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Giris ve Amag: Amacimiz, serum humanin benzeri 3 (MTRNR2L3 geni
tarafindan kodlanan) diizeylerinin NMOSD'nin NMOSD'yi distindiren
klinik ~ozellikler gosteren relapsing remitting multipl sklerozdan
(RRMS) ayirt edilmesinde tanisal bir biyobelirtec olarak kullanilip
kullanilamayacagini ortaya koymaktir.

Yoéntemler: 30 RRMS hastasi, 10 NMOSD hastasl, agirlikli olarak omurilik
ve optik sinir ataklari (MS-SCON) ile bagvuran 15 RRMS hastasi ve 23
saglikl kontroliin serumlarinda ELISA ile humanin benzeri 3 duzeyleri
Slculmustar.

Sonuglar: MS-SCON hastalari diger gruplara gére anlamli derecede daha
yuksek humanin benzeri 3 seviyeleri gostermistir. Receiver operating
characteristic (ROC) egrisi analizi, humanin benzeri 3 duzeyinin 5,26

ABSTRACT

ng/ml kesme degerinin MS-SCON'u NMOSD'den %66,7 duyarlilik ve
%90 6zgullik ile ayirdigini saptamisti. Humanin benzeri 3 dizeyleri
MS ve NMOSD'nin demografik ve klinik degiskenleri ile korelasyon
gostermemistir.

Sonug: Serum humanin benzeri 3 diizeyi, NMOSD benzeri 6zellikler
gosteren MS hastalarinin ayirici tanisinda  potansiyel olarak bir
biyobelirtec olarak kullanilabilir. MS-SCON hastalarinin yiiksek humanin
benzeri 3 duzeyleri, bu MS alt grubunda néronal sagkalim agisindan
artan stresin bir gostergesi olabilir.

Anahtar Sozciikler: CSF-1, humanin-like 3, miyelit, multipl skleroz,
otoimmuiinite

Introduction: Our aim was to determine whether serum levels of
humanin-like 3 (encoded by the MTRNR2L3 gene) may serve as a
diagnostic biomarker for differentiation of NMOSD from relapsing
remitting multiple sclerosis (RRMS) presenting with clinical features
reminiscent of NMOSD.

Methods: Humanin-like 3 levels were measured by ELISA in sera of
30 RRMS patients, 10 NMOSD patients, 15 RRMS patients presenting
predominantly with spinal cord and optic nerve attacks (MS-SCON) and
23 healthy controls.

Results: MS-SCON patients showed significantly higher humanin-like 3
levels than other groups. Receiver operating characteristic (ROC) curve

analysis showed that 5.26 ng/ml cut-off value of humanin-like 3 level
discriminated MS-SCON from NMOSD by 66.7% sensitivity and 90%
specificity. Humanin-like 3 levels did not correlate with demographic
and clinical variables of MS and NMOSD.

Conclusion: Serum humanin-like 3 level might potentially be used as
a biomarker in differential diagnosis of MS patients presenting with
NMOSD-like features. Elevated humanin-like 3 levels of MS-SCON
patients might be an indicator of increased stress on neuronal survival
in this MS subgroup.

Keywords: Autoimmunity, CSF-1, humanin-like 3, myelitis, multiple
sclerosis
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GIiRIS

Multipl skleroz (MS) ve noromiyelitis optika spektrum bozuklugu
(NMOSD), merkezi sinir sisteminin kronik otoimmin demiyelinizan
hastaliklaridir (1). NMOSD'nin temel klinik 6zellikleri uzun ve yaygin
omurilik ve optik sinir tutulumudur. NMOSD, astrositlerin secici kaybi
ve ¢ogunlukla anti-aquaporin-4 (Agp-4) antikorlarinin neden oldugu

demiyelinizasyon ile diger otoimmiin demiyelinizan bozukluklardan
ayrilir (2). MS hastalarinin cogu tipik olarak periventrikiiler beyaz cevher,
serebellum ve beyin sapinda yer alan oval lezyonlarla basvursa da,
bazilari agirlikli olarak optik sinir ve omurilik tutulumu gosterebilir. Bu
hastalar siklikla kisa omurilik lezyonlarina sahiptir, klinik MS kriterlerini
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One Cikan Noktalar

« Omurilik ve optik sinir tutulumu (MS-SCON) olan MS
hastalarinda serum humanin benzeri 3 diizeyleri anlamli
derecede yiiksektir.

