ve Mann-Whitney U Testi
kullanilarak karsilastirilmistir. Grup bazli sonuglar degerlendirmek icin
alicr isletim karakteristik egrisi (ROC) analizi yapilmistir. Normal dagilim
gosteren protein duzeyleri ise Shapiro-Wilk testi (t-testi) kullanilarak
gruplar arasinda karsilastirma yapilmistir. Korelasyon analizi igin ise
Spearman korelasyonu kullanilmistir.

BULGULAR

Sekil 1, qRT-PCR ile ¢lguldugt gibi, kontrol ve hasta gruplarindan izole
edilen PBMC'lerde C1QA gen ekspresyonundaki rolatif degisiklikleri
gostermektedir. Klinik izole sendrom grubunda kontrole gére, C1QAda
2,33 kat anlamli artis tespit edilmistir (p=0,0291). Tekrarlayan-duzelen
MS grubunda ise C1QA ekspresyon seviyelerinde kontrole kiyasla 1,35
kat artis gézlenmistir, ancak bu farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0,1072). Hastalik gruplarini karsilastirdigimizda, RRMS hastalarinda
C1QA ekspresyon seviyeleri KiS grubuna gére 0,58 kat azalma gostermis
olsa da, bu farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,1670).

Kontrol, KiS ve RRMS gruplarinda miR-335-5p ekspresyon seviyelerindeki
rolatif degisiklikler qRT-PCR analizi ile belirlenmistir (Sekil 2). miR-335-
5p ekspresyonu analiz edildiginde, KiS grubu kontrole kiyasla anlamli
bir sekilde 4,11 kat artis gostermistir ~ (p=0,0196). Tekrarlayan-diizelen
MS grubunda ise kontrole kiyasla 1,42 kat artis gézlemlenmis olsa da,
bu farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,1960). ilging bir
sekilde, hastalik gruplan arasinda, RRMSde KiS'e kiyasla miR-335-5p
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde 0,34 kat azalma
gozlenmistir (p=0,0442).

Tablo 2, C1QA ve miR-335-5p ekspresyon seviyelerini gruplararasi
karsilastiran Mann-Whitney U testi p-degerlerini gostermektedir. Bu
biyobelirteglerin duyarlihk ve 6zgullik agisindan tanisal dogrulugunu
degerlendirmek i¢in ROC analizi kullanildi. C1QA igin ROC egrileri Sekil
3'te, miR-335-5p icin ROC egrileri ise Sekil 4'te gosterilmistir. Tablo
2 ayrica her iki gen icin egri altinda kalan alan, p-degerleri ve giiven
araliklarini sunmaktadir.

miR-335-5p ve C1QA
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Sekil 1. KiS, RRMS ve kontrol gruplari arasinda C1QA gen ekspresyon diizeylerinin
karsilastiriimasi (*p <0,05).
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Sekil 2. KiS, RRMS ve kontrol gruplari arasinda miR-335-5p ekspresyon diizeylerinin
analizi (*p <0,05).

Tablo 2. Calisma gruplar arasinda C1QA ve miR-335-5p gen
ekspresyonunun karsilastirmali analizi

Mann-Whitney U testi ROC analizi

C1QA

Group pdegeri AUC SE p degeri %95 Cl
KiS-kontrol 0,029*% 0,73 0,09 0,029* 0,54-0,93
RRMS-kontrol 0,107 0,66 0,09 0,103 0,47-0,85
KiS-RRMS 0,167 6,64 0,10 0,159 0,43-0,86
miR-335-5p

KiS-kontrol 0,019* 0,80 0,09 0,020* 0,60-0,99
RRMS-kontrol 0,196 0,65 0,11 0,187 0,42-0,85
KiS-RRMS 0,044* 0,73 0,10 0,043* 0,53-0,93

