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1. GIRIS VE AMAC

Multipl Skleroz (MS); santral sinir sisteminin (SSS) ¢esitli bolgelerinde, kronik
enflamasyon, demiyelinizasyon ve sklerozisle karakterize, etyolojisinde genetik, viral ve
immunolojik faktorlerin rol oynadig1 diistiniilen , ataklarla seyreden kronik bir hastaliktir.

Hastalik yaygin olarak, SSS miyelinine yonelir, cok odakli lezyonlar ve klinik belirtiler
meydana getirir. Her ne kadar en biiylik degisiklikler beyaz cevherde olusursa da giiniimiizde
hem beyaz hem de gri cevherin bu enflamatuvar siirecten etkilendigi bilinmektedir.

Hastaligin en 6nemli 6zelligi heterojen olmasidir. Klinik sunum, seyir, goriintiileme
Ozellikleri, patoloji bulgular1 ve tedavi cevabi basta olmak iizere bir¢ok yonden hastalar
arasinda biiylik farkliliklar vardir. Bu farkliliklar, MS’in tek bir hastalik olmay1p bir sendrom
olarak goriilme egiliminin olugmasina neden olmustur [1].

Klinik ve patolojik 6zellikleri ile ilk kez tanimlandig1 1868 yilindan bu yana yiiz kirk
yil gecmis olmasina ragmen hastalikla ilgili bilgilerimiz hala yetersizdir. Yapilan ¢ok sayida
calismaya ragmen etyolojisi tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Genel olarak kabul goren
goriise gore, genetik ve cevresel faktorlerin karsilikli ve karmasik etkilesimleri etyolojiden
sorumludur. Ozellikle son geyrek asirda immiinoloji bilim dalindaki gelismelere paralel olarak
hastaligin immiin patogenezi ile ilgili bilgilerimizde Onemli artislar ve bunun tedaviye
yansimalarini gozlemlenmistir. Ayrica bu donemde manyetik rezonans goriintiilemenin
(MRG) klinik kullanima girmesi ve daha sonra yeni tekniklerin gelistirilmesi; hastaligin
tanisina, seyrinin izlenmesine ve tedavi etkinliginin degerlendirilmesine olanak saglamistir.

MS’de tani; semptom ve bulgularla hastalifin klinik seyri dikkate alinarak
konmaktadir. Manyetik rezonans (MR), ndrofizyolojik testler ve beyin omurilik sivisi (BOS)
incelemesi taniya ulagsmada Onemli katkilar saglar. Ancak kesin tan1 koydurtacak bir
laboratuvar bulgusu yoktur [2,3].

Son yillarda yapilan ¢alismalar, MS’in etyopatogenezinde oksidatif ve nitrozatif stres
ile enflamasyonun birlikte rol aldigin1 gostermektedir. Bu dogrultuda planladigimiz
calismamizda amacimiz; Relapsing-Remitting MS (RRMS) hastalarinda oksidatif stres
gostergesi olarak 8-izoprostan, malondialdehid (MDA) ve konjuge dien diizeylerini, nitrozatif
stres gostergesi olarak nitrotirozin ve nitrit-nitrat (NO,/NO3") ve peroksinitrit tutucusu olan

iirik asid diizeylerini, enflamatuvar belirtecler olarak TNF ve adezyon molekiillerinden

ICAM-1,VCAM-1 diizeylerini incelemek ve saglikli kontrol grubu ile karsilagtirmaktir. Bu



parametreler serum ve BOS o6rneklerinde immunsupresif etkili metilprednizolon (5-10giin IV

1000mg/giin) tedavisi oncesi ve sonrasinda degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Multipl Skleroz

Multipl Skleroz (MS), SSS’ni multipl lokalizasyonlarda etkileyen, genetik ve ¢evresel
etmenlerin karmasik etkilesimleri sonucu olustugu varsayilan, olasilikla otoimmiin, yagami
degil yasam kalitesini sinirlayan kronik bir hastaliktir. Enflamasyon, demiyelinizasyon ve
akson kayb1 belli bagl patolojik bulgularini olusturmaktadir.

Bu hastaliga ait klinik ve patolojik tanimlama ilk kez 1868 yilinda Charcot tarafindan
yapilmistir. Hastalifin prevalansi 0.5-1/1000°dir ve 18-50 yaslar1 arasinda, kadinlarda
erkeklere gore daha sik olarak goriiliir [4]. MS hastaliginda, beyin ve spinal kord beyaz
cevherinde ortaya ¢ikan enflamatuvar plaklar multifokal nordlojik defisitlerle kendini
gosteren, hastalanma ve iyilesme donemlerinin birbirini izledigi ataklara neden olur. Plaklar
karakteristik olarak ¢ok sayida ve degisik yaslardadir. Her atakta birka¢ akson yikima ugrar,
sonraki ataklar da ayni traktiisii etkilerse, toplam bir etki ile akson kaybi kalic1 hale gelir ve
norolojik fonksiyonlarda ilerleyici kayba yol acar. Baslangic sikayetleri siklikla giigsiizliik,
duyu kayiplari, uyusma, ¢ift gorme ve yiirime gii¢liigiidiir. Hastaligin ilerlemesiyle miksiyon
ve defekasyon kontroliiniin kaybi, korliik, felgler ve biling kaybina kadar giden tablolar ortaya
¢ikabilir.

MS nordpatolojisinin ¢ok farkli degisimler sonucu ortaya ¢iktigi kabul edilmektedir.
MS’te enflamasyon agirlikli akut bir siire¢ yaninda, néron kaybi ve gliozisle sonuglanan
kronik degisiklikler birlikte ya da ayr1 ayr1 izlenmektedir. Yillarca SSS immiinolojik olarak
“korunmus” bir yap1 olarak diisiiniilmiistiir. Beyin ve bagisiklik konusundaki bilgilerin
gelismesine paralel olarak belli patolojik sartlarda 6nceden immiin cevap gdstermeyen beyin
dokusunun enflamatuvar bir ortama doniistiigii ve kendi dokusu ile “yabanci-immiin” hiicreler
arasi iki yonlii bir iletisim baglattig1 diistiniilmektedir. Bu iligki sadece MS gibi bir otoimmiin
hastalik i¢in degil travmatik beyin zedelenmesi, SSS infeksiyonlar1 ya da norodejeneratif
hastaliklar i¢in de gegerli goriinmektedir. Patolojik olarak degismis beyin dokusu Major
Histocompatibility Complex (MHC) molekiillerini belirginlestirmekte, lokal sitokinleri
tiretmekte, aktive olmus T hiicreleri kan beyin bariyerini (KBB) gecerek SSS’ne
girebilmektedir [5]. Normalde Thl hiicrelerinden salinan proenflamatuvar ve Th2
hiicrelerinden salinan antienflamatuvar sitokinler arasinda ince bir denge s6z konusudur.
MS'te bu dengenin proenflamatuvar sitokinler lehine bozulmasi sonucunda demiyelinizasyon

meydana gelmektedir.



MS; genellikle geng eriskinlerde goriiliir, yasam kalitesini ileri derecede bozar ve hatta
ciddi sakatliklara yol agar. Hastalarin mesleki basarilarini ve toplumsal iligkilerini olumsuz
yonde etkiler. Hastaligin tibbi ve toplumsal etkilerinin yani sira, nemli bir ekonomik boyutu
da vardir. Tan1 ve tedavi giderlerine ek olarak is verimini de ileri derecede diistirerek iilke

ekonomisini olumsuz yonde etkiler.

2.2. Tarihce

Ingilizler tarafindan “disseminated sclerosis”, Fransizlar tarafindan da “sclerose en
plaques” olarak adlandirilmistir [4].

Hastalik ile ilgili ilk bildiri 1824°te, Charles Prosper Ollivier d’Angers, tarafindan
yaymlanmisg, 1838’de Robert Carswell, 1842°de Cruveilhier MS’in patolojik bulgularindan ve
MS plaklarindan bahsetmislerdir. 1849’da Freidrich Theodore von Frerichs, yasayan bir
hastada klinik tan1y1 koyup, spontan remisyonlarin goriildiigiinii bildirmistir. Fransiz norolog,
Jean Martin Charcot, 1868 yilinda MS’in en 6nemli klinik ve patolojik yonlerini ortaya koyan
ilk taniminm1 yapmustir [6].

1933 yilinda Thomas River, MS’in bir hayvan modeli olan deneysel otoimmiin
ensefalomiyeliti (Experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE) gelistirmistir. Bu ilk
EAE modelleri monofazik seyir gosterdigi icin MS’in klinik gidisini tam yansitmamaktadir
[7]. Takip eden yillarda, immiinizasyon yontemleri ile kronik veya ataklarla seyreden EAE
modelleri gelistirilmistir. EAE modelleri, MS’in genetik olarak yatkin bir bireyde kendi
antijenlerine karsi olusmus otoimmiin cevaba ikincil olarak gelistigi hipotezinin ortaya
cikmasini saglamistir [7]. Ayn1 zamanda bu modeller hastaliginin immiin patogenezinin
anlagilmasinda ve potansiyel tedavilerin gelistirilip denenmesinde de 6nemli yer tutmaktadir.
1948 yilinda Evlin Kabat, MS hastalarinin BOS’larinda oligoklonal immiinglobulinlerin

arttigin1 gostererek hastaligin enflamatuvar yoniine dikkat ¢cekmistir [8-9].

2.3. Epidemiyoloji

MS’in geng eriskinlerde ve erkeklere oranla kadinlarda daha sik goriildiigi
bilinmektedir. Hastalarin yaklasik 2/3” iinde baslangi¢ yasi 20 ile 40 arasindadir [5]. Cesitli
prevalans ¢aligmalarinda kadin:erkek orani 2,1:1 olarak bildirilmektedir [10]. Daquette, % 2.7
vakada baslangi¢c yasinin 16 yas altinda saptandigin1 ve erken baslangicli vakalarda kadin:
erkek oraninin 3:1 oldugunu bildirmistir [10]. Cocuklarda baglangi¢ yas1 genellikle 10-13



arasindadir. Simdiye kadar rastlanilan en erken MS olgusu 10 aylik bir bebege aittir. Kirkli
yaslardan sonra bu insidansin azaldig1 gozlenmektedir. Ancak altmis yasindan sonra izlenen
gec baslangicli ya da geg tani aldigi diislintilen MS hastalar1 da vardir [11]. Baslangi¢ yast geg
olan hastalarda, cinsiyet farki olmadig: bildirilmektedir [12].

MS prevalansi; 1-100 / 100.000 arasinda degiskenlik gostermektedir [13]. En sik
goriildiigii tilkeler Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika, Giiney Kanada, Giiney Avustralya ve Yeni
Zelanda'dir. Bu iilkelerdeki prevalans 30-80/100,000 veya biraz daha fazladir. Japonya, Cin ve
Giiney Amerika diisiik prevalansa sahip iilkelerdir (5/100,000). Ulkemizde MS prevalansi ve
insidans1 bilinmemektedir, ancak klinik goézlemlere gore son yillarda hasta sayisinda artig
gozlenmistir.

MS’in nedeni bilinmemesine karsin, mevcut bulgular c¢evreden gelen bir etkenin
genetik olarak duyarl bir bireyde hastalig1 tetikledigini gostermektedir. Bu bulgular MS i¢in
hem genetik hem de ¢evresel nedenlerin aragtirilmasina yol agmustir.

