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Noroloji

Multipl Skleroz’da
Sitokin Diizeyleri

OZET Multipl Skleroz (MS) tedavisinde interfe-
ron-beta'nin klinik kullaniminin baglamasi ile bir-
likte, bu hastalikta sitokinlerin rolii iizerinde yapi-
lan ¢alismalar yogunluk kazanmistir. Yapilan ¢ok
sayida laboratuvar ve klinik ¢alisma, sitokinlerin
hastalik seyrinin izlenmesinde ve tedavide faydali

olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢alismada
MS'nin immiinolojik ve klinik siirecinde 6nemli rol
oynadig diistiniilen proinflamatuvar sitokinlerden
IL-1,IL-2,TNF-o. ve IFN=y'nin hastaligin atak ya da
kétiilesme déneminde ve tedavi sonrasindaki degi-
simleri degerlendirilmektedir.

Anahtar kelimeler: Multipl skleroz, sitokinler, in-
terferon, interlokin, tiimér-nekroz faktér-alfa

Cytokines in multiple sclerosis

ABSTRACT The research on the role of cyto-

kines in MS has gained more interest especially
after the widespread clinical application of IFN-be-
ta treatment for this disease. The intense labora-
tory and clinical work on the field, however, have
suggested that the cytokines could be of help in

following the course and planning the treatment
of MS. In this study, the levels of proinflammatory
cytokines (IL-1, IL-2, TNF-o. and IFN-y) that are tho-
ught to have an important roles in immunological
and clinical course of MS have been evaluated du-
ring exacerbation and post-treatment period.

Key words: Multiple sclerosis, cytokines, inter-
feron, interleukin, tumor-necrosis factor-alfa.

GiRiS VE GENEL BIiLGILER

Multipl skleroz (MS), santral sinir sistemi
(855)'nin inflamatuvar demiyelinizan bir has-
tahigidir. Etiyolojisi hentiz bilinmemekle birlik-
te, halen lizerinde calisilmakta olan farkl hipo-
tezler mevcuttur. Eldeki verilerin 1siginda,
MS’nin otoimmiin kokenli bir hastalik oldugu
yonindeki hipotez kuvvet kazanmistir. Ancak
tanimlanan bu immiinolojik fenomenlerin has-
taliktaki primer olay mi, yoksa diger bir siirece
sekonder gelisen bulgular mi oldugu heniiz
acikliga kavusmamuistir.

Sitokinler, polimorfik 6zellikte, diisiik mole-
kiiler agirlikli proteinlerdir. Bu molekiiller im-
min ve inflamatuvar cevaplarin olusumu ve
diizenlenmesinde rol oynarlar. Immiin cevabin
"aktivasyon" fazinda lenfositlerin bilyiime ve
farkhllasmasini  (diferansiasyonu) stimiile
ederlerken, "effektor" fazda ise antijenik ma-
teryali ve mikrobik ajanlari yok eden hiicreleri
aktive ederler.'”® Immiin sistemdeki pekcok
hiicre ve SSS’deki hiicreler tarafindan salgila-
nirlar (T hiicreleri, makrofajlar, astrositler, oli-

godendrositler ve mikroglia). Sitokinler, bir-
¢ok fizyolojik cevapta onemli rol oynayan,
hastaliklarin patofizyolojisinde etkili olan, te-
rapOtik potansiyele sahip bir protein grubu-
dur.** Sitokinler SSS acisindan da 6zgiin bir ro-
le sahiptirler. Ates, néroendokrin aktivasyon,
yabanci antijene kars1 immiin cevabin regiile
edilmesi, hiicresel ve humoral immiinite ile
inflamatuvar cevabin gelisimi sirasinda énem-
li bir gérev Ustlenirler.*