*p <0,05; istatistiksel olarak anlamli degerler kalin olarak gosterilmistir; AUC: egri
altindaki alan; KIS: kliniksel olarak izole sendrom; miR: mikroRNA; ROC: alici isletim
karakteristigi; RRMS: tekrarlayan-diizelen MS.
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Sekil 3. C1QANnIn ROC egrisi analizi.
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Sekil 4. miR-335-5p’nin ROC egrisi analizi.
. . . Sekil 5. KiS, RRMS ve kontrol gruplan arasinda C1QA
ELISA-C1QA Protein SEVIyeSI protein ekspresyonunun karsilastiriimasi.
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Table 3. Spearman korelasyon analizi sonuglari
C1QA mRNA/ miR-335-5p miR-335-5p/ C1QA protein C1QA mRNA/ C1QA protein
r p r p r p
Kis-kontrol 0,054 0,881 0,354 0,286 0,063 0,860
RRMS-kontrol -0,360 0,187 0,354 0,286 0,057 0,839
KiS-RRMS -0,361 0,187 -0,075 0,791 0,057 0,840

*p<0,05; istatistiksel olarak anlamli degerler kalin olarak gosterilmistir; C1QA: kompleman C1q A zinciri; miR: mikroRNA; r: korelasyon katsayisi.
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Alict isletim karakteristik egrisi analizi, hem C1QA (p=0,029) hem de
miR-335-5p (p=0,020) ekspresyon seviyelerinde KiS ve kontrol gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugunu ortaya koymustur.
KiS-RRMS karsilastirmasinda ise miR-335-5p ekspresyonu istatistiksel
anlamlihgini korumustur (p=0,043).

Klinik izole sendrom, RRMS ve saglikli kontrol gruplarindan alinan
serum Orneklerinde C1QA protein seviyelerinin sandvi¢ ELISA yontemi
kullanilarak yapilan analizi, gruplar arasinda anlamli bir farklilik
olmadigini géstermistir (p >0,05). Sekil 5, her grup icin C1QA seviyelerini
gostermektedir. CIQA ve miR-335-5p arasindaki iliskiyi degerlendirmek
icin, calisma kapsaminda aralarindaki iliskinin gilictinii ve yoénini
belirlemek amaciyla korelasyon analizi gerceklestirilmistir.

Verilerin parametrik olmayan yapisi nedeniyle Spearman korelasyon
analizi kullanilmistir. Tablo 3'teki sonuglar, incelenen biyolojik belirtecler
(C1QA mRNA, miR-335-5p ve C1QA protein) arasinda herhangi bir grup
karsilastirmasinda anlamli bir iliski bulunmadigini géstermektedir (p >0,05).

TARTISMA

Multipl skleroz, kronik, immin aracili bir nérolojik hastalik olup,
enflamatuvar demiyelinizasyon, oligodendrosit azalmasi ve aksonal kayip
ile birlikte MSSde plak olusumu ile karakterizedir (1). Multipl skleroz
tanisi, McDonald kriterlerine dayanmaktadir (19). Multipl sklerozun
diger norolojik hastaliklardan ayirici tanisinda beyaz cevher lezyonlar
hala kritik bir rol oynamakla birlikte, bu lezyonlarin gérinimu cesitli
noérolojik durumlarla 6rtusebilir ve dolayisiyla tanisal karmasaya yol
acabilir. Bu noktada, bagisiklik sistemi ile iliskili genlerin ve miRNA
ekspresyon paternlerinin MS tanisi ve prognozu ile iliskilendirilebilecegi,
bu kictik molekullerin hem hastaligi tanimlamada hem de seyrini tahmin
etmede ve dogru siniflandirma yapilabilmesinde yardimci olabilecegi
belirtiimektedir (20).

Kompleks bir glikoprotein olan kompleman Clq, otoimmunitenin
onlenmesinde 6nemli oldugu dusunilen c¢esitli immin dizenleyici
islevlere aracilik eder. Multipl skleroz hastalarinda siklikla gorilse
de, Clg'nun demiyelinizasyon ve sinaps kaybini nasil etkilediginin
kesin rolii ve mekanizmalari heniiz tam olarak agiklanmamstir (21).
Deneysel otoimmin ensefalomiyelit modelinde artmis kompleman
ekspresyonunun ve glial birikiminin sinapslari fagositoza karsi savunmasiz
hale getirip getirmedigini degerlendirmek icin Hammond ve ark.
Western blot ve qPCR araciligiyla hipokampustaki C1q protein ve mRNA
duzeylerini analiz etmistir. Kontrole kiyasla C1q protein ekspresyonunda
2,5 kat artis bildirmislerdir (22).