Cografi ozelliklere bakildiginda, Kurtzke [14] cok sayidaki epidemiyolojik calisma
sonuclarini toplayarak, yliksek, orta ve diisiik prevalans oranlar1 gésteren cografi bolgeleri tarif
etmistir. Buna gére MS’in her iki yarim kiirede ekvatordan uzaklastik¢a siklastigi, 6zellikle
iliman ve soguk iklim kusaginda daha ¢ok goriildiigii gézlenmektedir [10].

Ayni cografyada yasayan ancak irk ve etnik farkliliklar1 olan topluluklarda c¢arpici
prevalans farkliliklar1 bildirilmekte; beyaz irkta daha fazla goriildiigli vurgulanmaktadir.
Afrika’da yasayan siyahlarda hastaligin ¢ok ender oldugu, ABD’de yasayan siyahlarda ise
insidansin beyazlarin yarisi kadar oldugu bilinmektedir [15].

Irk ve etnik agidan klinik ozellikler de farklilik gosterir. Japonya ve diger Asya
iilkelerinde hastalik daha c¢ok optik sinirleri ve spinal kordu tutarken, Avrupa ve Kuzey
Amerika’da bu tutulum nadirdir [10].

Prevalansin, farkli cografi bolgelerdeki degiskenligi, ¢alismalarin go¢menler iizerinde
odaklanmasina neden olmustur. Bu ¢aligsmalar, genetik faktorler sabitken, ¢cevresel faktorlerin,
MS riskine etkilerini gdstermektedir. Bunun yaninda go¢ yasinin da 6nemi vurgulanmaktadir.
Yiiksek riskli bolgelerde dogan bireyler 15 yasindan once diisiik riskli bolgelere goc eder ve
buralarda yerlesirlerse, MS gelisimi agisindan tasidiklari risk azalmaktadir. Tersine, 15
yasinda once yiiksek riskli bir bolgeye goc¢ ederlerse MS gelisme riskleri artar [10]. Bunun
sebebi yasamin erken donemlerinde etkili olan bir takim ¢evresel etmenler veya uzun
inkiibasyon periyodu olan virus gibi bazi enfeksiy6z ajanlardir.

Aragstiricilar viral, bakteriyel infeksiyonlar, ¢evresel toksinler, giines 1sigindan uzak

kalma, 1s1 ve nem degisiklikleri ve beslenme aligkanliklariin MS gelisiminde etkili



olabilecegini veya siddetini arttirabilecegini diisiinmektedirler. Ancak bugiine degin MS’in
nedeni olarak 6zgiil bir ¢cevresel neden ortaya konamamastir.

Bazi viriisler insan ve hayvanlarda beyin ve omurilikte demiyelinizasyona neden
olabilir. MS ataklar1 basit viral infeksiyon sonrasinda diger zamanlara gore daha sik goriliir.
Bu tip infeksiyonlar1 izleyen hastaligin klinik seklinin her hastada ayni olmamasi ve MS’li
hastalarin beyinlerinden infeksiydz materyelin giivenli bir sekilde elde edilememesi MS ile
infeksiyoz etkenler (insan herpes virusu-6, klamidya vb.) arasindaki iligskinin belirsiz

kalmasina neden olmustur.

2.4. Genetik

MS’de genetik faktorlerin rolii olabilecegi ilk kez 19. yiizyilin ikinci yarisinda ailevi
olgularin farkedilmesiyle giindeme gelmistir. Ilk genetik birliktelik insan 16kosit antijenleri
(stif I) i¢in 1972 de bildirilmistir.Aradan 30 y1l1 agkin bir slire gegmesine karsin MS'in kesin
etyolojisi, genlerin ve ¢evrenin rolleri hala bilinmemektedir.

MS ozellikle Kuzey-Avrupa’dan ABD’ye go¢ etmis beyaz irkta sik goriilmesine karsin
yiiksek risk bolgelerinde yasayan Kizilderililerde, Afrika kdkenli siyahlarda ve Asyalilarda
nadiren goriiliir. Bu bilgilere gore, eger MS genetik faktorlerin rol almadigi sadece cevresel
nedenlerle gelisen bir hastalik olsaydi, yiiksek riskli bolgelerdeki her etnik grupta gériilmesi
beklenirdi.

Birden fazla MS’linin bulundugu ailelerde etkilenmemis aile bireyleri genel niifustaki
MS olmayan bireylerle karsilastirildiginda riskleri fazladir (%1-4). Genel niifusta MS gelisme
riski yaklasik %0.15 dir [16].

Ailesel siklik ve dagilim birgok genin genetik yatkinliga katkida bulundugunu gosterir.
Ikiz caligmalarinda tek yumurta ikizlerinde % 26 konkordans saptanirken, ¢ift yumurta
ikizlerinde bu oran %?2.4 diir [16]. Genetik yatkinligin 6. kromozomun kisa kolunda lokalize
HLADRDAQ bélgesine yakin olan veya i¢ginde bulunan genlerle iliskili oldugu diisiiniilmektedir
[17].

MS poligenik bir hastaliktir. MS’de siklikla HLADR2, DR3, B7, A3, DRI15, DQ6,
DW?2 birlikteligi goriiliir. Tirk toplumunda DQ2 ve DR14 antijenlerine sik rastlanirken,
Avrupa ve Kuzey Amerikadaki MS’lilerde DW2 daha fazla goriilmektedir.

Genetik, infeksiyoz ve cevresel faktorlerin MS olusumundaki 6nceligi konusundaki
tartismalar siirmektedir. Biitiin kompleks gecisli hastaliklarda oldugu gibi genetik ve gevresel

faktorler birlikte etkileserek MS' e yatkinlig1 ve prognozu belirlemektedir.



2.5. Patoloji

MS’teki esas patolojik degisiklik olan fokal demiyelinizasyon; plagin yasina gore
degisiklik gostermektedir. Plaklar siklikla korteksin gri cevherine, serebrum ve serebellumun
derin gri cevher yapilarina uzanir. Plaklar periventrikiiler bolgede lokalize olup 6zellikle
serebral hemisferlerdedir. Ancak beyaz cevherin herhangi bir bolgesinde de olabilir. [18].

SSS’nin pargalar1 olan beyin sapi, serebellum, spinal kord ve optik sinirde de plak
formasyonu goriilebilir. Plaklarin en sik izlendigi bolgeler yan ventrikiiliin ¢evresi (6zellikle
nukleus kaudatus ile korpus kallosum arasi) 4. ventrikiil tabani ve tavani, optik sinir, pons,
akuadukt ¢evresi ve medulla spinalistir.

MS’de goriilen baslica patolojik degisiklikler [19]:

Cok sayida birka¢ milimetreden birkag¢ santimetreye kadar degisebilen biiyiikliiklerde,
siirlari keskin, yuvarlak, oval veya diizensiz sekilli plaklar goriiliir.

Lezyonlar degisik yaslarda olabilir. Yeni ve eski lezyonlar bir arada goériilebilirler.
Makroskopik ve mikroskopik bulgular, plagin yasina ve aktif olup olmamasina gore
degisir. Ayni plakta aktif ve inaktif alanlar birlikte goriilebilir, otopside daha ¢ok
inaktif plaklar goriiliir.

Histopatolojik incelemede 4 farkli grup MS plagi ayirt edilir [20].

Kronik plak
Kronik aktif plak
Akut plak

Golge plak

2.6. Patogenez

MS; klinik tanimi ve nedeni konusundaki yogun aragtirmalara karsin kesin
patogenezi bilinmeyen ve belirsizligini koruyan bir hastaliktir. MS’te ataklarin hedefi
miyelin kilif ve oligodendrositlerdir. Birincil hedefin miyelin mi yoksa oligodendrositler mi
oldugu konusu tartismalidir.

MS; genetik olarak yatkin kisilerde; c¢evresel faktorlerin, viral veya bakteriyel
ajanlarin, enflamatuvar ve otoimmiin cevap sirasinda salgilanan sitokinlerin ve heniiz
tanimlanamayan bazi etyolojik ajanlarin kombinasyonu sonucu gelisen bir hastaliktir.

SSS’nde marjinal demiyelinizasyondan, oligodendrositlerin tam kaybina kadar degisen doku



kayb1, agir glial skar gelisimi ve akson hasarinin olusmas ile sekillenmektedir [21]. Insanda
en sik goriilen demiyelinizan hastalik olan MS’de, oligodendrositler demiyelinizasyonun
tamirinde (remiyelinizasyon) yetersiz kalmaktadirlar. Sonugta kalict miyelin  ve
oligodendrosit kaybi ile norolojik sekeller gelismektedir. Hastaligin erken donemlerinde
immatiir oligodendrositler tarafindan olusturulan normalden daha ince miyelinize aksonlar
goriilmektedir [22].

SSS’ndeki miyelin, oligodendrositlerin plazma membranlarinin 6zellesmis uzantilar
tarafindan olusturulan bir yapidir. Yiksek lipid/protein orani ile karakterize olan bu yapi,
intraselliiler membran ve plazma membranina gore daha az sayida protein kapsar [23].
Aksonlarin miyelinizasyonu, oligodendrositlerin (santral sinir sisteminde) ve Schwann
hiicrelerinin (periferik sinir sisteminde) plazma membranlarinin uzantilar olusturmasi ve
biyokimyasal modifikasyonu sonucu gelismektedir. Schwann hiicrelerinin aksine
oligodendrositler ¢ok sayida sinirin aksonu ile etkileserek miyelinizasyonu
saglayabilmektedir.

Miyelin temel olarak; SSS ak maddesi ve genis motor aksonlar igeren periferik
sinirlerde bulunan, lipid ve proteinden olusan bir membrandir. Yapisinin %70’1 lipid, %30’u
proteinden olusmaktadir. Miyelin kilifin1 olusturan lipidlerin bilesiminde kolesterol %25,
galaktolipid %29 ve fosfolipidler %46 oraninda bulunmaktadir. Galaktoserebrozid
miyelindeki major galaktolipiddir [24]. Miyelin kilifi igigce ge¢mis tabakalar seklindedir.
Aksonun miyelinize segmentleri, “Ranvier diigiimlerinin” bulundugu, diizenli bir sekilde
yerlesmis miyelin igermeyen alanlar ile birbirinden ayrilmaktadir. Ranvier diiglimlerinde

bulunan sodyum kanallari, aksiyon potansiyelinin iletimini saglar [23-24].

Bazi miyelin proteinleri hem SSS, hem de Periferik Sinir Sistemi (PSS)’nde yer
almakta iken, bazilar secicilik gostermektedir. SSS kompakt miyelini; proteolipid protein
(PLP), oligodendrosit-spesifik protein (OSP), miyelin-oligodendrosit glikoprotein (MOG),
miyelin-iligkili oligodendrosit temel protein (MOBP) ve miyelin temel protein (MBP)
igermektedir [23].