+ Kesme degeri olan 5,26 ng/ml, MS-SCON'u NMOSD'den
yuksek 6zgulliikle ayirmaktadir.

» Yiksek humanin benzeri 3, artmis néronal stresi
yansitabilir ve potansiyel bir tanisal biyobelirtec olarak
hizmet edebilir.

yerine getirir ve MS hastalarininkine benzer klinik, néropsikolojik ve
immunolojik 6zelliklerle bagvururlar (3). NMOSD hastalarinin bir kismi
kisa omurilik lezyonlari ve periventrikiler beyaz madde tutulumu da
gosterebildiginden, baskin optik sinir ve omurilik tutulumu (MS-SCON)
ile basvuran MS hastalari ayirici tani siirecini karistirabilir ve bu da MS-
SCON tanisi igin yeni biyobelirteclerin arastiriimasini gerektirir.

Onceki calismalarimizda, CCL4L2 ve CCR4'tin artmis B hiicresi ekspresyon
seviyelerini ve anti-astrositik antikorlari MS-SCON ve NMOSD arasinda
ayirt edici imminolojik 6zellikler olarak saptadik. Ayrica MS-SCON
hastalarinda duizenleyici B hiicresi ve plazmablast alt kimelerinin
periferik kan oranlarini anlamli derecede ytksek bulunmustu (4).

MS-SCON ve NMOSD ayriminda yararl olabilecek ek biyobelirtecleri
tanimlamaya yonelik devam eden bir cabayla, bu calismada, otoimmin
demiyelinizan bozuklugu olan bir grup hastanin serumlarinda humanin
benzeri 3 (MTRNR2L3 geni tarafindan kodlanir) seviyelerini él¢timledik.
Humanin benzeri 3, metabolizma ve hicre sagkaliminda rol oynayan
mitokondriyal tiirevli bir peptid ailesine aittir (5).

Yakin zamanda Parkinson hastaligi ve huzursuz bacak sendromu olan
hastalarin serumlarinda azalmis humanin benzeri 3 seviyeleri ve azalmisg
humanin benzeri 3 seviyeleri ile uyku disfonksiyonu parametreleri
arasinda korelasyon oldugunu gosterdik ve bu aracinin néroprotektif
roltinti vurguladik (6). Son zamanlarda, humanin benzeri peptid ailesinin
bazi Uyeleri MS igin prognostik biyobelirte¢ olarak énerilmistir (7). Bu
calismada, NMOSD'nin NMOSD'yi andiran klinik 6zelliklerle ortaya ¢ikan
MSden ayirt edilmesinde bir biyobelirte¢ olarak humanin benzeri 3'tin
olasi faydasini arastirmay1 amagladik.

YONTEM

Katihmailar
Bu calisma, daha once tanimlanan kriterlere gore belirlenen MS-
SCON'lu 15 relapsing remitting MS (RRMS) hastasini kapsamaktadir (4,

Tablo 1. MS-SCON hastalarinin klinik ve demografik 6zellikleri
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8). Kisaca, MS-SCON hastalari klinik olarak kesin MS icin revize edilmis
McDonald’s 2017 kriterlerini karsilamis (9), en az bir optik nérit ve bir
miyelit atagl ile basvurmus, hastalik seyri sirasinda en az dort atak
gostermis, uzun slreli transvers miyelit atagr gecirmemis, Aqp-4 ve
miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG) antikorlari negatif ve NMOSD
kriterlerini karsilamamistir (10).

