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OZET

Amac : Matriks metalloproteinazlar (MMPaz)’lar Multipl Skleroz (MS)’da
immiin hiicrelerin transmigrasyonu ve kan-beyin bariyerinin bozulmasma aracilik
eder. Lokositlerin Santral Sinir Sistemi (SSS)’ne girisi muhtamelen MMPazlarin
ekspirasyonunu da igeren birgok faktore baghdir. SSS’de MMPaz’larin {iretimi,
l6kosit toplanmasina, miyelinin yikimina ve Tiimor Nekrozing Faktor-alfa (TNF-a)
gibi membrane bagl sitokinlerin membrandan ayrilarak serbest kalmasina neden
olur. Bu mekanizmalardan herbirinin MS’in patogenezinde O6nemli oldugu
diisiiniilityor. Bu gdzlemler 15131nda MS ve Klinik izole Sendromu (KiS)’lu bireyleri
MMP-8, MMP-2, Matriks metalloproteinazlarm doku inhibitérii-1 (TIMP-1) ve
TIMP-2 acisindan saglikli bireylerden olusan kontrol grubu ile karsilastirdik.

Yéntem : Daha 6nceden MS tanisi alan ve Interferon kullanan 35 bireyden,
13 KiS’lu bireyden ve 22 saglikli bireyden alinan plazma 6rneklerinden ELISA
yontemi ile MMP-8, MMP-2, TIMP-1 ve TIMP-2 diizeyleri degerlendirildi.

Sonuglar : Ortalam MMP-8 degeri kontrol grubundan diisiik, KIS grubundan
ise yiiksekti. Fakat aralarinda istatistiksel olarak bir fark yoktu.

Yorum : Deneysel alerjik ensefalomiyelit’in akut evresinde 90 kat arttigi
gosterilen MMP-8 degerini biz tesbit edemedik. Fakat bu durum Relapsing-
Remitting Multiple Skleroz (RRMS) grubunda akut atak olmamasi ve tedavi
almalarma bagli olabilir. MMP-2 ve TIMP-2 oranlar1 bekledigimiz gibi ¢ikt1. KIS
grubunda daha oOnce gosterilmeyen MMP-8 degerini ilk defa biz calismamizda
gosterdik ve oranini kontrol grubuna gore artmis bulduk. Fakat istatistiksel anlamlilik

diizeyine ulagilamadi.

Anahtar Kelimeler: Multiple Skleroz, Matriks Metalloproteinaz, MMP,
TIMP, MMP Inhibitorleri



ABSTRACT

Objective : Matrix metalloproteinase (MMP)’s have been implicated in
Blood-brain barrier (BBB) disruption and immune cell transmigration in Multiple
Sclerosis (MS). The entry of leukocytes into the Central nervous System (CNS) is
dependent on several factors, most likely including the expression of matrix
metalloproteinases. Expression of MMPs in the CNS can mediate leukocyte
recruitment, myelin destruction and can perpetuate the inflammatory response by
generating immunogenic peptides and releasing thr pro-inflammatory cytokine
Tumor Necrosing factor-alpha (TNF-a) by cleavage of the membrane-bound form of
this cytokine. Each of these mechanisms is thought to be importans in the
pathogenesis of MS. In light of these observations and Clinical Isolated Syndrome
(CIS) individuals with multiple sclerosis and MMP-8, MMP-2, Tissue Inhibitor of
Matrix Metalloproteinase-1 (TIMP-1) and TIMP-2 in terms of healthy subjects
compared with the control group consisting.

Methods : Previously diagnosed MS and interferon using 35 individuals, 13
from individuals with CIS and 22 healthy individuals taken from plasma samples by
ELISA MMP-8, MMP-2, TIMP-1 and TIMP-2 levels were evaluated.

Results : MMP-8 value lower than the control group, centering, the CIS
group was high. There was no statistical difference between them.

Conclusion : 90-fold increase in the acute phase of experimental allergic
ensefalomiyelit' shown that MMP-8 value, we were unable to determine. But this
case does not have an acute attack in Relapsing-Remitting multiple Sclerosis
(RRMS) group may be due to receive treatment. MMP-2 and TIMP-2 ratios was as
we expected. CIS group, not shown before the MMP-8 for the first time we have
shown in our study. According to the control group increased and the rate we found.

But the level of statistical significance could not be reached.

Keywords: Multiple Sclerosis, Matrix metalloproteinase, MMP, TIMP,
MMP Inhibitors



SIMGELER VE KISALTMALAR

MS : Multiple Sklerozis

MMP : Matriks Metalloproteinaz

TIMP : Matriks Metalloproteinazlarin doku inhibitorii
ADAM : Disintegrin ve MMP birlesik molekiilii
MRG : Manyetik Rezonans Goriintiileme

KIS : Klinik Izole Sendrom

SSS : Santral Sinir Sistemi

RRMS : Relapsing-Remitting Multipl Skleroz
SPMS : Sekonder Progresiv Multipl Skleroz
PPMS : Primer Progresiv Multipl Skleroz
PRMS : Progresiv Relapsing Multipl Skleroz
EDSS : Genisletilmis 6ztrliiliik durum skalasi
OKB : Oligo-klonal band

VEP : Gorsel uyarilmis potansiyel

BAEP : Beyinsapi isitsel uyarilmis potansiyel
EAE : Deneysel Allerjik Ensefalomiyelit
HLA : Insan 16kosit antijeni

EBV : Ebstein barr viriis

BOS : Beyin Omirilik S1vis1

NO : Nitrik Oksit
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GIRIS VE AMAC

Multipl Skleroz (MS), siklikla geng erigkinlerde goriilen, santral sinir sistemi
beyaz maddesini bir¢ok lokalizasyonda etkileyen demiyelinizan kronik bir hastaliktir
(1). Etyopatogenezinde, genetik ve ¢evresel etkenlerin karisik etkilesimleri sonucu,
aktive oldugu varsayillan otoimmiin mekanizmalarm  sorumlu  oldugu
diistiniilmektedir. Klinik seyrinde, bening semptomsuz olabilecegi gibi ataklar ve
diizelmelerle seyreden dalgali, primer progresif ve sekonder progresif seyir de

gozlenebilir (2,3).

Genis klinik spektruma sahip olan MS hastalig1 i¢in giinliikk pratikte taniya
yardimc1 laboratuar yontemleri; Manyetik Rezonans goriintiileme (MRG), Beyin
omurilik sivist (BOS) incelemeleri ve bazi ndrofizyolojik testlerden olusur.
Norofizyolojik testler, duysal ve motor yollarin degerlendirilmesine olanak

saglamaktadir (5,7,8).

MRG ile demiyelinizan lezyonlarin yogun olarak gorildiigi yerler ;
periventrikiiler alan, 4. Ventikiil taban ve tavani, optik sinir, pons, akuadukt ¢evresi
ve spinal kord olabildigi gibi, silikla tutulan korpus kallozum demiyelinizasyonu
yada atrofisi gosterilebilmektedir. Klinik izole sendrom (KIS), Santral sinir
sisteminin (SSS) tek veya birgok alanini etkileyen, multifokal veya monofokal
olabilen, inflamasyon, demiyelinizasyonun neden oldugu en az 24 saat siiren MS’i

diistindiiren 1ilk klinik epizoda denir (9).



Giliniimiizde siklikla basvurulan tani kriterleri Poser, McDonald’s ve
Modifiye McDonald kriterlerine gére MRG bulgulari, BOS incelemeleri ve
Norofizyolojik testler klinik seyir ile birlikte kullanilmaktadir (8,10).

Bu calismada MMP-2, MMP-8, TIMP-1 ve TIMP-2 degerlerini herhangi bir
Interferon B tedavisi alan Relapsing-Remitting Multipl Skleroz (RRMS) hastalarmi

ve herhangi bir tedavi almayan KIS olgularin1 kontrol grubu ile karsilastirdik.



GENEL BILGILER

1. MULTIPL SKLEROZ
1.1 Tanim

Multipl Skleroz (MS) cogunlukla gen¢ yetigkinlikte baslayan Merkezi Sinir
Sistemi (MSS)’nin bir¢cok bdlgesinde inflamasyon, demiyelinizasyon ve gliozis ile
karakterize kronik bir hastaliktir. Hastaligin patogenezinde genetik faktorler kadar

cevresel faktorler de rol oynamaktadir (1,2).

Relaps ve remisyonlarla (alevlenme ve diizelmelerle) seyreden kronik bir
hastaliktir. Bu hastalarda MSS’nin tutulan bdlgesine ve plagmn biiyiikliigiine baglh
olarak motor, somatosensoriyel, gorsel, kognitif ve psikiyatrik bozukluklar olmak

iizere cok cesitli ve degisken semptomlar goriilebilmektedir (2,3).
1.2 Tarihge

MS hastalig: ile iliskili olabilecek, patolojik kanitlar olmaksizin ilk olgu, 14.
yy’da Hollanda’da yasamig bir kadin hastadir (1380-1433). Bu olguda ilk belirtiler
yiriime gli¢liigii seklinde baslamis zamanla gorme kaybi gelismistir (4). 18. yy’da

tanimlanan bir erkek hasta ikinci olgudur. Bu kiside hastalik tekrarlayan ve
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kendiliginden diizelen gorme bulaniklig1 seklinde baslamis ve zamanla yliriime

glicliigii ortaya ¢ikmustir (4).

1838 yilinda Carswell ilk defa MS’deki degisiklikleri bir atlas’ta tarif
etmistir. 1849 yilinda klinik patoloji uzmani olan Friedrich, ilk kez MS tanisini klinik
olarak bir hastaya koymustur. Fransiz norolog Jean martin Charcot 1868 yilinda
MS’in en 6nemli klinik ve patolojik yOnlerini ortaya koyan ilk tanimini yapmaistir.
Hastaligin klinik spektrumunu tanimlamis, inflamasyon ve miyelin kaybinin temel
histopatolojik goriiniim olduguna dikkat ¢cekmistir. Ayrica patolojik siireci “Sclerose

en plaques” olarak tanimlamistir (4).

1933 yilinda Thomas River, MS’in bir hayvan modeli olan deneysel alerjik
ensefalomiyelit (Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE)) gelistirmistir.
Bu ilk EAE modelleri monofazik seyir gdsterdigi icin MS’in klinik gidisini tam
yansitmamaktadir. Fakat takip edilen yillarda, immiinizasyon yontemleri ile kronik
veya ataklarla seyreden EAE modelleri gelistirilmistir. 1948 yilinda Evlin Kabat
hastalarm BOS’unda oligoklonal immiinglobulinlerin arttigmi gostererek, hastaligin
inflamatuar yoniine dikkat c¢ekmistir. Bu calismalarin sonucu giinlimiizde halen
gecerli bir gorlis olan MS’in SSS’nin otoimmiin bir hastali§1 oldugu goriisiiniin

ortaya ¢cikmasima yol agmistir (4).

1.3 Epidemiyoloji

Tim Diinya’da 2.5 milyondan fazla kisi etkilenmistir. MS, kuzey Avrupa
soyunda daha fazladir. Ensik goriildiigii tlkeler Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika,
Giliney Kanada, Giliney Avustralya ve Yeni Zellanda’dir. Tropikal bolgelerde
seyrektir. Beyaz irkda daha sik goriliir, buna karsin Asya’li ve siyah irkda risk
dusiiktiir (11).

