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OZET
TET2 Geni Varyantlarimin Multipl Skleroz Ile Olasi iliskisi, Dr. Burak
BASER, Tibbi Genetik Anabilim Dali, Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip
Fakiiltesi, Sivas, 2019

Multipl Skleroz (MS); genetik yatkinligi bulunan bireylerde otoantijenlere karsi
otoimmiin yanit sebebiyle olusan progresif, ndrodejeneratif multifokal demiyelinizan
hastaliktir. Son zamanlarda, MS de dahil olmak {izere ndrodejeneratif hastaliklarin
gelisiminde epigenetik degisikliklerin rolii gosterilmistir. MS hastalarinin CD8 + T
hiicrelerinde belirgin DNA hipermetilasyonu saptanmistir. MS hastalarinin periferik
kan mononiikleer hiicrelerinde TET2 geni ekspresyonu azalmistir. TET1, TET2 ve
TET3 proteinlerinden olusan ten-eleven-translocation (TET) protein ailesi 5-
metilsitozinin (5mC) 5 hidroksimetilsitozine (5hmC) doniisiimiinii katalizleyerek
DNA demetilasyonunu saglar. TET2, otoimmiinitede IL-6'nin transkripsiyonunu
baskilayarak inflamasyonun ¢oziilmesinde rol oynar. MS deneysel modelinde Tet2
ekspresyonunun indiiklenmesi ile T hiicre proliferasyonu giiglii bir sekilde
baskilanmaktadir.

Bu calismada MS tanist almis bireylerde TET2 geni olast mutasyon profilini
cikarmay1 ve 5 gen polimorfizmini (rs2726518, rs3733609, rs2454206, rs34402524,
rs17253672) -kontrol grubu ile kiyaslayarak- degerlendirmeyi amagladik. MS tanisi
almis bireylerdeki TET2 geni varyantlarmin sikliklart  saglikli - bireylerle
karsilastirilarak, bu varyantlarin hastalikla olas1 iliskisi ortaya konulmasi
hedeflenmistir.

Calismaya MS tanili 50 hasta ve 30 saglikli kontrol dahil edildi. Alinan
periferik kan drneklerinden DNA izolasyonu yapildi. TET2 geninin kodlayan ekzon,
intron-ekzon bileskeleri ve bilinen intronik varyant bolgesi PCR ile ¢ogaltildi. DNA
dizi analizi i¢in yeni nesil dizileme (NGS) yontemi kullanildi.

TET?2 genine ait 5 polimorfik varyant (SNP) agisindan hasta ve kontrol grubu
arasinda fark saptanmamistir (p>0.05). Mutasyon taramasi baglamida bir MS
hastasinda TET2 ¢.1572_1580del (p.E524 _Q526del) degisimi yeni (novel) varyant
olarak tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Multipl skleroz, TET2 geni, gen polimorfizmi, yeni nesil

dizileme
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ABSTRACT
Possible Association of TET2 Gene Variants with Multiple Sclerosis, Dr. Burak
BASER, Department of Medical Genetics, Sivas Cumhuriyet University Faculty
of Medicine, Sivas, 2019

Multiple Sclerosis (MS); is a progressive, neurodegenerative multifocal demyelinating
disease caused by autoimmune response to autoantigens in individuals with genetic
predisposition. Recently, the role of epigenetic changes in the development of
neurodegenerative diseases including MS has been shown. Strong evidence of DNA
hypermethylation in CD8+ T cells in MS patients was identified. TET2 gene
expression is decreased in peripheral blood mononuclear cells of MS patients. The ten-
eleven-translocation protein family of TET1, TET2 and TET3, catalyzes the
conversion of methyl-cytosine (5mC) to 5-hydroxymethyl-cytosine (5hmC) and
provides DNA demethylation. TET2 plays a role in the resolution of inflammation by
inhibiting the transcription of IL-6 in autoimmunity. In the experimental model of MS,
T cell proliferation is strongly suppressed by the induction of Tet2 expression.

In this study we aimed to obtain the possible mutation profile of TET2 gene in
individuals diagnosed with MS and to evaluate 5 gene polymorphysms by comparing
them with the control group (rs2726518, rs3733609, rs2454206, rs34402524,
rs17253672). We want to compare the frequencies of TET2 gene variants in
individuals diagnosed with MS to those of healthy controls and to investigate the
possible association of these variants with the disease.

Fifty patients with MS and thirty healthy controls were included in the study.
DNA was isolated from peripheral blood samples. All coding regions, intron-exon
junction regions and an intronic variant of the TET2 gene were amplified by PCR.
Next generation sequencing (NGS) method was used for DNA sequence analysis.

There was no difference between the patient and control groups in terms of
single nucleotide polymorphisms, rs2726518, rs3733609, rs2454206, rs34402524,
rs17253672 respectively (p>0.05). In the context of mutation screening, the change of
TET2 gene, ¢.1572_1580del (p.E524_Q526del) in an MS patient was detected as a
novel mutation.

Keywords: Multiple sclerosis, TET2 gene, gene polymorphism, next generation

sequencing
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1. GIRIS VE AMAC

Multipl Skleroz (MS); genetik yatkinligi bulunan bireylerde otoantijenlere karsi
otoimmiin yanit sebebiyle olusan progresif, norodejeneratif multifokal demiyelinizan
bir hastaliktir. Klinik semptomlar, noérolojik lezyonlarin bulundugu bélgeye gore
degisiklik gosterir ve genellikle kan-beyin bariyeri boyunca inflamatuvar hiicrelerin
invazyonu ile ortaya ¢ikan demiyelinizasyon ve 6dem ile korelasyon gosterir (1).

MS patogenezinin, periferde aktiflesmis olup kan beyin bariyerinden (KBB)
merkezi sinir sistemine (MSS) gecen otoreaktif CD4+ T hiicreleri ile aktive miyeloid
hiicreler ve B lenfositler tarafindan ydnlendirildigi diisiiniilmektedir. infiltre hiicreler
MSS’de yeniden aktive hale geldikten sonra beyinde yerlesik immiin hiicreler ile
birlikte, akson demiyelinizasyonuna ve noéron kaybina yol agan bir inflamatuvar
ortama katkida bulunur. Genler ile ¢evresel faktorler arasindaki karsilikli etkilesim,
hastalik etyolojisinde rol oynar. Cok merkezli yapilan biiylik calismalarda, iglerinden
HLA-DRB1*15:01 haplotipi en giiglii etkiye sahip olmakla birlikte, 100'in iizerinde
MS ile iligkili risk lokusunun varligi rapor edilmistir (2).

MHC genlerini de iceren, genetik temelli yontemler ile yapilan MS’e kalitsal
yatkinlik ¢aligmalarinin sonuglar: tatmin edici degildir. Bununla birlikte monozigotik
ikizlerde MS konkordans oraninin %20-30 civarinda olmasindan dolayi, hastaligin
patogenezinde ¢evresel ve epigenetik faktorlerin onemi iizerinde durulmaktadir.
Epigenetik, niikleotid dizisinde degisiklik olmaksizin, gen ifadesinde kararl ve kalitsal
degisiklikler olarak tanimlanir. Epigenetik fenomen, hiicre dongiisii ve gelisimi gibi
normal fizyolojik fonksiyonlar sirasinda gen ekspresyonu kaliplarini kontrol etmede
ve cevre faktorlerine tepki i¢in oldukc¢a 6nemlidir (3). Temel epigenetik mekanizmalar,
deoksiriboniikleik asit (DNA) metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kodlama
yapmayan riboniikleik asitlerin (RNA) regiilasyonundan olusur (4). TET1, TET2 ve
TET3 proteinlerinden olusan ten-eleven-translokasyon (TET) protein ailesi, o-
ketoglutarat ve Fe2+ bagimli enzimlerden olup, 5-metilsitozinin (5mC) 5-
hidroksimetil-sitozine (5hmC) doniisiimiinii katalizleyerek DNA demetilasyonunu
saglar ve DNA metilasyon profili degisiminde rol oynar (5). Metilsitozin dioksigenaz
olan TET2, otoimmiinitedeki Interferon-gama (IFN-y) ve Interlokin-17 (IL-17)

tiretimini kontrol etmek i¢in DNA demetilasyonunu gerceklestirir ve histon deasetilaz



2 (HDAC2)‘nin  histon deasetilasyonu yoluyla IL-6'min transkripsiyonunu
baskilayarak inflamasyonun ¢ézlilmesinde rol oynar (6,7). DNA metilasyon inhibitorii
olan desitabinin farelere yiiksek doz verilmesiyle MS’in deneysel modeli olan
otoimmiin ensefalomiyelitin olusumunu engelledigi gosterilmistir. Ayrica naif CD4+
T hiicrelerinin, Th1 ve Th17 doéniisiimiiniin desitabin tarafindan in vivo ve in vitro
olarak baskilandigi goriilmistiir. Daha da énemlisi TET2 ekspresyonun artiginin yol
actig1 bazi hiicre dongiisli inhibitorlerinin (p15, p16, p21) ekspresyonlarinin artmasi
ile T hiicre proliferasyonunun kuvvetli bir bicimde baskilandigi tespit edilmistir (8).
Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada, MS hastalarinin periferik kan monontikleer
hiicrelerinde TET2 geni ekspresyonunun kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
azaldig1 ve bununla paralel olarak ShmC diizeyinin de azalis gosterdigi rapor edilmistir
(9). TET2'nin inaktive edici mutasyonlari, miyeloid kanserlerde saptanmakta ve 5-
metilsitozinin hidroksilasyonunu bozmaktadir (10).

Tiim bu bilgiler 15181inda bu arastirmada MS tanisi almis bireylerdeki TET2
geni varyantlariin sikliklart saglikli bireylerinkiler ile karsilagtirilarak hasta

bireylerdeki bu varyantlarin hastalikla olasi iliskisi ortaya konulmasi hedeflendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Multipl Skleroz

2.1.1. Tamim

Multipl skleroz (MS), merkezi sinir sisteminin (MSS) kronik, enflamatuar,
demiyelinizan, nérodejeneratif, hem genetik hem de ¢evresel faktorlerden etkilenen,
heterojen, multifaktoryel, immiin aracili bir hastaligidir (11). MS tipik olarak 20 ila 40
yaslar1 arasinda olan geng eriskinleri etkiler ve kadinlarda daha yiiksek prevalansa
sahiptir (12). MS’in patolojik 6zelligi, tipik olarak postkapiller veniillerin etrafina
yerlesmis ve kan-beyin bariyerinin (KBB) bozulmasiyla karakterize olan fokal
plaklaridir (13).

2.1.2. Tarihce

Acikca fark edilebilen ilk multipl skleroz vakasi, hastaligini giinliigiinde
detaylica belgeleyen Ingiliz Krali III. George’un torunu ve Kralige Victoria'nin kuzeni
olan Augustus d'Este (1794-1848) olarak goriinmektedir. Ayni1 zamanda bazi
tarihgilere gore, 1380 dogumlu olan Hollandali Lidwina multipl skleroz hastasidir.
Hastaligin ayr1 bir antite olarak tanimlanmasi1 1868'de Fransiz ndrolog Jean-Martin
Charcot tarafindan yapilmistir. Multipl skleroz tedavisi i¢in immiin sistemi modiile
eden ilaclar arasinda ilk grup Amerikan Gida ve Ilag¢ Idaresi (FDA) tarafindan
onaylanip 1990'larda kullanima sunulmustur. Arastirmacilarin hastalik siirecini
gérmesini saglayan ve sonucta FDA'nin multipl skleroz icin ila¢ onayina yol acan
temel teknolojik ilerleme manyetik rezonans goriintiileme (MRG) olmustur (14).

2.1.3. Epidemiyoloji

MS, yasam kalitesini etkileyen, yliksek saglik maliyetlerine sebep olan ve geng
hastalarin travmatik olmayan sakatliklarinin en yaygin sebebidir (15). MS'in
Avrupa'da 700.000 kisiyi ve diinya genelinde 2.3 milyon kisiyi etkiledigi tahmin
edilmektedir. Son yillarda yapilan calismalarda MS prevalansinda artis oldugu
gozlenmektedir. Avrupa ve Kuzey Amerika'da her yil 100000'de 0.064 oraninda artis
rapor edilmistir (16).

En yiiksek MS prevalanst 291/100000 olarak Kanada popiilasyonunda
raporlanmistir. Bunun yan1 sira San Marino’da 250/100000, Isve¢’te 189/100000,
Macaristan’da 176/100000, Kibris’ta 175/100000, Birlesik Krallik’ta 164/100000,



Cek Cumbhuriyeti’nde 160/100000, Norveg’te 160/100000, Danimarka’da 154/100000
ve Almanya’da 49/100000 olarak bulunmustur. En diisiik prevalans, Sahra alti
Afrika'da 2.1/100000, Dogu Asya'da 2.2/100000 ve ekvator bolgesinde 3/100000
olarak bildirilmistir (17).

“MS Atlas1” 2013 verilerine gore MS Tiirkiye’deki prevalansinin 55/100000
oldugu goriilmektedir (18). (Sekil 2.1) Multipl sklerozun Sivas kent popiilasyonundaki
prevalansi ise 288/100000 olarak saptanmustir (19).

Epidemiology of MS
Prevalence of MS

@ Notknown @ 0-58 @® 52-116 @ 15-174 @ 174-232 @ 232-201

@ MS International Federation | msif.org

Sekil 2. 1. MS epidemiyolojisi (18).

2.1.4. Etiyoloji

MS'in nedenleri hala kesin olarak ortaya konulmus olmasa da hastaligin
etiyolojisinde genetik yatkinligin ve ¢evresel risk faktorlerinin etkilesiminin rol
oynadigi bilinmektedir. Multipl skleroza genetik yatkinlik sadece hastalik riskinin bir
kismin1 agiklar; yasam tarzi ve cevresel faktorler, MS riskinde anahtar rol

oynamaktadir (20,21).