Yas-cinsiyet uyumlu kontrol gruplari McDonald’s 2017 klinik olarak kesin
MS kriterlerini karsilayan 30 RRMS hastasini, ilgili kriterleri karsilayan
10 NMOSD hastasini (hepsi Agp-4 icin pozitif ve MOG antikorlari
icin negatif) (9, 10) ve 23 saglikh bireyi icermektedir (Tablo 1). RRMS
hastalarinda da en az 4 atak 6ykusi mevcuttu, optik nérit veya miyelit
atagl gecirmemislerdi ve Aqp-4 ve MOG antikorlari negatifti.

Calismaya dahil edilen tim hastalar remisyondaydi ve hicbir hasta
immunosupresif veya immuinomodulasyon ilaglari ile tedavi altinda
degildi. Calisma vyerel etik kurul tarafindan onaylanmis ve tim
katiimcilardan yazih bilgilendirilmis onam alinmistir.

ELISA

Serum humanin benzeri 3 (Cusabio, Cin) seviyeleri ELISA kitleri ile
Ureticinin talimatlarina gore olcllmis ve sonuglar ng/ml olarak ifade
edilmistir.

istatistiksel Analiz

Coklu grup karsilastirmalari Kruskal-Wallis ve post-hoc Dunn testi ile
yapiimistir. Korelasyon calismalari gerektiginde Pearson veya Spearman
korelasyon testleri ile yapiimistir. MS-SCON tanisi icin receiver operating
characteristic (ROC) egrisi analizi kullanilarak hesaplanmis ve Youden
indeksi kullanilarak kesme noktalari segilmistir. p < 0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

MS-SCON hastalarinda serum humanin benzeri 3 diizeylerinde
belirgin artis

MS-SCON hastalari diger gruplara gére daha yiiksek serum humanin
benzeri 3 seviyelerine dogru egilim goéstermistir (p=0,012). ikili
karsilastirmalarda, MS-SCON ve NMOSD hastalarn arasindaki fark
istatistiksel anlamliliga ulasmistir (p<0.01). Humanin benzeri 3 seviyeleri
icin geriye kalan ikili karsilastirmalarin hicbiri anlamli degildir (Sekil 1).
Humanin benzeri seviyeleri erkek ve kadin MS-SCON hastalari (p=0,594)
ve oligoklonal bantlari olan ve olmayan MS-SCON hastalari (p=0,571) igin
benzer bulunmustur. Humanin benzeri 3 diizeyleri ile yas, EDSS, hastalik
stiresi ve hastaligin baslangic yasi arasindaki korelasyon analizi, MS-SCON
hastalarinda ve diger calisma gruplarinda anlamli sonuglar vermemistir
(p=0,199-0,820; R=0,004-0,124) (gosterilmemistir).

Humanin benzeri 3'iin potansiyel tanisal biyobelirtec degeri
MS-SCON ve NMOSD ayriminda kullanilabilecek serum humanin

MS-SCON RRMS NMOSD Saghkh Kontrol

(n=15) (n=30) (n=10) (n=23)
Yas (+SS) 340+94 335+86 357+7,1 32,781
Cinsiyet (kadin/erkek) 10/5 21/9 7/3 15/8
Hastalik baslangig yasi (+SS) 243+74 254+72 24,2 +9,1 NA
Hastalik stiresi (+SS) 102+7,1 80+64 11,2+6,8 NA
EDSS (+SS) 2617 2214 29+18 NA
OKB (positif/negatif) 11/4 22/8 2/8 NA

MS-SCON: Omuirilik ve optik sinir ataklar; NMOSD: Néromiyelitis Optika spektrum bozuklugu; RRMS: Relapsing-Remitting Multipl Skleroz (Nuiks eden-Duzelen Multipl Skleroz);
Standart sapma, EDSS: Genisletilmis Engellilik Durumu Olcegi, OKB: Oligoklonal bantlar; NA: Gegerli degil.
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Sekil 1. MS-SCON, RRMS, NMOSD hastalari ve saglikli kontrol grubunda (HC) CSF-1
ve Humanin-like 3 serum diizeyleri. Yatay cizgiler ortalama degerleri gostermektedir.
Panellerin sol Ust késesinde gosterilen p degerleri Kruskal-Wallis testi ile elde edilmistir.
**Dunn’un post-hoc testi ile p<0,01'tur.