Ensik 20-40 yas arasinda goriiliir. Erkek’lerden daha fazla oranda kadinlari
etkiler fakat bu farkliligin temeli bilinmiyor. K/E orani (1.6-2/1)’dir. Hatta bu oran
15 yas Oncesi ve 50 yas sonrast 3/1 kadar yiikselir. Cocuklarda baslangi¢ yasi
genellikle 10-13 yastir ve ¢cogunlukla kiz ¢ocuklarin etkiler. Daha erken yaslarda da
gortilebilir. Erkeklerin Primer progresiv MS’e daha biiyiik yatkinlig1 vardir. Calisan

yas grubunda onemli derecede disabiliteye (sakatlik) neden olur. MS’li insanlar
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hastaligin kendisinden cok, ozellikle yataga bagli hastalarda tekrarlayan enfeksiyon

gibi komplikasyonlara bagli olarak kaybedilir (11).

Hastaligin baslangi¢cindan sonra ortalama 6lim zamam yaklasik 30 yildir.
MS’li hastalarda hayat beklentisinin genel popiilasyondan ortalama 5-10 yil daha az
oldugu diistiniiliiyor. Sosyo-ekonomik diizeyi yliksek olan toplumlarda sik goriildigt
kurami heniiz 1spatlanmamistir. MS ile iligkisi heniiz saptanmayan diger c¢evresel
faktorler ; cerrahi operasyon, anestezi, evcil hayvan besleme, dis dolgusunda
kullanilan amalgam, organik c¢oziiciiler, endistrilesme, niitrisyonel aligkanliklar,

travma ve asilardir (11,12).

MS semptomlarini presipite eden en 6nemli faktorler; enfeksiyon, travma ve
gebeliktir. Gebelik risk faktorii olarak belirlense bile bu donemde alevlenme
goriilmez. Travma ve asilar ile iliskili olarak ¢eliskili sonuglar bildirilmektedir. Fakat
Tetanoz ve Hepatit B asis1 tavsiye edilmez. Stres onemli bir risk faktortdiir.

Remisyondaki MS hastalar stres ile akut atak gegirebilmektedir (12,13,14).
1.4 Genetik

MS’li olgularin akrabalarinda MS goriilme riski %15-20 arasinda
degismektedir. Birinci derece akrabalarda risk %3-5 arasindadir. Monozigot ikizlerde

konkordans %25-34, dizigotlarda ise %2-4 arasindadir (15).

6. kromozomun kisa koluna yerlesen HLA DR, HLA DQ lokusuna yakin bir
genin veya genlerin bu hastalikla iligkili oldugu disiiniilmektedir. MS’de siklikla
HLADR?2, DR3, B7, A3, DR15, DQ6, DW2 birlikteligi goriiliir. Tiirk toplumunda
DQ2 ve DR14 antijenlerine sik rastlanmistir (15,16).

MS prevelansmin diisiik oldugu iilkelerden, MS prevelansinin yiiksek oldugu
iilkelere goceden topluluklar {izerinde birtakim epidemiyolojik c¢aligsmalar
yapilmistir. Bu caligmalarda yas faktorii olduk¢a Onemli goriinmektedir. 14-15
yasindan dnce gogenlerde prevelans, go¢ edilen iilkeye uymakta, sonra go¢ edenlerde

ise terk ettikleri tilkeye uymaktadir (16).
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1.5 Patofizyoloji

MS, beyin parenkimi, beyin sapi, optik sinir ve spinal kord’da periventiler
lenfosit ve makrojaj infiltrasyonu ile karekterizedir. Hastalifin erken fazinda
norolojik disfonksiyon epizodlar1 iyilesme ile sonlanir. Ancak zaman iginde genis
derecede mikroglial aktivasyonun baskin hale gelmesiyle hastaligin patolojisi degisir
(4). Bu inflamatuar hiicrelerin yiizeylerinde adezyon molekiillerinin ekspresyonu
kan-beyin bariyerinden penetre olmasini saglar. BOS’da yiikselmis IgG seviyesi,
elektroforezde Oligoklonal band olarak gosterilebilir ve MS’de humoral
komponentin 6nemini akla getirir. Gergekten de, degisken derecede antikor iireten

plazma hiicre infiltrasyonu MS lezyonlarinda gosterilmistir (17).

Simdiye kadar viral bir teori ilizerinde durulsa da ve EBV gibi viriislerin
antijjeni BOS’dan izole edilse de wviral bir etyopatogenez tam olarak
aciklanamamustir. Etyolojik ajan viriis olsa bile hastaligin aktive olabilmesi ig¢in

mutlaka sekonder bazi faktorlerin varlig1 gerekmektedir (14).

Beyin gros olarak normaldir, fakat kesitler alindiginda beyin ve spinal korda
ozellikle beyaz maddede, dagmik vaziyette, pembe-gri renkte, biiyiikliikleri
milimetreden birka¢ santimetreye kadar ulasan demiyelinize plaklar dikkati ceker.
Lezyonlar karakteristik olarak periventrikiiler yerlesimlidir. Diger yerlesim alanlart ;
Optik sinir, kiyazma (nadiren optik traktus) ve Spinal korddur. Beyin sap1 ve
Serebellar pedinkiillerde de siklikla plaklara rastlanir. Patolojik olarak ii¢ tip MS
lezyonu goriiliir (18,19).

1. Akut MS Plagi : Veniiller ¢evresinde gelisir. Plak etrafinda lenfosit, makrofaj,
plazma hiicreleri ve immiinglobiilin varligiyla birlikte 6dem dikkati ¢eker. Akut MS
lezyonu klinikle korele olarak akut demiyelinizasyon ve yogun inflamatuar cevapla
karekterizedir. Inflamasyon myelin tabakalarinimn yani sira bazi aksonlar1 da tahrip
eder. Daha sonra Oligodendroglial proliferasyon ve remiyelinizasyon gelisir. Akut

MS plagi, akut bir MS atagi ile birliktedir (17).

2. Kronik aktif MS plag: : Plagin Merkezinde gecirilmis olaylara iliskin eski
bulgular vardir. Kenarlarda aktif demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon goriiliir. Bu

farkli bulgular lezyonun farkli yaslarda oldugunun gostergesidir (18).
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3. Kronik sessiz MS plag1 : Bu plaklarda demiyelinizasyona ait bulgu yoktur.
Ciddi fibriller gliozis ve demiyelinize aksonlar goriiliir. Astrositik proliferasyon

mevcuttur. Lezyon i¢inde immiinokompetan hiicreler azdir (17,18).

Demiyelinizasyonun en onemli etkisi Ranvier bogumlar1 arasindaki elektrik
akimmi engellemektir. Akut gelisen ve birkac giin icerisinde diizelen
demiyelinizasyonda sinir liflerindeki iletim blogu patolojik olarak kabul edilmez,
fizyolojiktir. Bu durumda diizelmeye yol acan neden remiyelinizasyon degil, lezyon
cevresindeki 6dem ve akut inflamatuar degisikliklerin gerilemesidir. Muhtemelen
remiyelinizasyon fonksiyonel etkileri bilinemez. Yaygin olan diisiince MS’de
remiyelinizasyonun inhibisyonu yoniindedir. Fakat zamanla demiyelinize plak

alanlarinda remiyelinizasyon goriilebilir (18).

Oligodendrosit kaybi, apopitotik bir sliregte veya direk immiin aracili olarak
gelisebilir. Apopitotik oligodentrositlerin T hiicre, ndéron ve miyelinin normal
goriildiigi alanlarda lezyon olusumundan ¢ok 6nce ve kronik MS’li hastalarda
lezyonun bulunmadig1 alanlarda gosterilmesi apopitozun bagimsiz gelisim

mekanizmasini desteklemektedir (18).

Inflamasyona bagli akson kayb1 ; akson spesifik antikor, kompleman, miyelin
spesifik antikor, miyelin spesifik T hiicresi, makrofaj ve mikroglial hiicreler, CD8 T
hiicresi, NO, calpain, MMP’lar, glutamat araciligiyla olusan kompleks bir
inflamatuar siire¢ neticesinde akson kaybi gelisebilir (18,19,22,23).

1.5.1 MS’de Hastalik patternleri

Immiinolojik incelemeler aktif MS lezyonlarinda 4 patolojik pattern varligmni

gostermistir (20).
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Tablo 1 : MS’de hastalik patternleri (24).

PATTERN I

Ven veya Veniil

PATTERNII = PATTERN III | PATTERN IV

Ven veya Veniil

Lezyon merkezinde

Lezyonlarin ' i ' _ . Perivendz dagiliml
cevresinde keskin cevresinde keskin | damar yok, periplak
Karekteristigi . lezyonlar
stnirlt stnirlt ayirimi net degil
T hiicre ve Cok az T hiicre ve
Makrofaj Var Var mikroglial Var
aktivasyonu aktivasyon var
Periplak beyaz
L Apopitotik olarak cevherde primer
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1.6 Immiinopatogenez

Akut ve kronik inflamasyon; plazma proteinlerinin ekziidasyonu, lokositlerin
g0cii, hiicrelerin aktivasyonu ve inflamatuar mediatorlerin salinimi gibi birgok islev
ile karekterizedir. Inflamasyonun bulundugu her insan hastaliginda MMP’larin
artmis miktart gézlenmistir. SSS hasari, néroinflamasyon denen kaskad olaylar1
baglatir. Genel olarak serbest radikal ve proteazlarin tiretimiyle iligkili bir sitokin ve
kemokin yanit1 vardir. Bununla birlikte TNFa, interlokin 1B ve kemokinler gibi

mediatorler de olaya karisir (24).

Kronik infeksiyon ve immiinolojik reaksiyonlar ndérodejenerasyona neden
olabilir. Kronik inflamasyon, mikroglia’y1r aktive eder ve dokuyu tamir icin
makrofajlar tetikler. Geri kalan 6lii dokunun uzaklastirilmasi1 ve hasarli dokunun

remodelingi boyunca toksik proteazlar salinabilir ve serbest radikaller olusur (25).

MS’li hastalarda SSS’nin inflamatuar reaksiyonunda, T hiicreleri, B hiicreleri,
makrofajlar, antikor ve sitokinler gibi bircok immiin sistem komponenti ise karigir.
Mikroglia, dentritik hiicreleri, Natural Killer (NK) hiicreleri ve B hiicreleri gibi
immiin hiicreler, MS arastiricilar1 tarafindan giderek daha fazla bir ilgi gérmektedir.
Ek olarak endotelyal hiicreler gibi immiin olmayan hiicrelerde mekanizmalara

karisarak SSS’de inflamasyonuna neden olmaktadir (26,27,28).

MS’de ve EAE’de kan-beyin bariyerinin bozuldugu immiinohistokimyasal
calismalar ve kontrast madde verilerek yapilan kranial MRG c¢aligmalarinda
gosterilmistir. Bu bozulma aktif lezyonlarda goriilse de inaktif kronik plaklarda da
az derece bozulma bulunmustur. KBB’deki bozulma ve inflamasyon, patojenik

hiicrelerin ve antikorlarin SSS’e gecisini kolaylastirir (32).

Beyin dokusuna gegen T hiicreleri, MSS antijenlerini sunan astrosit veya
mikroglial hiicreler tarafindan tekrar aktive edilirler (Reaktivasyon). Bu ikinci
aktivasyon basamagi yeni bir inflamasyonu tetikler. Reaktive olmus T hiicreleri,
sitokinleri salgiliyarak ¢evredeki immiin hiicrelerin ve mikroglialarin aktive olmasma
ve kemokinleri liretmesine neden olur. Sitokin ve kemokinler daha fazla hiicreyi

SSS’ne ¢ekerek inflamatuar yaniti arttirirlar (29,30,31).
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KBB’ni gecen T hiicrelerinin daha sonraki adimi ekstraseliller matriks
bariyerini agmaktir. MMP’lar miyelin komponentlerini ve ekstraseliiler matriks
elemanlarin1 yikarak T hiicrelerinin bu hareketlerine katkida bulunmaktir. MMP’ler
ozellikle TNFa gibi proinflamatuar sitokinleri artirir ve hiicre gd¢iinii uyarir. TNFa
gliclii proinflamatuar sitokindir. TNFo’nin artmig tiretimi septik sok ve agir
otoimmiin hastaliklarda goriilmiistiir. Makrofajlardan salmir ve “TNF converting
enzyme” (TACE) tarafindan aktive hale gelir. Birgok MMP’ler (MMP-1,2,3,7,
9,12,14,15 ve 17) invitro olarak pro-TNFa ‘y1 makrofajlarda aktive ettigi
gosterilmistir. Ekstarseliiler matriks harabiyeti ile KBB’nin agilmasi saglanir ve direk
olarak miyelin harab edilir. MMP-2 ve MMP-9 Thl hiicre gocilinde 6nemli bir role
sahiptir. MMP-2’nin 6zellikle hastaligin kronik faziyla ilgili oldugu bulunmustur
(33).