2.6.1.Miyelinizasyonun Diizenlenmesi

Miyelinin yapimindan sorumlu hiicreler olan oligodendrositler; astrositler, néronlar ve
aksonlar1 ile siki bir iligski i¢indedirler. Noronlar oligodendrositlerin proliferasyonu ve
fonksiyonlarinin  devamliligi  lizerinde etkilidirler. Oligodendrositler de noronlari
etkileyebilirler. Tiim bu hiicreler birbirleri ile yakin iligkili bir ag olusturmaktadirlar [25].
SSS’nde, aksonun bulunmadigi in vitro kosullarda oligodendrositlerde miyelin gen
ekspresyonu artabilmekte, ancak gen ekspresyonunun yiiksek seviyelere ulasabilmesi ve
miyelin yapisinin olusabilmesi i¢in aksonal etkilesim gerekmektedir. PSS’nde ise; Schwann
hiicrelerinin gelisimi, farklilagsmasi ve miyelin iiretmesi tamamen aksonun varligina baglhdir

[26].

2.6.2. Demiyelinizasyon Mekanizmalari

Oligodendrositlerin kaybi, MS’de gelisen demiyelinizasyondan kismen sorumludur.
Enflamatuvar cevap sirasinda gelisen immiin mekanizmalar oligodendrositleri hasara ugratir.
Aktif makrofajlar veya mikroglial hiicreler, TNF-a veya IFN-B gibi proenflamatuvar
sitokinler salgilayarak oligodendrosit hasar1 olusturabilmektedirler. Oligodendrositlere toksik
olan diger etkenler arasinda; reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerinin olusumu, glutamat gibi
eksitatdor amino asitlerin liretimi, kompleman komponentlerinin aktivasyonu, proteolitik ve
lipolitik enzimlerin salinimi, perfonin/ lenfotoksin gibi iiriinlerle T hiicre kdkenli hasarlanma,
fas-ligand ile fas antijeninin etkilesime girmesi, CD8 smif I MHC-kokenli sitotoksisite ve
tekrarlayan viral enfeksiyonlar sayilabilir [27-28]. Aktif MS lezyonlarmin patolojik olarak
incelenmesi, demiyelinizasyon gelisiminde farkli mekanizmalarin varligini ortaya koymustur.
Lezyonlarin biiyiik bir kisminda T lenfosit ve makrofajlardan olusan enflamatuvar reaksiyon
saptanmasina ragmen, oldukga farkli miyelin yikilim modelleri gézlenmistir. Bu bulgulara

gbre, MS’de dort farkli immiinopatolojik model tanimlanmistir [29]. (Sekil 1)
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Makrofaj kékenli  Antikor kdkenli Distal oligo- Primer oligo-
demiyelinizasyon  demiyelinizasyon dendrogliopati dendroglia
TNF-ct anti-MOG apoptoz dejenerasyonu
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Aktif demiyelinizasyon sirasinda gelisen akut aksonal hasar
Makrofaj toksinleri: proteinazlar; NO-radikalleri, TNF-at
Sitotoksik T huicreleri
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inaktif demiyelinize plakta gelisen kronik aksonal hasar
Oligodendrositlerce saglanan trofik destekte yetersizlik

Sekil 2.1. MS’de tanimlanan dort farkli immiinopatolojik model. [patern: model, OG:oligodendrosit,

Thl ve Th2: yardimc1 T lenfositler, Tcl; sitotoksik T lenfositler, M:makrofaj)]

Model I: Makrofajla iligkili demiyelinizasyon

Model II: Makrofajla iliskili demiyelinizasyon ve aktif miyelin yikim alanlarinda gbzlenen

immiinoglobulin ve kompleman (C9neo antijeni) birikimi

Model IIT: Makrofajla iligkili demiyelinizasyon, miyelin iligkili glikoprotein (MAG) kaybi1

ve oligodendrosit apopitozu

Model IV: Makrofajla iligkili demiyelinizasyon ve beraberinde peri-plak ak maddede

oligodendrosit dejenerasyonu
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2.6.3.Akson Dejenerasyonu

MS hastalarinda kalici, geri doniissiiz sekellerin en gii¢lii nedeni akson hasaridir [30].
Remiyelinizasyon baslayana kadar aksonlarin korunmasi kalict noérolojik hasarlarin ortaya
ctkmasini engelleyebilir [31]. Akson hasari, miyelin kaybina oranla geri planda kalsa da
eskiden sanilanin aksine hastaligin erken doneminde baslar ve fonksiyon kaybindan
sorumludur [32].

Akson kaybi; akson spesifik antikor, kompleman, miyelin spesifik antikor, miyelin
spesifik T hiicresi, makrofaj, mikroglial hiicreler, CD8 T hiicresi, nitrik oksit (NO), matriks
metalloproteinazlar (MMP) ve glutamat araciligiyla ortaya ¢ikan kompleks bir enflamatuvar
stirec sonucunda gelisebilir. MS lezyonlarinda yogun olarak bulunan makrofajlar;
enflamasyonun alevlenmesi sirasinda proenflamatuvar sitokinler, serbest radikaller, glutamat,
matriks metaloproteinazlar gibi medyatorler salgilayarak akson hasarina neden olabilirler.
Ayrica aktif makrofajlar kan beyin bariyerini bozarak monosit go¢ii ve infiltrasyonu ile
enflamasyonu daha da siddetlendirirler. Makrofajlar o6zellikle TNF-a, IL-1, IL-6 gibi
sitokinleri salgilarlar. TNF-o’nin invitro ¢aligmalarda norotoksik oldugu ve 6zellikle
oligodendrosit 6liimiiyle gelisen demiyelinize alanlarda akson hasar1 yaptigi tespit edilmistir.
TNF-o NO iiretimini ve glutamat eksisitotoksisitesini arttirir. Ayrica invitro 1L-6 ve IL-1
B’nin glutamat indiiksiyonuyla hasara neden olabilecegi tespit edilmistir.

SSS’nde en yaygin eksitatdor norotransmitter olan glutamat, enflamasyon sirasinda
aktif immiin hiicrelerden salinarak miyelin, oligodendrosit ve bazi aksonlarda nekrotik hasara
neden olabilir. Glutamat néronlarda Ca®" iyon pompasmi inhibe eder. MS hastalarinin
BOS’nda yiikselmis glutamat seviyesinin hastalik siddeti ile iliskili oldugu bulunmustur.
Ayrica ekstraselliiler ortamdaki asir1 miktardaki glutamat astrosit ve oligodendrositlerde
yikim ve glutamat temizlenme mekanizmalarinda bozulmaya neden olur. Ekstraselliiler
matriksin yikilmasi ve enflamatuvar hiicrelerin SSS’ne girisini kolaylagtiran MMP’lar
enflamatuvar hiicreler ve ozellikle makrofajlar tarafindan salgilanirlar ve akson hasarinin

olusumunda 6nemlidirler. (Sekil 2.2)
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Sekil 2.2. ASH MHC molekiilleri ile sunulan antijen T hiicrelerini aktive eder. MS’te bu antijen
peptidlerinin baz1 SSS antijenlerini taklit ettigi diisiiniilmektedir. Aktive T hiicreleri transkripsiyonel
degisiklikler gdsterir. Boylece adezyon molekiilleri ve proteolitik enzimler eksprese olur. T hiicreleri
KBB’nin kapiller damarlarinin bazal laminasina tutunur. Sonraki basamakta T hiicreleri ekstravaze
olarak beyin dokusuna gecer. Burada SSS antijenlerini sunan astrosit veya mikroglial hiicreler
tarafindan T hiicreleri tekrar aktive olur (reaktivasyon). Bu reaktivasyon basamagi yeniden
enflamasyonu tetikler ve boylece sitokinler, kemokinler, NO, glutamat gibi molekiiller ve serbest
radikaller ortaya ¢ikar. Bunlarin sonucunda miyelin, oligodendrositler ve néronlarda zedelenmeler
ortaya gikar.

2.6.4.Patogenezde enflamasyonun yeri

Giiniimilizde enflamasyon; hasara yanit olarak kan hiicrelerinin birikiminin izlendigi
lokal reaksiyon olarak tanimlanir. Enflamatuvar reaksiyon, uyarinin nicelik, nitelik ve
stireklilik 6zelliklerine bagl olarak akut veya kronik olabilmektedir. Akut reaksiyon; birkag
dakikadan bir iki giine dek uzayabilen, kisa siireli, notrofil toplanmasina eslik eden sivi ve
plazma proteinleri birikimi olarak tanimlanir. Kronik reaksiyon ise daha uzun siireli (giinler,
aylar) olup iltihabi dokuda lenfosit ve makrofajlarin varligi ile kan damarlarinda proliferasyon

(anjiogenez) ve bag dokusu proliferasyonu (fibrozis) ile karakterizedir. Farkli uyarilar
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enflamatuvar reaksiyona yol acabilir (hipoksi, fiziksel- kimyasal ajanlar, ilaglar, infeksiyon
etkenleri ve immun aracili olaylar), plazma ve hiicresel mediatdrlerin salinimini tetikleyebilir

[33].

Son yillarda yapilan c¢alismalar MS siirecinde ndrodejenerasyonun oOnemli rol
oynadigim1 ve enflamasyonun immiinopatogenez iizerinde hasar yapici etkisinin yani sira

olumlu etkilerinin de olabilecegini ortaya koymustur.

Inflamasyon, yalnizca kan beyin bariyeri araciligi ile SSS’ne gegen hiicrelerle smirl
degildir. Endojen yerlesimli, astrosit ve mikrogliadan olusan lokal immiin hiicreler de bu
stirece katilirlar. Bu hiicrelerden ikincil enflamatuvar mediatorlerin salinimiyla (IL-6, IL-1p,
TNF-a) SSS’ne 0zgiin immiin reaksiyon ortaya c¢ikar. SSS’de astrosit, mikroglia ve
perivaskiiler makrofajlar; antijen sunan hiicreler (ASH) olarak goérev yaparlar, bu hiicreler
MHC smif II, B7-1 ve LFA-3 molekiilleri gibi onemli koreseptor molekiilleri eksprese
ederler. Mikroglia, beyin homeostazisindeki herhangi bir degisiklige kars1 olduk¢a duyarhidir,

hizla hiicre yiizey ve sitoplazmik antijenlerini artirir, morfolojisini degistirir [34-35].

Enflamasyon varliginda astrosit ve mikrogliada bulunan MHC simf II, glial fibriler
asidik protein (GEAP), mikroglia response faktor-1 (MRF-1) ve bazi enflamasyonu tetikleyici
sitokinlerin salinimi artmaktadir [35]. Aktif mikroglia bir yandan demiyelinizasyonun erken
doneminde miyelin kalintilarin1 endositozla yok ederek fagositer hiicre gibi davranirken diger
yandan antijen sunan hiicre gorevlerini de siirdiirebilirler. Ancak, miyelin hasarinin
gelisiminde direkt makrofaj aracili miyelin fagositozunun yanisira, miyeline kars1 olusturulan
antikorlar, toksik etki gdsteren sitokinler, prostaglandinler ve nitrik asit {rlinleri rol

oynayabilmektedir.

SSS hasarina karsi gelisen lokal immiin yanitta, NO ve INF gibi sitotoksik molekiiller
salinir. Bu mediyatorler, glutamat geri alinimini inhibe eder ve makrofaj / mikroglial hiicre
aktivasyonuna neden olur [36]. Bu durum, bir taraftan da glutamat toksisitesine karsi
koruyuculuk saglamaktadir [37]. Ayn1 tasiyicilar makrofaj ve mikroglial hiicreler tarafindan
glutamat salinim ve geri alimimina aracilik ederler. Hiicrelerin metabolik durumu ve

ekstraselliiler sinyaller, hangi aktivitenin 6n planda olacagini belirler [38].