Protein yapisindaki antijenlere karsi, CD4+
helper: yardimc1 T hiicreler farkli sitokin grup-
larin1 sentezleyen effektor hiicre alt tiplerine
(Th1 ve Th2) donistirler. Boéylece, farkl sito-
kinleri sentezleyebilme 6zelligi kazanarak,
farkl effektdr fonksiyonlar1 gerceklestirebilir-
ler. Th1 hiicrelerinin en belirleyici sitokini [FN-
g iken, Th2 hiicrelerinin ki IL-4 ve IL-5’tir. Thl
ve Th2 alt gruplar ayni prekiirsor hiicreden
koken alirlar (naive CD4+ T lenfosit). Th1/Th2
farkhilasim paterni, immiin cevabin erken do-
neminde gelisen stimuluslar tarafindan belir-
lenmektedir. Farkhilasimi indiikleyen en énem-
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li stimulus ise sitokinlerdir. IL-12; Th1 hiicrele-
re doniistimii saglarken, IL-4; Th2’ye donisi-
mi stimiile eder. Aym sitokinler bu alt grupla-
rin cogalmasini saglamak {izere bliytime fakto-
rii gibi de islev goriirler. Sitokin digindaki bazi
faktorler de helper T lenfosit farklilasimida
rol oynamaktadir. Bu faktorler arasinda; anti-
jen miktari, antijen-sunucu hiicrelerde ekspre-
se edilen kostimiilatorler, genetik yap: ozellik-
leri sayilabilir. Aymi mikrobik ajana karsi degi-
sik genetik yapiya sahip cinslerin bir kisminin
Thl yamti, diger bir kismimn ise Th2 yaniti
olusturdugu belirlenmistir, bu yanita yol acan
gen bilinmemektedir.'

Hem proinflamatuvar (Thl kokenli), hem
de antiinflamatuvar (Th2 kokenli) sitokinlerin
MS patogenezinde rolil oldugu 6ne sturtilmek-
tedir.>™**2 MS gelisiminde katkis1 oldugu dusi-
niilen sitokinlerin, SSS’e giren otoreaktif CD4+
hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinler ol-
mas1 olasi gorunmektedir, daha sonra da
SSS’e giren diger inflamatuvar hiicrelerin ve
aktive glial hiicrelerin sitokin salgis1 bunu ta-
kip etmektedir. IL-1B, IFN-y, lenfotoksin (LT)
ve TNF-o gibi proinflamatuvar sitokinler diger
inflamatuvar hiicrelerin SSS icine girisinde en
etkin role sahip molekiillerdir. MS lezyonlarin-
da IL-1B, IL-2, IFN-y, TNF-o. ve LT gibi proinfla-
matuvar sitokinlerin, hem pro, hem de antiini-
lamatuvar fonksiyona sahip bir sitokin olan IL-
6'nin sentezinin arttigi gosterilmistir, ayni ar-
tis MS’li hastalarin beyin-omurilik sivis1 (BOS)
ve serumlarinda da saptanmistir. Pekcok calig-
mada, MS' li hastalarin (ataklarla giden:RR ve
progressif: P MS formlarinda) sitokin diizeyleri
serum, beyin-omurilik sivis1 (BOS) ve hiicre kil-
tiirlerinde tetkik edilmigtir 568162021:222526.29.31:36.55-42
Bildirilen negatif sonuclar da bulunmasina
ragmen, genellikle elde edilen veriler sitokin-
lerin MS'de hastalik aktivitesini degerlendir-
mek ve terapétik yaklasimlarr ydnlendirmek
acisindan énemli oldugunu distindirmekte-
dir. Bugiinkii veriler 1s18inda; MS’teki patoje-
nik mekanizmanin baglatilmasinda ve stirdi-
riillmesinde rol alan soliibl mediatorler arasin-
da, proinflamatuvar sitokinlerin (TNF-o/,
IFN-y, IL-1 o/f ve IL-6) 6nemli olduguna inanil-
maktadir. MS hastalarindan elde edilen immii-
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nolojik ve patolojik veriler de bu goriist des-
teklemektedir. Bu veriler sodyle siralanabilir:
Proinflamatuvar sitokinler;

Aktif MS plaklarinda bulunurlar,

MS’nin aktif faz1 sirasinda serumda dizey-
leri artmigtir,

MS hastalarinin dolasimda bulunan me-
mory: bellek T hiicrelerini, antijen 6zglinligi
gozetmeksizin aktive ederler,

MS hastalarina sistemik olarak uygulanir-
larsa klinik ataga yol acarlar.”