MS,  hiicresel immiinite ile 1ilgili bir hastalik gibi goriilse de
demiyelinizasyonda B hiicrelerinin varligi da bilinmektedir (28). T-Lenfositler basta
Myelin basic protein (MBP) olmak iizere diger miyelin antijenlerine (Proteolipid
protein, Miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG), heat shock protein vs...) karsi
otoreaktif hale gelir (29). Otoreaktif T hiicreleri bilinmeyen mekanizmayla reaktive
olur ve kan-beyin bariyerini gecerek SSS’ne girer. Burada perivaskiiler antijen sunan
hiicreler otoreaktif =~ T hiicrelerinin aktivasyonu i¢in gerekli olan sinyalleri
olustururlar ve Thl hiicrelerinden proinflamatuar stokin (Timor nekrozing faktor-
alfa (TNF-a), IFNS, Lenfotoksin, IL-1 ve IL-2) salmimini baglatirlar. TNFa, IFNo
gibi sitokinler astrosit ve l0kositlerin kemokin salgilanmasim1i ve adezyon
molekiillerinin (Intrasellular adhesion molecule (1-ICAM), Vascular cell adhesion
molecule (1-VCAM)) endotelyal hiicreler tarafindan ekspirasyonunu stimiile ederler.
Boylece T hiicreleri kan beyin bariyerindeki endotelyum ile etkilesime girmis olur.
Proinflamatuar sitokinler direkt olarak sinir iletimini inhibe ederek norolojik
disfonksiyona yol agarlar ayrica NO sentezini stimiile ederler. Mikroglial hiicreler ve
makrofajlardan salinan NO, kan-beyin bariyerinin hasarindan, demiyelinizasyondan,

aksonal kayiptan ve oligodendrosit kaybindan sorumludur (21,23,24).

Th2’lerden salinan antiinflamatuar sitokinler (Transforming Growth Factor-

beta (TGFP), IL4, ILS5, 1L6, IL10, IL13) ise inflamatuar olaylar1 inhibe eder,
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Norolojik 1yilesmeye yol agarlar. B lenfositleri antikor iiretimini indiikliyerek
immiinglobulinler araciligiyla remiyelinizasyonu saglarlar. Relaps doneminde Thl
sitokinlerin ve adezyon molekiillerinin iiretimi artar. Th2 sitokinlerinin tiretimi azalir.
Sonug olarak proinflamatuar (Thl) ve antiinflamatuar (Th2) sitokinler arasinda ince
bir denge s6z konusudur. MS’de bu dengenin proinflamatuar sitokinler lehine

bozulmasi sonucunda demiyelinizasyon meydana gelmektedir (24).

MS’da  MMP’lar inflamatuar mononiikleer hiicrelerin SSS igerisine
gecisinden sorumludur. MMP seviyeleri MS’li hastalarda artar ve yiikselmis
miktarlar1 hastaligin erken seyrinde tesbit edilebilir (10). Bircok MMP, MBP’ni
parcalar ve immiinojenik peptitlerini olustururlar. immiinreaktiv. MBP parcalar1

MS’li hastalarin BOS’larinda goriiliir (34).

Ekstraseliiler matriks, Serebral kan damarlar1 civarindaki bazal lamina;
laminin, fibronektin, heparan siilfat ve tip IV kollajen gibi proteinleri icerir. MMP-2,
MMP-3, MMP-9 kan beyin bariyerinde gecirgenligi arttirrr. MMP’larin inhibitorleri
kan-beyin bariyerindeki gecirgenligi azaltir (35,36).

Beyaz maddedeki plaklar iizerindeki molekiiler calismalarda IL-12
gosterilmistir. IL-12 giiclii proinflamatuar madde olup, lezyonlarin erken asamasinda
yiiksek seviyelerde sentezlenir. B7-1, lenfositleri proinflamatuar sitokinleri salmasi
icin stimiile eden bir madde olup, erken MS lezyonlarinda yiiksek oranlarda

sentezlenir (24,26).

Son zamanlarda, regiilator rolii olan (Tregs) hiicrelerinin fonksiyonlarinda bir
azalma oldugu MS’de gosterilmis. Bu Tregs hiicreleri CD4" CD25" T hiicreleri olup,

Fox3 adli bir transkripsiyon faktoriinii eksprese ederler (24).

Hastaligi modifiye edici immiinmodiilatér ajanlara (Interferon p-1a,
Interferon B-1b ve Glatiramer asetat) olumlu klinik yanit, bu ajanlarm hastaligin
progresyonunu degistirdigini akla getirir. Hastalik modifiye edici diger ajanlar
Mitoxantrone (DNA’ya baglanarak Lenfosit sayisini azaltir) ve Natalizumab (VLA-
4 adezyon molekiiliine monoklonal antikor) ’dir. Bu ajanlarm kesin etki mekanizmasi

bilinmiyor (37,38,39,40).
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1.6.1 EAE (Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit)

MS ile benzerlik gosteren bir hayvan modelidir. Genetik olarak duyarh
kemiriciler ve diger tiirlerde komplet Freud adjuvami (CFA) i¢indeki SSS
antijenleriyle immiinizasyon sonucu (aktif ) veya SSS antijenlerine 6zgii aktif CD4+
T hiicrelerinin naif hayvanlara aktarilmasiyla (pasif) sekilde olusturulmaktadir. iki
major miyelin proteini myelin bazik protein (MBP) ve proteolipit protein (PLP)
kemiricilerde EAE olusturdugu ve MS’de potansiyel antijen olabilecegi
bilinmektedir. Diger bir mindr miyelin proteini olan MOG un sigan ve farelerde EAE
olusturdugu  gosterilmistir.  MOG  kullanilarak  olusturulan ~ modellerde,
noroinflamasyon yaninda demiyelinizasyon, oligodendrosit kaybi, aksonal ve
norolojik dejenerasyon olabildigi gosterilmistir. Bunlar MS’in esas ndropatolojik
ozellikleridir. EAE’de demiyelinizasyon, ensefalitojenik T hiicre yanit1 ile birlikte

antikor yanitinin etkisine baglanmaktadir (41,42,43,44).
1.7 Klinik Bulgular
Hastaligin iki karekteristik 6zelligi vardir.
e Relaps ve Remisyonlarla seyretmesi

e SSS’de birden fazla lezyona ait klinik belirti ve bulgularin ortaya

¢ikmasi

Cogu insanda norolojik semptomlarin baglamasindan birka¢ hafta veya ay
oncesinde yorgunluk, enerji azligi, stipheli kas ve eklem agrilari mevcuttur. MS
semptomlar1 arasinda zaten oldukca sik olarak goriilen yorgunlugun daha ¢ok Santral

orjinli oldugu bilinmektedir (45).

Olgularin yarisinda baslangic semptomu bir veya daha fazla ekstremitede
gligsiizlik ve hissizlik seklindedir. Ekstremitelerde karincalanma, goévdede bant
seklinde sikisma hissi sik goriiliir. Transvers Myelit, Optik veya Retrobulber Nevrit
ensik gordiiglimiiz baslangi¢ bulgularidir (45,46).

Ataklar genellikle 24 saatden fazla sliren yeni bir norolojik semptomun ortaya

cikmasi olarak tanimlanir ve bir dnceki atakla arasinda en az bir ay olmas1 gerekir.
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MS’un klasik bir bulgusu, ¢evre artis1 ve egzersizle semptomlarin alevlenmesidir ve

Uthoff Fenomeni olarak bilinir (45,46).

1.7.1 Duysal Semptomlar

Cesitli derecelerde derin ve yiizeyel duyu kaybi vardir. Boynu pasif
fleksiyona getirmekle boyundan asagiya dogru elektriklenme hissi yayilir. (Lhermitte
belirtisi) Fakat bu bulguya servikal bolge patolojilerinde de rastlanir. Nedeni
demiyelinize aksonlarin gerilmesi ve basinca karsi asir1 duyarli olmasidir. Duysal
bulgular %21-55 oraninda erken belirti olarak ortaya ¢ikar. Radikiiler agri, Nevraljik
agr1 ve yanici agrilar goriilebilir. Hastalarda osteoporoza bagh olarak da agrilar

olusabilir (45,46).

1.7.2 Motor Semptomlar

Motor semptomlara %32-41 oraninda rastlanir. Spastik ve ataksik paraparezi
gelisebilir. Derin tendon refleksleri (DTR) artar, karin cildi refleksleri kaybolur,
babinski yanit1 alinir. Bunun yani1 sira monoparezi, hemiparezi ve kuadriparezi (veya
pleji)’de goriilebilir. Ciddi klonus ve spastisite hastalar1 ¢cok rahatsiz eder. Spastisite

alt ekstremitede daha sik goriiliir (45,46,47).

1.7.3 Optik Nevrit ve Diger Gorsel Bulgular

Tiim vakalarin yaklasik %25’de baglangi¢ bulgusu Optik veya Retrobulber
nevrittir. Bir gbzde birka¢ giin icinde kismi veya total gorme kaybi gelisir. Bazi
olgularda gérme kaybindan birka¢ giin dnce orbitada 6zellikle g6z hareketleriyle

artan agr1 vardir ve goz palpasyonla hassastir (48).

Gorme kaybi1 nadiren optik sinirdeki bir tiimorii taklit edercesine birkag ayda
gelisebilir. Genellikle makula ve kor noktayr i¢ine alan c¢ekosantral skotom
bulunmakla birlikte diger gérme alan defektleri de gorilebilir. Olgularin yarisinda
optik sinir bast 6demi (Papillit) goriiliir. Bu olgularin 1/3’ tamamen diizelir geri
kalani ise tama yakin diizelir. Eger bir olguda monosemptomatik olarak optik nevrit
gelismigse ve bu olgularin MRG’de ii¢ veya daha fazla lezyon varsa bu durum ileride
MS gelisimi i¢in biiylik bir risk faktorii olarak degerlendirilir. Olgularm %50-80’de
ileride MS gelismesi beklenir (48).
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Medial longitudinal fasikul (MLF) tutulumuna bagl diplopi ve interniikleer
oftalmopelji (INO) gelisebilir. Suprantikleer bakis yollarinin kesilmesi sonucu ¢esitli

bakis paralizileri olusabilir (49).