SSS’de makrofajlar uzun siire Wallerian dejenerasyon bolgesinde kalir ve IL-1, TNF

gibi sitokinleri salgilayarak diger hiicreleri etkilerler. Ayrica, makrofajlardan uzun siireli
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olarak enflamasyonu tetikleyici sitokin ve/veya serbest radikallerin salinimi, baslangictaki
doku hasarinda sonradan alevlenmelere yol acabilir [34]. MS lezyonlarinda aktif T hiicreleri,
makrofajlar ve mikroglia, sitokin ve kemokin gibi enflamatuvar molekiiller ve bu hiicrelerle
iligkili diger aracilar bulunur. Sonug¢ olarak, biriken 16kositlere bagli doku hiperplazisi,

demiyelinizasyon, akson kaybi ve astrositik nedbe dokusu meydana gelir [39].

Enflamasyonun olumsuz etkileri

MS’deki demiyelinizasyon alanlari, miyelin spesifik T hiicreleri, miyeline karsi
antikor olusturma oOzelligi tastyan B hiicreleri ve mononiikleer hiicrelerden olusur. SSS
enflamasyonunda, CD4+ T hiicreleri onemli rol alsalar da doku hasarinin derecesi ve
yayginligi hem dogal (CDS8 T hiicreleri ve antikorlar) hem de edinsel (mikroglial makrofajlar)
immun sisteme ait elemanlarin lezyonlardaki varligima baglidir. MS’de hem enflamatuvar
hem de dejeneratif bulgular bir arada olup; birincil norodejenerasyon siirecinde
demiyelinizasyon ve akson kaybi hem birbirinden bagimsiz hem de bagiml siiregler olarak

ilerlemektedir [39-40].

Kan-beyin bariyerinin bozulmasi ile mononiikleer hiicrelerin SSS’ne gecisi ve bu
hiicrelerin uzaklastirilamamasi sonucu lenfoid artiklar olugur. Demiyelinize plaklar ¢cevresinde
ve perivaskiiler bolgelerde yerlesmis lenfosit ve monositler, meninks bosluklar1 ve normal gri

ve beyaz cevherde de bulunabilmektedir [41].

Aktif MS plaklarinda enflamasyonu tetikleyici sitokinler ve kemokinler de
saptanmistir. Akut ve kronik MS lezyonlarinda Monosit Cemoattracktive Protein (MCP)
ailesinden bazi {iyeler saptanmistir. MS hastalarinin postmortem SSS dokusunda CCRI,
CCR2, CCR3 ve CCRS5 gibi kemokin reseptorlerinin varlig1 gosterilmis, aktif MS plaklarinda
bu dort kemokin reseptorii icin 6zellesmis ligandlar tasiyan kopiiksii makrofajlar ve aktif
mikroglia da saptanmistir. MS lezyonlarinda benzer bdlgelerde saptanan CCR8’in aktif
demiyelinizasyon ile direkt iligkisi saptanmistir. MS’de T hiicrelerinin, hastalig tetikleyici
rolii iyi bilinmektedir [42]. Makrofajlar gibi diger hiicre tiplerinin de ndroenflamasyonun
devami ve degisiminde onemli rolleri vardir. Bu hiicreler, T hiicrelerini aktive ederek ve
iltihab1 tetikleyici sitokinler salgilayarak miyelinin fagositozuna yol acgarlar. Makrofajlar
yalnizca direkt etki ile degil, makrofaj-kaynakli proteazlar ve/veya NO araciligi ile de akson

hasarinda etkili olabilirler [43].
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Enflamasyonun olumlu etkileri

Enflamasyonun MS’in erken donemlerinden itibaren; demiyelinizasyon ve akson kaybinin
gelisiminde bir yandan hasar yapici diger yandan da koruyucu etkisi bulunmaktadir. SSS’ nin
otoimmiin demiyelinizasyon siireci sirasinda enflamasyonun hangi 06zelliginin baskin
olacagin genetik alt yap1 belirler. Bu duruma ait kanitlarin bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

MS hastalarinin beyin orneklerinden izole edilen T hiicrelerinin ‘brain derived
neurotrophic faktor’ gibi miyelin koruyucu faktorler salgiladigi saptanmistir [44].
Makrofajlar miyelin yikim {riinlerinin temizlenmesini saglayarak remiyelinizasyonu
tetiklerler [45].

Makrofajlar, enflamasyonu tetikleyici sitokinlerin salinnmiyla oligodendrosit onciil
hiicrelerinin artisin1 da saglarlar [46].

Aktif makrofajlarin doku onarimi igin gerekli biiylime faktorlerinin {iretimini
saglamasi, noral iyilesme agisindan olumlu etkilere yol agar [34].

Lisolesitin ile indiiklenen demiyelinizasyonda, miyeline karsi gelisen antikorlarin
remiyelinizasyonu tetikledigi gosterilmistir [47].

Bazi durumlarda, dokularin T hiicreleri ile etkilesiminden 6nce demiyelinizasyonun
gelismesi ve saglam goriiniimlii SSS’de perivaskiiler T hiicre infiltrasyonunun gézlenmesi
enflamasyonunun  demiyelinizasyonu takip ettigine dair bir gostergedir [39].
MS patogenezinde kalict doku hasar1 erken donemde ortaya c¢ikar. Erken hastalik

donemlerinde ¢ok belirgin olan remiyelinizasyon ileri evrelerde giderek azalmaktadir.

2.6.5.Patogenezde oksidatif ve nitrozatif stresin yeri

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir
denge igerisindedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir
diisme bu dengenin bozulmasina neden olur. “Oksidatif stres” olarak adlandirilan bu durum
prooksidanlar ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengenin prooksidanlar lehine

bozulmasi ile olusur [48].

Canli hiicrelerin yapitaglarin1 olusturan molekiillerin atomlari, kovalan baglarla
birbirine baghdir. Bu tip baglar paralel olmayan yoriingelere sahip iki komsu atom arasindaki
elektronun ortaklasa kullanilmasina dayanmaktadir. Yeterli bir enerji kaynag: ile (1s1 veya

cogu kez kimyasal etkiler) bu bag kopabilir. Bu tip bir veya daha fazla eslesmemis elektrona
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sahip, kisa omiirlii, kararsiz, kimyasal reaktiviteleri yiiksek molekiil veya atomlar “serbest
radikal” olarak adlandirilirlar. [49,50] Bu bilesikler organizmada normal metabolik yollarin
isleyisi sirasinda veya cesitli dis etkenlerin etkisiyle olusabilir. Cok kisa yasam siireli, ancak
yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif yapida olup diger molekiillerle hizli reaksiyona
girerek daha kararli yap1 olustururlar. Radikal; radikal olmayan atom veya molekiilden bir
elektron kaybiyla olusabilir.

X e+X”

Ya da radikal olmayan atom veya molekiiliin bir elektron kazanmasi ile olusur.

Y+e Y

Aerobik organizmalar i¢in serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler oksijendir.
Oksijen hiicre icinde dort elektron gerektiren bir dizi reaksiyon sonunda indirgenir, bu sirada
hiicre kendisi i¢in gerekli enerjiyi saglar. Bu siirecte oksijenin az bir kismi1 (% 1-3) tam olarak
suya doniisemez ve bu reaksiyonlarda ara {iriin olarak serbest radikaller olan siiperoksit

anyonu (O;™") ve hidroksil radikali ( OH" ) olusur :

Qe‘ +2H" Qe_ +H" (e' +H"
—> H,0, > OH" —>H,0

o
0, 4_) 0y~

Serbest radikaller hiicre ve dokularda bircok zarara yol agmaktadir. Bu zararlar soyle
siralanabilir:

1-DNA’nin tahrip olmast

2-Niikleotid yapili koenzimlerin yikimi

3-Tiyollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre ortaminin
tiyol/disiilfit oraninin degismesi

4-Protein ve lipidlerle kovalen baglar olusmasi

5-Enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki degisiklikler

6-Mukopolisakkaritlerin yikimi

7-Proteinlerin tahrip olmasi ve proteinlerin doniisiim hizlarinin artmasi

8-Lipid peroksidasyonu, zar yapisinin bozulmasi

9-Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmasi

10-Seroid ve yas pigmenti denilen bazi maddelerin birikimi

11-Kollajen ve elastin gibi uzun Omiirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarinin

bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olugmasi [51,52]. ( Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Serbest radikal hasarmin hedefleri ve tiriinleri

Hidrojen peroksit; biyolojik membranlar1 kolayca gecebilen, nonradikal bir
oksidandir. Yiiksek konsantrasyonlarda giiclii oksijen radikallerinin ortaya g¢ikmasina yol
acarak toksik etkiler gosterebilir. H, O, ve/veya O, " radikali transizyon metal iyonlari
varliginda reaktif ve hasar verici bir oksidan olan OH" radikalinin yapimina yol agar. Bu

dontistimler Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 olarak bilinmektedir [53-55].
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Fenton Reaksiyonu

ETEL

Fe2+ + HpOp — Fed* +JOfl+ OH-

Haber-Weiss Reaksiyonu
H" .. -
Os + HaO2 Ny Oz + H20 +ﬁ_H"

Sekil 2.4. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari sonucu hidroksil radikali olusumu

Hidroksil radikali (OH") tiim biyolojik molekiillerle reaksiyona girebilir. Giicli
reaktif Ozellikte oldugundan, olustugu yerde reaksiyona girer. Yar1 Oomrii kisa olmasina
karsin yaptig1 hasar biiyiiktiir [54,56 ].

Baska molekiiller ile c¢ok kolay elektron alig verisine girip onlarin yapilarimi
bozan bu molekiiller "Reaktif Oksijen Metabolitleri" olarak adlandirilir [57,58]. (Tablo 2.1)

NO, siiperoksit radikali veya molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek “reaktif nitrojen

metabolitleri (RNM)” adi verilen ¢esitli ara {iriinlerin olusumuna neden olur [59] (Tablo 2.2).

Tablo 2.1. Reaktif oksijen metabolitleri (ROM) [54,58]

Radikaller Non-Radikaller
Stiperoksit radikali (027) Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksil radikali (OH") Lipit hidroperoksit  |(LOOH)
Hidroperoksil radikali [(HO:") Hipokloroz asit (HOCT)
Alkoksil radikali (LO") Singlet oksijen ('Ag0y)
Peroksil radikali (LOO") Nitrozil NO"
Tiil radikali (LS") Nitroksil NO
Nitrik oksit (NO) Nitroz asit HNO,
Dinitrojen trioksit N,O3
Dinitrojen tetraoksit [ N;Og4
Peroksinitrit ONOO™
Alkil peroksinitrit ROONO

aPeroksinitrit hem reaktif oksijen hem de reaktif nitrojen metabolitleri kategorilerine
girmektedir.
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Tablo 2.2. Reaktif nitrojen metabolitleri (RNM)

Nitroksil anyonu NO® Dinitrojen trioksit N,»O3
Dinitrojen dioksit N,O, Nitrojen dioksit NO,'
Nitrozil katyonu NO™ Dinitrojen tetraoksit N,04
Nitrit NO," Dinitro pentaoksit N,LOs
Peroksinitrit ONOO’| Nitril katyonu NO, "
Nitrat NO;5~ Peroksinitrat 0O, NOO’

Tablo 2.3. ROM/RNM olusturan kaynaklar

Endojen kaynaklar Eksojen kaynaklar

1. Mitokondrial ve endoplazmik retikulum 1. Iyonize radyasyon (Orn: X 1s1nlar)
elektron transport zincirleri

2. Notrofil fagositoz sistemi (NADPH oksidaz) 2. Hepatotoksinler (Orn: karbon

tetraklortiir)
3. Ksantin oksidaz enzim sistemi 3. Ksenobiyotikler
4. Aragidonik asit metabolizmasi 4. Redoks sikliisii yapanlar
5. Enzimatik olmayan reaksiyonlar 5. Kemoterapotikler (Orn:
Adriyamisin)
6. Lenfosit, Endotel ve fibroblastlardan 6. Hava kirliligi
diizenleyici salinma
7. Diger oksidazlar 7. Sigara

Biyolojik ortamlarin, basamaklari en iyi bilinen ve en ¢ok caligilan radikal reaksiyon
zinciri lipid peroksidasyonudur [60]. Radikaller organik ortamlardaki biyomolekiillerin
tiimiinii etkileseler de hedefleri basta membran lipidleri olmak {izere diger lipidler, proteinler
ve DNA’dir [61].