Sitokinler arasindaki kompleks iligkilerin
MS’nin seyri sirasindaki temel klinik degisik-
liklerin gelisimini kolaylastirabilecegi ileri si-
riilmektedir. Nitekim, klinik ataklarin olusu-
mu; IFN-y, TNF-o. ve bunlarin reseptor ekspres-
yonunun artigi ile beraber iken, remisyon fa-
zinda TGF-f3, IL-10 ve IL-1 reseptOr antagonist-
lerinin sekresyonunda artis s6z konusudur. Si-
tokinlerin hastaligin baslangici ya da seyrini
belirlemede olas: diizenleyici etkileri nedeniy-
le, MS-genetik asosiyasyon calismalarinda da
sitokin genleri favori adaylar olarak arastiril-
maktadir.®¥

Literatiirde bildirilen bu bilgiler 1s18inda,
biz de calismamizda proinflamatuvar sitokin-
lerin atak sirasinda serum ve BOS’taki degerle-
ri ile tedavi sonrasi serum degerlerini, yliksek
doz kortikosteroid tedavisinin bu sitokinler
{izerindeki etkisini MS'nin degisik klinik form-
larinda ve saglikl kontrol grubunda saptama-
y1 amacladik.

MATERYAL VE METOD

istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiil-
tesi Noroloji Anabilim Dali Multipl Skleroz polik-
linigince izlenmekte olan Poser kriterlerine gore
"kesin Multipl Skleroz" tanisi konan 54 hasta ca-
lismaya alinmistir. Bu hastalardan 38 tanesi
ataklarla giden tip MS:RR-MS (13’11 erkek, 25’i
kadim), 16 tanesi de progressif MS:P-MS [6 ta-
nesi sekonder progressif MS:SP-MS (4’0 erkek,
2’si kadin) ve 10 tanesi de primer progressif
MS:PP-MS (5 erkek ve 5 kadin) olmak Uzere]
tanis1 almuslardi (National Multiple Sclerosis
Society:USA Advisory Committee i¢in Lublin
FD ve Reingold SCnin tamimladig: kriterlere




gore).” RR-MS grubundaki hastalar bize bas-
vurmadan onceki ondoért giin icinde yeni geli-
sen motor, duysal, serebellar yada viziiel
semptom tanimlamaktaydilar. Uriner enfeksi-
yon, st solunum yolu enfeksiyonu gibi araya
giren ve hastalikta kotillesmeye yol acan du-
rumlar sdézkonusu ise tablo klinik atak olarak
kabul edilmedi ve bu tip hastalar calismaya
alinmadilar. Progressif MS olgulari; calismaya
dahil edilme Oncesi son 6 ay icinde, EDSS
(Kurtzke’s Expanded Disability Status Sca-
le)’de 21.0 puan artis gozlenen hasta grubun-
dan secildi. Dort optik norit (ON) ve 2 akut
dissemine ensefalomiyelit (ADEM) vakas1 da
caligmaya alindi. BOS ve ilk serum orneginin
alinmas: sirasinda ve 6ncesindeki ti¢ aylik pe-
riod boyunca hastalar herhangi bir immuno-
supressif ya da immiinomodiilatuvar ilac teda-
visi almamiglardi. BOS ve ilk serum 6rnegi RR-
MS grubunda atak déneminde, P-MS grubunda
ise kotlilesme ya da yeni bir bulgunun eklendi-
gi donemlerde alindi. Ardindan tiim hastalara
tedavi olarak yliksek doz (1000 mg/giin) intra-
vendz:iv metil prednizolon, yedi ya da on giin
siire ile uygulandu. Ikinci serum 6rnekleri teda-
viden iki ay sonra alindi.