Optik nevrit geciren hastalarin fundoskopik muayenesinde optik atrofi ve
temporal solukluga rastlanabilir. Uveitis ve retinal venlerde kiliflanma tahmin

edilenden daha sik goriiliir (48).
1.7.4 Serebellar Bulgular

Nistagmus, ataksi ve intensiyonel tremor gibi serebellar semptomlarla
baslangi¢c da goriilebilir. Yiirlime ataksisi baglangi¢ bulgusu olarak %13 oraninda
gortliir. Serebellar ataksinin en ciddi sekli govde veya ekstremiteleri hafifce hareket
ettirme tesebbiisiiyle ortaya ¢ikan, ciddi ve kontrol edilemeyen ataksi tremordur. Bu
durum dentatorubrotalamik yollarm lezyonu sonucu gelisir ve lezyon orta beyin

tegmentumundadir (50).
1.7.5 Beyin sapi lezyonuna ait bulgular

Myokimi, fasial paraliziler, isitme kaybi, tinnitus, sekillenmemis isitsel
haliisinasyonlar, vertigo, nistagmus, INO ve diger konjuge bakis paralizileri, kusma,
fasiyel anestezi, trigeminal nevralji ve nadiren stupor ve komadir. Hastaligin daha
ciddi formlarinda beyinsap1 bulgularinin hepsi veya bazilariyla birlikte kuadriparezi,

psodobulber paralizi, serebellar ataksi ve dizarti bulunabilir (49).
1.7.6 Kognitif bozukluklar

Kognitif fonksiyon bozukluklar1 %40-60 oraninda goriiliir. Higbir yakinmasi
olmayan hastalarda bile hafif diizeyde bulunabilir. Dikkat, s6zel hafiza, kelime
bulma, bilgiyi isleme hizi ve emosyonel labilite encok etkilenen birimlerdir. Bir
calismada T2 lezyon alani 30 cm’ den biiyiik olanlarda kognitif fonksiyon bozuklugu
daha fazla goriiliir. Derin beyaz cevherdeki genis hasar kortikal alanlarda iletisimin
fonksiyonel olarak kesilmesine yol agmaktadir. Bunun sonucunda da kognitif

bozukluklar olusmaktadir (50).
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1.7.7 Paroksismal Semptomlar

MS’de 1-2 saniye veya dakika siiren, giin boyu tekrarlayan norolojik defisit
ataklar1 sik goriilmeyen fakat MS i¢in oldukga tipik kabul edilen bulgulardir. Nedeni
tam olarak bilinmese de genellikle lezyon i¢indeki komsu demiyelinize aksonlardaki
enine (Ephatic) gecis bundan sorumlu tutulmaktadir. Relaps ve remisyonlarla

seyreden MS olgularinda daha siktir (52).

Bunlar igerisinde ensik goriileni ; dizarti, ataksi, bir ekstremitede paroksismal
agr1 ve dizestezi, 151k parlamalari, paroksismal kasinti, tonik nobetler, el bilek ve
dirsekte fleksiyon, alt ekstremitede ise ekstansiyon spazmlaridir. Paroksismal
semptomalar sensOriyel uyar1 ve hizli solunum ile agreve olurlar. Tedavide

karbamazepin onerilir (52).

1.7.8 Diger belirti ve bulgular

Akut transvers myelit, Mesane ve bagirsak fonksiyon bozukluklari,
yorgunluk, 6fori, major depresif bozukluk, panik bozukluk, genellesmis anksiyete,
bipolar bozukluk, demans, konflizyonel psikotik durumlar ve frontal lob

sendromlarina da rastlanmaktadir.

MS’li insanlarda intihar riski oldukc¢a yiiksektir, bazi1 ¢aligmalarda depresyon
% 50 gibi yiiksek oranda goriiliir (53).

Hastalarmm  9%2-3’ii  hastaliklarinin ~ herhangi  bir evresinde nobet
gecirebilmektedir. Bunun nedeni serebral korteks veya komsu beyaz maddedeki

lezyonlardir (54).

Yorgunluk, hastalarin %20-25’de enfazla yakimilan semptomdur. Yapilan
calismalarda hastaligin agirligt ve MRG’de lezyon yiikii ile yorgunluk arasinda
korelasyon saptanmamistir. Yorgunlugun muhtemel nedenleri ; SSS hasari, beyin
metabolizmasinda azalma, immiin sistem disregiilasyonu, endokrin sistem
degisiklikleri, tedavide kullanilan ilaclar, uyku bozukluklari, agri, psikolojik faktorler
oldugu diisiiniilmektedir (55).
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Hareket bozukluklar1 nadir olmakla birlikte pek c¢ok hareket bozuklugu
hastalik siiresince izlenebilmektedir. Ensik goriileni tremordur. Digerleri kore,
distoni, atetoz, hemiballismus, platal myoklonus ve huzursuz bacak sendromudur

(56).

MS bazen periferal noropatilerle birlikte goriilebilir. Bunun nedeni ¢ok 1yi
anlagilmamakla birlikte spinal kord ve periferal sinirlerde otoimmiin
demiyelinizasyonun buna yol actig1 diisliniilmektedir. Ayrica hastalifin gec

donemlerinde vitamin eksikligine bagli polindropati ve paraziler gelisebilir.
1.8 Smiflandirma

Klinik seyir olarak dort degisik form belirlenmistir. Bunlarin haricinde
otopside veya MRG’de saptanan fakat klinik belirtisi olmayan asemptomatik MS
olgular1 da bulunabilmektedir (57).

¢ Relapsing-Remitting Form (RRMS) : %85-90 oraninda goriiliir. Ataklar
arasinda klinik olarak stabil periyotlar vardir. Ataklar tam veya kismi iyilesme ile
sonlanir. Bu hastalarin %5-10 gibi bir kisminda bening gidis olarak belirtilen, hafif
ataklar, atak sonrasi tam iyilesme veya yillar i¢inde ¢ok az dizabilite artis1 vardir. 10

yil iginde %50-80 oraninda SPMS’e doniisiir (57,58).

e Sekonder Progresif Form (SPMS) : Onceleri RRMS gibi seyir vardir
fakat daha sonra kronik ndrolojik bozukluk seklinde seyreder. Kadinlarda daha sik
goriiliir. Progresyon donemi 35-40 yaslarinda baslar (58).

e Primer Progresif Form (PPMS) : %]10-15 oraninda goriiliir. Hastaligin
baslangicindan beri yavas ve devamli norolojik bozukluk s6z konusudur. Heriki
cinsde esit goriiliir. 35-40 gibi daha ileri yaslarda baslar. Paraparezi onplandadir.
Kognitif bozukluk daha az goriiliir. MRG’de 6zellikle C2 diizeyinde kord atrofisi
daha siktir. Hastalik aktivitesi azdir (58).

e Progresif relapsing Form (PRMS) : %5’den daha az gériiliir. Onceleri

yavas seyirli norolojik bozukluk varken daha sonra buna relapslar eklenir (58).
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Hastalar %80°de yillar i¢inde kotiilesme goriiliir. Hastalarin ancak yaris1 15
yil sonra baston ile yiirliyebilir. Hastalarin norolojik durumunu, oziirliiliigiiniin ve
progresyonunu belirlemek i¢cin Kurtzke’nin genisletilmis dizabilite durum skalasi
(EDSS) yaygin olarak kullanilmaktadir. Genel olarak EDSS degeri 3.5 ve altinda
olan hastalarda minimal dizabilite, 3.5-6 aras1 olan hastalarda orta derece dizabilite,

6.0 ve iizeri olan hastalarda ise agir dizabilite vardir (59).

Hastalik teshisinde 6nceden kullanilan Poser tani kriterleri artik terk edilmis.
Yerine 2001 yilinda sunulan McDonald ve arkadaslarinin tani kriterleri uygulanmaya

konulmus. 2005 yilinda ise McDonal tan1 kriterleri revize edilmistir (60).
1.8.1 Multipl Skleroz Varyantlan

Marburg Tipi : Hizli progresif, remisyon gostermeyen, serebral hemisferler,
beyin sap1 ve optik sinirlerde multifokal lezyonlarm bulundugu fatal seyirli bir MS
varyantidir. Homojen kontrast tutulumu vardir. BOS’da hafif mononiikleer hiicre

artis1 vardir. Oligoklonal bant negatiftir (61).

Balo’nun Konsantrik Sklerozu : Hizli, progresif monofazik bir hastaliktir.
Basagrisi, afazi, kognitif ve davranis degisiklikleri ile birlikte konviilsiyonlar
goriiliir. Patogenezi iyi anlagilamamistir. Optik sinirler, serebellum ve spinal kord
genellikle korunur. BOS’da monontikleer hiicre artis1 vardir ve bazen hemorajik
goriiliir. T2 agirhikli ve gadolinyumlu T1’de konsantrik halka veya yumak seklinde

goriintli vardir. Haftalar ve aylar icinde 6liimle sonlanir (62,63).

Schilder Hastaligi : Serebrumda masif demiyelinizasyon vardur.
Demiyelinizasyon daha cok posterior bolgelerdeki beyaz maddeyi etkiler. Spastik
paralizi, progresif géorme kaybi, mental reterdasyon, bas agrisi, epileptik ndbetler,
optik nevrit, hemiparazi ve fasial paralizi mevcuttur. BOS’da IgG indeksi artar.

Progresif seyirli ve genellikle fatal bir hastaliktir (64).

Akut Dissemine Ensefalomiyelit (ADEM) : Klasik formu monofazik seyirli
olan inflamatuar demiyelinize bir hastaliktir. Cocukluk yas grubunda daha sik
goriiliir. Cogu olguda enfeksiydz bir olaydan veya asilamadan birkag giin veya hafta

sonra ndrolojik semptomlar gelisir. Ates, ensefalopati, koma, konviilsiyonlar, ataksi,
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optik ndropati ve transvers miyelit klinik bulgulardir. MS’de Optik noropati genelde
tek tarafli iken ADEM’de karakteristik olarak bilateraldir. Spinal kord tutulumunda
flask parapleji ve seviye veren duyu kusuru ortaya ¢ikar. Patolojik olarak genis
perivaskiiler inflamasyon ve demiyelinizasyon goriilebilir. Beyaz madde tutulumu
daha ¢ok olmak iizere gri madde tutulumuda goriilebilir. Oligoklonal bant genellikle
negatiftir. Tedavisinde yiiksek doz iv metilprednizolon verilir. Fulminan vakalarda

plazma degisimi yapilir. Rekiirren ADEM olgularinda iv immiinglobulin verilir (65).

Devic Hastah@ (Noromiyelitis Optika) : Bir hastaliktan ¢ok sendromdur.
Optik snir ve spinal kord tutulumu vardir. Beyin genellikle korunur. Optik sinir ve
medulla spinalis birlikte tutulacagi gibi ayr1 da tutulabilir. Tutulum bdlgesinde
inflamasyon ve demiyelinizasyon vardir. Baz1 olgularda spinal korda kavitasyon ve

nekroz goriilebilir (66).
1.9 Tam

Kesin bir tan1 yontemi yoktur. MS esas olarak klinik bir tanidir, semptom ve
bulgularla hastaligin klinik seyri dikkate alinarak konmaktadir. MRG, Uyarilmis
potansiyeller ve BOS incelemesi klinik tanis1 kesin olmayan olgularda taniy:
desteklemeye yardimcidir. Kesin tani1 koyduracak bir laboratuar bulgusu yoktur. ik
kayda deger kriterler Schumacher ve arkadaslar1 tarafindan 1965 yilinda yapildi. Bu

kriterler yalnizca 6ykii ve muayene bulgularina dayanmakta idi.

Goriintiileme  yontemlerinin ~ gelistirilmesi, BOS’da  1gG indeksi ve
Oligoklonal band tesbiti taniya olduk¢a katkida bulunmustur. Bunu iizerine 1983
yilinda Poser baskanliginda toplanan komite bu tani yontemlerini de i¢ine alacak

sekilde tan1 kriterlerini (Ek-1) yeniden tanimladi (68,69).

2001 yilinda tanimlanan McDonald kriterleri (Ek-2) ile MR goriintiileri tani
icin 6nemli hale geldi (70). BOS ve gorsel uyarilmis potansiyeller (VEP) diger
paraklinik testler olarak belirlendi (71,72). Lezyonlarn zamansal ve mekansal

yayilimini belirlemek icin MRG kriterleri belirlendi (73).
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1.10 Ayirica1 Tam

MS’in blinen formlarinda tan1 nadiren siliphelidir. Problem genellikle atipik
prezentasyon, monofazik epizod, progresif hastalik ve negatif goriintiilemede ortaya
cikar. MS’de SSS tutulumunu Sistemik lupus eritematosus (SLE), antifosfolipid
sendromu (APS) ve sjogren sendromu (SS) gibi diger otoimmiin hastaliklardan

ayirmak gii¢ olabilir (74,75).