Risk Faktorleri

Cevresel faktorler ve yasam sekli

Genetik olmayan faktorler, patojenik yolaklari etkileyebilmekte ve bazilarinin
modifiye edilebilmesi 6nem arz etmektedir. MS ile iliskililendirilimis yiiksek enlem,
kadin cinsiyet, sigara igme, yetersiz giines 1s1g1na maruz kalma ve / veya diyet aliminin
neden oldugu diisiik D vitamini diizeyleri ve Epstein-Barr viriisii (EBV) enfeksiyonu
gibi risk faktorlerinin yani sira ergenlik doneminde obezitenin varligi da MS riskini
arttiran faktorler arasinda yer almaktadir. Organik ¢oziiciilere maruziyet ve vardiyali
caligmanin hastalik riskini arttirdigr bildirilirken, nikotin veya alkol kullanimi,
sitomegaloviriis enfeksiyonu ve yiiksek kahve tiikketimi gibi faktorlerin azalmis risk ile

iliskili oldugu bildirilmistir (21).
Genetik Faktorler

Ailesel MS prevalansi, tim MS fenotipleri i¢in ~%13'tlir (22). MS poligenik
olarak kalitilir ve birgok genin polimorfizmi hastalik riskiyle iliskilidir. Bunlar
arasinda sinif | ve Il HLA genlerindeki polimorfizmler, MS i¢in en yliksek riski tasirlar
(23). Genom boyu iliskilendirme ¢alismalar1 (GWAS) ile insan genomunda 230’dan
fazla MS’e yatkinlik yaratan risk varyanti tespit edilmistir. Bu varyantlarin ¢ogu,
immiin sistemde rol alan molekiilleri kodlarlar (6rnegin, kromozom 6 tizerindeki HLA
genleri, HLA-DRB1 * 15: 01 polimorfizmleri ve IL2 ve IL7R'deki polimorfizmler) ve
diger sistemik immiin hastaliklar i¢in daha yiiksek risk ile iliskilidirler (24). MS’e
yatkinlik yaratan ana HLA haplotipi DRB1 * 15: 01°dir. Teorik olarak HLA-DRB1
* 15: 01 baglanma paketi MSS iligkili otoantijenlerin optimal sekilde sunulmasina,
baglanmasina ve T hiicrelerinin MSS’ne saldirmasina sebep olmaktadir. En giiclii
ikinci MS gen varyanti, koruyucu olan HLA A02'dir. HLA A02 allellerinin, EBV gibi
MS ile iligkili viriislerin eleminasyonunda rol aldig1 diisiniilmektedir (25). IL2R ve
IL7R regiilator T hiicrelerinde eksprese olurlar ve multipl sklerozda immiin yanitin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar (26). MS i¢in yapilan farkli GWAS analizleri ve
meta analizlerde tespit edilen CD58, IL2RA, EVI5, CLEC16A, IL7RA, TYKZ2,
TNFRSF1A, IRF8 ve CD6 genlerinin yanm sira 2011 yilinda 9000 MS vakasi ile
yapilan uluslararasi GWAS analizi ile daha Once belirtilenlere ek olarak 29 yeni

yatkinlik lokusu tespit edilmistir (Sekil 2.2) (27,28,29).
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Sekil 2. 2. MS ile iliskili genom bolgeleri (29).

Epigenetik ve MS
Epigenetik, DNA dizisinde degisiklik olmaksizin, gen ifadesinde kararli ve

kalitsal degisiklikler olarak tanimlanir. Epigenetik fenomen, hiicre dongiisii ve
gelisimi gibi normal fizyolojik fonksiyonlar sirasinda gen ekspresyonu kaliplarini
kontrol etmede ve gevre faktorlerine tepki igin olduk¢a Onemlidir (30). Temel
epigenetik mekanizmalar, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kiigiik RNA

unsurlarinin (miRNA, siRNA) gen ekspresyonu ile iligkili diizenlemelerinden olusur.



DNA metilasyonu, transkripsiyon faktorlerinin gendeki promotor bdlgesine
baglanmasini 6nlemeyi amaglar ve boylece gen ifadesini susturur. Bu iglem, promotor
gen bolgelerindeki CpG adalarindaki sitozini 5-metilsitozine doniistiiren DNA metil
transferazlar (DNMT) ile saglanir. Histon degisiklikleri asetilasyon ve fosforilasyon
gibi transkripsiyonu diizenleyen cesitli prosediirleri igerir. Bir histonun N-terminal
ucunun asetilasyonu kromatin dekompresyonuyla transkripsiyonun upregiilasyonuna
neden olur. Mikro-RNA’lar, tek sarmalli, az miktarda niikleotidi igeren, protein
kodlamayan RNA’lardir. Mikro-RNA’lar gen ekspresyonunu, transkripsiyondan sonra
etkileyebilirler ve ekspresyonlart farkli iki mekanizmanin etkilesimine baglidir.
Mikro-RNA'lar, RNA ile iligkili susturma kompleksi (RISC) adi verilen bir
riboniikleoproteine, spesifik veya ¢oklu mRNA dizilerine uygun olmayan bir sekilde
baglanarak gen ekspresyonunu sustururlar (31).

Yakin zamana kadar, DNA'da bilinen tek modifiye baz, DNMT’ler tarafindan
epigenetik olarak isaretlenen 5-metilsitozin (5mC) idi. Somatik hiicrelerde, SmC
yalnizca CpG dizisinde bulunurken, CpG olmayan metilasyon embriyonik kok
hiicrelerde ve noronlarda gosterilmistir. Yiiksek diizeyde eksprese olan genlerin
promoter bolgeleri olduk¢a az diizeyde CpG metilasyonuna sahiptirler. DNA
metilasyonuna iki sinif DNMT katilir. De novo DNA metil transferazlart DNMT3A
ve 3B, DNA metilasyon paternleri olusturmak i¢in gereklidir, buna karsilik bakim
yapan (maintenance) DNA metil transferaz olan DNMT1, DNA replikasyonunu
takiben DNA metilasyon paternlerini yeniden kurar (32). TET1, TET2 ve TET3
proteinlerinden olusan TET protein ailesi 5mC’nin 5ShmC’ne doniislimiinii
katalizleyerek DNA demetilasyonunu saglar (5).

Otoimmiin hastaliklarda epigenetik kalitiminin etkisinin en dnemli gostergesi
ikiz c¢aligmalaridir. Multipl sklerozda monozigotik ikizlerin sadece ftigte biri
konkordans gosterir. Bunu agiklayan en olasi epigenetik mekanizma ikizlerin farkli
metilasyon kaliplarina sahip olmasidir. MS, kadinlarda erkeklerden iki kat daha
yaygindir (33). MS hastalarinda kadin cinsiyet baskinligi, X kromozomunun
epigenetik diizensizligi ile agiklanabilir. X kromozomundaki inflamatuvar genlerde
olas1 bir inkomplet inaktivasyon kromozoma ozgii bu genlerin ekspresyonunu
artirabilir ve bu durum MS etiyolojisinde yer alabilir (34). MS’de gozlenen epigenetik

degisiklikler ile ilgili galismalar ve sonuglari tablo 2.1. *de gosterilmistir.



Tablo 2. 1. MS'de gozlenen epigenetik degisimler (34).

Epigenetik Degisim Hiicre/doku Sonug¢ Referans
DNA metilasyonu Plazma DNA Degerlendirilen 56 CpG  Liggett ve ark.
bolgelerinde genel (2010)
hipermetilasyon
Tam kan MHC2TA promotor Ramagopalan
metilasyonunda fark ve ark. (2008)
yok
PKMH PAD2 promotor Calabrese ve
hipermetilasyonu ark. (2012)
PKMH SHP-1 promotor Kumagai ve
hipermetilasyonu ark. (2012)
PKMH TET2 promotorunda 3 Calabrese ve
farkli metile CpG, global ark. (2014)
5hmC disiikligii
CDA4 T hiicresi IL-17, FoxP3 promotor ~ Janson ve ark.
hipometilasyonu (2011)
Monozigotik ikizlerin 2 Baranzini ve
milyon CpG adaciginda ark. (2010)
farklilik yok
74 farkli metile bolge Graves ve ark.
(2014)
Genel hipermetilasyon Bos ve ark.
egilimi (2015)
Beyin PAD2 promotor Mastronardi
hipometilasyonu ve ark. (2007)
20 hipometile, 319 Huynh ve ark.
hipermetile bolge (2014)
Histon modifikasyonu Beyin Asetile histon H3 artis1 Pedre ve ark.
(2014)
Artmus: miR-614, 572, Siegel ve ark.
MikroRNA Serum/plazma 648, 422a, 1826, 22 (2012)
Azalmig : miR-1979
Azalmis: miR-15b, 223 Fenoglio ve

ark. (2013)




Tablo 2.1 (Devami) MS’de gozlenen epigenetik degisimler (34).

Epigenetik Degisim Hiicre/doku

Sonuc¢

Referans

MikroRNA PKMH

PKMH (T reg)

PKMH (CD4 ve
CDS hiicreler

Beyin lezyonu

Artmmg: miR-326

Azalmis: miR-18b,

599

Artmg: miR-155,
92a, 194, let7f

Azalmis: miR-15a,
16-1

Artrmg: miR-19b

Azalmis: miR-15a,
16-

Artrmg: miR-16,
155, 142-3p

Artmis 14 miRNA
(6nemli olarak miR-
142-5p, 219-5p,
338-5p, 219-2-3p,
584)

Azalmis 8§ miRNA
(6nemli olarak miR-
656, 184, 139, 23b,
328)

Du ve ark. (2009)
Otaegui ve ark.
(2009)

Paraboschi ve ark.
(2011)

Lorenzi ve ark.
(2012)

De Santis ve ark.
(2010)

Lorenzi ve ark.
(2012)
Arruda ve ark.
(2015)

Noorbakhsh ve ark.
(2011)

PKMH: Periferik kan monontikleer hiicre

2.1.5. Patoloji

Multipl skleroz, hem enflamatuar hem de nérodejeneratif komponentlere sahip

kompleks patogenezi olan immiin aracilt bir hastaliktir. Hastaligin temel patolojisi

lenfosit ve lipid yiiklii makrofajlarin perivaskiiler invazyonu ve hastaligin erken

evresinde dahi gozlenen aksonal transeksiyondan olusur.

Harabiyet sadece beyaz

madde alanlarin1 degil ayn1 zamanda gri madde ve bazal ganglionlarin ince miyelinli

alanlarim1 da igerir. Akut lezyonlarin kenarlari devam eden demiyelinizasyon

nedeniyle belirsiz ve lezyon merkezi 6demli olabilir (35). Plaklar hem beyaz hem de

gri cevherde olusurlar ve tipik olarak beyin, optik sinir ve omurilik dahil olmak iizere

MSS boyunca bulunurlar (36,37) .
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2.1.6. Immiin Patofizyoloji

Multipl sklerozun immiin patofizyolojisinde T ve B lenfositler, periferik
miyeloid hiicreler mikroglia ve astrositler gibi MSS’nin yerlesik hiicreleri yer
almaktadir (38). Periferik immiin hiicreler ile birlikte MSS hiicreleri immiin
mediatorler salgilayarak, inflamatuvar hiicreleri MSS’ne ¢ekerler ve boylece néronal

demyelinizasyona ve parankimde inflamasyona sebep olurlar (39).

T lenfositler

CD4+ ve CD8+ T hiicreleri yiizey molekiilleri, T hiicrelerinin taninmasinda rol
oynarlar (40). Sitotoksik T lenfositleri olarak da adlandirilan CD8+ T hiicreleri,
spesifik olarak mutant hiicreleri ve viriis tarafindan enfekte edilen hedef hiicreleri
sitotoksisite yoluyla dldiirlir. CD4+ T hiicreleri yaygin olarak yardimci T hiicreleri
(Th) olarak adlandirilirlar ve Thl, Th2 ve Thl7 alt tiplerinden olusurlar. CD4+ T
hiicreleri, inflamatuvar sitokinleri sentezleyerek ve salgilayarak immiin cevaba
yardimet olur. T hiicreleri, kan beyin bariyerini inflamatuvar sitokinlerin etkisiyle
gecerek MSS’ne gegebilir (41). Multipl sklerozdaki miyelin hasarini otoreaktif CD4+
T hiicrelerinin yonlendirdigi ve CD8+ T hiicrelerinin hasar bolgesinde oligoklonal
artisginin  oldugu gosterilmistir (42). Bu bozulmus efektor T hiicre aktivasyonun
potansiyel sebebi diizenleyici T hiicrelerinin (Treg) azalmis fonksiyonu ya da MSS
spesifik efektdr T hiicrelerinin Treg hiicre aracili regiilasyona diren¢ gdstermesidir.
Multipl sklerozda Treg hiicrelerinde forkhead box protein P3 (FOXP3) ekspresyonu
azalmistir. Bu sebeple Treg fonksiyon bozuklugu MS’in otoimmiinitesinde dnemli

yere sahiptir (43).

MS hastalarinin periferik kanlarinda ve MSS’de proinflamatuvar efektor T
hiicreleri olan ve 1L-17 eksprese eden CD4+ (Th17) ve CD8+ hiicrelerinin artmis
oldugu gosterilmistir. Bu hiicrelerin direkt olarak néron ve oligodendrosit hasarina ve
makrofajlar gibi diger hiicrelerin aktivasyonu ile indirekt olarak doku hasarina sebep
oldugu disiiniilmektedir. Multipl sklerozda rol oynayan diger efektér T hiicre alt
kiimeleri, IFN-y salgilayan CD4+ T hiicreleri (TH1 hiicreleri) ve graniilosit-makrofaj
koloni uyarici faktorii (GM-CSF) eksprese eden CD4+ ile CD8 + T hiicrelerini igerir
(44). IL-17 multipl sklerozun erken evresinde etkinken, IFN-y ise hem hastaligin erken

evresinde hem de niikslerinde rol almaktadir (45).
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Multipl sklerozda anormal T hiicresi aktivasyonu ig¢in, periferde ve MSS'de
bulunan B lenfositler ve miyeloid hiicreleri (makrofajlar, dendritik hiicreler ve
mikroglia) gibi antijen sunan hiicreler (APC'ler) tarafindan T hiicrelerine antijen
sunumu gereklidir. Bununla birlikte sorumlu antijenler kesin olarak tanimlanamamaistir
(46). Miyelin iliskili antijenler, noronal ve glial hiicre yilizey antijenlerinin MS ile
iligkili oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (47). MS hastalarinin dolasimdaki
miyeloid hiicrelerinin, mikroRNA miR-155'in ekspresyonunda ve TNF, IL-12, IL-6,
IL-23 ve IL-1P gibi proinflamatuar sitokinlerinde artis vardir. Bunlar da Th1 hiicresi
ve Th17 hiicre farklilasmasinda rol oynarlar. Biitiin bunlar Th1 ve Th17 hiicrelerinin

multipl sklerozun relapslarinda rol aldiginin gostergesidir (11).
B lenfositler

Saglikli bireylerin normalde MSS’deki antikor seviyeleri diisiiktiir. MS
hastalarinda ise beyin omurilik sivisinda (BOS) oligoklonal band varlig1 ve artmis
immiinoglobulin seviyesi gibi bulgular MSS’deki antikor seviyelerinin anormal olarak
yiiksek oldugununun gostergesidir. Bu bulgu multipl sklerozdaki anti-B hiicre
terapisinin temelini olusturur. Anti-CD20 terapisi ile relaps orani diigse de BOS
immiinoglobulin profilinde degisim olmamasi MS relapslart ile B lenfositlerinin
antikordan bagimsiz iliskisi oldugunu desteklemektedir (48). MS’li bireylerde B
lenfositlerden IL-6, graniilosit makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF), timor
nekrozis faktor (TNF) ve lenfotoksin-a gibi proinflomatuvar sitokin salinimi artarken
IL-10 gibi diizenleyici sitokinlerin diizeyi azalmistir. MS hastalarindaki B lenfositlerin
anormal sitokin profili, TNF ve IL-6 yoluyla bozulmus Thl ve Th17 yanitina sebep
olarak miyeloid hiicrelerde pro-inflamatuvar salinimi indiikler ve bu yolla B lenfositler

relapslardaki hiicresel immiin yanit kaskadina katilirlar (11,49).