Kontrol grubu olarak norolojik ve inflama-
tuvar bir hastaligi bulunmayan, hastaneye
trolojik cerrahi girisim amaciyla yatirihip, spi-
nal anestezi uygulanan 10 hasta secildi.

Tiim serum ve BOS 6rnekleri —24°C’de don-
durularak deney giintine kadar biriktirildi. Ca-
lismamizda; ELISA yontemi kullanilarak, BOS ve
serum orneklerinde IL-1B, IL-2, TNF-o. ve IFN-y
diizeyleri saptandi. Calismada Genzyme Diag-
nostics, MA, USA firmasmin kitleri kullanildi.

Calisilan her sitokine ait ortalama ve stan-
dart deviyasyon degerleri hesaplandi. Her sito-
kin hastalar arasindaki farkl gruplardaki deger-
lerine gore ve kontrol grubu ile karsilastirildi.

BULGULAR

Tedavi 6ncesi alinan BOS ve serum ile te-
davi sonrasi alinan serum 6rneklerindeki sito-
kin degerleri hasta ve kontrol grubunda karsi-
lagtirildi, ayni degerlendirme RR-MS tanili has-
talar ile P-MS tanililar arasinda da yapildi.

Noroloji

Tedavi 6ncesi alinan BOS ve serum 6rnek-
lerinde IL-1b diizeyleri kontrollere gore belir-
gin olarak ytksek bulundu (BOS ic¢in p=0.03,
serum icin ise p=0.02 idi) (Tablo 1 ve 2, Figiir
la ve 1b). BOS IL-1b diizeyi RR-MS grubunda
P-MS grubuna gore daha yiiksek iken (p=0.02),
serum degerlerinde anlamli farklilik gozlenme-
di (Tablo 1 ve 2). Tedavi sonrasi dénemde, se-
rum [L-1b seviyeleri tedavi 6ncesine gore be-
lirgin bir diisiis gosterdi (p=0.0003) (Tablo 3
ve 4, Figiir 1b).

BOS IL-2 diizeyleri hasta ve kontrol grubun-
da anlaml farklilik gostermiyordu (Tablo 1, Fi-
gir 2a). Hastalik tipinden bagimsiz olarak, se-
rum IL-2 hastalarda hem tedavi dncesi, hem
de tedavi sonras1 donemde belirgin olarak
yliksekti (Tedavi 6ncesi p=0.0097, tedavi son-
ras1 p=0.039) (Tablo 2 ve 3, Figiir 2b).

IFN-y tetkiklerinde hastalarda ve kontrol
grubunda belirgin bir farklilk saptanmadi
(hem tedavi 6ncesi hem de tedavi sonrasinda)
(Tablo 2,3 ve 4, Figiir 3b). Ancak, BOS IFN-y dii-
zeyi P-MS’lilerde RR-MS’lilere gore daha dii-
stktl (p=0.036) (Tablo 1, Figiir 3a).

TNF-o. serumda ve BOS’ta hem hasta, hem
de kontrol grubunda saptanabilir diizeyde bu-
lunmadi.

TARTISMA

Sitokinler santral sinir sisteminde hem fiz-
yolojik, hem de patolojik sartlarda dnemli rol-
leri olan mediatorlerdir. Diger sitokinleri bas-
kilama (suprese) ya da stimiile etme fonksiyo-
nu yanisira otokrin ve parakrin fonksiyonlara
da sahiptirler. SSS’deki sitokin ekspresyonu
konusunda yapilan calismada; IL-1B’nin diisiik
diizeylerde ak maddede, IL-2'nin yogun bir sekil-
de hem korteks, hem de ak maddede; [FN-y'nin
dustik diizeylerde hem korteks hem ak mad-
dede, TNF-o'nin ise sinirli miktarda noronlar-
da eksprese oldugu ortaya konmustur.® De-
ney hayvanlarinda fizyolojik kosullarda sito-
kinlerin ve reseptorlerinin ekspresyonu diisiik
duzeylerde iken, kafa travmasi ya da enfeksi-
yon gibi patolojik kosullarda ekspresyonlari
hizli bir artis gostermektedir.” MS’nin modeli
Olarak kabul edilen deneysel alerjik ensefalo-
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Tablo 1. BOS ortalama sitokin diizeyleri