¢ Genetik hastahklar : Aile oykiisii pozitiftir. Hastalik genellikle ¢cok erken
yaslarda baslar. Sinir sistemi disinda da bulgular vardir. Normal BOS

bulgusu bulunabilir.

o Wilson hastaligi

o Niitrisyonel eksiklikler

o Herediter spastik paraparezi

o Peroksizmal hastaliklar (Adrenolokodistrofi)
o Mitokondiriyel sitopatiler

o Adult polyglucosan body hastalig

o Herediter serebroretinal vaskiilopati

o Lizozimal enzim eksiklikleri (Fabry hastaligi, Globoid hiicreli

l16kodistrofi, Metakromatik l6kodistrofi)
o Inflamatuar hastahiklar

o Behget hastalig1

o Miyastenia Gravis

o Kollajen vaskiiler hastaliklar (SLE, Sistemik skleroz, Mikst konnektif
doku hastalig1)

o Norosarkoidosis
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Enfeksiyon hastahklan

o Viriisler (Herpes, Kizamik, retroviriis, JC viriis)

o Bakteri (Brusella, Klamidya, Lyme, Sfiliz)

Metabolik hastahklar

o Vitamin eksiklikleri (Vit. B12, Folik asit)

o Mineral eksiklikleri (Kobalamin...)

Timorler

Psikiyatrik hastahklar (Ansiyete, depresyon, konversif hastalik)

Toksik hastahklar (NO zehirlenmesi, Santral pontin miyelinozis,

radyasyon)

Vaskiiler Hastahklar

o Antifosfolipid antikor sendromu (Sneddon sendromu)
o CADASIL

o Vaskiilitler

Yapisal bozukluklar (Vaskiiler malformasyon, disk servikal spondiloz,

Arnold chiari malformasyonu)
Digerleri

o Kronik yorgunluk sendromu
o Komplike migren

o Nororetinitis
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2. MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR (MMP) ve
INHIBITORLERI

2.1 Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar Matriksinler olarak da adlandirilirlar. Zn bagimml
endopeptidazlardir. Embriyo gelisiminde, doku sekillenmesi ve morfogenezde, artrit,
periodontit, glomeriilonefrit, ateroskleroz, doku iilserasyonu gibi hastaliklarda ve
kanserde hiicre invazyonu, metastazinda ve kan beyin bariyerinin yikilmasinda
onemli rolleri vardir. MMP’ler protein yapilarma gore bes ana gruba ayrilir

(76,717,78).
1. Gelatinazlar : MMP-2, MMP-9
2. Kollejenazlar : MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18
3. Stromelizinler (Matrilizin) : MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-11

4. Membran tip MMP’ler : MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-
24, MMP-25

Tim MMP’ler preproenzim olarak sentezlenir ve proenzim olarak salgilanir.
ProMMP’lerin plazmin tarafindan aktive oldugu, in vivo olarak gosterilmistir

(78,80).

Cesitli MMP’lerin ortaya ¢ikis1t ve aktivitesi beyinde iskemi, enflamasyon,
norodejenerasyon’da calisilmistir (77,102). Proenzimlerin aktivasyonu ekstraselliiler
matriks yikimma neden olan ¢ok kritik bir noktadir. MMP’lar biiyiime faktorleri,
olim reseptorleri ve diger sinyal molekiillerinin aktivasyonunu kontrol eder (1).
Ayrica  MMP’lerin hedefi kan damarlar1 ve beyin hiicrelerindeki matriks
proteinleridir, sitotoksik ve vazojenik 6dem, hemorajik transformasyon ve ndronlarin
apoptosisi ile sonug¢lanir. Makrofajlar kronik hasar bolgesinde bulunurken proteazlar1

salgilarlar ve etraf dokudaki hasara neden olurlar (81,82).

Beyinde Gelatinaz A (MMP-2) ve Geletinaz B (MMP-9) en fazla

calisilanlardir. Gelatinaz, kapiller civarindaki bazal laminay1 yikar, anjiogenezis ve
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norogenezisi kolaylastirir boylece hiicre 6liimiinii aktive eder. MMP-2, siirekli olarak
sentez edilir saglikli beyin ve BOS’da bulunur. Hiicre ylizeyinde membrana bagl
olarak bulunan MMP-14 tarafindan aktive edilir. Bu sekilde MMP-14, MMP-2’nin
aktivitesini kontrol eder (83,84,85).

2.2 TIMP’ler (Matriks metalloproteinazlarin doku inhibitorii)

Molekiil agirligi 21 ve 28 kDa olan kiigiik molekiillerdir. Simdiye kadar dort
TIMP tanimlandi. Bu inhibitorlerin etkileri birgok MMP’lar iizerinedir fakat bazi
tercihler de vardir. TIMP-1 baslica MMP-9’u inhibe eder, halbuki TIMP-2, MMP-
2’yi inhibe eder, parodoks olarak pro-MMP-2’nin aktivasyonunu da saglar (86,87)

TIMP-3, ekstraseliiler matrikse baglanan tek inhibitérdiir. MMP-14, MMP3
gibi membran bagimli molekiilii inhibe eder. Ayrica TIMP-3 hiicresel biiyiime,

hiicresel 6liim ve doku tamiri gibi bir ¢ok 6nemli rolii vardir (86,87).

Kiiltiirde liposakkarid ile stimiile edilen astrositlerden TIMP-3 salgilanir
bunlar da néronlarda MMP-2’nin aktivasyonunu engelliyerek KBB’ni MMP-2’den

korur fakat TIMP-3’{in artmis konsantrasyonu hiicre 6liimiinii arttirir (86,87).

Tablo 2 : TIMP’lerin smiflandirma, fonksiyon ve lokalizasyonu (88).

TIMP | Molekiiler inhibe edilen Diger
5 Lokalizasyonu
Tipi Agirhk (kDa) MMP’ler Fonksiyonu
Biitiin MMP’ler MMP-9’un giigli ESM igine
TIMP-1 28 o
ADAM-10 inhibitorii salgilanir
MMP-2’yi aktive ESM igine
TIMP-2 21 Biitiin MMP’ler
de eder salgilanir
Apoptosis,
Biitiin MMP’ler B .
TIMP-3 24 Anjiogenezisi ESM ‘e baglanir
ADAM-10, ADAM-17
inhibe eder
Anjiogenezisi ESM igine
TIMP-4 22 Biitiin o
inhibe eder salgilanir

ESM : Ekstra seliiller matrik
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GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Mart 2009 - Eyliil 2009 tarihleri arasinda Cumhuriyet
Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji ve Mikrobiyoloji anabilimdali’nda yapilmustur.
Calismaya baslamadan &nce Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul
Baskanligi’'ndan 06.01.2009 tarihli 2008-12/8 numarali karar ile onay alinmistir.

3.1. Hasta ve Kontrol Grubu

Gruplarin homojen olmasi i¢in hasta ve kontrol grubu bireyleri 20-60 yas

aras1 bayan ve erkek hastalardan olusturuldu.

Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Poliklinigi ve daha énceden
diger dis merkezlerde kesin MS tanis1 almig hastalardan; MRG, klinik, oligoklonal
band (OKB) verileri ve aldiklar1 tedaviler géz 6niinde bulundurularak hasta grubu
olusturuldu. MS tanis1 icin Modifiye McDonald kriterleri (Ek-3) gbz Oniinde

bulunduruldu.

Herhangi bir norolojik bulgusu olan fakat daha Onceden hicbir sikayeti
olmayan, ¢ekilen MRG’de 1 gadolinyum tutan lezyon veya 1 infratentoriyel lezyon
veya 1 juxtakortikal lezyon veya 3 periventrikiiler lezyonu olan hastalardan KiS
grubu olusturuldu. KIS i¢in kabul ve dislama kriterleri icin asagidaki parametreler

kullanildz.
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Tablo 3 : KIS i¢in kabul ve dislama kriterleri

Kabul kriterleri Dislama kriterleri
Optik noritis Diabetes mellitus
Diplopi Hipertansiyon

INO (interniikleer Oftalmopleji Vit. B12 eksikligi
Miyelitis Kafa travmasi
Hemiparezi, Paraparezi Karaciger yetmezligi
Dizartri Bobrek yetmezligi
Duysal semptomlar Kalp yetmezligi
MRG Kiriterleri Demir eksikligi

- 1 Gadolinyum tutan lezyon
- 1 Infratentériyel lezyon
- 1 juxtakortikal lezyon

- 3 periventrikiiler lezyon

MS hastaligi ve norolojik tutulumana ait belirtisi olmayan, santral sinir
sistemini etkileyecek baska bir hastaligi veya ila¢ kullanim oykiisii olmayan,
hastanemizde calisan saglik personellerinden ve hasta yakinlarindan yas olarak

uyumlu erkek ve bayanlardan kontrol grubu olusturuldu.

Bagka bir SSS hastalig1 olanlar ve noromiiskiiler sistemi etkileyebilecek
baska sistemik bir hastalik (SLE, APS, SS, Behget, enfeksiyon) dykiisii olan bireyler
calismaya alinmadi. Caligmaya alinacak tiim bireylere yapilacak islemler hakkinda

bilgi verildi ve onaylar1 alind1.

Hazirlanmis bir anket formu dogrultusunda hastalara; yasi, cinsi, Multipl
Skleroz’un baslama yasi ve siiresi, hastaligin baslangic semptomlar1 ve simdiki
sikayetleri, baska bir hastaliklar1 olup olmadigi, varsa bu hastalik tedavisi i¢in
aldiklar1 ilaglar (Interferonlar, Mitoxantrone, Imuran vs.), risk faktdrii (ailede MS
Hastaligi, SSS infeksiyonu, inme, ila¢ kullanimi, herhangi bir toksine maruz kalma

Oykiisii), aligkanliklar1 (sigara, alkol, ilag ve madde kullanimi ), kranial goriintiileme
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(MRG), Multiple skleroza yonelik ila¢ kullanimi, kullanma siiresi, kullanim dozu

soruldu.

3.2 Analiz Yontemi

Orneklerin Hazirlanmasi

RRMS tanisi alan ve interferon kullanan hastalardan ve KIS diisiiniilen
olgulardan ve Kontrol grubundan antekiibital venden enjektorle 8 ml kan alinarak
heparinli tiip igerisine konuldu. Alinan kanlar en kisa slirede (yarim saat igerisinde)
15 dk. Siireyle 3000 g devirde santrifiij edilip iiste kalan plazma ayrildi. Ayrilan
plazma 1,5 mI’lik Epandorf tiipiine konularak MMP-2, MMP-8, TIMP-1 ve TIMP-2
analizleri i¢cin -80°C’de tetkik edilinceye kadar saklandi.

MMP-2, MMP-8, TIMP-1 ve TIMP-2 Analizi

Deneyde R&D Systems’den temin edilen Quantikine Human MMP-2
Immunoassay (DMP2F0), Quantikine Human MMP-8 total Immunoassay
(DMP800), Quantikine Human TIMP-1 Immunoassay (DTM100) ve Quantikine
Human TIMP-2 Immunoassay (DTM200) ELISA kitleri kullanildi. Deney kitin
icerisindeki kullanim talimatina uygun olarak Tip fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim dalinda ¢alisildi. Mikroplaklar EL 312 Microplate (Bio-tek
Ins) marka ELISA Reader’da 450 nm’de Spektrofotometrik olarak okundu. Okunan
Optic Density (OD) degerleri firmadan saglanan Semilogaritmik kagit kullanilarak

ng/ml degerine cevrildi.