2.1.7. Klinik Bulgular

Multipl sklerozun ilk belirtileri hem lezyonlarin konumuna hem de semptom
baslangicina gore degismektedir. ilk ndrolojik disfonksiyon epizodu klinik izole
sendrom olarak adlandirilir. Klinik izole sendrom yaygin olarak kendini akut unilateral
optik ndrit, kismi miyelit ya da beyin sap1 sendromu olarak gosterir. Multipl sklerozun

sik goriilen semptom ve belirtileri su sekilde siralanabilir (50,51);
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. Akut unilateral optik norit

J Interniikleer oftalmopleji ya da VL. sinir palsi sebebi ile diplopi
J Fasiyal sensorial duyu kayb1 ya da trigeminal nevralji

o Serebellar ataksi ve nistagmus

o Parsiyel miyelopati

. MSS’ne ait sensoriyel semptomlar

o Lhermitte bulgusu

o Asimetrik ekstremite gligstizliigii

. Uriner inkontinans

Diger semptomlar olarak biligsel yetersizlik (%40-70 hastada), bitkinlik (%95),
uyku bozukluklari (%54) olarak siralanabilir (11).

Multipl sklerozun klinik belirtilerini derecelendirmek igin birkag kalitatif ve
yar1 kantitatif dlgek onerilmistir. Bunlardan Genisletilmis Engellilik Durum Olgegi
(Expanded Disability Status Scale — EDSS), klinik engellilik degerlendirmesi igin en
yaygin kabul goren 6l¢ektir (11, 52).

2.1.8. MS Klinik Alt Tipleri

Radyolojik izole sendrom (Radiologically isolated syndrome-RIS)
Norolojik bulgusu olmayan, MRG bulgusu kuvvetli sekilde multipl sklerozu
destekleyen hastalar igin kullanilmaktadir (53).

Klinik izole sendrom (Clinically isolated syndrome-CIS)

Klinik izole sendrom, klinik bulgulari multipl sklerozu diistindiiren ilk
norolojik tablodur. Genellikle geng eriskinlerde goriliir, monofokaldir, akut ya da
subakut gelisir ve optik siniri, beyin sapini veya omuriligi etkiler. Diger MS ataklar1
gibi ates ya da enfeksiyon bulgulari olmaksizin klinik tablo en az 24 saat siirmesi
beklenir. (54).

Ataklarla seyreden MS (Relapsing remitting MS —RRMS)
En yaygin MS fenotipi, MS hastalarinin yaklasik%85'inde bulunur. RRMS,
norolojik disfonksiyonlarin oldugu “relaps” ve yeni norolojik bulgularin olmadigi

“remisyon” periyodlar1 ile karakterizedir. Yasla ve hastaligin ilerlemesi ile birlikte
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relaps sikligi ve inflamatuvar patoloji biiylikligii azalir. Enfeksiyonlar, stres ve
hamilelik relaps ile iligkisi ortaya konmus en 6nemli faktorlerdir (55).

Sekonder progresif seyreden MS (Secondary progressive MS-SPMS)

Sekonder progresif seyreden MS, RRMS seyrinin kademeli kotiilesmesi ve
ozirliliigiin eklenmesi ile karakterizedir (56). RRMS’ten sekonder progresif MS’e
gecis genellikle hastaligin baglamasindan 10 ila 20 yil sonra gergeklesir (57).

Primer progresif seyreden MS (Primary progressive MS-PPMS)

Hastaligin baslangicindan itibaren progresyon gosteren, relaps ve remisyon
fazlarinin gézlenmedigi MS fenotipidir. %10-20 hastada g6zlenir (58). PPMS klinik
olarak kendini genellikle asimetrik spastik paraparezi ile karakterize omurilik
sendromu ile gosterir (59). Daha az siklikla, PPMS hastalarinda bilissel, beyin sap1

veya gorsel semptomlarla birlikte ilerleyici serebellar ataksi gelisir (60).

2.1.9. Tam

MS oncelikle klinik bir tanidir. Anamnez ve fizik muayene tan1 koymada en
onemli araglardir. MRG, multipl sklerozun klinik tanisini desteklemek igin tercih
edilen radyolojik incelemedir (Sekil 1.3) (61). Paraklinik diye adlandirilan BOS
incelemesi, tirodinami ¢aligmalari, uyarilmis potansiyeller, optik koherens tomografi
tani i¢in yardimci olabilecek diger testlerdir (62).

Multipl sklerozun tanist igin 2017 yilinda revize edilen McDonald tani
kriterleri kullanilmaktadir (Tablo 2.2.). MS tanisi igin kullanilan bu kriterler RRMS
baslangicin1 gosteren tipik klinik izole sendromu olan hastalar i¢in uygulanir.
McDonald kriterleri, PPMS'i diistindiiren sinsi norolojik progresyon ile basvuran
hastalara da uygulanabilir (63).
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Tablo 2. 2. MS tanisi i¢in revize edilmis McDonald 2017 kriterleri — 2018 Multipl
skleroz tan1 ve tedavi kilavuzu’ndan (64)

Objektif klinik bulgulu lezyon

Atak MS tanisi igin gerekli ek veri
sayisi
>2 atak >2 Yok*
1+ oykiide bagka bir
>2 atak alanda ki lezyona ait Yok*
atak**
SSS’de farkli bir alandaki
lezyona ait yeni bir atak
=S 1 veya MRG*** ile mekanda
yayilimin gosterilmesi
Ek bir klinik atak veya
MRG**** jle zamanda yayilimin
1 atak 22 gosterilmesi  veya  BOS-spesifik
OKB***** varlig1
Asagidakilerin 2’si
. * MS tipik (periventrikiiler,
o 1 gl Lt gy ity Kortikal/jukstakortikal
Sinsi (retrospektif veya veva infratentoryal)
progresyon prospektif, ataktan Y y

alanlarda >1 lezyon
* Spinal kordda >2 lezyon
* BOS-spesifik OKB varlig1

bagimsiz olarak)

*: Mekanda ve zamanda yayilimi gostermek i¢in ek bir teste gerek yoktur. Ancak beyin
MRG tiim hastalara yapilmalidir. Taniy1 destekleyecek yetersiz klinik ve MR bulgular olanlarda,
tipik KIS olmayanlarda, atipik 6zellikleri olan hastalarda ek olarak spinal kord MRG ve BOS tetkiki
yapilmalidir. Bu tetkikler yapilamadiysa ya da negatifse MS tanis1 koymadan 6nce dikkat edilmeli ve
alternatif tanilar g6z oniinde bulundurulmalidr.

**: Atak i¢in objektif norolojik bulgular temelinde konulmus klinik tant en giivenilirdir.
Oykiideki ataga ait

dokiimante edilmis objektif ndrolojik bulgular yoksa, 6ykii enflamatuvar demyelinizan olaya
ait tipik semptom ve

klinik gelisim 6zelliklerini igermelidir. Ancak en az bir atak objektif bulgularla
desteklenmelidir. Objektif kanitlarin yoklugunda dikkatli olunmalidir.

**%*: MRG’de alanda yayilim; MS tipik (periventrikiiler, kortikal/jukstakortikal,
infratentoryal ve spinal kord) 4 alanin >2’sinde >1 lezyon olmasi

*#%%. MRG’de zamanda yayilim; herhangi bir zamanda ¢ekilen MRG’de kontrast tutan ve
tutmayan lezyonlarin ayni anda bulunmasi veya takip MRG’sinde ilk MRG (¢ekildigi zamandan
bagimsiz olarak) referans alindiginda yeni bir T2 hiperintens lezyonun ya da kontrast tutan lezyonun
olmasi.

*Hxx%: BOS-spesifik OKB varligr zamanda yayilimi gostermez ama tanida onun yerine
gecer.

MS: Multipl skleroz, SSS: Santral sinir sistemi, MRG: Manyetik rezonans goriintiileme,
BOS: Beyin omurilik sivisi, OKB: Oligoklonal band
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Sekil 2. 3. MS hastasina ait periventrikiiler lezyonlarin aksiyel MRG goriintiileri.
(65)

A) T2 agirhikli gorinti B) Proton Dansite agirlikl

goruntl

C) FLAIR goriinti D) T1 agirlikli goriintii

15
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2.1.10. Ayiric1 Tam
Klinik ve radyolojik olarak Multipl sklerozu taklit eden hastalik sayis1 oldukg¢a

fazladir. Bu hastaliklar tablo 2.3.’te gosterilmistir (11).

Tablo 2. 3. MS’in ayirict tanist (11).

Enfeksiyon hastaliklari

° Menenjit
° Ensefalit
° Lyme hastalig1
o Intraserebral abse
Genetik hastahklar
° Lokodistrofiler
° Leber’in herediter optik néropatisi
° Fabry hastalig
Metabolik hastaliklar
. B12 vitamini eksikligi
° Balkar eksikligi
Vaskiiler hastahklar
° Serebral kiiclik damar hastaligi
° CADASIL (Cerebral autosomal dominant arteriopathy with
subcortical infarcts and Leukoencephalopathy)
° Susac sendromu
° MSS’nin primer anjiiti
° Dural arteriovendz fistiil

immiin aracih sistemik hastahiklar

Sistemik lupus eritematozus
Behget hastaligi

Sarkoidoz

Sjogren sendromu

MS dis1 idiyopatik inflamatuvar demiyelinizan hastaliklar

° Noromiyelitis optika spektrumu hastaliklar

o Miyelin-oligodendrosit glikoprotein (MOG) ensefalomiyeliti

° Akut dissemine ensefalomiyelit

° Steroidlere yanitli pontin  perivaskiiler tutulumun oldugu kronik
lenfositik inflamasyon
MS varyantlari

o Balo konsentrik skleroz

o Schilder hastalig1

o Marburg MS
Bag agris1

o Migren
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2.2. TET2 GENIi

2.2.1. TET2 Geni Yapisi

Insan TET2 geni, 4. kromozomun uzun kolunda (4q24) bulunur, 133,942 baz
biyiikligiindedir (Sekil 2.4.). Bu gen 11 ekzon igerir, ve alternatif splicing yoluyla
elde edilen ti¢ TET2 izoformunu kodlar (Sekil 2.5.). En uzun TET2 formu ~ 2.002
amino asitten olusur ve katalitik alanlar1 da dahil olmak {izere C-terminal bdlgelerinde
yaklasik % 70 TETL1 ile homoloji gosterir. TET2’nin diger iki izoformu katalitik

domain i¢cermezler ve daha kisadirlar (1,164 ve 1,194 aminoasit uzunlugunda) (66).

pl5.33
pl5.31
q71.71
421.23
q22.1
q22.3
qua 3
031.71
q31.3
q3z.1
q3z.2
q32.3
034 .1

pla.2
pia.1
pld
P13
plz2
gl2
ol3.1
gl3.2
gl3.3
g2d
25
26
27
ged.l

Sekil 2. 4. TET?2 geni genomik pozisyonu (GeneCards)

11281200 1322.2002
TET2

S N

(1-2002) Fe(ll] Binding Sites: 1382, 1324, 1084
2-0G Binding Site: 1898

TET? 1128-1194
Isoform 2 |

(1-1194)

TET2 1128-1162
Isoform 3 |

(1-1162)

Sekil 2. 5. TET2 enzim izoformlar1 (64)

2.2.2. TET Protein Ailesi

TET proteinleri Fe2+ ve o-ketoglutarat bagimli dioksijenazlardir. SmC’yi
oksidize ederek 5hmC’ye dontistiiriirler ve DNA demetilasyonunda gorev alirlar (67).
Memelilerde TET protein ailesi, hepsi C-terminal katalitik bdlgelerinde yiiksek
derecede homoloji iceren TET1, TET2 ve TET3 olmak iizere ii¢ liyeden olugsmaktadir
(68). TET enzimleri isimlerini akut myeloid 16semide siklikla gozlenen kromozomal
translokasyondan (t(10;11)(922;923)) almuslardir (69). U¢ TET proteininin tiimii, 2-
oksoglutarat (2-OG) oksijenazlara benzeyen katalitik domaine sahiptirler. Bu tiir

enzimler 2-OG ve oksijenin karbondioksit ve siiksinat haline doniistiiriilmesi yoluyla,

0343
0435 .1
q35.2
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bazin azotu (N) veya karbonu (C) iizerinden metillenmis DNA ve RNA'y1 okside
edebilirler (68).

TET2 kok hiicrelerin kendini yenilemesi, monositlerin terminal farklilagsmasi
gibi hematopoezle ilgili olaylarda 6nemli rol oynar (70). TET2’nin hematopoetik
kok/progenitor hiicrelerde ekspresyonu diizeyi oldukca yiiksektir. Kemik iligi
hiicrelerindeki TET2 delesyonlarinda immatiir c-Kit+Lin- hiicrelerindeki artis TET2
fonksiyon kaybinda kok/progenitor hiicre farklilasmasmin  bozuldugunun
gostergesidir (71). TET2 genindeki homozigot ve heterozigot mutasyonlar, insan
hematopoetik malignitelerinde tespit edilmektedir. TET2  geni mutasyonlari
miyelodisplastik sendromda (MDS) %20-35, kronik miyelomonositik 16semide %30-
60, akut miyeloid 16semide %12-34 ve lenfoid malignitelerde %2-33 oraninda
goriilmektedir (72).

Farelerde heterozigot ve homozigot Tet2 kaybinin, muhtemelen makrofaj
kaynakli inflamasyon mekanizmasiyla aterosklerozu hizlandirdigi gézlenmistir. Bu
durum igin ozellikle, iki makrofaj aracili mekanizma Onerilmektedir. Bunlar;
inflamazom aracilt IL-1 B salinimi ve anormal kemokin ekspresyonudur (73). Bu
mekanizmalarin disinda embriyogenez esnasinda gen ekspresyonunun epigenetik
diizenlenmesi, kanser gelisimi ve somatik hiicre programlanmasinda 6nemli rol oynar
(74).