Sekil 2. MS-SCON ve NMOSD hastalarinin serumlarindaki Humanin-like 3
konsantrasyonlar icin alici calisma karakteristikleri (ROC) egrileri, burada ikili sonug¢ MS-
SCON ile NMOSD olarak tanimlanmistir.

Tablo 2. MS-SCON ve NMOSD hastalarinin ayriminda 6nerilen kesme degeri icin serum humanin benzeri 3 diizeylerinin duyarhhk ve

ozgulluk degerleri.

Kesme Youden AUC,

degeri Duyarlilik % %95 GA Ozgiillitk % %95 GA LR indeksi* p degeri
serum humanin-fike 3 > 5,26 667 %417 - %848 90,0 %59.6-%995 | 67 567 0873
(ng/ml) 0,002

GA: gliven aralig, LR: olabilirlik orani, AUC: egri altindaki alan.

*Youden indeksi, duyarlilik ve 6zgulliik degerlerinin toplanmasi ve ardindan bu degerden 100 ¢ikariimasiyla hesaplanmistir.

benzeri 3 diizeylerinin tanisal duyarhihgini, 6zgullugtini ve en uygun
kesme degerlerini degerlendirmek icin bir ROC egrisi olusturulmus ve
Youden indeksi hesaplanmistir (Sekil 2). En iyi egri altinda kalan alan
degeri 5,26 ng/ml kesme degerinde serum humanin benzeri 3 seviyesi
Olgtimleri ile elde edilmistir. Bu kesme diizeyinde, humanin benzeri 3'lin
tanisal duyarlilig %66,7, 6zgullugu %90 ve egri altinda kalan alan 0,873'tur
(p=0,002, Tablo 2).

SONUC

Bu calismada, MS-SCON hastalarinda serum humanin-benzeri 3
duizeylerinde anlamli artis saptanmistir. MS-SCON ve NMOSD hastalari
arasindaki farkin diger hastalik ve saglkli kontrol gruplarina gére daha
anlamli olmasi, humanin benzeri 3'in MS-SCON ve NMOSD ayirici
tanisinda kullanilabilecegini dustindiirmektedir.

Humanin benzeri peptitler sadece tip 1 diabetes mellitus gibi birkag
otoimmiin hastalikta ¢alisilmistir (11). MS'te humanin benzeri peptitlerin
onemi ve katilimi hakkinda sadece birkag¢ calisma vardir ve bildigimiz
kadariyla, calismamiz otoimmin demiyelinizan bozukluklarda humanin
benzeri 3 seviyelerini arastiran ilk calismadir.

Mitokondriyal kaynakli peptitler mitokondriyal DNAda kodlanirve bugiine
kadar humanin, 12S rRNA tip-c'nin mitokondriyal agik okuma gergevesi
ve humanin benzeri peptitler dahil olmak Uzere cesitli mitokondriyal
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mikroproteinler tanimlanmistir. Bu peptitler, mitokondriyal fonksiyonu
duzenleyerek hiicre sagkalimi, anti-kanser savunma, inflamasyon ve
metabolizma gibi esitli biyolojik fonksiyonlarda 6nemli rol oynamaktadir
(11). Humanin benzeri peptitlerin mitokondriyal kaybin &énlenmesi
yoluyla néroprotektif ozellikler sergiledigi ve sinaptik butunligu ve
noérotransmitter modulasyonunu korudugu da gosterilmistir (12).