Kullanilan ELISA kitleri insan MMP-2, MMP-8, TIMP-1 ve TIMP-2

degerlerini Serum, Plazma, Idrar, Hiicre kiiltiirii’de 6lgebilmektedir.
MMP-2 i¢in ELISA Protokolii (89)

a. Ornek, Standartlar, Yikama tamponu ve Substrat soliisyonu (25°C Oda

sicakliginda) kitapgigindaki direktiflere gore hazirlandu.

b. ELISA kiti iizerindeki her kuyucuga 100 pl Assay Diliient konuldu

32



c. Uzerine hazirlanan Standart ve Serum 6rneklerinden her kuyucuga 50 ul
eklendi ve 2 saat oda 1sisinda 500 rpm hizinda c¢alisian Shaker {izerinde

inkiibe edildi.

d. 4 kez otomatik yikama aletinde Yikama soliisyonu ile yikanarak Aspire

edildi

e. 200 ul MMP-2 Conjugate eklenerek 2 saat oda 1sisinda 500 rpm Shaker

iizerinde tekrar inkiibe edildi.
f. Adim d’deki Yikama ve Aspire tekrar edildi.

g. 200 pl Substrat soliisyonu eklenerek Oda 1sisinda Benc iizerinde karanlik

bir ortamda 30 dk bekletildi.

h. Her kuyucuga 50 pl Stop soliisyonu eklenerek sonuglar 450 nm dalga
boyutunda ELISA aletinde okutuldu.

MMP-8 icin ELISA Protokolii (90)

a. Ornek, Standartlar, Yikama tamponu ve Substrat soliisyonu (25°C Oda

sicakliginda) kitap¢igindaki direktiflere gore hazirlandi.
b. ELISA kiti iizerindeki her kuyucuga 150 pul Assay Diliient konuldu

c. Uzerine hazirlanan Standart ve Serum 6rneklerinden her kuyucuga 50 ul
eklendi ve 2 saat oda 1sisinda 500 rpm hizinda ¢alisian Shaker {izerinde

inkiibe edildi.

d. 4 kez otomatik yikama aletinde Yikama soliisyonu ile yikanarak Aspire

edildi

e. 200 ul MMP-8 Conjugate eklenerek 2 saat oda 1sisinda 500 rpm Shaker

uzerinde tekrar inkiibe edildi.

f. Adim d’deki Yikama ve Aspire tekrar edildi.
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g. 200 pl Substrat soliisyonu eklenerek Oda 1sisinda Benc iizerinde karanlik

bir ortamda 30 dk bekletildi.

h. Her kuyucuga 50 pl Stop soliisyonu eklenerek sonuglar 450 nm dalga
boyutunda ELISA aletinde okutuldu.

TIMP-1 icin ELISA Protokolii (91)

a. Ornek, Standartlar, Yikama tamponu ve Substrat soliisyonu (25°C Oda

sicakliginda) kitap¢igindaki direktiflere gore hazirlandi.
b. ELISA kiti tizerindeki her kuyucuga 100 pl Assay Diliient RDX1 konuldu

c. Uzerine hazirlanan Standart ve Serum 6rneklerinden her kuyucuga 50 ul
eklendi ve 2 saat oda 1sisinda 500 rpm hizinda c¢alisian Shaker {izerinde

inkiibe edildi.

d. 4 kez otomatik yikama aletinde Yikama soliisyonu ile yikanarak Aspire

edildi

e. 200 pl TIMP-1 Conjugate eklenerek 1 saat oda 1sisinda 500 rpm Shaker

iizerinde tekrar inkiibe edildi.
f. Adim d’deki Yikama ve Aspire tekrar edildi.

g. 200 pl Substrat soliisyonu eklenerek Oda 1sisinda Benc iizerinde karanlik

bir ortamda 30 dk bekletildi.

h. Her kuyucuga 50 pl Stop soliisyonu eklenerek sonuglar 450 nm dalga
boyutunda ELISA aletinde okutuldu.

TIMP-2 i¢cin ELISA Protokolii (92)

a. Ornek, Standartlar, Yikama tamponu ve Substrat soliisyonu (25°C Oda

sicakliginda) kitap¢igindaki direktiflere gore hazirlandi.

b. ELISA kiti tizerindeki her kuyucuga 100 pl Assay Diliient RD1W konuldu
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c. Uzerine hazirlanan Standart ve Serum 6rneklerinden her kuyucuga 50 ul
eklendi ve 2 saat oda isisinda 500 rpm hizinda calisian Shaker iizerinde

inkiibe edildi.

d. 4 kez otomatik yikama aletinde Yikama soliisyonu ile yikanarak Aspire

edildi

e. 200 pl TIMP-2 Conjugate eklenerek 2 saat oda 1sisinda 500 rpm Shaker

iizerinde tekrar inkiibe edildi.
f. Adim d’deki Yikama ve Aspire tekrar edildi.

g. 200 pl Substrat soliisyonu eklenerek Oda 1sisinda Benc iizerinde karanlik

bir ortamda 30 dk bekletildi.

h. Her kuyucuga 50 pl Stop soliisyonu eklenerek sonuglar 450 nm dalga
boyutunda ELISA aletinde okutuldu

Testin Duyarhhg:

MMP-8 Degeri (Serum’da 5-134 ng/ml), MMP-2 Degeri (Serum’da 161-301
ng/ml), TIMP-1 Degeri (Serum’da 87-524 ng/ml), TIMP-2 Degeri (Serum’da 23-338

ng/ml) arasinda bulunmaktadir.
3.3 istatistiksel Analiz

Calismamizin verileri “SPSS (ver. 16.0) programi™na yiiklendi. Verilerin
degerlendirmesinde; ANOVA, Post Hoc analizde ise Dunett T3 ile gruplar
karsilastirildi. Parametreler arasindaki korelasyon i¢in Pearson korelasyon kullanildi.
Elde edilen veriler tablolarda normal dagilima uyanlar ortalama + SD (standart
sapma), uymayanlar ise ortalama + SEM (Standart Ortalama Hata) ve denek sayisi

% ile belirtildi.
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BULGULAR

Calismaya aldigimiz RRMS grubundaki bireylerin 11°1 Erkek (%31,4), 24’1
Kadin’d1 (%68,6). KIS grubundaki bireyleri 2’si Erkek (%15,4) ve 11°i Kadind1
(%84,6). Kontrol Grubunda ise 9 Erkek (%40,9), 13 Kadm (%50,1) vardi. RRMS ve
KIS’lular hasta grubu olarak degerlendirildiginde 13 Erkek (%27,1), 35 Kadin
(%72,9)’dan olusmaktaydi. Yas yoniinden hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlaml

fark yoktu (p=0.685; p>0.05).

Tablo 4 : Calismaya alinan bireylerin demografik 6zellikleri

HASTA GRUBU KONTROL
E K E K E K
11 24 2 711 9 ¢+ 13
Hasta Sayis1 = |----------- R RS RS R pomeneneed
%314 %686 | %154 : %84,6 | %409 | % 50,1
Ortalama Yas 34,51 £7,44 (23-50) | 32,00 £9,93 (19-49) | 31,36 +4,78 (24-40)

KIS : Klinik izole sendrom, KG : Kontrol grubu

Tablo 5 : Olgularin ELISA ile 6lgiilen ortalama MMP ve TIMP degerleri (ng/ml)

D D : D D
Ortalama D Ortala Ortala D Ortala
RR-MS 336,69 £16,46 | 65,71 £13,13 | 531,91 207,38 196,69 +17,41
Kis 31031 £50,67 | 99,54 £1939 | 528,08 15500 | 16585 £7,36

Kontrol Grubu | 255,64 64,78 | 73,82 £12,40 | 515,86 £180,155} 125,27 £5,74

Tablo 6 : Olgularin hesaplanan MMP/TIMP oranlar1

MMP-8 / TIMP-1 MMP-8 / TIMP-2 MMP-2 / TIMP-2

Ortalama +SEM Ortalama +SEM Ortalama +SD
RR-MS 0,15+0,03 |  041£0,09 | 1,92 +0,64
Kis | 0214004  § 059012 | 1904066
Kontrol Grubu | 0144002 | 064012 | 2104056
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Sekil 1 : Gruplarin ortalama MMP-2 degerleri
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Sekil 2 : Gruplarin ortalama MMP-8 degerleri
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Sekil 3 : Gruplarin ortalama TIMP-1 degerleri
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Sekil 4 : Gruplarin ortalama TIMP-2 degerleri

38



. . . . D '-. =
D KIS 0263780 21,6441 537G 27431 80,19
_l_‘_l_‘_l_‘_‘_s_____:___llggm__,___s_l_ 049% 21488000 o890 133,91
T RRNS 26,378 2644t S37 80195 27,43
MM RIS TRGT s 10,7035 028 5 000 104,35
o TTTETRRMS IR L049% ol ARs 000 i30T T 819)

Eg -54,671*5 19,703: ,028 -104,355 -5,00
33,5241 3201402 93,77, ...26.12)
RRMS RG 1R 0164) 18,060 958 IS sT T 36.36)
CRRMS Y3304 O3 a01E 402 6,121 T03.77
MMBSS KIS RG0S5 7508 23017609 U335 85 03
T RRMS TR 104 I8 060058 T 36 361 50,57
KIS -25.,720: 23,017:  ,609 -85,03: 33,59
s KIS T 3837 55489° 1,000 1 13646, 144,14
_____________ RG 60515 52,0001 086 C112.297 T 144.39)
RRMS TSR3 55,4801 1000 14414 136.46)
MRS R T3l 57068 095 1 T133.:600 158,12
T RRMIS T 605175210000 7086 144,397 112,29)

+ KIS -12,213: 57,668 ,995 -158,12: 133,69
KIS 30,840;_ 18,898, 291 16,020 __ 77.70)
_l_‘_‘_‘_l_‘_‘_s_____.___llggm ______ 71413% 183315 001§ 25.861 116,97
= 30,8401 I8.898E 200 T 0E T 16102
e S TR0 573% 0333 0L 1681 64,34
T RRMIS T A T3M IR 001 i Te.970 0586
KIS : -40,573%: 9,333: 001 : -6434: -16,81
T |rews KIS 036679 O0SMTL 66 19246, 07910
g [RRMS RG 008396 10389001 99508736/ - 10413]
E e IRRMSTIT056679) 10534710 6d6 079105 19246
s <5 TRG 0650761 0476661 453 ~03959; 18974]
S | IRRNIS 0083961 03890081995 T I0415: 08736
= Eg -,065076: ,047666: 453 -,18974. ,05959
~ KIS 0210281 _211467: 999 i -52540;_ 56746
g [RRMS  RGTTTURI935) 1600041 1592 T ISTTI00 21323
E s URRNSTT 0010081 01146781999 T IS6746! 52540
S RG 00063t T a17144E 2861830 35500)
S [oCTTTTTIRRMIS 035! T Te0094) U502 T 21323) T ST710)
= :+ KIS v ,202963: 217144 728 v -35590: ,76183
Y |RrMS T KIS 171888;_145763; 367 | -34289' 19912
R CRG T I0070401 1462661 33299036 - 13588]
E s LRRMSTITI7IRRST 14576311567 f  L19912¢ 54289
B KIS ITRGTTTTU055353 166518082 1T 1474890 36418
S [CTTTTIIRRMIS T TT007040; T 46266; 1332 I3588] T 50036)
= KIS ,055353:  |166518: 982 : -36418: ,47489

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Tablo 7 : Olgiilen parametrelerin gruplar arasinda karsilastirilmasi
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Tablo 8 : MMP-8 ile TIMP-1 arasmdaki korelasyon

RRMS | KiS | KG
TIMP-1 TIMP-1 TIMP-1
Korelasyon katsayisi : :
N sonkatseys | 015010040 {0337
P degeri 0,391 : 0,896 : 0,125

Calismamizda MMP-8 ile TIMP-1 arasinda bir korelasyon bulamadik. Henrik
Toft-Hansen ve ark. yapmis oldugu EAE ¢alismasinda MMP-8’in 90,1 kat arttig1,
TIMP-1’in 115,1 kat arttig1 tesbit edilmis. Bizim yapmis oldu§umuz c¢alismada
MMP-8 ile TIMP-1 arasinda bir korelasyon bulamamamiz hastalarin akut atak ile

gelmemesi ve tedavi almalarina bagli olabilir.