Son zamanlarda, TET2'nin bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde de yer aldig1
bildirilmistir (32). TET2 diger TET ailesi genlerine nazaran tim Th hiicrelerinde
yiiksek ekspresyon diizeyine sahiptir. TET2 -/- hiicrelerde azalmis p300 alimina bagh
IFN-y and IL-10 iretiminin mRNA ve protein diizeyindeki liretiminin azalmasi,
TET2’nin Thl ve Th17 hiicre farklilasmasini diizenlendigini gostermektedir (75).
Multipl sklerozlu bir fare modelinde (otoimmiin ensefalomyelit), TET2 upregulasyonu
naif CD4+ T hiicre proliferasyonunu ve Thl, Th17 hiicrelerine farklilagsmasini inhibe
ederek otoimmiin ensefalomyelitin gelismesine karsi koruyucu etki gostermistir (8).
Baska bir calismada, RhoA ile birlikte TET2 mutasyonunun, anormal CD4+ T hiicre
proliferasyonuna ve T hiicre homeostazinin bozulmasina yol agtigi gosterilmistir (76).
TET2 ayrica Treg farklilasmasini ve immiin homeostazi saglamak i¢in Foxp3
demetilasyonunda gorev alir (77). TET2’nin fare makrofaj farklilasmasi sirasinda
yiiksek oranda eksprese edildiginin tespiti ile dogal immiin sistemin diizenlenmesinde

rol oynadigr gosterilmistir (78). TET2/TET3 fonksiyon kaybi ile B hiicre
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farklilasmasinda ve fonksiyonlarinda defektler meydana gelebilmektedir (79). TET2
eksikligi, plazma hiicre farklilagmasini bozar, germinal merkez hiperplazisine sebep
olur ve B hiicresi lenfomagenezini arttirir (80).

Ozetle TET2, immiin toleransin korunmasinda ve/veya olusturulmasinda kritik
bir rol oynar. Bu nedenle TET2 fonksiyonunun manipiilasyonu, toleransin arttirilmasi
(6rnegin otoimmiinite sirasinda) veya antitimor immiinitesinin arttirilmasi igin makul

bir segenek olabilir (72).

2.2.3. TET2 Geni Varyantlarn

Mutasyon, niikleotit dizisindeki kalict bir degisiklik olarak tanimlanirken,
polimorfizm %]1'in iizerinde bir frekansa sahip varyant olarak tanimlanir. Bununla
birlikte, “mutasyon” ve “polimorfizm” terimlerinin kullanilmasi ¢ogunlukla patojenik
ve iyl huylu etkilerin anlagilmasinda karisikliga sebep olabilmektedir. Bu nedenle
2015 yilinda Amerikan Genetik ve Genomik Koleji (ACMG) tarafindan bir kilavuz
yayinlanarak mutasyon ve polimorfizm yerine dniine (i) patojenik, (i) olasi patojenik,
(iii) 6nemi bilinmeyen, (iv) olas1 benign, or (v) benign tanimlayicilar1 getirilerek
“varyant” teriminin kullanilmasi 6nerilmistir (81).

TET2 geninin fonksiyonunu bozan mutasyonlarin myeloid kanserlerin
etiyolojisinde yer aldig1 bilinmektedir (10). TET2 ¢.4140T>C/p.H1380H (rs3733609)
tek niikleotid polimorfizmi (SNP) myeloproliferatif neoplazilere (MPN) kalitsal
yatkinlikla iligskilendirilmistir (82). TET2 geninin tanimlanan bir bagska SNP’si 11.
ekzonda bulunan TET2 rs2454206 (p.lle1762Val)’dir. Bu SNP pediatrik akut
myeloblastik 16seminin (AML) prognozu ve nonalkolik yagli karaciger hastalarinda
Tip 2 diyabet ile iligkilendirilmektedir (83,84). Uluslararasi Multipl Skleroz Genetigi
Konsorsiyumu (International Multiple Sclerosis Genetics Consortium-IMSGC)’nun
yaptig1 Immunochip ¢alismasinda TET2 geni intronik tek niikleotid varyant1 ¢.3804-
7577A>C (rs2726518) multipl skleroza yatkinlik ile iliskili bulunmustur (85). Anwar
ve ark. yaptiklar1 vaka takdiminde MDS hastasinda tespit edilen c.5162 T>G, p.
L1721W (rs34402524) yanlis anlamli varyantinin TET2 geninin fonksiyonunu
bozabilecegini bildirmistir (86). Sistemik mastositoz hastalarinda yapilan TET2 geni
analizi dizi analizi sonucunda c.1088C>T / p.P363L (rs17253672) varyantinin
hastalikla iliskili olabilicegi bildirilmistir. (87)
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2.2.4. TET2 Geni ve MS

Metilsitozin dioksigenaz olan TET2, otoimmiinitedeki IFN-y ve IL-17
iiretimini kontrol etmek i¢cin DNA demetilasyonunu saglar ve HDAC2‘nin histon
deasetilasyonu yoluyla IL-6'nin transkripsiyonunu baskilayarak inflamasyonun
¢dziilmesinde rol oynar (6,7). In vivo olarak TET2, otoimmiin hastaliklarin sitokin gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. TET2 DNA
demetilasyonunu gerceklestirerek T hiicrelerinde sitokin gen ekspresyonunu
aktiflestirir (75). Wang ve ark. calismalarinda DNA metilasyon inhibit6rii olan
desitabini farelerde yiiksek dozda kullanarak multipl sklerozun deneysel modeli olan
otoimmiin ensefalomiyelitin olusumunu engelledigini gostermistir. Ayrica naif CD4+
T hiicrelerinin, Th1 ve Th17 doniisiimiiniin desitabin tarafindan in vivo ve in vitro
olarak baskilandig: tespit edilmistir. Daha da 6nemlisi TET2 ekspresyonun artisinin
yol actig1 bazi hiicre dongiisii inhibitorlerinin (p15, pl6, p21) de ekspresyonlarinin
artmast ile T hiicre proliferasyonunun kuvvetli bir bicimde baskilandig1 ortaya
konulmustur (8). R. Calabrese ve ark. yaptiklari bir ¢alismada, MS hastalarinin
periferik kan mononiikleer hiicrelerinde TET2 geni ekspresyonunun ve 5hmC
diizeyinin kontrol grubuna gore azaldigini gostermislerdir (9).

TET enzimleri proinflamatuvar sitokinlerin baskilanmasinda etkili olmaktadir.
MS hastaliginda TET2 enzim ve ShmC diizeylerinin azalmast MS patogenezinin
inflamatuvar boyutuna katki sunabilir. TET2 geni varyantlarinin TET2 ekspresyonunu
etkileyerek ~ multipl sklerozdaki inflamasyon siireci ile iligkili olabilecegi
diistiniilebilir. Bununla birlikte TET2 geni varyantlariin multipl sklerozdaki roli
tizerine yapilmis ¢ok az arastirma bulunmaktadir. Bu ¢alismamizda TET2 geni
varyantlarinin MS ile iligkisi arastirilarak, multipl sklerozun kompleks fizyopatolojisi
ile altinda yatan epigenetik mekanizmanin anlagilmasi igin katki saglanmasi ve
literatlirde bildirilen tek niikleotid polimorfizmlerinin hasta ve kontrol grubunda
kiyaslanarak olast multipl skleroza yatkinlikla iligkilerinin ~ gdsterilmesi

hedeflenmistir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta ve Kontrol Gruplari

Bu ¢alismanin protokolii Cumhuriyet Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 26.06.2018 tarih ve 2018-06/13 sayili karar numarasi ile onaylandi.
Caligmaya katilan bireylerden bilgilendirilmis onam alindu.

Calismaya Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Noroloji
poliklinigine bagvuran Multipl skleroz tanis1 almig 50 hasta dahil edildi. Kontrol grubu
30 saglikli bireyden olusturuldu. Hasta grubu i¢in ¢alismadan diglanma kriterleri; 18
yasindan kiigiik olmak, kognitif ya da aktif psikotik bozukluk, MS harici otoimmiin
hastalik varligi, aktif ya da gecirilmis malignite 0ykiisii, MS disinda sistemik hastalik
varligi, saglikli kontrol grubu i¢in dislanma kriterleri; 18 yasindan kiiclik olmak,
herhangi bir nedenle ilag kullanmak ve sistemik bir hastalik sahibi olmak olarak
belirlendi.

Hastalar ve kontrol grubundan genetik analiz i¢in 1 adet EDTA’l1 tiipe venoz

kan 6rnegi alinip DNA izolasyonu yapilana kadar 20° C derecede bekletildi.
3.2. Molekiiler Analiz

3.2.1. Kandan DNA izolasyonu

Prosediire bagslamadan once 20° C derecede bekletilen 6rnekler, ¢oziinmesi igin
oda 1sisinda bekletildi. Genomik DNA izolasyonu igin QIAGEN EZ1 Advanced XL
(Qiagen, Hilden, Almanya) tam otomatik izolasyon robotu kullanildi (Tablo 3.1.).

Tablo 3. 1. DNA izolasyonu i¢in gerekli ekipman ve reaktifler.

QIAGEN EZ1 Advanced XL ((kat. no. 9001492)

QIAGEN EZ1 DNA blood 200pul kit (kat. no. 951034)

QIAGEN EZ1 Advanced XL DNA Blood Card (kat. no. 9018695)
Sarstedt 2 ml mikrosantrifiij tlipii (kat. no. 72693 ve 72694)

Yontem
1. 200 pl tam kan pipet ile 2 mI’lik 6rnek tiipline aktarildi.
2. EZ1 Advanced XL DNA Blood Card, EZ1 kart slotuna yerlestirildi.
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3. 200 pl protokolii i¢in 1. kurulum secildi.

4. 100 pl eliisyon voliimii i¢in 2. kurulum segildi.

5. Manyetik partikiillerin karismasi i¢in reaktif kartusu 4 kez alt list edildi.

6. Reaktif kartuslari, kartus raflarina yerlestirildi.

7. Kapaklari agilan eliisyon tiipleri, tiip rafinin ilk sirasina yerlestirildi.

8. Filtre iceren tip holder rafin ikinci sirasina yerlestirildi.

9. 200 pl tam kan igeren Ornek tiipleri rafin dordiincii sirasina yerlestirildi.

10. Cihaz kapag1 kapatildi ve “Start” tusuna basilarak purifikasyon prosediirii
baslatildi.

11. Prosediir sonrasi elde edilen purifiye DNA igeren eliisyon tiipleri -20°C ‘de
saklandi.

-20° C ‘de saklanan DNA o6rnekleri uygun transport kosullart ile yeni nesil
dizileme analizini yapan Multigen Laboratuvari/iZMIR adresine gonderildi.

3.2.2 TET2 Geni Referans Transkripti ve Primerler
Referans dizi olarak insan TET2 geni NM_001127208.2 transkripti
kullanmilmistir. Kodlayan bolgeler, ekzon-intron bileskeleri ve intronik SNP’leri

kapsayacak sekilde kullanilan primer dizileri tablo 3.2.”de gosterilmistir.

3.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Asamasi

Her bir 6rnek i¢in hazirlanan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) karigimi
totalde 25 mikrolitre olacak sekilde hazirlandi. H2O, 10X tampon, MgCl, (25Mm),
dNTP (10 mM), ileri ve geri yonlii primerler ve Taq polimerazdan (1 iinite) olusan
karisim her bir reaksiyon tiipiine dagitildi ve en son DNA 6rnekleri eklendi (Tablo

3.3.), Tablo 3.4.’te verilen termal dongii kosullarinda amplifiye edildi.



Tablo 3. 2. TET2 geni primer dizileri.

Primer dizileri Uzunluk | ilgili SNP
TET2-3F/1 CACCCTTGTTCTCCATGACC 2271BP
TET2-3R/1 GAGAAGTGCACCTGGTGTGA
TET2-3F/2 CAAGCGGAATCCCATCTAAA 2032BP
TET2-3R/2 TTTGCTGCCTAGCTGTCTCTC
TET2-4F TAAGCTTTGTGGATGTAGCCTTT 237BP
TET2-4R TGAAGGCTGGAAAAATTCTGA
TET2-5F TTGATTGCCTCTTGAATTCATTT 234BP
TET2-5R ACCCAATTCTCAGGGTCAGAT
TET2-6F TGCAAGTGACCCTTGTTTTG 340BP
TET2-6R ACCAAAGATTGGGCTTTCCT
TET2-7F ATCAGCTGCACAGCCTATATAATG 338BP
TET2-7TR TCTACAGTTTGGGAAAAACTTTGAT
TET2-8F TGTTTGGGATTCAAAATGTAAGG 328BP
TET2-8R TGCAGTGGTTTCAACAATTAAGA
TET2-9F TGTCATTCCATTTTGTTTCTGG 347BP rs3733609
TET2-9R TGCATATGTCTTTATTAGCAGTGTGA
TET2-10F ACGTTTTCTTTGGGACCTGTAG 519BP
TET2-10R CTGCATGTGTACCCCAGAACT
TET2-11F TCAAGCAGAGGCATGTTCAG 1860BP rs2454206
TET2-11R ACTGTGACCTTTCCCCACTG
TET2-6INT-F GTGCATAGCCTCCCTCATTATC 211BP rs2726518
TET2-6INT-R CAGAGGACTTTTAAGGCAGTGAA

23

F: Forward, R: Reverse, INT: Intron, BP: Baz ¢ifti, SNP: Tek niikleotid polimorizmi,

rs: Referans SNP

Tablo 3. 3 PCR mix karigimi.
H,0 12.5 ul

10X tampon 2.5ul

MgCl, (25Mm) 2.5ul

dNTP (10 mM) 1 ul

Forward 1w

Primerler
Reverse I ul
Taq Polimeraz 0.5 ul
DNA 100 ng

Toplam 25 ul
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Tablo 3. 4. PCR sartlari.

Sicakhik Siire
94°C 5 dk.
94°C 30 sn.
60°C | 30sn. | .32
dongii
72°C 45 sn.
72°C 5 dk.
4°C o0

3.2.4 Agaroz jel elektroforezi

Amplifikasyon olup olmadiginin kontrolii i¢in, %2’lik agaroz jelde PCR
tirtinleri yuritildi. 100 mI’lik erlen igine, 2 gr agaroz ve 100 ml 1X Tris-borat-EDTA
(TBE) konulup mikrodalga firinda isitilarak eritildi. Berrak goriiniim saglaninca,
hazirlanan tabaga dokiildii. Jel donmasi i¢in beklendi, jel donduktan sonra 6rnekler
jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Elde edilen PCR iriinlerinin dogru amplifiye olup
olmadigini kontrol etmek i¢in, her jele marker yiiklendi. 120 volt akimda yiiriidiikten

sonra jel goriintiileme sistemi ile incelendi.