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baglatilan, membran
fosfolipidlerindeki ¢ok doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan ve bdylece
membran lipid yapisin1 degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarinit bozan kimyasal bir olaydir
[62].

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli bir radikal etkisi ile membran
yapisinda bulunan konjuge olmayan c¢ok doymamis yag asidi zincirindeki metilen
gruplarindan, bir hidrojen atomunun uzaklasmasi ile baslamaktadir. Bu olay, yag asidi
zincirinin radikallesmesine neden olur. Olusan lipid radikali (Le ) dayaniksizdir ve bir dizi

spontan degisiklige ugradiginda olusan konjuge dienler daha stabildir. Lipid radikalinin
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molekiiler oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu lipid peroksil radikali (LOO¢) meydana
gelmektedir. Bu radikaller de membran yapisindaki diger ¢ok doymamis yag asitlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumunu saglamakta, kendileri de aciga ¢ikan H;
atomlarini alarak lipid hidroperoksitlerine (LOOH) doniismektedir. Lipid hidroperoksitlerden,
Fenton tipi bir reaksiyonla aldehit ve alkanlar olusur. Uretilen hidroperoksitler daha fazla
radikali yikarak, lipid peroksit, etan ve pentan gibi ugucu gazlar olusur. Aldehitler en toksik
trtinlerdir [62,63].

Nonenzimatik lipid peroksidasyonu:
ok Dovmamis Yag Asidi \ /\ /\ /
l&

H-
Lipid Radikali \ /\ /\ /

Dien konjugat \__/\\ /\—/
/
s

Lipid peroksil radikali \ /t VAN /

v H
H

HOO H \ A /N /
Hidroperoksid )

0—0 Endoperoksid

Y
0 O
Malondialdehid
Sekil 2.5. Lipid peroksidasyonunun kimyasal yolu (Murray ve ark., 1996).

Lipid peroksidasyonu, lipid-hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil bilesiklere

doniismesi ile sonlanir.
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Potansiyel norotoksik medyatdrlerin bir bagka grubu da reaktif oksijen radikalleri
(ROR) ve NO’dur. ROR diisiik konsantrasyonda bile hiicre defans mekanizmalarin1 zarara
ugratir. Enflamasyon sirasinda makrofajlarin oksidatif patlamalariyla ytliksek konsantrasyonda
ROR salinir. Bu da hiicresel savunma mekanizmalarinin devre dist kalmasina ve protein, lipid
ve niikleik asitlerde oksidatif hasara neden olur. Bu oksidatif stres belirtegcleri MS hastalarinin
serum ve BOS’larinda yiiksek oranda bulunmustur. Ayrica MS hastalariin l6kositlerinde
ROR iiretiminin saglikli bireylerden yiiksek olusu oksidatif stresin MS patogenezindeki
roliinii desteklemektedir. MS hastalarinda ROR’nin ndrodejenerasyona neden olan DNA
hasarini indiikledigi tespit edilmistir.

Hiicre ve dokular, radikal {irtinleri ve reaksiyonlarini inhibe eden giiclii bir savunma
sistemine sahiptir. Bu zararl bilesiklerin olusum hiz1 sistemin savunma giiciinii asarsa denge

bozulmakta ve serbest radikallere bagli zararli etkiler ortaya c¢ikabilmektedir [64,65].

2.7. Hastahg Tetikleyen Nedenler

MS semptomlarini tetikleyen en 6nemli faktdrler, enfeksiyon, travma ve gebeliktir. Ust
solunum yolu veya gastrointestinal viral enfeksiyonlarin da %5-50 oraninda alevlenmeye yol
actig1 bildirilmistir. Klinik gozlemler relapslarin solunum yolu enfeksiyonlarinin daha sik
oldugu mevsimlerde gelistigini gdstermektedir [66].

Kadinlarin %43'iinde menstruasyondan dnceki giinlerde semptomlar alevlenmektedir.

Asilarin MS atagina yol agip agmadigi da tartisilan 6nemli konulardan biridir. Bu konu
ile ilgili celigkili sonuglar mevcuttur. Asilar icerisinde 6zellikle hepatit B ve tetanoz asilari
tavsiye edilmez.

MS’de de stres onemli bir risk faktoriidiir. Remisyondaki MS hastalar1 strese maruz
kaldiklarinda akut atak gegirebilmektedirler.

Yorgunluk ve uykusuzluk, MS semptomlar1 arasinda oldukg¢a sik olarak goriiliir.
Yorgunlugun daha ¢ok santral orijinli oldugu bilinmektedir.

Vitamin B12'nin rolii spekiilatif olup MS hastalarinda bu vitamin eksikligi sik olmakla
birlikte vitamin replasman tedavisinin hastaligin seyri tizerine herhangi bir etkisi oldugu

gosterilmemistir.
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2.8. Hastaligin Klinik Tipleri ve Seyri
Hastalik 4 grupta incelenebilir: [67]

1. Relapsing-remmitting form (RRMS)
2. Primer progresif form (PPMS)

3. Sekonder progresif form (SPMS)

4. Relapsing-progresif-form (RPMS)

i
;

s
i

PPMS

SPMS

|

_L/_/

RPMS

Sekil 2.6. MS’in klinik tipleri

1.Relaps ve remisyonlar ile seyreden multipl skleroz (RRMS)
(Ataklar ve diizelmelerle seyreden MS )

Akut ataklar ve bunlar1 izleyen tam ya da tama yakin diizelme donemleri ve ataklar
arasinda hastalifin stabil kalmas: ile karakterize en sik rastlanan formdur. ileriki ataklar
tahmin edilemeyen aralar ile ortaya ¢ikar. Her bir ataktan sonra hastaya ait oziirliiliik giderek

artar. {lerleyen dénemde bu tipin sekonder progresif forma donebilme egilimi vardir.
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2. Primer progresif multipl skleroz (PPMS)

Genellikle iyilesmelerin kaydedilmedigi, baslangigtan itibaren hastaligin ilerlemesi ile
karakterize olan formdur. Progresyon hiz1 degiskendir, en agir formunda MS birkag yil i¢inde
oliim ile sonuglanabilir. Tam tersine daha kronik yavas ilerleyici formlarinda iyi huylu gidis
benzeri bir seyir olmaktadir
3. Sekonder progresif multipl skleroz (SPMS)

Erken donemli relaps ve remisyonlar ile seyreden klinik form ortalama 5-6 yil sonra
siklikla bu forma dontisebilmektedir. Ataklardan sonra tam diizelme gdzlenmez ve her bir
atakta eklenen sekeller ile hastanin 6ziirliiligi giderek artar.

4. Relapslarla seyreden progresif multipl sleroz (RPMS)

Hastaligin baslangicindan itibaren giderek ilerleyen ve arada akut relapslarin da
tabloya eklendigi formdur.

En sik rastlanan relaps ve remisyonlarla seyreden formdur.(%85) Relaps sikligi
hastadan hastaya degisiklik gosterir. Bu hastalarin 6nemli bir yiizdesinde sonradan progressif
forma donilisiim s6z konusudur (sekonder progressif form). Hastalarin %350'sinde10 yil,
%090'1nda 25 yil icersinde sekonder progressif MS gelisir. Hastalarin %10 kadarinda ise seyir
baslangigtan itibaren progressiftir. Geri kalan %5’inde ise progressif relapsing seyir s6z

konusudur.

2.9. Klinik belirti ve bulgular

Multipl skleroz hastaliginda en sik karsilasilan ilk belirti duyusal belirtilerdir.
Herhangi bir dagilim da olabilir. Daha az siklikla gérme kaybi, motor bulgular, durus
anormallikleri, denge problemleri, mesane problemleri ilk bulgu olarak karsimiza ¢ikabilir
[4,68].

Duyusal belirtiler,

Karincalanma, batma, yanma, ignelenme, hissizlik seklinde tarif edilen bulgular
siklikla bir ekstremiteden baglayip once ipsilateral, sonra kontrlateral ekstremiteye yayilir.
Kalic1 duyu kusuru ise ¢cogunlukla alt ekstremite distallerinde derin duyu kusuru seklindedir.
Motor belirti ve bulgular;

Alt ekstremitelerde daha sik goriilen kuvvet kaybi, paraparezi ya da parapleji
seklindedir. Norolojik muayenede birinci motor néron bozukluguna isaret eden spastisite,

artmis derin tendon refleksleri ve ekstensor plantar yanit saptanabilir.
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Gorme ile ilgili belirtiler;

Vakalarin %14-23’linde baslangic bulgusu olarak goriilen optik ndrit, ani gérme kaybi
ve gboz hareketlerinde agri sikayetleri ile baslar. Genellikle tek taraflidir. Gorme
korundugunda ise santral veya parasantral skotomlar, renkli gorme bozuklugu olabilir.
Muayenede optik disk 6demi saptanabilir. Diplopi li¢iincti, altinc1 ve nadiren dérdiincti kranial
sinir tutulumu nedeniyle olusur. Interniikleer oftalmopleji ise MS igin oldukca patognomonik
bir bulgudur .

Yiiriitiicii islevierde bozukluk;

Siklikla bellek bozulmasi, dikkatsizlik, kavramlar1 6zetlemede ve soyutlamada giicliik
goriiliir . Hastaligin siiresi ve fiziksel Oziirliiliikk ile iligkili degilken manyetik rezonans
goriintiilemedeki (MRQ) lezyon yiikii bu bozukluk hakkinda fikir verebilir.

Serebellar bulgular;

Serebellar yollar sik etkilenir. Belirtiler govde ataksisi, ekstremite ataksisi, ardi sira
hareketlerde bozulma, tremor, dizartri seklindedir.
Duygulanim bozukluklari;

Duygulanim bozukluklar1 MS’de normal populasyondan daha sik goriiliir. Anksiyete
ve depresyon Oncii tablolardir, kortikobulber liflerin kesilmesi nedeniyle anlamsiz aglama
daha nadir giilme ataklar1 goriilebilir .

Otonomik bulgular,

Hastalarda biiyilk oranda mesane, bagirsak fonksiyonlarmin etkilendigi
bildirilmektedir. Mesane fonksiyon bozuklugu sik idrara gitme, yetistirememe ile kendini
gosterir. Genellikle kalicidir. Bagirsak fonksiyon bozuklugu ise siklikla kabizlik olarak
karsimiza ¢ikar. Hastalarin 2/3’linde cinsel islev bozuklugu tarif edilmektedir. Cinsel islev
bozuklugu erkeklerde ereksiyon saglamada ve siirdiirmede giigliik, kadinlarda vajinal his
azalmasi seklinde ortaya cikar .