Tablo 9 : MMP-2 ile TIMP-2 arasindaki korelasyon

RRMS : KIS : KG
TIMP-2 | TIMP-2 | TIMP-2
Korelasyon katsay1st L0A4% 0,320 ko 0,328 )
MMP-2 P degeri 0,002 : 028 : 0,136

MMP-2 ile TIMP-2 arasindaki bir korelasyon varlig1 daha 6nceki
calismalardan da biliniyordu. Bizim ¢alismamizda da RRMS’li grupta kontrol grubu
ile karsilastirildiginda bir korelasyon oldugu istatistiksel olarak anlamli ¢ikti. Bu da
MS’li grupta MMP-2’nin hastaligin kroniklestik¢e arttigini ve bunun yaninda MMP-

2’ye spesifik inhibitériinde orantili olarak arttigini gosterir (106).

Tablo 10 : MMP-8 ile TIMP-2 arasmdaki korelasyon

RRMS : KIS ! KG
TIMP-2 TIMP-2 TIMP-2
Korelasyon katsayisi ~-0,185 0,078 -0,184
MMP-§ P degeri 0286 : 0800 : 0411

Calismamizada MMP-8 ile TIMP-2 arasinda bir oran bulamadik. Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda da bir oran olmadigi tesbit edilmisti.
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Tablo 11 : MMP-2 ile TIMP-1 arasindaki korelasyon

RRMS : KIS : KG
TIMP-1 TIMP-1 TIMP-1
Korelasyon katsaylsll____:Q,_2__5_(_)____E -0,044 -0,212 _____
MMP-2 P degeri 0,147 : 0,887 : 0343

Calismamizda MMP-2 ile TIMP-1 arasinda bir oran bulamadik. Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda MMP-2 i¢in spesifik inhibitdriin TIMP-2 oldugu yaymlanmaisti.
Bizde yapmis oldugumuz c¢alismada bir oran tesbit edemedik. Bu sekilde gecmis

bilgileri de teyit etmis olduk.
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TARTISMA

MS, SSS’ni etkileyen otoimmiin bir hastaliktir. Kliniginde baglica bulgular;
cift gébrme, bulanik gorme, kol ve bacaklarda uyusukluklar, basdonmesi, denge ve
postiir bozukluklar1 goriiliir. Hastaligin ileri evrelerinde kognitif ve psikiyatrik
semptomlar, yiirime bozukluklar1 ve tekerlekli sandalyeye bagimli hale gelme,
gdrme bozukluklar1 gelisebilir (93). Bu ¢alismada, MS ve KIS’li bireyler ile saglikli
Kontrol grubunda, ELISA yontemi kullanarak serum MMP-2, MMP-8, TIMP-1 ve
TIMP-2 oranlarini inceledik.

Yetigkin SSS icinde MMP’lar, muhtemelen ekstraselliiler matriksin (ECM)
yeniden sekillenmesinde fonksiyon goriir. ECM, hiicre gocli ve yasami gibi degisik
fizyolojik islevlerin devrini regiile eder (94). Saglikli insan beyninde herhangi bir
norolojik hastaligin kaniti olmadan, MMP-2 ve MMP-9 astosit, mikroglia ve
noronlarda bulunur (95). MMP’lar MS ve EAE’da kemokin ve sitokinleri de
parcalar. Kemokin/Sitokin oraninin degismesi CD4 T hiicrelerinin Thl ve Th17 gibi
proinflamatuar hiicrelere doniismesinde etkilidir. MMP’ler ve TIMP’ler MS’de
tedaviye yanit ve hastaligin aktivitesinde potansiyel bir belirte¢ olarak kullanilabilir

(96, 97, 98).

Birgok MMP’nin oran1 MS’de degisir ve farkl seviyede MS’in patolojisinde
ise karisir. MS patogenezinde rol alan MMP’ler; MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, -12, -13, -
14 ve -19’1 igerir. Bunlarin miktarindaki degisiklik serum, l6kosit, BOS ve beyin
dokusunda tesbit edilir. Ornegin Bar-Or ve arkadaslar1 monosit kaynakli MMP-2,
MMP-14 ve TIMP-2’nin oranlarin1 normal bireyler ile karsilastirdiklar1 zaman
yiiksek bulmuslardir (99). RR-MS’li hastalarda MMP-9 seviyelerinin artist MRG’de
kontrast tutan lezyonlarla ilisklidir (96).

MMP-2, MMP-7, MMP-9’un ylikselmis seviyeleri MS’li hastalarda rapor
edildi (100,101). MMP-2 , anjiogenesis ve vaskiiler sekillenmede kritik rol oynar
(102). Bunula birlikte MMP-2, MS ve EAE’de belirgin sekilde artmaz. Normalde
MMP-2 serebral damar civarindaki beyin dokusunda, asrositlerin ayaksi
¢ikintilarinda ve ependimal ve pial yiizeylerde bulunur. Iskemik durumlarda MMP-2

aktivasyonu artarak vaskiiler sistemde lokalize gegise neden olur (103). Biz de kendi
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calismamizda daha once bulunan verilere uygun olarak MMP-2 oranini RRMS

grubunda istatistiksek olarak anlamli ve artmis olarak bulduk.

Bircok yazar MMP-9 ve MMP-9 / TIMP-1 oranin1 RR-MS’li hastalarda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda yiiksek bulmustur (93). Sestra-Garriga ve
arkadaslar1 MMP-9 seviyelerini Primer-progresiv MS’li hastalarda 6nemli derecede
diisiik bulmustur (104). Avolio ve ark. MMP-9 ile TIMP-1 oranint RR-MS’lilerde
Primer progresiv MS’lilerden daha yiiksek bulmustur. Fakat MMP-2 ile TIMP-2
orani Primer progresiv MS’lilerde yiiksek bulunmustur. Buradan MMP-2 ile TIMP-2
oranmnin hastaligin kronik sathasinda o6nemli oldugu soylenebilir. Bu bilginin
onaylanmas1 gerekir diye rapor etmislerdir (105, 106). C. Avolio ve ark. 2003 yilinda
yaptiklar1 ¢calismada MMP-2/TIMP-2 oraninin hastaligin siiresi ve olgularin yasi ile
orantili olarak arttigin1 bulmuslardir (106). Bu bulguya parelel olarak yapmis
oldugumuz ¢alismada MMP-2 ve TIMP-2 oranlarini biz de ayn1 sekilde artmis olarak
bulduk. C. Avolio ve ark. Yapmis oldugu c¢alismadan ve bizim verilerimize
dayanilarak MMP-2 ve TIMP-2 oraninin RRMS’li hastalarda giderek arttigi

sOylenebilir.

TIMP’ler iizerine yapilan ¢alismada, saglikli yetiskin beyninde MMP’lerin
baz1 fonksiyonuna yardim ettigini ortaya ¢ikmustir. Saglikli yetiskin 6rneklerinde 4
cesit TIMP tesbit edilmistir. TIMP-4 seviyesi en bol olandir, bunu TIMP-2 ve TIMP-
3 izler. Enaz bulunan ise TIMP-1’dir. TIMP-1 ve TIMP-3’iin MMP’lar1 inhibe
etmesi yaninda multifonksiyonel rolleri vardir. TIMP-1’in biiylime faktori etkileri
vardir ve antiapoptotiktir. Halbu ki hiicrelerdeki TIMP-3 geni apoptotik hiicre
Oliimiint arttirr (103). TIMP-2 saghkli noronlar tarafindan beynin her bolgesinden
giiclii sekilde sentez edilir (1097. Aktif MMP’larin etkileri bir serum proteini olan o-
Makroglobulin tarafindan veya dort fizyolojik metalloproteinas inhibitdrii tarafindan
sonlandirilir (108). TIMP-1 knockout farelerde, EAE’nin daha agir seyrettigi bu
nedenle TIMP-1’in koruyucu olabilecegi Onerilmistir (109). Biz calismamizda
TIMP-1 orani yoniinden gruplar arasinda bir fark goéremedik. TIMP-2 beklendigi gibi
yiiksek ve anlamli ¢ikti.

Comabella ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, IFN-B kullanan 43 RR-MS’li
hastada tedaviye baslamazdan 6nce, basladiktan sonra 3., 6., 12. ve 24 ayda MMP-2,
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MMP-7, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2 oranlarin1 tesbit etmisler. Tedavi ile birlikte
MMP-9 orani azalirken MMP-2 ve MMP-7 seviyesinde onemli bir degisme olmamas.
TIMP-1 seviyesi ilk 3 ay belirgin bigimde artmis ve bu etki zaman i¢inde de belirgin
olarak devam etmis. TIMP-2 seviyesinde de artis olmus fakat istatistiksel olarak
anlaml ¢ikmamustir. Yapmis olduklari ¢alismaya gore erken ve devam eden TIMP-1

artisinin IFN-f’a kars1 bir cevap olarak degerlendirilemesine karar vermisler (96).

IFN-B’a kars1 olusan notralizan antikorlar hastalarin 1/3’de bulunur ve IFN-
B’ya karst tedavi etkinligini azaltir. Notralizan antikorlarin bulunmast MMP
seviyelerinde degisiklige de neden olur (110). Comabella ve arkadaslar1 tedaviye
ragmen TIMP-1 oranlarinda bir degisikligin olmamasin1 noétralizan antikor

gelisimine baglamislardir (96).

MMP-8, Kollagenaz-2 veya Notrofil kollagenaz olarak da bilinir. Uzun bir
siire sadece notrofillerden salindig1 diisiintilmiis fakat daha sonralar1 bir¢ok hiicreden
salindig1 tesbit edilmistir (111). MMP-8 akut ve kronik inflamasyonda santral
mediatordiir (111). Bircgok MMP gibi pro-enzim olarak salgilanir. Bu cevrime
notrofillerden salgilanan reaktif oksijen tiirleri veya Katepsin G ve kimotripsin gibi
proteazlar aracilik eder. Birkez aktive edildiginde genis sayida substrati yikar.
(Kollajenler, diger ECM pargalarini, serin proteaz inhibitorii ve birgok kemokini). Bu
nedenle MMP-9 gibi MMP-8’de inflamatuar reaksiyonun gelisiminde belirgin rol
oynar ve matiir ndtrofillerin graniillerinde inaktiv enzim olarak depo edilir. Yapilan
calismalar MMP-8’in akut inflamatuar yanit siiresince notrofil toplanmasinda etkili
oldugunu gostermistir. Fakat ayn1 zamanda sonraki asamalarda inflamasyonun

coziilmesine yardim eder (111).