kontrol ~ SD Toplam grup SD p (95%) RR-MS SD P-MS SD p (95%)
IL-1b 0,13 0,28 1,53 2,17 0,03 3,05 2,5 1,02 1,75 0,02
IL-2 0,39 0,86 0,12 0,48 0.39 ns 0,06 0,18 0,19 0,66 0.53 ns
IFN-g 146,7 100,1 127 115 0.61 ns 147,5 130,8 91,5 60,2 0,036
Tablo 2. Tedavi éncesi ortalama serum sitokin diizeyleri

kontrol  SD Toplam grup SD p (95%) RR-MS SD P-MS SD p (95%)
IL-1b 2,98 3,91 744 6,14 0,02 8,65 1,77 6,64 5,33 ns
IL-20,11 0,33 1,56 2,02 0,0097 1,68 1,16 1,8 2,95 0.92 ns
IFN-g 140,6 125,1 83 64,2 0.18 ns 89,5 66,8 84,8 65,6 ns
Tablo 3. Tedavi sonras: ortalama serum sitokin diizeyleri

kontrol  SD Toplam grup SD p (95%) RR-MS SD P-MS SD p (95%)
IL-1b 2,98 3,91 1,84 347 ns 0,94 1,3 1,49 2,54 ns
IL-2 0,11 0,33 0,99 1,56 0,039 1,05 1,64 1,2 1,73 0.87 ns
IFN-g 140,6 125,1 84,9 453 0.20 ns 86,1 56,0 90,9 17,6 ns

Tablo 4. Tedavi dncesi ve sonrast donemde ortalama serum sitokin diizeyleri

Tedavi oncesi  SD Tedavi sonrast ~ SD p (95%)
IL-1b 7,44 6,14 1,84 347 0,0003
IL-2 1,56 2,02 0,99 1,56 0.36 ns
IFN-g 83 642 849 45,3 ns
3.500
3.000
£ 2.500
£ 2.000
— IL-1
§ 1.500 N
1.000
0.500 1
0.000
Kontrol Toplam RR-MS P-MS
Hasta  (p<0.001) (p<0.07)
(p<0.05)

Sekil 1a. BOS IL-I diizeyleri
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Sekil 2b. Serium IL-2 diizeyleri
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Sekil 3a. BOS IFN-g diizeyleri

miyelit (EAE) tablosunda, Thl ve Th2 tipi sito-
kinlerin ekspresyonlari ile hastalik aktivitesi,
tipi ve progresyonu iligkilendirilmeye caligil-
mustir. EAE’'nin akut fazinda IFN-g, IL-12 ve IL-4
mRNA diizeylerinin pik yaptigi saptanirken,
iyilesme donemleri ve kronik faz boyunca dii-
slik kaldiklar1 goriilmiistiir. EAE olusturulan fa-
relerde Thl tipi sitokin mRNA’larin ekspresyo-
nu hastaligin gelismesi ile saptanirken, Th2 ti-
pi sitokin mRNA’larin ekspresyonu ise ancak

Sekil 3b. Serum IFN-g diizeyleri

hastalik pik yaptiktan sonra ve semptomlarin
gerilemesi doneminde saptanabilmektedir.* %
MS’nin TMEV (Theiler murine encephalomye-
litis virus) cinsi virtislerle olusturulan diger
bir deneysel modelinde ise; daha farkli ve kar-
magik bir sitokin paterni bildirilmektedir. Vi-
rusle enfekte olan hem direncli, hem hastaliga _
yatkin fare grubunda hastaligin erken done-