Bu bulgular disinda hastaligin seyrinde yorgunluk, epileptik ndbetler, hemiataksi,
Lhermitte bulgusu, trigeminal nevralji, tonik spazmlar ve hemifasial spazm gibi belirtiler

goriilebilir.

2.10. Tam Kriterleri

MS tanis1 bagvuru belirtilerinin ¢ok farkli olabilmesi ve hastaligin seyri nedeni ile zor
olabilmektedir. MS esas itibariyle klinik bir tanidir. Tani, semptom ve bulgularla hastaligin

klinik seyri dikkate alinarak konmaktadir.
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MRG, norofizyolojik testler ve BOS incelemesi taniya ulasmada onemli katkilar saglar.
Ancak kesin tan1 koydurtacak bir laboratuvar bulgusu yoktur [67]. Bu tetkikler icersinde
sensitivite ve spesifisitesi en yiiksek olan MR'dir. Bunu BOS incelemesi izler. Eger klinik
tablo atipik ise ve MRG kriterleri yeterli degilse BOS bulgular1 6nemlidir. Bunu gorsel
uyarilmis potansiyel (VEP) kayitlar izler [69]. Kesin tanida, lezyonlarin dagilimin1 (zaman-

alan) gosteren objektif kanitlar esastir.

Tanisal algoritma

Tani, klinik 6zellikler ve tetkik bulgularima dayandirilmakta olup Tablo 2.4’te Gzet
halinde gosterilmektedir. Tani tic 6nemli 6zellige dayandirilmaktadir.
1. Zaman igersindeki dagilim (Rekiirren ataklar veya progressif klinik seyir)
2. Alan igersindeki dagilim (Multifokal olma)

3. Klinik ve paraklinik bulgular icin MS'den daha iyi bir a¢iklamanin olmamasi

Tablo 2.4. Mc Donald tam Kriterleri [67]
1.iki veya daha fazla atak, iki veya daha fazla lezyonun objektif klinik bulgusu
» Ek arastirma sart degil
2.1ki veya daha fazla atak, bir lezyonun objektif klinik bulgusu
» Barkof kriterlerini tamamlayan MRG bulgusu veya
» MS ile uyumlu 2 veya daha fazla MRG lezyonu + BOS bulgusu (oligoklonal band
veya IgG artis1) veya
» Farkl klinik bulgunun beklenmesi
3.Bir atak, iki veya daha fazla lezyonun objektif klinik bulgusu
» MRG nin zamanla yayilma kriterlerini karsilamasi veya
> Ikinci klinik atak
4. Bir atak, bir lezyonun objektif klinik bulgusu
» Barkof kriterlerini tamamlayan MRG bulgusu veya
» MS ile uyumlu 2 veya daha fazla MRG lezyonu + BOS bulgusu (oligoklonal band
veya IgG artis1) veya
» MRG nin zamanla yayilma kriterlerini karsilamas1 veya
> Ikinci klinik atak
5. MS diisiindiiren norolojik bulgular
» BOS bulgusu (oligoklonal band veya IgG artis1) veya
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» MRG bulgulari: Beyinde 9 veya daha fazla T2 lezyonu veya 2 veya daha fazla spinal
kord lezyonu veya 4-8 arasi beyin lezyonuna ek olarak 1 spinal kord lezyonu veya

» Anormal VEP: MRG de 4-8 beyin lezyonu veya 4 ve altinda beyin lezyonuna ek olarak
1 spinal kord lezyonu ile birlikte

» MRG’nin zamanla yayilma kriterlerini karsilamasi veya

» Bir yildir devam eden ilerleyici bulgular

Tablo 2.4’teki bilgileri 6zetleyecek olursak:
1) Eger hastada en az iki atak Oykiisii varsa ve iki ayr1 lezyon bulgulari mevcut ise baska bir
tetkike gerek kalmadan kesin MS tanis1 konabilir.
2) Eger iki veya daha fazla atak oOykiisii ile tek lezyon ile aciklanabilecek muayene
bulgusu/bulgular1 var ise MR ile alan icersinde dagilim kriterleri gereklidir.
3) Tek bir atak Oykiisii ve iki ayr1 lezyon ile agiklanabilen muayene bulgusu/bulgulari var ise
MR ile zaman igersinde dagilim kriterleri veya baska bir atak beklemek gereklidir.
4) Tek bir atak Oykiisti ve tek bir lezyon bulgusu var ise (yani klinik olarak izole sendrom)
MR ile hem alan ve hem de zaman igersindeki kriterler gereklidir. Ya da baska bir atak ortaya
¢ikincaya kadar beklemek gerekir. MR'in yetersiz oldugu durumda dnce BOS analizi yapilir.
Anormal bulgu 6nemlidir. Ancak normal bulgu ile karsilasildiginda diger segenek VEP
kaydidir.
5) Klinik seyir progressif ise MR'de hem alan igersindeki dagilim kriterlerinin (anormal BOS
veya VEP bulgusu ile birlikte) ve hem de zaman igersinde dagilim kriterlerinin (veya 1 yil
devam eden progresyon) bulunmasi gerekmektedir.Bulgular kesin tani ig¢in yeterli
olmadiginda olast MS tanis1 konur ve hasta daha sonra tekrar incelenir. Eger bulgular
kriterleri kargilamiyorsa hastalik 'MS degil' dir. Bu durumda diger hastaliklar i¢in gerekli
incelemeler yapilir.

MS'de yanlis teshis orant %5-10'dur. Bazi hastaliklar MS’i taklit edebilir.Bu
hastaliklar;
1.Enflamatuvar (SLE, Sjogren sendromu, vaskiilit, sarkoidoz, Behget hastaligi)
2.Enfeksiyoz (Lyme, sifiliz, progressif multifokal 16koensefalopati, HTLV1 enfeksiyonu)
3.Genetik (CADASIL, adrenoldkodistrofi, mitokondrial hastaliklar)
4. Metabolik (vitamin B12 eksikligi)
5.Neoplastik (SSS lenfomasi) seklinde siralanabilir.

26



2.11. Tedavi
2.11.1 Akut atak tedavisi

Akut atak, 24 saatten uzun siiren, beyaz cevheri etkileyen bir fokal fonksiyon
bozuklugudur. Tipik olarak birka¢ giin boyunca ilerleme gosterir, kisa siirede maksimum
seviyeye ulasir, daha sonra ortalama 30 giinde yavasca azalir. Akut atak tedavisinde
glukokortikoidler ve daha ender olarak adrenokortikotrofik hormon (ACTH) kullanilir. Her iki
ilacin da anti-enflamatuvar ve immiinsupresif etkileri olup MS de klinik relaps siiresini
kisaltirlar. Hastanin klinik durumuna gore karar verilir,. her atak tedavi gerektirmeyebilir [70].

MS’li hastalarda atak tedavisinde ilk defa 1961 yilinda intramiiskiiler ACTH
uygulanmis ve plasebo alan kontrol olgulara gore daha hizli iyilesme gozlenmistir. Bu
calismadan 10 y1l sonra ¢ok merkezli yapilan bir aragtirma ile 2 haftalik ACTH tedavisinin
akut atakta faydali oldugu kabul edilmistir.

1980 yilinda Dowling tarafindan yapilan yiiksek doz intravendz metilprednizolon (MP)
calismasinda, 500 mg/giin intravendz (IV) MP 3 giin uygulanmis, daha sonra oral prednizon
100 mg/giin asir1 3 ay siireyle verilmistir. Tedavinin erken baglamasinin, noérolojik bulgular
lizerine daha etkili olacagi vurgulanmstir. Intratekal steroid uygulamasi yan tesirleri nedeniyle
onerilmemektedir. Daha sonraki c¢alismalarda MP’un 1 g/giin dozunda 5 giin siireyle
uygulanmasinin daha etkili olacag: bildirilmistir. 2 g/glin MP uygulanan bir ¢calismada MRG
lezyonlarinda daha hizli kii¢lilme gozlenmistir.

Optik norit atagi ile gelen ve 4 yil izlenen hastalarda, IV MP olan gurupta %7.5, oral
prednizolon alan gurupta %14 ve plasebo gurubunda %16.7 oraninda MS gelistigi gdsterilmis
olup, MP tedavisinin immun sistem {izerine uzun siireli etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kortikosteroidler, T hiicre fonksiyonlarini modiile ederek, makrofajlar iizerinde sinif 11
antijen ekspresyonunu azaltarak, proenflamatuvar sitokinlerin yapimini ve aktivitesini inhibe
ederek, IL-1, IL-2, IL-6 yapimimi azaltarak, lokotrien ve prostoglandinleri baskilayarak
adezyon molekiillerinin artigini inhibe ederek immun sistem {izerine etki etmektedirler.

MS’li hastalarin %90’inda SSS’de, IgG sentezlenmekte ve BOS IgG diizeyleri
yiikselmektedir. MP, deksametazon ve prednizon BOS IgG sentezini 6nemli derecede azaltir.
Yiiksek doz intravendz tedavi, diisiik doz oral tedaviye oranla daha etkilidir. MP, IgG
sentezini hizla diistiriir.

MP tedavisi, BOS MBP diizeyini ve antiMBP antikorlarimi da disiirmektedir.

Hastalarin %30’unda BOS’da immun komplekslere rastlanmaktadir, yiiksek doz steroid
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tedavisi ile bu kompleksler azalmaktadir. MP tedavisi ile MR lezyon sayisinin da azaldigi
gbzlenmektedir.

Manyetik rezonans spektroskopik goriintileme (MRSG) ile yapilan bir ¢aligmada,
yiiksek doz MP tedavisi alan hastalarda kolin, kreatin, laktat ve N asetilaspartat seviyelerinin
tedaviden sonra Onemli derecede azaldigimin saptanmasi, steroidlerin hiicre membran
aktivasyonunda da 6nemli bir rol oynadiklarini diisiindiirmektedir.

Atak esnasinda yiikselen ve ndroenflamasyonda primer rol oynayan sitokin ve
kemokinlerin diizeyleri, MP tedavisinden sonra azalmaktadir. Steroidlerin sitokin ve kemokin
reseptor artisini inhibe ettikleri diistiniilmektedir.

MP, atak sirasinda artis gosteren endotelin I (ETI) ve NO tizerine de etkilidir.
Hastalarin %96’sinda MRG’da gozlenen lezyonlar1 tedavi esnasinda azalir. Bazi hastalarda
tedavi bittikten kisa siire sonra lezyonlar artar. MP genellikle 0,5-1-2 g/giin olarak ve 3-5-7-10
giin siireyle uygulanmaktadir.

Kisa siireli yiiksek doz MP tedavisi esnasinda ciddi yan etkiler gdzlenmese de oral
prednizolon ile idame tedavi uygulanan hastalarda bazi yan etkiler goriilmektedir. Femur basi
aseptik nekrozu nadir olarak goriiliir. Osteoporoz diger bir komplikasyon olup, MS
hastalarinda inaktiviteden dolay1 goriilmekte, uzun siireli kortikosteroid uygulanimi bu
olasilig1 arttirmaktadir. Bu nedenle kisa siireli kortikosteroid uygulanmasi onerilmektedir.
Nadiren, yiiksek doz MP hizli verilirse ani aritmilere neden olmaktadir. Bu nedenle 500 ml
serum fizyolojik ile 1-2 saatte verilmesi dnerilmektedir.