3.2.5 Yeni Nesil Dizi Analizi

Yeni nesil dizi analizi i¢in Illumina MiniSeq (San Diego, ABD) platformu
kullanildi. Nextera XT DNA kiitiiphanesi hazirlama kiti (San Diego, ABD) ile DNA
tagmentasyonu i¢in DNA fragmentasyonu ve adaptor dizi eklenerek, kalip DNA
dizilenmeye uygun hale geldi. Baslangicta tagmentasyon asamasi i¢in 1 ng miktarinda
DNA kullanildi. Transpozomlarla enzimatik fragmentasyon ve adaptdr soliisyonlari
ile DNA tagmentasyonu gerceklestirildi.

Tagmente olan DNA ile amplifikasyon asamasinda, indeks primerleri ve
Nextera PCR Mastermix kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
gerceklestirildi ve tagmente DNA ‘nin uglarina indeks diziler eklenerek barkodlandi.
Amplifikasyon asamasindan sonra AMPure XP beads ve %80 etanol (EtOH)
kullanilarak PCR fiiriinleri saflastirildi. Bu asamadan sonra her biri farkli kiitiiphane
konsantrasyonuna sahip saflastirilmis indeks PCR {irtinleri normalize edildi. Tim

ornekler tek tiipte birlestirilerek pooling yapildi. Pool DNA kiitiiphanesi diliisyon ve
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denatrasyon islemlerinden gecirildi ve kartus ile cihaza yiiklenerek dizileme islemi

gerceklestirildi.

Yontem

1. Genomik DNA’nin Tagmentasyonu

10 uL Tagment DNA tamponu lizerine 1 ng DNA’dan 5 pL eklendi ve
pipetlenerek karigtirildi. 20°C’de 280xg’de 1 dk santrifiijlendi. 100 °C’de kapak
1sitmasi yapilan reaksiyon kosullarinda 55 °C’de 5 dk inkiibe edildi ve sicaklik hizla
10 °C’ye dusiiriildii. Sonrasinda 5 pL nétralize tagment tamponu eklenerek pipetaj
yapildi. Karisimi bir arada tutmak i¢in tekrardan 20°C’de 280xg’de 1 dk santrifiijlendi
ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Sonrasinda kiitiiphanelerin amplifiye edilmesi
asamasina gecildi.

2. Kiitliphanelerin amplifikasyonu

Bu asamada, tagmente DNA nin sinirl1 dongii sayisina sahip PCR programuyla,
indeks adaptor primerler kullanilarak amplifiye edilmesi saglandi. Buna gore
kullanilan indeks adaptor kiti i¢in Onerildigi iizere, her bir kuyuya 15 pL. Nextera
master miksi iizerine 5’er uL i5 ve i7 primerleri eklendi ve pipetaj yapildi. Sonrasinda,
tiipler kapatilarak 20°C’de 280xg’de 1 dk santrifiijlenerek reaksiyon bilesimi bir araya
toplandi ve protokolde onerilen dongii kosullarinda reaksiyona tabii tutuldu (Tablo
3.5.).

Tablo 3. 5. Kiitiiphane amplifikasyonu PCR sartlari

Kapak 1s1s1 100 °C’ye ayarlandi.
Sicakhik Siire
72°C 3dk.
95°C 30 sn.
95°C 10 sn.
55°C 30 sn. 12 dongii
72°C 30 sn.
72°C 5 dk.
10 °C 00
3. Kiitiiphanelerin saflastirilmasi

Amplifiye edilmis kiitiiphanelerin saflastirilmast i¢in bu asamada boncuklar
kullanild1. Kiitiiphane amplifikasyonundan elde edilen reaksiyon 20°C’de 280xg’de 1
dk santrifiijlenerek tiipiin dibinde birlestirilen 50 pL hacimli igerik, midi plakaya
aktarildi. Uzerine 30 pL AMPure XP boncuklar1 eklendi ve karistirmak icin 1800
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rpm’de 2 dk c¢alkalamali inkiibatérde inkiibe edildi. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe
edildi ve manyetik standa alinarak yaklasik 2 dk reaksiyonun berraklagsmasi beklendi.
Boncuklarin formu bozulmadan, siipernatant uzaklastirildi ve ortam 2 kez 200 pL taze
%80’lik alkol ile yikandi. Manyetik stand ag¢ik havada 15 dk kurutuldu ve reaksiyon
manyetik standdan uzaklastirildi. Boncuklarin {izerine 52.5 pL resiispansiyon tamponu
eklendi. Plakalarin tizeri kapatilarak 1800 rpm’de 2 dk calkalandi. Oda sicakliginda da
2 dk inkiibe edildi ve yeniden manyetik standa alinarak, yaklasik 2 dk reaksiyonun
berraklagsmasi beklendi. 50 pL hacimli slipernatant yeni bir plakaya alindi.

4. Kiitiiphanenin kalite kontrolii

1 pL seyreltilmemis kiitiiphane soliisyonu, Agilent 2100 Bioanalyzer
kullanilarak kosturuldu. 250-1000 bg¢ arasinda gozlenen pikler, kiitiiphanenin
dizilenebilecek kalitede olduguna isaret etmektedir.

d. Kiitiiphanenin normalizasyonu

Havuzlanmig kiitiiphaneden her bir temsilcinin benzer konsantrasyonda
bulundugunun dogrulanmasi icin bu asama gerceklestirildi. Bunun i¢in, 20 pL
siipernatant yeni bir midi plakaya transfer edildi. Uzerine 45 uL. LN master miksi
eklendi ve kapagi bantlanarak 1800 rpm’de 30 dk calkalandi. Manyetik standa alind
ve sollisyon berraklasana kadar yaklagik 2 dk beklendi. Boncuklara zarar vermeden
siipernatant uzaklastirildi. 1ki kez LNW1 soliisyonu ile yikand1 ve her bir reaksiyona
30 pL 0.1 N NaOH eklendi. Kapagi bantlanarak 1800 rpm’de 5 dk ¢alkalandi. SGP ile
isaretlenmis her bir kuyuya 30 pL LNSI1 soliisyonu eklendi. Eliisyon tamamlandiktan
5 dk sonra, tiim 6rneklerin resiisiipanse oldugu dogrulanip manyetik standda yaklasik
2 dk soliisyonun berraklagmasi beklendi. SGP plakasindan midi plakaya 30 pL
soliisyon aktarildi ve kapaklar ortiiliip 1000 xg’de 1 dk santrifiijlendi.

6. Kiitiiphanenin seyreltilmesi

Bu asamada hazirlanan ve adaptér eklenen kiitiiphaneler baslangig
konsantrasyonuna dondiiriildii. Bunun i¢in, RSB kullanilarak ardisik seyreltmeler
sonrasinda denatiirasyon yapild1 ve boylece kiitiiphanelerin dizilemeye hazir hale
getirildigi varsayildi. Sonrasinda MiniSeq sistemi ile dizileme uygulamasi

gergeklestirildi.
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3.2.6 Verilerin Analiz Edilmesi

Yiritme sonrast Orneklerin  analizleri  The Integrative ~ Genomics
Viewer (IGV_2.5.3) programi yardimiyla gergeklestirildi. Tespit edilen varyantlarin
yorumlanmasinda ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar), Single Nucleotide
Polymorphism Database (dbSNP, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp), Genome
Aggregation Database (gnomAD, https://gnomad.broadinstitute.org), Exome Variant
Server (EVS, https://evs.gs.washington.edu/EVS), Human Gene Mutation Database
(HGMD, https://www.hgmd.org) veritabanlar1 kullanildi. Veritabanlarinda yer
almayan varyantlarin patojenitesinin yorumlanmasinda in silico (PolyPhen-2, SIFT,
MutationTaster v.b.) tahmin programlari ve siniflandiriimalarinda  American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG), 2015 kriterleri kullanild1 (Tablo 3.6.,
3.7.,3.8).

3.3. Istatistiksel yontem

Calismamizdan elde edilen veriler Statistical Package For The Social Sciences (SPSS)
versiyon 22.0 programina yiiklenerek verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici
istatistiksel metodlar kullanildi. Grup ortalamalarini degerlendirirken ve kiyaslarken
independent sample t testi, genotip ve allel frekanslarinin karsilagtirilmasinda khi-kare
testt uygulandi. Yanmilma diizeyi 0,05 olarak alindi. Calismada p<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Tablo 3. 6. ACMG 2015 simiflandirma kriterleri (81).

SINIFLAMA KANIT
Patojenik i. Cok giiclii (PVS1) ve
(a) >1 Gugli (PS1-PS4) ya da
(b) >2 Orta (PM1-PM6) ya da
(c) 1 Orta (PM1-PM6) ve 1 destekleyici (PP1-PP5) ya da
(d) >2 Destekleyici (PP1-PP5)
ii. >2 Gugli (PS1-PS4) ya da
iii. 1 Gugli (PS1-PS4) ve
(a)>3 Orta (PM1-PM6) ya da
(b)2 Orta (PM1-PM6) ve >2 Destekleyici (PP1-PP5) ya da
(c)1 Orta (PM1-PM6) ve >4 Destekleyici (PP1-PP5)

Olasi Patojenik i. 1 Cok gii¢lii (PVS1) ve 1 Orta (PM1-PM6) ya da
ii. 1 Giiglii (PS1-PS4) ve 1-2 Orta (PM1-PM6) ya da
iii. 1 Guigli (PS1-PS4) ve >2 destekleyici (PP1-PP5) ya da
iv. >3 Orta (PM1-PM6) ya da
v. 2 Orta (PM1-PM6) ve >2 destekleyici (PP1-PP5) ya da
vi. 1 Orta (PM1-PM6) ve >4 destekleyici (PP1-PP5)

Benign i. 1 Tek basina (BA1) ya da
ii. >2 Gugli (BS1-BS4)
Olasi Benign i. 1 Giiglii (BS1-BS4) ve 1 destekleyici (BP1-BP7) ya da

ii. >2 Destekleyici (BP1-BP7)

Onemi Bilinmeyen i. Yukaridaki kriterleri karsilamayan diger kriterler ya da
ii. Benign ve Patojenik kriterleri celiskili
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Tablo 3. 7. Patojenik varyantlarin siniflandirilmasi igin kriterler (81).

Patojenite Kaniti
Cok Giiglii

Giiclii

Orta

Destekleyici

Kodu ve Kategorisi

PVS1 Anlamsiz, Cergeve kaymasi, +1 veya 2 splice bolge varyantlari,
baslangi¢ kodonu, tekli veya ¢coklu ekzon delesyonlari

PS1 Patojenik oldugu bilinen bir anlamsiz varyantla ayn1 noktada ayni
aminoasit degisimine yol acan varyant

PS2 De novo varyant (anne ve babada olmadig1 dogrulanmais)

PS3 lyi kurgulanmis in vivo veya in vitro fonksiyonel analizlerde gene
ya da gen lriiniine zararl etkisinin gdsterilmesi

PS4 Kontrollerle kiyaslandiginda etkilenmis bireydeki varyant
prevalansinin anlamli derecede artmasi

PM1 Varyantin fonksiyonel domende ve/veya iyi tamimlanmis
mutasyonel hotspot bolgelerde olmasi

PM2 1000 GP, ESP, EXAC gibi kontrol popiilasyonlarinda varyantin
gozlenmemesi veya resesif olgularda ¢ok diisiik siklikta olmasi.

PM3 Resesif hastaliklarda patojenik bir varyantla trans halde bulunan
varyant

PM4 Tekrar bolgeleri disinda in-frame insersiyon/delesyonlar veya
Protein boyunu etkileyen varyantlar

PM5 Daha 6nceden bilinen patojenik bir yanlis anlamli degisimle ayni
pozisyondaki amino asidi etkileyen baska bir yanlis anlamli degisim.
PM6 De novo olarak diisiiniilen varyant (anne ve babada olmadigi
dogrulanmamas)

PP1 Hastaliga sebep oldugu kesin olarak bilinen bir gende etkilenmis
diger aile bireylerinde varyantin segregasyonu

PP2 Bir gende tespit edilen benign yanlis anlamli varyant ¢cok az sayida
ise ve ilgili gendeki yanlig anlamli varyantlar hastaligin yaygin sebebi ise,
tespit edilen yeni yanlis anlaml1 varyant

PP3 Coklu bilgisayar tahmin algoritmalarinda varyantin zararli olarak
Ongoriilmesi

PP4 Hastanin fenotipi ve aile hikayesi ilgili hastalik i¢in ¢ok tipikse ve
bu hastalifa sadece tek bir gen sebep oluyorsa varyant bu smifta
degerlendirilebilir.

PP5 Yakin zamanda giivenilir kaynaklarda varyantin patojenik olarak
degerlendirilmesi
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Tablo 3. 8. Benign varyantlarin siniflandirilmasi igin kriterler (81).

Benign Kamt
Tek Basina
Giiclii

Destekleyici

Kodu ve Kategorisi

BAL Allel frekans1 >%5

BS1 Allel sikliginin hastalik i¢in beklenenden yiiksek olmasi

BS2 Erken yasta tam penetranst beklenen bir hastalik i¢in varyantin
saglikli bireyde gézlenmesi

BS3 lyi kurgulanmis in vivo veya in vitro fonksiyonel analizlerde protein
fonksiyonu veya spilicing tizerine zararl etkisinin gosterilememesi

BS4 Etkilenmis aile bireylerinde segregasyonun olmamasi

BP1 Hastalik esas olarak anlamsiz degisimler sonucu olusuyorsa; burada
tespit edilen gende yeni bir yanlig anlamli varyant bulunmast

BP2 Tam penetranst olan dominant bir hastalikta patojenik bir varyantla
trans olarak belirlenen varyant; herhangi bir kalitim kalibinda patojenik bir
varyantla cis olarak gozlenen varyant.

BP3 Bilinen bir fonksiyonu olmayan tekrar bolgelerinde in-frame
insersiyon/delesyonlar

BP4 Coklu bilgisayar tahmin algoritmalarinda varyantin zararsiz olarak
ongoriilmesi.

BP5 Alternatif molekiiler temeli net bilinen hastaliklardaki varyantlar
BP6 Giivenilir kaynaklarda varyantin benign olarak degerlendirilmesi
BP7 Alternatif kesim veya yeni kesim bdlgesi olusturmayan sessiz varyant
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4. BULGULAR

Calismamiza 50 hasta ve 30 saglikli birey dahil edilmistir. Hasta ve kontrol
grubunun demografik 6zellikleri tablo 4.1. de 6zetlenmistir. Buna gére hasta grubu 33
(%66) kadin, 17 (%34) erkek bireyden olusmaktadir. Cinsiyetler birbirine
oranlandiginda kadin/erkek orani 1,94’tiir. Hasta grubunun yas araligi 23-67, yas
ortalamasi 36,16 +8,95°tir. Kontrol grubu 18 (%60) kadin, 12 (%40) erkek bireyden
olusmaktadir. Kontrol grubu yas aralig1 20-44 ve yas ortalamasi ise 33.4 + 8.22’dir.
Hasta ve kontrol grubunun yaslar1 kasilastirildiginda istatistiksel anlamlilik
bulunmamistir  (p=0.168). Her iki grup kadin ve erkek cinsiyetler igin
karsilagtirildiginda yine istatistiksel anlamli fark bulunmamaktadir (p=0.588).
Aralarinda akrabalik bag1 bulunmayan 50 MS hastasindan 38’1 (%76) RRMS, 12’si
(%24) SPMS klinik fenotipine sahipti.