Bu calisma, KiS, RRMS ve kontrol gruplarinda kompleman sistem
ile iliskili genleri ve miRNAlari tanimlamayr amaglamaktadir. Saglikh
bireyler ile karsilastirildiginda hem MS riskini hem de bu molekdllerin
KiS ve RRMS hastalarini ayirt etmede biyobelirteg olarak potansiyellerini
degerlendirmek ana hedeftir. Gen se¢imi analizinde, Timirci-Kahraman
ve ark/nin proteomik verileri temel alinmistir. Calismada RRMS ve
KiSin potansiyel belirleyicilerini tanimlamak igin kiitle spektrometresi
kullanilmistir (6). Sivi kromatografi kiitle spektrometresi ile tanimlandigi
gibi, KiS ile kalan ve RRMS'e gecis yapan hastalardan alinan beyin-omurilik
sivisi (BOS) 6rneklerinde protein ekspresyonunda 6nemli 6lgtide degisen
genler lzerinde yolak analizi yapilmistir. STRING analizi araciligiyla
C1QANInagagisindan 6nemlibir gen oldugu vurgulanmistir. Bu calismada,
literattirdeki sinirli sayida ¢alismaya ek olarak, MS hastalarinda C1QA ile
iliskili miR-335-5p'nin biyobelirte¢ olarak potansiyeli arastirilmistir. Bu
yaklasim, calismamiza 6zgun bir boyut kazandirmistir (6,18).

Kompleman aktivasyon belirteclerinin hastalik aktivitesi ile korelasyon
gosterip gostermedigini degerlendirmekicin Hakanssonveark., 41 hastanin
(19 KiS, 22 RRMS) plazma ve BOS'unda C1q, C3, C3a ve sC5b-9 diizeylerini
6lgmiis ve 22 saglikli kontrolle kiyaslamistir. BOS-Clq diizeyleri kontrol
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grubuna kiyasla hastalarda anlamli seviyede yiiksek bulunmustur (p <0,01)
(1). Calisma verilerimizin analizi, énceki arastirmalarla uyumlu olarak,
KiS bireylerinde saglikli kontrollere kiyasla C1QA gen ekspresyonunda
2,3 kat istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugunu ortaya koymustur
(p=0,029) (1,23,24). Tekrarlayan-diizelen MS hastalari ile saglkl bireyler
karsilastinldiginda C1QA ekspresyonunda 1,35 kat artis gértlmustir, ancak
istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamistir (p=0,107). Tekrarlayan-diizelen
MS grubunda CTQA ekspresyon seviyeleri, KiS grubuna gére ortalama
0,58 kat daha dusuk bulunmustur. Ancak yapilan istatistiksel analizler,
bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigini gostermistir (p=0,167).
Ornek boyutunun artinlmasinin bu ekspresyon diizeyindeki azalmayi
degistirecegini ongoriyoruz. Ayrica calismamiz, KiS grubunda kontrol
grubuna kiyasla C1QA ekspresyonundaki istatistiksel olarak anlamlr artis,
referans alinan proteomik ¢alismanin bulgularini dogrulamaktadir (6).

Gao ve ark, RRMS hastalarinda periferik kanda Clq ekspresyon
seviyelerinin saglkli kontrollere gore farklilasip farklilasmadigini
inceleyerek Clg'nun RRMSdeki patojenik rolunt arastirmistir.  Cift
antikorlu sandvi¢ C1q-ELISA kiti kullanilarak, RRMS hastalarinda
anlamli derecede daha yuksek Clq seviyeleri gézlemlenmistir (25).
isvec'te gerceklestirilen bir tez calismasi, MS, Guillain-Barré sendromu,
diger norolojik hastaliklar ve kontrol grubundaki bireylerin plazma ve
BOS'larinda C1q, C4, C3, fH ve C3a kompleman protein duzeylerini
karsilastirmistir. Calismada gruplar arasinda plazma C1q seviyelerinde
herhangi bir fark bulunmamistir (26). Hakansson ve ark. da kontrol
ve hasta gruplari (KiS ve RRMS) arasinda plazma seviyesinde Clq
ekspresyon duzeyleri agisindan anlamli bir fark olmadigini bildirmistir
(1). Bu calismada, ELISA yéntemi ile yapilan degerlendirmede, kontrol,
KiS ve RRMS gruplari arasinda C1QA protein seviyelerinde anlamli bir
fark bulunamamistir.