minde, viriisii temizlemeye yonelik kisa siirel,

Th1 tipi proinflamatuvar sitokin mRNA diizey-
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lerinde yiikselme gozlenmektedir. Ancak has-
taliga yatkin cinslerde spinal kordda, diger
gruba kiyasla Thl tipi ekspresyonun ge¢ do-
nemde de siireklilik gosterdigi saptanmakta-
dir. Bu gozlem viral etkinin ve demiyelinizan
hastaligin siirekliliginin bir gdstergesi olarak
degerlendirilmektedir.* Yazimizin giris boli-
miinde belirtildigi gibi, insanda MS'nin seyri
sirasindaki sitokin diizeylerine ait pek cok ¢a-
lisma literatiirde sunulmustur. Sonuglar ba-
zen celiskili olsa da genelde kabul edilen go-
riis, MS ataklarinda erken dénemde proinflama-
tuvar sitokinlerin (IFN-y, TNF-o, IL-1, IL-2, IL-6),
bunu izleyen atagin baskilanmasi ve iyilesme
doneminde ise antiinflamatuvar sitokinlerin
(IL-4, TGF-B) rolii oldugu seklindedir.”* Mono-
semptomatik optik noritli olgularda da MS’teki-
ne benzer bir sitokin profili gozlenmistir."”

MS ataklarinin tedavisinde kullanilan korti-
kosteroidlerin sitokinler {izerine etkisi ve bu
etkinin MS'nin degisik klinik tiplerinde farkh
olup olmadigi konusundaki bilgilerimiz hentiz
yeterince a¢iklik kazanmamustir. Bilindigi gibi;
glukokortikosteroidler pekc¢ok otoimmiin ve
inflamatuvar kokenli hastalikta kullanilan,
giiclii antiinflamatuvar ve immunosupressif
etkiye sahip ajanlardir. Yaygin kullamimlarina
karsin, etki mekanizmalari tam olarak anlasila-
mamistir, ancak multifaktoriyel oldugu bilin-
mektedir. Iimmiinosupressif etkilerinin IL-1, IL-2,
IL-6, I[FN-y ve TNF-o. gen ekspresyonunu sup-
resse ederek olustugu bildirilmistir. Glukokor-
tikosteroidlerin bir diger 6nemli etki mekaniz-
mas! da; inflamatuvar hiicrelerin adezyon ve
migrasyonu tizerindeki etkileri olabilir.*

Olgularimizda serum ve BOS TNF-o. diizey-
leri ELISA y6ntemi ile saptanabilir diizeylerde
degildi. IFN-y diizeyleri de kontrol grubuna go-
re daha duisiik bulundu. Literatiirde de benzer
sonuclar bildiren birka¢ ¢aligma vardir.**%

Calismamizda MS atak ve progresyon do-
nemlerinde test edilen proinflamatuvar sito-
kinler icinde sadece IL-1B sentezi hem serum,
hem de BOS’ta yiiksek bulunmustur. En yiik-

sek BOS IL-1B diizeyi RR-MS tanili hastalarda -

saptanmustir. Yiiksek doz IV metil prednizolon
tedavisini izleyen iyilesme doneminde; serum
IL-1B diizeyleri yine RR-MS grubunda daha be-
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lirgin olmak tizere diigiis gostermistir. Nicolet-
ti ve arkadaslan® da IFN-beta tedavisi sirasin-
da serum IL-1 reseptor antagonisti (IL-1ra) dii-
zeylerinin arttigini, IL-1P seviyelerinin ise azal-
digim saptamiglardir. Bu verilerden yola ¢iki-
larak Kantarci ve arkadaslarinin yaptigi bir ca-
lismada;"” IL-1B allel-2 ve IL-1ra-allel 3 polimor-
fizmlerinin klinik gidisi etkiledigi ortaya kon-
mustur. Cahsmamiz kisith sayida hastadan
olusmakla birlikte, incelenen proinflamatuvar
sitokinler arasinda, sadece IL-1B diizeyleri ile
hastalik aktivitesinin anlamli bir iligki goster-
digini distindiirmektedir.
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