Tablo 4. 1. Hasta ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri.

Hasta grubu Kontrol grubu | p degeri
(n=50) (n=30)
Yas ortalamasi 36.16 £8,95 33.4+8.22 0.168
Kadin 33 18
Erkek 17 12 0.588

Yapilan yeni nesil dizileme analizi sonucunda hasta grubunda saptanan
varyantlar ve siniflandirmalar1 tablo 4.2.’de gosterilmistir. Elli hastanin 47’sinde 15
farklt TET2 geni varyanti bulundu. Bu varyantlarin 14’{i daha 6nce database of single
nucleotide polymorphisms (dbSNP) ve/veya ClinVar veritabanlarinda bulunmaktadir.
TET2 c.1572_1580del (p.E524 Q526del) varyanti kontrol grubumuzda bulunmamakla
birlikte daha 6nce literatiirde bildirilmemis olup ¢alismamizda tespit edilmistir (Sekil
4.1.). Hasta grubunda yapilan ¢alismada; 5 6rnekte heterozigot ¢.1064G>A (p.G355D),
20 ornekte heterozigot, 17 oOrnekte homozigot ¢.3804-7577A>C, 21 Ornekte
heterozigot, 6 6rnekte homozigot ¢.5284A>G (p.11762V), 5 ornekte heterozigot, 1
ornekte homozigot ¢.1088C>T (p.P363L), 14 6rnekte heterozigot, 2 6rnekte homozigot
€.5162T>G (p.L1721W), 3 ornekte heterozigot ¢.5333A>G (p.H1778R), 4 Grnekte
heterozigot, 1 drnekte homozigot ¢.86C>G (p.P29R), 1 6rnekte heterozigot ¢.3970T>A
(p.S1324T), 3 ornekte heterozigot €.652G>A (p.V218M), 2 ornekte heterozigot
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€.4140T>C (p.H1380H), 1 6rnekte heterozigot ¢.3084G>A (p.M1028l), bir 6rnekte
heterozigot ¢.2599T>C (p.Y867H), bir 6rnekte heterozigot .5167C>T (p.P1723S), bir
ornekte heterozigot ¢.1572_1580del (p.E524_Q526del) ve 1 ornekte ¢€.100C>T
(p.L34F) TET2 geni varyantlar1 saptanmistir. Bu varyantlardan 8’1 3. ekzonda, 1’1 8.
ekzonda, 1’1 9. ekzonda, 4’ 11. ekzonda bulunurken sadece 1 tanesi 6. intronda
bulunmaktadir. Mutasyon tipleri olarak degerlendirildiginde hasta grubunda tespit
edilen varyantlardan 12’si yanlis anlamli (missense), 1°i intronik, 1’1 sessiz ve 1’i
delesyon tipindedir. MS hastalarindaki sekans varyantlart yorumlandiginda 8 tanesi
benign, 4 tanesi olast benign ve 3 tanesi Onemi bilinmeyen varyant olarak
siiflandirildu.

Kontrol grubunun yeni nesil dizileme analizi sonucunda bulunan varyantlar ve
smiflandirmalart tablo 4.3.’de gosterilmistir. Buna gore 30 saglikli kontrolde 12 farkli
varyant tespit edildi. TET2 ¢.4964C>T (p.P1655L) hari¢ geri kalan 11 varyantin hepsi
hasta grubunda da saptanmistir. Kontrol grubunda tespit edilen TET2 geni varyantlari
ve zigositeleri; 3 ornekte heterozigot 1 6rnekte homozigot ¢.1064G>A (p.G355D), 16
ornekte heterozigot, 8 6rnekte homozigot ¢.3804-7577A>C, 15 ornekte heterozigot, 2
ornekte homozigot ¢.5284A>G (p.I11762V), 1 ornekte heterozigot ¢.1088C>T
(p.P363L), 10 drnekte heterozigot, 2 drnekte homozigot ¢.5162T>G (p.L1721W), 1
ornekte heterozigot c.4964C>T (p.P1655L), 2 oOrnekte heterozigot c¢.5333A>G
(p.H1778R), 3 6rnekte heterozigot ¢.86C>G (p.P29R), 1 drnekte heterozigot ¢.652G>A
(p.-V218M), 2 ornekte heterozigot ¢.4140T>C (p.H1380H), 2 6rnekte heterozigot
€.2599T>C (p.Y867H), 2 ornekte heterozigot ¢.5167C>T (p.P1723S) seklindedir.
Tespit edilen bu varyantlarin 5 tanesi TET2 geninin 3. ekzonunda, 1 tanesi 9.
ekzonunda, 5 tanesi 11. ekzonunda ve 1 tanesi 6. intronunda bulunmaktadir. Saptanan
12 varyantin 10°u yanlig anlamli, 1’1 sessiz ve 1 tanesi intronik mutasyon tipine sahiptir.
Kontrol grubunda tespit edilen varyantlarin 8’1 benign, 3’ii olas1 benign ve 1 tanesi de
Oonemi bilinmeyen varyant olarak siiflandirildi.

Calismamizda saptanan 16 farkli TET2 geni varyantinin hasta ve kontrol
grubunda saptanan minor allel frekansi (MAF) degerleri ile gnomAD popiilasyon

veritabanindaki global MAF degerlerinin karsilastiriimasi tablo 4.4.’te gosterilmistir.
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Tablo 4. 2. Hasta grubunda saptanan varyantlar ve siniflandirmalari.
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cDNA degisimi Amlvr.lo.as!t [Ekzon/ Mutz_;lsyon Zigosite | Bilinen/Yeni Simif
Degisimi Intron Tipi
Gen ve Transkript: TET2 (NM_001127208.2)
€.1064G>A p.G355D 3 yanls Heterozigot | rs61744960 012.151
anlamli benign
€.3804-7577A>C - 6 intronik :omomgot/ rs2726518 Benign
eterozigot
C.5284A>G p.11762V 11 yanhs | HOMOZIgot | - 1450 Benign
anlamli Heterozigot
c.1088C>T p.P363L 3 aﬁ;‘fh Heterozigot | rs17253672 | Benign
c.5162T>G p.L1721W 11 aﬁ;lfh Heterozigot | rs34402524 |  Benign
C.5333A>G p.H1778R 11 aﬁ;‘fh Heterozigot | rs62621450 | Benign
c.86C>G D.P29R 3 yanhs | Homozigot' | 15498609 | Benign
anlamli Heterozigot
c.3970T>A p.S1324T 8 yanhs | oerozigot | rs1283545990 | | Onemi
anlamli bilinmeyen
C.652G>A p.\V218M 3 aﬁ;lfh Heterozigot | rs6843141 Benign
c.4140T>C p.H1380H 9 sessiz Heterozigot | rs3733609 Bening
¢.3084G>A 0.M1028l 3 yanlis =\ | oterozigot | rs375794667 | . OPemi
anlamli bilinmeyen
€.2599T>C p.Y867H 3 yanlis = poterozigot | rs144386291 Olasi
anlamli benign
¢5167C>T 0.P1723S 11 yanlis =\ | oiorozigot | rs146348065 | O1as!
anlamli benign
c.1572_1580del | p.E524 Q526del 3 delesyon | Heterozigot Yeni bi Onemi
ilinmeyen
¢.100C>T p.L34F 3 yanhis = etorozigot | rs111948041 | Olas!
anlamli benign




Tablo 4. 3. Kontrol grubunda saptanan varyantlar ve siniflandirmalari.
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cDNA degisimi Amlvr‘m.as!t [Ekzon/ Vary a_mt Zigosite Bilinen/Yeni Siif
Degisimi Intron Tipi
Gen ve Transkript: TET2 (NM_001127208.2)
¢.1064G>A 0.G355D 3 yanls | Homozigot/ |\ 012/ 960 | Olast
anlaml Heterozigot benign
¢.3804-7577A>C : 6 intronik | HOMOZIGOV | 7726518 | Benign
Heterozigot
C.5284A>G p.11762V 11 yanhs Homozigot' | > 154906 Benign
anlaml Heterozigot
€.1088C>T P363L 3 yanhs Heterozigot | rs17253672 Benign
anlamli
¢.5162T>G p.L1721W 11 yanls Homozigot' | 5440524 Benign
anlamli Heterozigot
C.4964C>T p.P1655L 11 yanhs Heterozigot | rs372419310 | , .Onem!
anlaml bilinmeyen
C.5333A>G p.H1778R 11 yanls Heterozigot | rs62621450 Benign
anlamli
yanlig . .
€.86C>G p.P29R 3 Heterozigot | rs12498609 Benign
anlamli
yanlig . .
C.652G>A p.V218M 3 Heterozigot rs6843141 Benign
anlamli
yanlig . .
c.4140T7>C p.H1380H 9 Heterozigot rs3733609 Bening
anlamli
€.2599T7>C p.Y867H 3 yanhs Heterozigot | rs144386291 Ola.‘Sl
anlaml benign
C5167C>T p.P1723S 11 yanhis =\ oerozigot | rs146348065 | Ol
anlaml benign
Tablo 4. 4. Tespit edilen varyantlarin hasta, kontrol grubu ve gnomAD popiilasyon
veritabani1 minor allel frekans (MAF) degerleri.
Varyant MS hastalarinda MAF* Kontrol grubu MAF gnomAD *
(n=100 allel) (n=60 allel) MAF
€.1064G>A A= %6 A= %8,3 A= %2,84
€.3804-7577A>C C= %54 C=%53,3 C=%63,14
€.5284A>G G= %33 G=%31,7 G= %30,09
€.1088C>T T=%7 T=%1,7 T=%4,97
€.5162T>G G= %18 G=%23,3 G=%11,56
€.5333A>G G= %3 G=%3,3 G= %3,67
€.86C>G G= %6 G= %5 G= %6,29
€.3970T>A A= %1 A= %0 A= %0,0019
€.652G>A A= %3 A= %17 A= %5,11
c.4140T>C C=%2 C=%5 C=%3,41
c.3084G>A A= %1 A= %0 A= %0,0051
€.2599T>C C=%1 C=%3,3 C=%0,73
c.5167C>T T=%1 T=%3,3 T=%0,72
¢.1572_1580del del= %1 del= %0 del= %0
¢.100C>T T= %1 T=%0 T=%1,56
€.4964C>T T=%0 T=%1,7 T=9%0,0051

*MAF: Minor Allel Frekansi, **gnomAD: genome aggregation database
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Daha once literatiirde klinikle iligkisi oldugu bilinen, hasta ve kontrol grubunda
sik karsilagilan TET2 geni 1s2726518 (¢.3804-7577A>C), rs3733609 (c.4140T>C /
p.H1380H), rs2454206 (c.5284A>G [/ p.11762V), rs34402524 (c.5162T>G /
p.L1721W), 1517253672 (c.1088C>T / p.P363L) tek niikleotid polimorfizmleri
genotipleri ve her bir polimorfizm i¢in ayr1 ayri allel frekanslari hesaplanmis, MS hasta
grubu ve kontrol grubu arasinda ayrica hasta grubunun MS’in klinik fenotipleri RRMS
ve SPMS’e sahip bireyleri arasinda karsilastirilarak hastalikla iliskileri her iki grupta

arastirilmistir.

4.1.¢.3804-7577A>C (rs2726518) Tek Niikleotid Polimorfizmi

€.3804-7577A>C SNP’sine bakildiginda hasta grubunda AA genotipi 13 (%26), AC
genotipi 20 (%40) ve CC genotipi 17 (%34) olguda bulunurken kontrol grubunda ise
AA genotipi 6 (%20), AC genotipi 16 (%53.3) ve CC genotipi 8 (%26.7) olguda
bulunmustur. ¢.3804-7577A>C SNP’si genotipleri ile MS arasinda anlamli bir iligki
saptanmamustir (p=0.51). Allel frekanslar karsilastirildiginda hasta grubunda 46 A
alleli ve 54 C alleli varken kontrol grubunda 28 A ve 32 C alleli bulunmustur. A ve C
allel frekanslari ile MS arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir (p=0.93) (Tablo
4.5.).

€.3804-7577A>C varyant1 genotipleri ile MS klinik fenotipleri arasindaki iliski
incelendiginde RRMS grubunda bulunan hastalarda AA genotipi 8 (%21.1), AC
genotipi 17 (%44.7), CC genotipi 13 (%34.2) olguda saptanmistir. SPMS grubunda
bulunan hastalarda AA genotipi 5 (%41.7), AC genotipi 3 (%25) ve CC genotipi 4
(%33.3) olguda saptanmistir. ¢.3804-7577A>C SNP’si genotip dagilimlari ile MS
klinik fenotipleri arasinda anlamli bir iligki bulunmamuistir (p=0.304). Allel frekanslar1
karsilastirildiginda RRMS grubunda bulunan hastalarda 33 A alleli ve 43 C alleli
varken SPMS grubunda bulunan hastalarda 13 A ve 11 C alleli bulunmustur. A ve C
allel frekanslar1 ile MS klinik fenotipleri arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir

(p=0.357).



37

Tablo 4. 5. Hasta ve kontrol gruplarindaki ¢.3804-7577A>C (rs2726518) genotip ve
allel dagilimi.