Steroid tedavisi esnasinda enfeksiyonlara yatkinlik artmaktadir. Tiiberkiiloz
reaktivasyonu, viral ve fungal enfeksiyonlar goriilebilmektedir. Yiizde 6dem, elektrolit
dengesizligi, hiperglisemi, hipertansiyon, peptik {lser, depresyon, manik reaksiyon,

konviilsiyonlar, kognitif bozukluklar diger gozlenebilecek yan etkilerdir.

2.11.2. immunmodiilatuvar tedaviler

Glinlimiizde etki mekanizmalar1 farkli i¢ 6nemli ilag (interferon beta, glatiramer asetat
ve intravendz immun globulin) MS tedavisinde kullanilmaktadir [71-73].

1993 yilinda Food and Drug Administration (FDA); IFN-1 (Betaferon®)’y1 relapsing-
remitting MS (RRMS) tedavisinde kullanilmak {izere onayladi. Ardindan IFN -1 (Avonex®)
ve glatiramer asetat (Copolimer-1=Copaxone®) tiim diinyada kullanim i¢in onaylandi. 1997

yilinda interferon -1 preparati olan Rebif’in hastalik lizerine olumlu etkileri gosterildi.
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2.11.3. MS’te immiinosupresyon tedavisi

10-15 y1l 6ncesine kadar MS tedavisinde immiinosupresif ajanlar en ¢ok kullanilmakta
iken immiinomodiilatuvar tedavilerin klinik uygulamaya girmesi ile MS tedavisinde biiyiik
degisiklikler olmustur. Ancak bu tedavi modellerinin hastalik iizerindeki etkinliklerinin sinirh
oldugunun goriilmesi immiinosupresif tedaviye ilgiyi yeniden artmistir. Azatioprin,
metotreksat, siklofosfamit bu alanda en ¢ok kullanilmis ilaglar olmasina ragmen bu alanda
onay almig tek ilag mitaksantrondur. Genel olarak bakildiginda MS tedavisinde

immunosupresiflerin %10 oraninda tercih edildigi goriilmektedir [73].

2.12. Seyir ve Prognoz

MS’li hastalarda klinik seyri onceden bilmek miimkiin degildir. Kural olarak duyu
belirtileri olan hastalarda seyir iyidir. Serebellar ve kortiko-spinal bulgular ise kétii prognoza
isaret eder.

Relaps siklig1 biiyiik farklilik gostermektedir. Bu farklilik hem yas, hem de hastalik
stiresi ile ilgili olup geng hastalarda ve hastaligin erken doneminde daha siktir.

Oziirliiliikte ilerleme hastadan hastaya biiyiik farklihik gosterir. Hastanmn yiiriime
bozuklugu asamasina gelmesi i¢in ortalama 10 yil, tek yonlii destek asamasina gelmesi i¢in
ortalama 15-20 y1l, ve tam maliiliyet i¢in ortalama 30 y1l ge¢mesi gerekmektedir [74].

Ulkelere gére mortalite oranlari arasinda biiyiik farklilk gdzlenmektedir. Danimarka
MS kayitlarindan elde edilen veriler hastaligin ortalama yasam siiresini 14 yil kadar azalttigini
gosterirken; Kanada' da bu siire 6-7 yil' dir. MS hastalarinin yaklasik %50 kadar1 hastaligin

komplikasyonlarina bagli nedenlerden dlmektedir.

Tablo 2.5. Prognoz Uzerine Etkili Faktorler

Faktorler Iyi prognoz kriterleri Kotii prognoz Kriterleri
Cinsiyet Kadin Erkek

Baslama yas1 Geng (<25 yas) Geg (> 40 yas)

Baslangi¢c semptomu Duysal Motor

Klinik gidis Ataklarla Kronik progresif

EDSS 3 olmasina dek Uzun Kisa

gecen zaman

[lk 2 y1lda relaps orani Diistik Yiiksek
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2.12.1.Genisletilmis Oziirliilik Durum Olcegi

Expanded Disabilitiy Status Scale (EDSS)

MS’de gozlenen klinik progresyon orani hastalar arasinda degiskenlik gosterir. Klinik
oziirliligii degerlendirmek icin kullanilan araglar arasinda en sik Kurtzke Genisletilmis
Oziirliiliikk Durum Olgegi (EDSS) kullanilmaktadir [14].

Ik kez 1955 yilinda Kurtzke tarafindan Disability Status Scale (DSS) olarak sunulmus,
daha sonra 1983 yilinda tekrar diizenlenerek EDSS olarak kullanima ge¢mistir. Bu skalada
MS’te goriilen norolojik bozukluklarla 6ziirliiliik birlikte degerlendirilebilmektedir.

0 normal muayenede elde edilen norolojik degerlendirme sonucu iken, 10 MS’e bagh 6liim
olarak degerlendirilmektedir. 0’dan sonraki ilk puan 1°dir ve daha sonra 0.5 puan araliklar ile
klinik kétiilesme ifade edilir.

EDSS skorlamasi, sekiz adet fonksiyonel sistemin ndrolojik muayenesine gore
yapilmaktadir.

Piramidal, serebellar, beyinsapi, duysal, gorsel, bagirsak ve mesane ve mental
fonksiyonlarin 0.0-4.0 arasi derecelendirme esasina gére EDSS puani hesaplanir. Bu skala ile
Ozellikle 4 puanin lizerinde degerlendirilen durumlarda hastanin hastane ortaminda tedavisinin
gerekliligi hakkinda degerli bilgiler verir.

Fonksiyonel sistemler; piramidal, serebellar, beyin sapi, duysal, mesane ve bagirsak,
gorsel, serebral ve digerleri olarak siralanmustir.

Hastanin oziirlilitk derecesi 6zetlenirse;

2.0: Minimal 6ziirliiliik.

4.0: Orta derecede oOziirliiliik, ancak hasta yardimsiz ytiriiyebilmektedir.
6.0: Hastanin yiirimeye yardime1 bir ara¢ gereksinimi vardir.

8.0: Hasta tekerlekli sandalyeye bagimlidir.

Derecelendirme, hastanin asir1 ¢caba gostermeden ortaya koydugu en iyi performansa
gore yapilir. Buna gore; 0-4 puan arasi hasta bagimsizdir, 6.0 puan tek tarafli destegi, 6.5 puan

cift tarafli destegi ve 7 puan ve iizeri bagimlilig1 ifade eder.
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2.13.MS’de enflamasyon gostergeleri

2.13.1.Hiicre adezyon molekiilleri:

Hiicre adezyon molekiilleri, hemen hemen tiim hiicrelerin yiizeyinde yer alan
glikoprotein molekiillerinden olusur. Hiicrelerin, 6zellikle I6kositlerin, birbirlerine, endotel

hiicrelerine veya ekstraselliiler matrikse baglanmalarini saglayan yiizey proteinleridirler [75].

Lokositlerin dokulara gbcili doku hasarina ve kronik enflamasyona neden olmaktadir.
Bu islemlere immiin ve enflamatuvar hiicrelerde ve kan damarlarindaki endotel hiicrelerde

bulunan hiicre adezyon molekiilleri aracilik etmektedir.

Lokositler, dolasimi terk edebilmek i¢in, dncelikle damar duvar yiizeyine yapigsmali ve
sonra endotelyal hiicreler arasindan dokulara gecebilmelidir. Lokositlerin damar duvari
boyunca kayma hareketi, damar duvarina yapigmasi ve transendotelyal go¢ olmak iizere 3

adimda olusur.

Kayma hareketi selektinler, yapisma ve go¢ ise integrinler ve immiinglobulinler

aracilifiyla gerceklesir.

Hiicreler arasi1 adezyon molekiilii (ICAM-1) :

Endotelyal hiicrelerde, antijen sunan hiicrelerden salinan bir Ig’dir. Ldkositlerin
yapigsmasinda, gogiinde, immiin ve enflamatuvar hiicrelerin aktivasyonunda onemli role
sahiptir. [CAM-1"1n inhibe edilmesi ile immiin ve enflamatuvar hiicrelerin aktivasyonu ve bu

hiicrelerin enflamasyon bolgesine gegislerinin engellenebilecegi diisiiniilmiistiir.

Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM-1):

Primer olarak lenfositlerden, eozinofillerden ve bazofillerden salinan bir molekiildiir.
VCAM-1, ICAM-1, E-selektin gibi MS’de de onemli olan hiicre adezyon molekiillerinin
hiicre migrasyonu ve enflamatuvar siiregte, Ozellikle de otoimmiin demiyelinizasyon
mekanizmasinda 6nemli olduklar1 diistiniilmektedir.

MS’in klinik relapslar1 sirasinda serumda ve BOS’da ICAM-1’in yiiksek saptandigi,
yiiksek doz kortikosteroid tedavisi sonrasi olusan remisyon tablosunda ise azaldigi
bildirilmektedir. Relapslar sirasinda es zamanli alinan serum ve BOS 6rneklerinde VCAM-1

diizeyleri de yliksek bulunmustur [76].
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2.13.2. Tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF- )

TNF-0; dogal ve kazanilmis bagisiklik, hiicre diizenlemesi, farklilasma ve apopitoz
stireglerinde 6nemli rollere sahip, polipeptid yapida bir sitokindir.

TNF-a, aktive monositler, makrofajlar ve daha az cogunlukta aktive T hiicreler, B
hiicreler, mast hiicreler, fibroblast, keratinosit, Kuppfer hiicreleri, diiz kas, sinoviyal hiicreler
ve bazofil gibi bir¢ok hiicre tipinden salgilanmaktadir. Aktive makrofajlardan salinan IL-1 ve
TNF-o akut faz proteinlerinin artisi, ates olusumu ve istah kaybindan sorumludurlar. Ayrica
16kosit adezyonu, prokoagiilan aktivite ve trombosit aktive eden faktor (PAF)
aktivasyonundan sorumludurlar. Kollagen sentezi ve fibroblast proliferasyonunu artirirlar.
Fibroblastlarin ve endotel hiicrelerinin TNF-a aracilikli proliferasyonu yara iyilesmesinde
onemlidir. Ayrica TNF-a, ICAM-1 sentezinde énemli bir uyarandir. TNF-a ve IL-8 kuvvetli
kemoatraktif medyator olup noétrofillerin kemotaksisi ve aktivasyonuna neden olur. Endotel
hiicrelerin bazi adezyon molekiillerinin {iretimini artirarak enflamatuvar hiicrelerin damar
adezyonunu saglar. Polimorfoniikleer 16kositlerin antikor bagimli hiicresel sitotoksisitesini
arttirir. Serbest radikal olusumuna neden olarak dogrudan antiparaziter etki gosterir [77-82].

TNF-q, immiinoenflamatuvar reaksiyonlarda diisiik konsantrasyonlarda (10”° M) lokal
etki gosteren giiclii parakrin ve otokrin diizenleyicidirler. Ayni zamanda birgok hiicre tipinde
biiyiime ve farklilasmay: diizenler. Ozellikle interferon-gama (IFN-y) ile kombinasyonu
sitotoksiktir. Calismalar, TNF o’nin akut enflamasyonda ve antitiimdral immiinitede en
onemli sitokin oldugunu gostermektedir. Notrofil ve endotel hiicrelerini uyararak adezyon ve
kemotaksisi yoOnetir. TNF-a {iiretimi, IL-10, TGF-B, PGE, siklosporin A, deksametazon,
ibuprofen, metilprednizolon ve pentoksifilin tarafindan inhibe edilir.