Guncel bir ¢alisma, kanda dolasan spesifik miRNAlarin hem MS'in farkli
evrelerini dogru bir sekilde siniflandirmada hem de vyenilik¢i ve glglu
tedaviler igin potansiyel hedefleri belirlemede umut vadettigini ortaya
koymaktadir (27).

Klinik izole sendromdan RRMS’e gegiste miRNA calismalari hakkindaki
literatlr incelendiginde, miR-18T1c ve miR-150'ye odaklanildig
gorilmektedir. ilging bir sekilde, miRTargetLink Human 2.0 veritabanindan
elde edilen homoloji Uzerine veriler, C1QA ile miR-335-5p arasinda
potansiyel bir iliski oldugunu dusundirmektedir (18). miR-335-5p
dahil bircok molekiilin MS'de kritik dizenleyici roller oynayabilecegi
bilinmektedir (28,29).

Mufioz-San Martin ve ark, RRMS, SPMS spinal anestezi ve migren
ile demans gibi diger beyin hastaliklari olan kisilerin beyin omurilik
sivisinda 215 farkli mikro RNAnin seviyelerini arastirmistir. Dikkate
deger bir sekilde, analiz edilen miRNAlardan biri olan miR-335-5p’nin
beyin ve omurilik dokusunda daha yuksek ekspresyon seviyesine sahip
oldugunu bulmuslardir (16). Juwik ve ark., EAE model farelerinin hem
lomber motor hem de retinal néronlarinda hastalik baslangicinda ve
ilerleyen asamasinda azalmis miR-335-5p ekspresyonu bildirmistir (17).
2021 tarihli bir doktora tezi, farkli MS alt tiplerini kapsayan ¢alisma
grubundan 40 MS hastasi ve 10 saglikli kontrolden kan &rneklerini, bu
genlerin varsayimsal duzenleyicileri olan spesifik HLA-DRB1 ve HLA-
DQB1 alellerinin ve miR-204-5p ve miR-335-5p'nin ekspresyon seviyeleri
agisindan analiz etmistir. Kontrol ve MS gruplari arasinda gen alellerinde
anlamli bir fark tespit edilmezken, hasta grubunda kontrollere kiyasla
miR-335-5p'de ekspresyonda artis gézlenmistir (30). Bir baska ¢alisma,
hem KiS hem de RRMS hastalarinda artmis miR-335-5p seviyelerinin,
erken teshis ve hastalik takibi icin bir biyobelirte¢ olarak potansiyelini
vurgulamaktadir (27). Ek olarak, miR-335'in MS'in patofizyolojisinde
rol oynadig bilinmektedir. Multipl skleroz lezyonlarinda degiskenlik
gosteren bu miRNA'ar arasinda, miR-335 ekspresyon seviyesinin normal
goriinen beyaz cevherde azaldigi bildirilmistir (31).
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Calismamizin en dikkat ¢ekici ve istatistiksel olarak anlamli bulgusu
(p=0,0196), kontrol grubu ile karsilastirildiginda KiS hastalarinda miR-
335-5p duzeylerindeki 4,11 kat artistir. Tekrarlayan-diizelen MS hastalari
saglikli kontrollerle karsilastirildiginda 1,42 kat artis gosterirken, bu
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,196). Ancak, KiS ve RRMS gruplarini
karsilastirirken, RRMS hastalarinda miR-335-5p ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamh 0,34 kat azalma gozlemlendi (p=0,04). Bu
farkli ekspresyon paternleri, miR-335-5p'nin KiS'ten RRMS'e gegiste
potansiyel bir role sahip oldugunu dustndirmektedir. Daha 6nceki
bulgular, C1QA ve miR-335-5p arasinda potansiyel bir etkilesime isaret
etse de, korelasyon analizlerimiz bu belirtecler veya herhangi bir grup
karsilastirmasinda (KiS-kontrol, RRMS-kontrol ve KiS-RRMS; tiim p >0,05)
C1QA protein dizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli herhangi bir
iligki tespit edemedi.