€.3804-7577A>C HASTA KONTROL p degeri
(n,%0) (n,%0)
AA 13 (26) 6 (20)
_ AC 20 (40) 16 (53.3)
Genotip cC 17 (34) 8 (26.7) 0.51
TOPLAM 50 (100) 30 (100)
A 46 (46) 28 (46.7)
Allel C 54 (54) 32 (53.3) 0.93
TOPLAM 100 (100) 60 (100)

4.2.¢.4140T>C / p.H1380H (rs3733609) Tek Niikleotid Polimorfizmi
€.4140T>C / p.H1380H SNP’si degerlendirildiginde hasta grubunda TT genotipi 44
(%96), TC genotipi 2 (%4) olguda bulunurken CC genotipine sahip olgu yoktur.
Kontrol grubunda ise TT genotipi 28 (%93.3), TC genotipi 1 (%3.3) ve CC genotipi 1
(%3.3) olguda bulunmustur. ¢.4140T>C / p.H1380H SNP’si genotipleri ile MS
arasinda anlamli  bir iliski saptanmamistir (p=0.43). Allel frekanslar
karsilastirildiginda hasta grubunda 98 T alleli ve 2 C alleli varken kontrol grubunda 57
T ve 3 C alleli bulunmustur. T ve C allel frekanslar1 ile MS arasinda anlamli bir iliski
saptanmamustir (p=0.93) (Tablo 4.6.).

c.4140T>C / p.HI380H varyant1 genotipleri ile MS klinik fenotipleri
arasindaki iligki incelendiginde RRMS grubunda bulunan hastalarda TT genotipi 36
(%94.7), TC genotipi 2 (%5.3) olguda saptanirken CC genotipine rastlanmamustir.
SPMS grubunda bulunan 12 hastanin hepsi TT genotipine sahiptir. ¢.4140T>C /
p.H1380H varyant1 genotip dagilimlar1 ile MS klinik fenotipleri arasinda anlamli bir
iliski bulunmamustir (p=0.417). Allel frekanslari karsilastirildiginda RRMS grubunda
bulunan hastalarda 74 T alleli ve 2 C alleli bulunmustur. SPMS grubunda bulunan
hastalarda 24 T alleli varken hi¢ C alleli bulunmamaktadir. T ve C allel frekanslar ile

MS klinik fenotipleri arasinda anlamli bir iligki saptanmamuistir (p=0.576)



Tablo 4. 6. Hasta ve kontrol gruplarindaki ¢.4140T>C / p.HI380H (rs3733609)

genotip ve allel dagilimi.
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€.4140T>C / p.H1380H HASTA KONTROL p degeri
(n,%) (n,%)
TT 48 (96) 28 (93.3)
. TC 2(4) 1(3.3)
Genotip cC 2(0) 1(33) 0.43
TOPLAM 50 (100) 30 (100)
T 98 (98) 57 (95)
Allel C 2(2) 3(5) 0.29
TOPLAM 100 (100) 60 (100)

4.3. ¢.5284A>G / p.11762V (rs2454206) Tek Niikleotid Polimorfizmi
€.5284A>G / p.11762V SNP’Si i¢in hasta grubunda AA genotipi 23 (%46), AG
genotipi 21 (%42) ve GG genotipi 6 (%12) olguda bulunurken kontrol grubunda ise
AA genotipi 13 (%43.3), AG genotipi 15 (%50) ve GG genotipi 2 (%6.7) olguda
bulunmustur. ¢.5284A>G / p.11762V SNP’si genotipleri ile MS arasinda anlamli bir
iligki saptanmamustir (p=0.66). Allel frekanslari karsilastirildiginda hasta grubunda 67
A alleli ve 33 G alleli varken kontrol grubunda 41 A ve 19 G alleli bulunmustur. A ve
G allel frekanslari ile MS arasinda anlaml bir iligski saptanmamistir (p=0.86) (Tablo
4.7.).

€.5284A>G / p.11762V  varyant1 genotipleri ile MS klinik fenotipleri
arasindaki iligki incelendiginde RRMS grubunda bulunan hastalarda AA genotipi 15
(9%39.5), AG genotipi 17 (%44.7), GG genotipi 6 (%15.8) olguda saptanmistir. SPMS
grubunda bulunan hastalarda AA genotipi 8 (%66.7), AG genotipi 4 (%33.3) olguda
saptanirken, GG genotipine rastlanmamusir. ¢.5284A>G / p.11762V varyant1 genotip
dagilimlar1 ile MS klinik fenotipleri arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir
(p=0.162). Allel frekanslar1 karsilastirildiginda RRMS grubunda bulunan hastalarda
47 A ve 29 G alleli varken SPMS grubunda bulunan hastalarda 20 A ve 4 G alleli
bulunmustur. A ve G allel frekanslar1 ile MS klinik fenotipleri arasinda anlamli bir

iliski saptanmamustir (p=0.050)



Tablo 4. 7. Hasta ve kontrol gruplarindaki ¢.5284A>G / p.11762V (rs2454206)
genotip ve allel dagilimi.
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€.5284A>G / p.11762V HASTA KONTROL p degeri
(n,%) (n,%)

AA 23 (46) 13 (43.3)
. AG 21 (42) 15 (50.0)

Genotip GG 6 (12) 26.7) 0.66
TOPLAM 50 (100) 30 (100)
A 67 (67) 41 (68.3)

Allel G 33 (33) 19 (31.7) 0.86
TOPLAM 100 (100) 60 (100)

4.4.¢.5162T>G / p.L1721W (rs34402524) Tek Niikleotid Polimorfizmi
€.5162T>G / p.L1721W SNP’si i¢in hasta grubunda TT genotipi 34 (%68), TG
genotipi 14 (%28) ve GG genotipi 2 (%4) olguda bulunurken kontrol grubunda ise TT
genotipi 18 (%60), TG genotipi 10 (%33.3) ve GG genotipi 2 (%6.7) olguda
bulunmustur. ¢.5162T>G / p.L1721W SNP’si genotipleri ile MS arasinda anlamli bir
iligki saptanamamistir (p=0.73). Allel frekanslar1 karsilastirildiginda hasta grubunda
82 T allelive 18 G alleli varken kontrol grubunda 46 T ve 14 G alleli bulunmustur.
T ve G allel frekanslar1 ile MS arasinda anlamli bir iliski saptanamamustir (p=0.41)
(Tablo 4.8.).

€.5162T>G / p.L1721W varyanti genotipleri ile MS klinik fenotipleri
arasindaki iligki incelendiginde RRMS grubunda bulunan hastalarda TT genotipi 27
(%71.1), TG genotipi 9 (%23.7), GG genotipi 2 (%5.2) olguda saptanmistir. SPMS
grubunda bulunan hastalarda TT genotipi 7 (%58.3), TG genotipi 5 (%41.7) olguda
bulunurken GG genotipine rastlanmamistir. ¢.5162T>G / p.L1721W varyant1 genotip
dagilimlar1 ile MS Kklinik fenotipleri arasinda anlamli bir iligki bulunmamistir
(p=0.386). Allel frekanslari karsilastirildiginda RRMS grubunda bulunan hastalarda
63 T alleli ve 13 G alleli varken SPMS grubunda bulunan hastalarda 19 T ve 5 G alleli
bulunmustur. T ve G allel frekanslar1 ile MS klinik fenotipleri arasinda anlamli bir

iligki saptanmamuistir (p=0.678).



Tablo 4. 8. Hasta ve kontrol gruplarindaki ¢.5162T>G / p.L1721W (rs34402524)

genotip ve allel dagilimi.
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€.5162T>G / p.L1721W HASTA KONTROL p degeri
(n,%) (n,%)
TT 34 (68) 18 (60)
_ TG 14 (28) 10 (33.3)
Genotip GG 10 2(67) 0.73
TOPLAM 50 (100) 30 (100)
T 82 (82) 46 (76.7)
Allel G 18 (18) 14 (23.3) 0.41
TOPLAM 100 (100) 60 (100)

4.5.¢.1088C>T / p.P363L (rs17253672) Tek Niikleotid Polimorfizmi

Son olarak ¢.1088C>T / p.P363L SNP’si degerlendirildiginde hasta grubunda CC
genotipi 44 (%88), CT genotipi 5 (%10) ve TT genotipi 1 (%2) olguda bulunmustur .
Kontrol grubunda ise CC genotipi 29 (%96.7), CT genotipi 1 (%3.3) olguda
bulunurken CC genotipi bulunmamaktadir. ¢.1088C>T / p.P363L SNP’si genotipleri
ile MS arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir (p=0.39). Allel frekanslari
karsilastirildiginda hasta grubunda 93 C alleli ve 7 T alleli varken kontrol grubunda

59 T ve 1 C alleli bulunmustur. C ve T allel frekanslar1 ile MS arasinda anlamli bir

iliski saptanmamustir (p=0.2) (Tablo 4.9.).

€.1088C>T / p.P363L varyant1 genotipleri ile MS klinik fenotipleri arasindaki
iliski incelendiginde RRMS grubunda bulunan hastalarda CC genotipi 32 (%84.2),
CT genotipi 5 (%13.2) TT genotipi 1 (%2.6) olguda saptanmistir. SPMS grubunda
bulunan 12 hastanin hepsi CC genotipine sahiptir. ¢.1088C>T / p.P363L varyanti
genotip dagilimlari ile MS klinik fenotipleri arasinda anlamli bir iligki bulunmamistir
(p=0.341). Allel frekanslar karsilastirildiginda RRMS grubunda bulunan hastalarda
69 C alleli ve 7 T alleli bulunmustur. SPMS grubunda bulunan hastalarda 24 C alleli
varken hi¢ T alleli bulunmamaktadir. C ve T allel frekanslari ile MS klinik fenotipleri

arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir (p=0.137)
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Tablo 4. 9. Hasta ve kontrol gruplarindaki ¢.1088C>T / p.P363L (rs17253672)

genotip ve allel dagilimi.

¢.1088C>T / p.P363L HASTA KONTROL p degeri
(n,%) (n,%)
ccC 44 (88) 29 (96.7)
_ CT 5 (10) 1(3,3)
Genotip T 10 ~(0) 0.39
TOPLAM 50 (100) 30 (100)
C 93 (93) 59 (98.3)
Allel T 7(7) 1(17) 0.2
TOPLAM 100 (100) 60 (100)
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5. TARTISMA

Merkezi sinir sisteminin kronik enflamatuar bir hastaligi olan MS, geng eriskinlerde
travmatik olmayan norolojik sakatligin yaygin nedenidir (88). Genetik ve gevresel
faktorler, multiple sklerozun ortaya ¢ikmasi ve ilerlemesinde rol oynamaktadir (58).
MS etiyolojisi hakkinda az bilgi mevcuttur ve bu inflamatuvar hastaligin gelisiminde
rol oynayan epigenetik olaylarin arastirilmasina olan ilgi artmaktadir (89). Multipl
sklerozda periferik kan mononiikleer hiicrelerinde TET2 geni ekspresyonu ve ShmC
diizeyi belirgin olarak azalmaktadir. MS deneysel modelinde Tet2 ekspresyonunun
indiiklenmesi ile T hiicre proliferasyonu giiclii bir sekilde baskilanmaktadir. GWAS
analizlerinde MS patogenezi ile iliskilendirilen 48 yeni varyantin arasinda TET2 geni
de bildirilmistir (85). Multipl sklerozun inflamatuvar 6zelligi g6z oniine alindiginda,
TET2 enziminin ve ShmC seviyelerinin azalmasi, MS patogenezinin inflamatuvar
stiregleri ile iligkili olabilir (8,9). Calismamizda TET2 geninin genel mutasyon
taramasiyla birlikte yaygin olarak tespit edilen SNP’leri dizilenerek, bu polimorfik
varyantlarin MS etiyolojisi ve hastaliga yatkinlikla iligkisi incelenmistir.

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol gruplari arasinda yas ortalamasi
yoniinden istatistiksel anlamli fark yoktu (p>0.05). Calismamizdaki MS hastalarinin
cinsiyetleri kiyaslandiginda kadin/erkek orani 1,94:1 olarak bulunmustur. Kadinlarda
MS daha sik goriilmekle birlikte, 2013 MS atlasina gére hastaligin global olarak
kadinlarda erkeklere gore goriilme orani yaklasik 2 kat daha fazladir. Tiirkiye i¢in ise
kadin/erkek orani 1,96/1 olarak bildirilmistir (18). Calismamizin sonucu bu literatiir
verileri ile uyumludur.

MS hastalar1 klinik olarak hastalik seyrine gore dort ana kategoride
gruplandirilmaktadir (90). Bu hastalik fenotiplerinden RRMS %85-90 siklikta, PPMS
ise %10-15 siklikta rastlanmaktadir (50). Tiirk MS hasta popiilasyonu ile yapilan bir
caligmada %67.8 oranla RRMS sikliginin Avrupa popiilasyonuna goére azaldigi
bildirilmistir (91). Calismamizdaki MS hastalarinin %76’st RRMS, %24’ SPMS
klinik fenotipine sahipken diger klinik fenotiplerine rastlanmamistir. Avrupa merkezli
yapilan ¢aligmalarda RRMS siklig1 Fransa’da %87, Finlandiya’da %89 olarak rapor
edilmistir (92,93). Tiirkiye’de SPMS sikliginin %31.4 ve Fransa’da ise %37 oldugu
bildirilmistir (91,92). Bu verilerle ¢calismamiz Avrupa popiilasyonu ile kiyaslandiginda

Tiirk popiilasyonunda RRMS ve PPMS sikliginin azaldigini desteklemektedir.
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TET2 geninin  fonksiyonunu bozan mutasyonlar, 5-metilsitozinin
hidroksilasyonunu etkilemekte ve miyeloid kanserlerin etiyolojisinde rol almaktadir
(10). Bununla birlikte, germline SNP’leri ile hastalik prognozunu iliskilendiren
kanitlar yapilan ¢alismalarla artmaktadir (94). TET2 geninin 9. Ekzonunda bulunan
rs3733609 C/T (p.H1380H) genotipi myeloproliferatif neoplazilere (MPN) herediter
yatkinlikla iligkilendirilmistir.  TET2 1s3733609 C/T varyantina sahip MPN
hastalarinda  tespit edilen TET2 mRNA transkripsiyonu azalmasinin,
CCAAT/enhancer binding protein alpha (C/EBPA) ve TET2 rs3733609 C/T lokuslari
arasindaki etkilesimin bozulmasma sebep oldugu ve bu sekilde TET2 genindeki
fonksiyon kaybindan sorumlu oldugu 6ne siiriilmiistiir (82). TET2 geninin tanimlanan
bir bagka SNP’si 11. ekzonda bulunan TET2 rs2454206 (p.lle1762Val)’dir. Yapilan
fonksiyonel analizlerde rs2454206 ile CXXC finger protein 4 (CXXC4) ekspresyonu
arasindaki iligki gosterilmistir. CXXC4, kaspaz aktivitesini bozarak TET2 geninin
negatif regiilasyonunda rol alir. Pediatrik AML hastalarinda bu SNP’nin prognostik
belirteg olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmektedir (83). TET2 rs2454206 SNP’si
hematolojik maligniteler disinda, nonalkolik yagli karaciger hastalarinda caligilmus,
p.llel762Val substitiisyonu ile Tip 2 diyabet arasinda bir iliski gosterilmistir (84).
International Multiple Sclerosis Genetics Consortium (IMSGC)’un  yaptigi
Immunochip calismasinda TET2 geni intronik tek niikleotid varyanti rs2726518
(c.3804-7577A>C) MS’e yatkinlik ile iligkili bulunmustur (85). Anwar ve ark.
yaptiklar1 vaka takdiminde MDS hastasinda tespit edilen ¢.5162 T>G, p.L1721W
(rs34402524) varyantinin TET2 geninin fonksiyonunu bozabilecegini bildirmistir
(86). B. C. Schroer ve arkadaslar1 yaymladiklar1 bildiride TET2 p.P363L (rs17253672)
varyantinin sistemik mastositoz ve hipereozinofilik sendrom ile iligkili olabilecegini
one siirmiiglerdir (87). Calismamizda ayrintili olarak irdeledigimiz 5 SNP; ¢.3804-
7577A>C (rs2726518), ¢.4140T>C / p.H1380H (rs3733609), ¢.5284A>G / p.11762V
(rs2454206), ¢.5162T>G / p.L1721W (rs34402524) ve c¢.1088C>T / p.P363L
(rs17253672) genotipleri ve allelleri ile MS arasinda istatistiksel anlamli bir iligki
bulunamamaistir. Calismamizda ayni varyantlarin MS klinik alt tipleri olan RRMS ve
SPMS grubunda bulunan hastalarin genotip dagilimlar1 ve allelleri ile MS arasinda
anlamli bir bir iligki de tespit edilememistir (p>0.05). Bunun sebebi kisitli MS hasta
grubu katilimci sayis1t ve TET2 geni ekspresyon diizeyi gibi fonksiyonel analizlerin