Insan ve hayvan calismalarinin her ikisinde MMP-8, SSS’de birgok
inflamatuar hastalikla iliskilidir. MMP-8 EAE’l1 hayvanlarm spinal kordunda artmis
olarak bulunmustur (112). Sonu¢ olarak MMP-8, deneysel bakteriyel menenjitli
hayvanlarin kortekslerinde ve Bakteriyel menenjitli insanlarin BOS’unda artmis
olarak bulunur (113). Biz ¢alismamizda MMP-8 oranin1 Kontrol grubundan diisiik
bulduk fakat istatistiksel olarak bir fark yoktu. RRMS grubunda ve KIS grubundaki
hastalarin higbiri akut atak ile gelmemisti. MS’in bir hayvan modeli olan EAE’da
artmis MMP-8 baskin olarak graniilositler tarafindan salgilanir (114). Henrik Toft-
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Hansen ve arkadaslarmin 2004 yilinda yapmis oldugu EAE calismasinda, MMP-
2’nin 1,6 kat arttigi, MMP-8’1n 90,1 kat arttig1, TIMP-1"in 115,1 kat arttig1 ve TIMP-
2’nin 1,3 kat arttigmi tesbit etmistir. Ayni1 zamanda astrositlerin MMP/TIMP

oraninin kontroliinde rol oynayabileceginden siiphelenmislerdir (114)

a Fold aheration in gene expression b Dela CT Levels (Gene CT - 188 rRNA CT)
DTN N R B
MMP-1a | w
| § a
MMP-10
MMP-1a . Not detected (gene CT=40)
MMP2 |
MRS MMP-1b E Very low exprassion (ACT >20)
e | MP-2 | |acTis20
MR- | MMP-3 ACT 10-15
|
b | MMP-T Very high expression {ACT <10)
JMP-10 —
e MMP-8
MMP-11 ——
e « [ s
MMP-13 | e MMP-10 <
e MMP-11
b -, O P12 €
MMP-16 [ —
FIGURE 1. g, Graphical . e
. a. Graphical represen- MMP-14
tation of the data in Table IL [, s
Down-regulated expression. The ver- MMP-20 MMP-15
tical lines represent specified fold al- Rzt |
; ; : MMP-16
terations in expression. b, The ACT o
values for each of the genes analyzed ] : MMP-17
are shown as ranges, indicated by NP2 ||
shading of the boxes. ACT is the dif- h MIE-18
ference in CT between the gene of MMP-20
interest and the internal reference
control gene, 185 tRNA. Amows - MMP-21
dicate the genes chosen for detmled
= MMP-23
analysis. ND, not detectad.
MMP-24
MMP-25
MMP-28
ADAM-10
ADAM-12 -
ADAM-15
ADAM-17
ADAM-19
— ADAM-28
ADAM-33
TIMP-1
TIMP-2
TIMP-3
TiMP-4

Sekil 6 : Henrik Toft-Hansen ve arkadaslarinin 2004 yilinda yapmis oldugu ve The
Journal of Immunology’de yaymlanan EAE calismasinda MMP ve Inhibitdrlerinin

kontrollere gore ne kadar degistigini gosteren grafik (114).
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SONUCLAR
MMP-2 Ortalama degeri (ng/ml olarak)

a. RRMS grubunda (336,69 +16,46 SD), Kontrol Grubundan (255,64 +64,78)
yiiksekti ve istatistiksel olarakda anlamliydi. (P=0,002)

b. KIS grubunda (310,31 +50,67 SD), Kontrol grubundan (255,64 +64,78)
yiiksekti fakat istatistiksel olarak anlamli degildi. (P=0,028)

c. RRMS ile KiS Grubu arasinda bir fark yoktu. (P=0,537)
MMP-8 Ortalama degeri (ng/ml olarak)

a. RRMS grubunda (65,71 +13,13), Kontrol grubundan (73,82 +12,40) diistiktii
fakat istatistiksel olarak anlamli degildi. (P=0,958)

b. KIS grubunda (99,54 +19,39), Kontrol grubundan (73,82 +12,40) yiiksekti
fakat istatistiksel olarak anlamli degildi. (P=0,609)

c. RRMS ile KiS grubu arasinda istatistiksel olarak fark yoktu. (P=0,402)

d. MMP-8 degerinin RRMS grubunda diisiik olmasi, KIS grubunda ise Kontrol

grubuna gore yiiksek olmasi aldiklar1 interferon P tedavisine baglanabilir.
TIMP-1 Ortalama degeri (ng/ml olarak)

a. RRMS grubu (531,91 +£207,38) ile Kontrol grubu (515,86 +£180,155) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. (P=0,986)

b. KIS grubu (528,08 £155,09) ile Kontrol grubu (515,86 +180,155) arasinda
anlaml bir fark yoktu. (P=0,995)

c. RRMS ile KiS grubu arasinda bir fark yoktu. (P=1,000)
TIMP-2 Ortalama degeri (ng/ml olarak)

a. RRMS grubu (196,69 +17,41), Kontrol grubu (125,27 +5,74) arasinda
istatistiksel olarak birbirinden farkliydi. (P=0,001)
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b. KIS grubu (165,85 £7,36), Kontrol grubu (125,27 +5,74) arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi. (P=0,001)

c. RRMS ile KiS grubu arasinda fark yoktu. (P=0,291)

MMP-8/TIMP-1 orani agisindan gruplar arasinda fark yoktu. Atak sirasinda
artmas1 gereken MMP-8 degerinin gruplar arasinda farkli olmamasinin sebebi

akut atak olmamasina ve aldiklar1 Interferon tedavisine baglanabilir.
MMP-2/TIMP-2 orani agisinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu.
MMP-8/TIMP-2 orani agisindan gruplar arasinda fark yoktu.

Olgiilen parametrelerin  arasindaki korelasyon incelendiginde (Pearson
korelasyon ile) sadece MMP-2 ile TIMP-2 arasinda bir korelasyon vardi.
(P=0,002 1=0,496) Diger gruplar arasinda bir korelasyon tesbit edilemedi.
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Ek-1 : MS’de Poser tani kriterleri 1983 (69).
I. KESIN MS

e Kilinik kesin MS

Al. 2 atak, 2 ayr1 lezyonun klinik bulgular

A2. 2 atak, 1 lezyonun klinik bulgusu ve 1 diger lezyonun paraklinik bulgusu
e Laboratuar destekli kesin MS (LDKMS)

B1. 2 atak, 1 lezyonun klinik veya paraklinik bulgusu + BOS’da oligoklonal
band / [gG

B2. 1 atak, 2 ayr1 lezyonun klinik bulgusu ve BOS’da OKB / 1gG

B3. 1 atak, 1 lezyonun klinik ve 1 diger lezyonun paraklinik bulgusu +
BOS’da OKB / IgG

II. OLASI MS

e Kilinik olas1 MS

C1. 2 atak, 1 lezyonun klinik bulgusu

C2. 1 atak, 2 lezyonun klinik bulgusu

C3. 2 atak, 1 lezyonun klinik bulgusu ve 1 diger lezyonun paraklinik bulgusu
e Laboratuar destekli olas1t MS

D1. 2 atak, ndrolojik muayene normal, paraklinik bulgu yok. BOS OKB / IgG

NOT : Atak 24 saatten fazla siirmeli, bagka bir atagi degerlendirmek i¢in 6nceki

atak ile aralarinda en az 1 ay diizelme periyodu ve farkl lokalizasyon gostermeli
Paraklinik Bulgu : Uyarilmis potansiyeller, goriintiileme yontemleri

BOS Bulgusu : BOS’da OKB varligi, IgG sentezi
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Ek-2 : MS’de Modifiye McDonald tani kriterleri 2005 (60).

McDONALD MS TANI KRITERLERI (2005 Revize)

ATAK

LEZYON

ILAVE GEREKENLER

2 veya 2+

2 veya 2+

YOK.
Klinik kanitlar yeterli, ilave kanit arzu edilir fakat MS ile

tutarli olmal

2 veya 2+

MRI’da mekanda yayilma (Ek-4) veya
MS ile tutarh 2 veya 2+ MRI lezyonu ve + BOS veya
Diger bir bolgede klinik atak oluncaya kadar beklenir

2 veya 2+

MRI’da zamanda yayilma (Ek-4) veya 2. Klinik atak

MRI’da mekanda yayilma (Ek-4) veya
MS ile tutarli 2 veya 2+ MRI lezyonu ve + BOS ve
MRI’da zamanda yayilma (Ek-4) veya 2. Klinik atak

1 veya 1+

1 yilda hastaligin progresyonu ve
Pozitif MRI (9 T2 lezyonu veya
(4 veya 4+ lezyon VEP ile)
Pozitif Spinal kord MR (2 veya 2+ fokal T2 lezyonu)
Pozitif BOS
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Ek-3 : Barkoff ve Tintore MRG kriterleri

Asagidaki 4 6zellikten 3’1 bir arada bulunmalidir.

¢ Gadolinium (Gd) tutan bir lezyon veya Gd tutan lezyon yoksa 9 tane T2 de

hiperintens lezyon

e Enaz 1 infratentoriyel lezyon

e FEnaz 1 jukstakortikal lezyon

e FEn az 3 periventrikiiler lezyon
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Ek-4 : MRG’de Zamansal ve Bolgesel dagilimi gosteren bulgular

I. Zamansal dagilim gosteren MR takip Kriterleri

a.

b.

IIk MR olaym baslangicindan 3 ay ve daha sonra ¢ekilmis ve Gd tutan
lezyon var ise klinik tabloyu tam yansitmasa da yeterlidir. Eger
kontrast tutan lezyon yok ise 3 ay sonra MR tekrarlanir. Yeni T2 ve

Gd tutan lezyon var ise kriter tamdir.

Eger ilk MR klinik tablonun baslangicindan itibaren 3 ay veya daha
kisa bir siirede yapilmis ise ikinci bir MR 3 ay veya daha sonra
tekrarlanir. Yeni Gd tutan lezyon varsa yeterlidir. Ancak kontrast
tutan yeni lezyon goriilmez ise yine 3 ay sonra cekilen yeni MR’da
T2’deki yeni lezyonun yada kontrast tutan lezyonun varligi tani i¢in

yeterlidir.

I1. Bolgesel dagilim gosteren MR bulgular

a.

b.

Beyinde 9 veya daha fazla T2 lezyonu veya

Medulla Spinalis’de 2 veya daha fazla lezyon veya

Beyin’de 4-8 lezyon + Medulla Spinalis’de 1 lezyon veya

Patolojik VEP bulgusu ile birlikte beyinde 4-8 lezyon veya beyinde
4’den az lezyon ile birlikte Medulla Spinalis’de 1 lezyon
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Ek S

CUMHURIYET UNIVERSITESi NOROLOJi ANABILiM DALI
“MULTIPLE SKLEROZ’LU HASTALARDA SERUM MMP-8, MMP-
2, TIMP-1 VE TIMP-2 DUZEYLERININ DEGERLENDIRILMESI”
CALISMASI IiCIN

HASTA ONAM FORMU

Ad1 ve Soyadi
Dosya Numarasi :

Tarih

Multiple Sklerozlu hastalarda yapilacak olan bu ¢alismada planlanan
tibbi miidahalelerin Dog. Dr. Ertugrul BOLAYIR ve Dr. Ibrahim TERLEMEZ ve
onlarin  gozetimindeki kisiler tarafindan  gerceklestirilmesine, tahlil igin
kullanilmasina, gerekli miktarda (4cc) kanin alinmasma izin veriyorum. Kanin
almmas1 sonucu olusabilecek komplikasyonlar tarafima anlatild1.

Calismay1 yiriiten doktorlar ve onlarin godzetimindeki kisiler
tarafindan hastamm dokiimanlarinin kimlik bilgileri gizli kalmak kosulu ile
Cumhuriyet Universitesi Noroloji kliniginde saklanmasina ve gerekirse Tip bilimine
hizmet amaci ile kullanilmasma veya yayimlanmasina izin veriyorum.

Adi1 ve Soyadi

Imza
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Ek 6

MULTIPL SKLEROZ HASTA TAKiP FORMU

Verilen Numara

Adi ve Soyadi

Sikayet — Hikayesi :
Yasi
Cinsiyeti :
Tel No.
MS Tipi :
EDSS
Ataklar1

Ozgecmisi ve Soygecmisi :

Norolojik Muayene Bulgulan :

LABORATUAR ve GORUNTULEMELERI
Beyin MRI :

BOS Oligoklonal Bant ve IgG Indexi
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