MS'deki miRNAlar Uzerine sayisiz calismaya ragmen, tani veya tedavi
icin tek bir miRNA yaygin olarak kabul gérmemistir. Farkli calismalar
MS hasta drneklerinde C1QA diizeylerini incelemis olsa da, bu calisma
ozellikle KiS ve RRMS gruplarinda miR-335-5p ekspresyonunu ve C1QA
ile korelasyonunu arastirarak yeni bir alan a¢maktadir. Kompleman
sistem ile iliskili molekiller olan C1QA ve miR-335-5p'nin KiS, RRMS ve
kontrol gruplarinda incelenmesi, bu alana 6nemli bir katki saglamaktadir.
Ozellikle, KiS hastalarinda kontrollere kiyasla artmis C1QA ekspresyonu
bulgularimiz, Hakansson ve ark’nin 2020 yili calismasiyla uyumlu olup,
yaklasimimizi dogrulamaktadir (1). Bu analiz, referans alinan proteomik
calismada gozlemlenen yiiksek CTQA ekspresyonunu dogrulayarak,
calismamiz baglaminda roline dair kanitlar gtclendirmektedir (6).
Klinik izole sendrom ile karsilastirildiginda RRMS hastalarinda gozlenen
C1QA ekspresyonundaki azalma istatistiksel olarak anlamli olmasa da, bu
egilimi dogrulamak ve potansiyel nemi tespit etmek icin daha buytk bir
calisma grubunda daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Sonug olarak, miRNAlar MSde biyobelirte¢ olarak muazzam bir
potansiyele sahiptir ve bulgularimiz bu potansiyelin altini bir kez
daha cizmektedir. Calismamiz, C1QA ve miR-335-5p’nin MS icin aday
biyobelirte¢ olarak potansiyelini vurgulamaktadir. Her iki belirte¢ de
kontrol grubu ile karsilastirildiginda KiS'de istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar gosterirken, miR-335-5p ayrica KiS-RRMS karsilastirmasinda
da anlamhlik gostererek hastalik progresyonunda potansiyel roluni
ortaya koymaktadir. Kontrol grubuna kiyasla KiS grubunda artmis miR-
335-5p diizeyleri, hastalik progresyonundaki 6nemini isaret etmektedir.
KiSdeki istatistiksel olarak anlamli artis, ozellikle erken MSdeki
potansiyel rollinii géstermesi acisindan heyecan vericidir. Kayda deger
bir sekilde calismamiz, RRMSde KIS ile karsilastinldiginda miR-335-5p'de
istatistiksel olarak anlamli bir azalma da gostermektedir. Dustk 6rneklem
buytkltgi ve uzun gecis dénemi géz éniine alindiginda KiS ve RRMS
icin farkli bireysel 6rneklerin kullaniimasi gibi kisitlamalar bu bulguya
katkida bulunabilirken, daha fazla arastirmaya ihtiyac duyulmaktadir.
Sonug olarak, C1QA ve miR-335-5p’nin biyobelirtec olarak potansiyeli
umut vericidir. Gelecekteki calismalara rehberlik etmek ve MSde
prognostik belirtecler olarak gecerliliklerini kanitlamak igin, literattre
yeni kazandirilan sonuglarimizin daha genis kohortlarla yapilan kapsamli
klinik deneylerle dogrulanmasi gerekmektedir.

Etik Komite Onayi: Bu calisma, istanbul Tip Fakdiltesi Etik Kurulunun 05/11/2021 tarih ve
20 sayil toplantisinda gorustilerek etik yonden uygun bulunup, onaylanmistir.

Bilgilendirilmis Onam: Detayli calisma muayene ve testleri hakkinda bilgilendirme
saglandiktan sonra, tiim hastalardan veya yasal temsilcilerinden ve kontrol grubundan
aydinlatiimis onam formlari alind.
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