Ayrica, humanin benzeri peptitlerin diyabet, nérodejeneratif bozukluklar,
kardiyovaskdiler hastaliklar, kanser ve makiiler dejenerasyonda hastalik
patolojisini azalttigi da gosterilmistir (11, 12, 13). Humanin benzeri 3'ln
yakin zamanda gentamisin kaynakli oksidatif stresi ve inflamatuar gen
asir ekspresyonunu iyilestirdigi ve bdylece sensérinéral isitmede rol
oynayan kil huicrelerine koruma sagladigi gosterilmistir (14). Humanin
benzeri 2'nin mitokondriyal ve otofajik aktivitenin diizenlenmesi ve anti-
apoptotik sinyal kaskadlarinin aktivasyonu yoluyla makdler dejenerasyon,
Parkinson ve Alzheimer hastaligi modellerinde né&roprotektif etkiler
gosterdigi gosterilmistir (12).

MS'in patofizyolojisi inflamasyon, nérodejenerasyon ve oksidatif stres
faktorlerinin karmasik etkilesimlerini icermektedir (15, 16). Humanin
benzeri peptidler tiim bu islevlerle yakindan ilgilidir, bu nedenle MS'te
teranostik uygulamalarin cazip hedefleri olarak 6ngérilmektedir.
Nitekim, MS hastalarinin periferik kan monontkleer hicreleri izerinde
yapilan yeni bir tim transkriptom analizi calismasinda, azalmis humanin
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benzeri 8 ekspresyon seviyeleri, beyin omurilik sivisinda miyelin lipidine
6zgu oligoklonal IgM bantlarinin varligi ve artan klinik hastalik aktivitesi
ile iliskilendirilmistir (7). Ozellikle, humanin benzeri 8'in néroprotektif
ve anti-apoptotik eylemler gosterdigi ve major depresif bozuklugu olan
hastalarin beyin érneklerinde arttigi bilinmektedir (17).

Dolayistyla, MS hastalarinin  bir alt kiimesinde serum humanin-
benzeri 3 seviyelerinin degistigine dair bulgumuz 6nceki raporlarla
uyumludur. Humanin benzeri peptitlerin inflamasyon, oksidatif
stres, apoptoz ve noroproteksiyona onemli 6lclide dahil oldugu
gbz oniine alindiginda, MS-SCON hastalarinda humanin benzeri 3
ekspresyonunun, MS patofizyolojisinin iyi bilinen bir bileseni olan devam
eden norodejenerasyonu kontrol altina almak igin koruyucu bir telafi
onlemi olarak arttigini dustinmek olasidir. Nitekim, MS-SCON hastalari
klinik seyirlerinde gogunlukla omurilik lezyonlari gosterirken, &nemli
bilissel bozukluk gosterebilirler; bu da hastalik aktivitesinin MS-SCON
beyninin goriniste ataksiz bolgelerinde ilerledigini ve boylece genel
sakathgr artirdigini diisindiirmektedir (3). On bulgularimiz ayrica MS-
SCON hastalarinda nérodejeneratif mekanizmalarin diger otoimmiin
demiyelinizan bozukluklara sahip hastalara kiyasla daha belirgin
oldugunu dustindurebilir. Yine de, EDSS ile humanin benzeri 3 seviyeleri
arasinda anlamli bir korelasyon olmamasi bu spekiilasyona karsi ¢ikabilir.
Bu nedenle, bu iddianin daha genis MS kohortlari tzerinde yapilan
calismalarla dogrulanmasi gerekmektedir.

Kisacasl, 6n calismamiz humanin benzeri peptitlerin MS'in hastalik
mekanizmalarinda yer alabilecegini ve MS hastalarinda hastalik aktivitesi
ve ayiricl tani igin yararli biyobelirtecler olarak islev gorebilecegini
dustundiren bazi kavram kanitlar sunmaktadir. Sonuglarimiz ayrica
humanin benzeri peptitlerin otoimmun hastalik mekanizmalarinda
rol oynadigini ve immiin sistem fonksiyonlari ile humanin benzeri
peptitler arasindaki karmasik etkilesimin daha ayrintil olarak incelenmesi
gerektigini vurgulamaktadir.
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