yapilamamasindan olabilir.
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Yapilan caligmalar, ShmC kaybinin glioma, melanom ve miyeloid tiimdrler
gibi malignitelerin 6nemli bir 6zelligi oldugunu gostermektedir (95-100). TET2
mutasyonlarinda 5ShmC diizeyinin diistiigii gosterilmistir (101). Kraus ve ark. glioma
olgular ile yaptiklar1 ¢alismalarinda TET2 geninde p.V218M, p.G355N, p.P363L,
p.L1721W, p.P1723S, p.I1762V, p.H1778R olmak {izere 7 farkli  varyant
saptamiglardir. Bu saptanan varyantlarla 5-hmC diizeyi arasinda korelasyon tespit
edememislerdir. 5-hmC diizeyinin diisiik olmasina sebep olan mekanizmanin TET2
geni mutasyonlarindan ziyade gen ekspresyonunun bozulmasi, TET proteinlerinin
fonksiyonel inhibisyonu gibi olaylarin sorumlu olabilecegini bildirmislerdir (102).
Bizim c¢alismamizda da ayni varyantlar tespit edilmis olup, 5-hmC diizeyi Sl¢iilmesi
mimkiin olmamistir. MS’deki epigenetik degisikliklere ve TET2 geni fonksiyon
bozukluklarina benzer mekanizmalar sebep oluyor olabilir. Daha genis MS hasta
grubu, 5-hmC diizeyi, TET2 geni ekspresyonunun Ol¢iilmesi, TET proteinlerinin
fonksiyonel analizi gibi yontemlerle zenginlestirilerek bu konunun arastirilmasi
etiyopatogenezin aydinlatilmasi igin gereklidir.

MS’in genetik etiyolojisi ve nadir genetik varyantlarin hastaliga katkis1 heniiz
acik degildir. Ailevi MS formlar1 tanimlanmis olmasia ragmen, bugiine kadar
hastaligin etiyolojisini agiklayan nadir ve penetran varyantlar bildirilmemistir (103).
MS yaygin, kompleks genetik bir hastaliktir ve kalitim riskinin %20’°si ancak GWAS
aragtirmalart ile elde edilen sik rastlanan genetik varyantlarla agiklanabilmektedir
(104). IMSGC tarafindan yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada diisiik frekansh
(MAF<%S5) varyantlarin MS riski ile iliskili oldugu bildirilmistir (105). Caligmamizda
11 adet popiilasyon veritabanlarinda diisiik frekansli varyant saptanmistir. Bunlardan
€.1064G>A ve c.1088C>T varyantlarinin ¢alismamizdaki MS hasta grubundaki MAF
degeri %5’in iizerinde tespit edilmistir (Bkz. Tablo 4.4.). Ziliotto ve ark. yaptiklari
caligmalarinda {i¢ ailenin MS hastalarinin tamaminda ve aralarinda akrabalik bagi
bulunmayan MS hastasi kohortunda ¢.1064G>A (rs61744960) varyantt A allel
frekansinin popiilasyon veritabanlarina gore artmis oldugunu ve bu varyantin MS ile
iligkisi agisindan arastirilmasi gerektigini onermislerdir (106). Calismamizin bulgulari
bu veriyi desteklememekle birlikte, kontrol grubunda da A alleli frekansinin
popiilasyon veritabanina gore artmis olmasi nedeniyle daha genis ¢alisma grubu ile
caligmalarin yapilmasi gereklidir. Bunun yaninda diisiik frekansli varyant olarak

€.3970T>A (rs1283545990) 1 hastada tespit edilmistir. ClinVar’da herhangi bir klinik
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ile iligkilendirilmeyen bu varyant popiilasyon veritabanlarinda 3 kontrol 6rneginde
bildirilmis olup MAF degeri 0.0019°dur. TET2 geninin evrimsel olarak korunmus
domaininde bulunan bu yanlis anlamli varyantin yapilan in-silico analizine gore
MutationTaster’da hastalik yapici, SIFT (Sorts Intolerant From Tolerant, skor: 0.082)
ve Provean’da (skor: -1.49) ise benign olarak Ongoriilmektedir. Bu verilerle
€.3970T>A varyanti 2 patojenik orta (PM1, PM2) ve 1 destekleyici benign (BP4) kanit
diizeyi ile ile 6nemi bilinmeyen varyant (VUS) olarak siiflandirilmistir. Bu varyantin
patojenitesinin degerlendirilebilmesi i¢in daha c¢ok hastada arastirilmasina ve
fonksiyonel analizlere ihtiyag¢ vardir. Bir bagka saptanan diisiik frekansli varyant TET2
geni 3. ekzonunda bulunan ¢.3084G>A (rs375794667) degisimidir. Bu degisim hasta
grubunuda 1 allelde saptanmistir. Kontrol grubunda ise bulunmamaktadir. Yapilan in-
silico analizlere gore; MutationTaster hastalik yapici, SIFT hasarlayict (skor= 0.004)
olarak ongormektedir. ACMG 2015 kriterlerine gore sadece 1 destekleyici patojenik
(PP3) kriterini karsilamakta olup hakkinda daha c¢ok veri saglamak icin aile i¢inde
hasta olan ve olmayan bireylerdeki dagiliminin arastirilmast ve fonksiyonel
calismakarka desteklenmelidir. Son diisiik frekanslhi varyant olarak TET2 ¢.100C>T
(rs111948941) degisimi ¢alismamizin hasta grubunda 1 allelde saptanmis, kontrol
grubunda hi¢ rastlanmamaistir. Uniprot veritabaninda bu degisim polimorfizm olarak
degerlendirildigi icin ACMG 2015 kriterlerine gore bu varyant olas1 bening (kanitlar;
PP3, BSI1, BP6) olarak smiflandirilmistir ve fenotiple iligskisi oldugu
diistiniilmemektedir.

Yapilan dizi analizi sonucunda c¢alismamizda tespit edilen TET2
€.1572_1580del / p.E524 Q526del varyanti kontrol grubumuzda bulunmamakla
birlikte daha oOnce literatiirde bildirilmemis olup yeni (novel) varyant olarak
degerlendirilmistir. Bu ¢ergeve i¢i (in-frame) delesyon sonucunda TET2 geninin 3.
ekzonunda 9 bazlik (GCTACAGGA) yani 3 kodonluk bir kayip meydana gelmistir.
Bu cergeve i¢i delesyon TET2 geninin tekrar bolgeleri disinda olup; 3 kodon kaybi ile
birlikte protein uzunlugunda 3 aminoasitlik bir kisalmaya sebep olmustur. Bu varyant
ClinVar, dbSNP veritabanlarinda ve gnomAD exomes, gnomAD genomes, ESP, 1000
Genomes Project, EXAC gibi popiilasyon veritabanlarindaki kontrollerde
bulunmamaktadir. AML hastalar1 ile yapilan bir ¢alismada TET2 geninde saptanan
mutasyonlarinin %61.1°1 nokta mutasyonu, %22.1°1 delesyon, %16’°s1 duplikasyon ve

%0.8’1 insersiyon olarak bildirilmistir. Bu mutasyonlar biitiin ekzonlara yayilmis
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olmakla birlikte mutasyonlarin biiyliik cogunlugu 3. ve 11. ekzonda yer almaktadir
(107). TET2 geninin ilki 1104-1478. ikincisi ise 1845-2002. aminoasitler arasinda
bulunan iki adet evrimsel korunmus domaini mevcuttur (108). TET2 p.E524_Q526del
varyant1 bu domainlerin disinda olup in-silico analizlere gore (GERP++ rejected
substitutions = 0.359 skoru 6.8’den kiiciik) benign olarak dngodriilmektedir. Ayrica
hastanin aile bireylerinde bu varyantin analizi miimkiin olmamustir. Bu veriler 1s18inda
ACMG 2015 kriterlerine gore patojenite i¢in 2 orta (PM2,PM4) ve 1 adet destekleyici
benign (BP4) kanitlari ile 6nemi bilinmeyen (VUS) varyant olarak siniflandirilmistir.
Saptanan bu yeni varyantin kesin olarak yorumlanabilmesi i¢in bu degisimin aile
icindeki etkilenmis ve etkilenmemis bireylerde analiz edilmesi ve fonksiyonel
calismalarin yapilmasi gereklidir.

MS’in patogenezindeki ndrodejeneratif siire¢ ve immiin sistemin fonksiyonun
bozulmasinda, ilgili genlerin ekspresyonlarmin diizensizligi yani modifiye protein
fonksiyonu 6nemli role sahiptir. MS’de bu genlerin transkripsiyonlar1 epigenetik
mekanizmalar tarafindan diizenlenir (3). TET2 6nemli bir epigenetik diizenleyicidir
ve MS’de ekspresyonunun azaldigi bilinmektedir (9). Bildigimiz kadariyla literatiirde
MS hastalarinda tiim TET2 geni varyantlarinin arastirildigi bir ¢alisma yoktur. Yeni
nesil dizi analizi yontemiyle TET2 geni varyantlarini analiz ettigimiz bu ¢alismada
€.3804-7577A>C (rs2726518), ¢.4140T>C / p.H1380H (rs3733609), c.5284A>G /
p.11762V (rs2454206), ¢.5162T>G / p.L1721W (rs34402524) ve ¢.1088C>T /
p.P363L (rs17253672) gibi literatiirde baska fenotiplerle iliskilendirilmis polimorfik
varyantlar hasta ile kontrol grubu ve ayrica hastalarin klinik alt gruplari arasinda
karsilagtiritlmis olup MS ile anlamli bir iliski tespit edilememistir. Hasta ve kontrol
grubunun az katilimcidan olusmasi ¢alismamizin kisitlamalarindan biridir. TET2
genindeki bu polimorfizmlerinin Tiirk MS hasta popiilasyonundaki etkilerinin daha
etkin degerlendirilebilmesi i¢in daha genis hasta ve kontrol grubu 6rneklerine ihtiyag
vardir. Yine de mevcut verilerimiz Tirk MS hasta popiilasyonu i¢in literatiire
baslangi¢ verisi sunmustur.

SNP’lerin yani sira son zamanlarda MS’te diisiik frekansli varyantlarin
(MAF<%5) oneminden bahsedilmektedir (105). Calismamizda tespit edilen diisiik
frekansli varyantlardan ¢.1064G>A (rs61744960) hem hasta hem de kontrol grubunda

olduk¢a yiiksek ¢ikip, literatiir verisini desteklememektedir. Ayrica ¢alismamizda
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yapilan yeni nesil dizileme analizi sonucunda bir adet yeni TET2 geni varyant1 olan
TET2 ¢.1572_1580del (p.E524_Q526del) hasta grubunda saptanmustir.

Ozetle bu tez calismasi bilgilerimize gore Tiirk toplumunda MS hastalarinda
TET2 geni varyantlarinin arastirildigi ilk ¢alismadir. Ayrica literatiirde MS hastalarini
€.3804-7577A>C (rs2726518), ¢.4140T>C / p.H1380H (rs3733609), c.5284A>G /
p.11762V (rs2454206), ¢.5162T>G / p.L1721W (rs34402524) ve c¢.1088C>T /
p.P363L (rs17253672) SNP’leri agisindan degerlendiren baska bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Ayrica bir yeni TET2 geni varyanti tanimlanmistir. Bu yoniiyle
calismamiz bundan sonra yapilacak olan TET2 geni dizi analizleri i¢in literatiire

zengin ve kritik dneme sahip verileri saglamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

50 MS hastas1 ve 30 saglikli kontrol ile yaptigimiz calismada TET2 genine ait
tiim varyantlarin MS ile iliskisi arastirilmistir. Bununla birlikte MS Klinik subtipleri ve
calisma popiilasyonunun demografik veriler de elde edilmistir.

Calismamizda MS kadinlarda 1.96 kat daha siktir. MS klinik seyir tiplerinden
literatlirle uyumlu olarak en ¢ok % 76 oranla RRMS’e rastlanmistir. Bu veri diger
popiilasyonlardaki RRMS sikligindan azdir. Tiirk popiilasyonunda arttig1 bildirilen
SPMS Klinik fenotipi ¢alismamizda da %24 oranla ikinci en sik gozlenen MS klinik
subtipidir.

Literatirde MS disinda baska klinik fenotiplerle iliskilendirilmis, TET2
geninin fonksiyonunu etkiledigi 6nerilen ya da GWAS calismalari ile MS’e yatkinlik
yarattig1 bildirilen 5 SNP; ¢.3804-7577A>C (rs2726518), ¢.4140T>C / p.H1380H
(rs3733609), ¢.5284A>G [/ p.11762V (rs2454206), c¢.5162T>G / p.L1721W
(rs34402524) ve ¢.1088C>T / p.P363L (rs17253672) genotipleri ve allelleri ile MS
arasinda iliski bulunamamistir (p>0.05). Ayn1 polimorfizmler i¢in RRMS ve SPMS
hastalar1 ve MS arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir (p>0.05). Calismamiza
kisith sayida katilimcr alindigindan, daha genis bir hasta grubunda bu varyantlarin
calisilmas1 ve TET2 geni ekspresyon diizeylerinin o6l¢lilmesinin faydali olacag:
kanaatindeyiz.

Calismamizda saptanan diisiik frekansli ve nadir varyantlar1 olan TET2
€.1064G>A / p.G355D, ¢.3970T>A / p.S1324T, c.3084G>A / p.M10281 ve
€.1572_1580del /p.E524_Q526del’in klinik 6nemleri bilinmemektedir. Ayrica TET2
€.1572_1580del / p.E524_Q526del daha once literatiirde bildirilmemis yeni (novel)
bir mutasyondur. Bu varyantlar i¢in ¢aligmalara daha genis popiilasyonlarin dahil
edilmesi, aile ¢aligmalar1 ve fonksiyonel analizlerin yapilmasi Onerilerimiz

arasindadir.
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