TNF-o’nin  in vitro demiyelinizasyonu tetikledigi gosterilmistir. TNF-o’nin
demiyelinizan etkisi mikroglia ve makrofajlarin bulunusuna baghidir ve oligodendrositlerin
apopitozuna aracilik eder. Oligodendrositlerin zedelenme ve yikilimi siliar norotrofik faktorle
engellenebilir. Hayvan modellerinde fokal demiyelinizasyona; T hiicre aracili enflamasyon,
mikroglia aktivasyonu ve astroglial skar formasyonu eslik etmektedir. Akut ve kronik aktif
MS'de TNF-a protein ve mRNA's1 yogun bir bi¢imde eksprese edilir. Bu sitokin yalnizca

enflamatuvar yanit1 artirmaz ayn1 zamanda demiyelinizasyona yol acar.
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2.14. MS’de oksidatif ve nitrozatif stres gostergeleri
2.14.1. Malondialdehit (MDA):

MDA ; non-enzimatik oksidatif lipid peroksitlerinin parcalanmasi sonucu olusan toksik
etkili son iiriinlerden biridir. Ikiden fazla cift bag iceren yag asitlerinin otooksidasyonunda
veya eikozanoid sentezinde serbestlesen siklik endoperoksitler MDA’nin asil kaynagini
olusturmaktadir. Oksijen radikalleri hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna yol agar,
hidroksiperoksitlerin ve MDA’nin olusumunu saglar [83,84]. Kisa Omiirlerinden dolay1
reaktif oksijen molekiillerinin in vivo olarak dogru tespit edilmesi olduk¢a zordur. Bu yiizden
hidroksiperoksitlerin ve/veya MDA’nin serum diizeyinin tespiti, klinik laboratuvar
uygulamalarinda, oksidatif stres gostergesi olarak sik¢a kullanilmaktadir. MDA dokularda ve
kanda iki formda bulunur: Serbest form ve proteinlerin, niikleik asitlerin veya lipoproteinlerin
SH yada NH; gruplarina bagli olan formu. Serbest MDA (F-MDA) kimyasal olarak aktif
formdur, genellikle son zamanlarda olusan hasarin belirtegi olarak degerlendirilir. idrarla

atilan baglh form ise inaktiftir ve 6nceki olusan hasarlarin belirteci olarak degerlendirilir [63].
2.14.2.Nitrik oksit (NO):

Nitrik oksit; suda ¢oziiniirligii diisiik olan lipofilik, kolaylikla nitrit (NOZ_) ve nitrata
(NO3_) okside olabilen renksiz, stabil bir gazdir [85]. Bir adet eslenmemis elektron iceren

30 Dalton agirliginda oldukca reaktif bir molekiildiir. Molekiiler oksijen, siiperoksit
radikalleri ve Fe, Cu, Co gibi transizyon metalleri ile kolayca reaksiyona girer. Kii¢lik
boyutu ve nétral yiikiinden dolayi, hiicre zarlarindan rahatca gegebilir [86-89]

NO; damar endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araciligiyla L-
argininden sentezlenir. NO, lokal olarak endotelyum ve sinir hiicreleri basta olmak iizere
makrofajlar, trombositler ve diiz kas hiicrelerinde iiretilmektedir. NOS’un (EC 1.13.23) ii¢
izoformu tanimlanmstir. Bunlar indiiklenebilir form (iNOS) ile endotelyal ve néronal olmak
tizere iki tip konstitiitif formlardir (¢cNOS) [90,91].Endotelyumda bulunan eNOS, santral sinir
sisteminden koken alan nNOS, makrofajlar tarafindan indiiklenen ise iNOS adin1 alir [92].
Hiicre i¢inde artan Ca’" kalmodulinle bir kompleks olusturarak c¢cNOS enzimini uyarir.

cNOS enzimi digik miktarlarda (pikomol diizeyinde) ve kisa siireli NO sentezine yol
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acar. ctNOS tarafindan tretilen NO nontoksik olup hiicre i¢i sinyal iletiminde gorevlidir.
nNOS ise beyin ve periferik ndronlarda salman Ca®" bagimli izoenzimidir [93].

iINOS kardiyomiyositler, hepatositler, makrofajlar,mikroglia  hiicreleri, nétrofiller,
damar endotel ve diiz kas hiicreleri gibi birgok farkli hiicrede bulunur. Tetramerik
yapida olup, endotoksin, TNF-a, IFN-y, IL-1 ve 2 ile indiiklenebilir. Uyarilan iNOS, daha
uzun siire aktive olur ve nanomolar konsantrasyolarda NO sentezler. Aktivitesi diger
izoenzimlerden daha fazladir. Glukokortikoidler, 1L-4, IL-10, IL-13 ve TGF-p mRNA
transkripsiyonunu engelleyerek iNOS’u inhibe ederler [94,95].

Yarilanma 6mrii 30 saniyenin altindadir.Kolayca diiz kasa gegerek guanilat siklaz
enziminin “hem” demirine baglanir ve cGMP sentezini uyararak damar gevsemesine yol agar.
NO, tiyol gruplarint S-nitrozilasyona ugratarak protein ve reseptor fonksiyonlarinin da
degismesine yol agar.

NO, siiperoksit radikali ile reaksiyon vererek giiclii bir oksidan olan peroksinitrit
(ONOOH) olusturur. Bu konjuge asit ¢ok labildir ve hizla OH ve NO; gibi reaktif radikaller
lizerinden nitrata doniisiir [96]. Bu baglamda NO serbest radikal temizleyicisi olarak kabul
edilir. Fizyolojik pH’da peroksinitrit direkt olarak proteinlerde hasar olusturur ve nitroniyum
iyonu (NO,"), azot dioksit gaz1 ve hidroksil radikali gibi toksik etkili bilesiklere pargalanir.

Nitrotirozin ise peroksinitritle tirozin kalintilarinin nitrasyonuyla iiretilir.

nitrozotioller gecis metalleri
RS-NO M1 px-1

NO;

nitrit

-NO, Hb®*
nitrojen dioksit ONOO- methemoglobin

peroksinitrit

Sekil 2.6. Nitrik oksit (NO) {iriinleri
NO; disiik konsantrasyonlarda kan akiminin diizenlenmesi, ndrotransmisyon,

enflamasyon ve immiin savunma mekanizmasi, koagiilasyon ve hiicre biiyiimesi gibi pek ¢ok

onemli olayda rol oynamaktadir [97]. Inflamasyon durumunda NOS enzimi aktive olur ve

34



NO diizeyi fizyolojik degerlerin ¢ok iizerine ¢ikar. Yiiksek konsantrasyonlarda iiretilen NO
proenflamatuvar etkili olup, komsu hiicre ve dokulara zarar verir. NO; enflamasyonlu
dokularda vaskiiler permeabiliteyi artirir, TNF , IL-1 gibi enflamatuvar sitokinleri indiikler,
peroksinitrit ve hidroksil gibi serbest radikallerin iiretilmesine neden olur [98,99].

Beynin incelenen biitiin bolgelerinde presinaptik uclarda ve postsinaptik néronlarda
nNOS’1n var oldugu ve sinir iletimine katkida bulundugu ortaya konulmustur [100,101]. NO
klasik noromediyatorlerden farkli olarak néronlarda vezikiiller i¢inde depo edilmez, iiretilen
NO hemen noron disina saliverilir ve lipofilik olmasi nedeniyle saliverildigi hiicrenin
cevresinde nispeten genis bir alana yayilir; hiicre ve sinir uglarinin igine kolaylikla girerler.
NO’nun insan viicudunda koruyucu ve diizenleme etkilerinin yani sira zararl etkileri de
bulunmaktadir [102].

NO dirtinleri MS hastalarinin kan ve serumlarinda saptanabilir. Deneysel MS
modellerinde erken donemde saptanan bu iirlinlerin oran1 hastalik siddeti, miyelin ve akson
hasariyla iligkilidir. NO 6zellikle néron apopitozisini indiikler. Akson iletiminin invitro NO
ile gegici olarak bloke olmasi NO’nun akson hasarina neden olabilecegini gostermektedir.
Demiyelinize aksonlar NO’nun bu toksik etkisine iki kat daha c¢ok maruz kalirlar. NO
noronda elektron transportu ve oksidatif fosforilasyonun inhibisyonu ile mitokondriyal
solunumun bozulmasi neticesinde enerji agigma yol agar. Na'/K' ATPaz pompasinda
bozulma nedeniyle Na+ kanallarinda aktivasyon ve hiicre i¢ine devamli Na" akis1 gegeklesir.
Na'/Ca®" degisim pompasi araciliiyla intraselliiler Ca>" miktarinda artis fosfolipaz ve proteaz

gibi enzimleri aktive ederek lipid ve protein yikimina neden olur.

2.14.3. 8-izoprostan (PG F2 ):

Izoprostanlar (izoP) serbest radikallerin indiikledigi, arasidonik asit gibi poliansatiire
yag asitlerinin nonenzimatik peroksidasyonu ile olusan iiriinlerdir. insanda izoprostanlarin in
vivo olusumu ilk kez Morrow ve arkadaslar1 tarafindan gosterilmistir [103]. Izoprostanlarin in
vitro ve in vivo lipid peroksidasyonunun sensitif ve spesifik gostergesi oldugunu gosteren
birgok kanit bulunmustur. Izoprostanlar, prostaglandinlerin kimyasal olarak stabil, yapisal
izomerleridir. Izoprostanlar ve prostaglandinler arasindaki énemli yapisal fark; izoprostanlar
0zel olarak cis yan zincirine sahipken prostaglandinler prostan halkasina frans pozisyonunda

yan zincirler igerirler. Bu maddeler siklooksijenaz (COX) ile olusan prostaglandin F2 ‘nin

izomerleri olmasi nedeniyle F2 1zoP’lar olarak adlandirilmaktadir. PGD2 benzeri bilesik olarak
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D2 izoP’lar, PGE2 benzeri bilesik olarak EzizoP’larln in vivo ayn1 yolla olustugu gdosterilmistir
[104,105]. Arasidonik asit doku fosfolipidlerinden serbestlestiginde in situ F2 izoP’lar olusur

ve hedef dokularda birikir. Hiicresel aktivasyona yanit olarak ve fosfolipaz bagimli bir
mekanizma ile kan dolagimina gecer ve idrarla atilirlar [106].

Izoprostanlar lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak idrar, kan, safra [107],
perikardiyal sivi [108] ve beyin-omurilik sivis1 [109,110] gibi ¢esitli viicut sivilarinda; beyin
ve karaciger dokusunda ol¢iilmiistiir.

Oksidatif stresin ve lipid peroksidasyonunun gostergesi olan F2 izoP’larla ilgili yapilan

calismalarda kan, beyin omurilik sivisi, perikard sivist gibi viicut sivilarinda kronik sigara
iciminde, hiperkolesterolemi, koroner anjioplasti gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda, kronik
obstriiktif akciger hastaliginda, Tip I ve Tip II diabetes mellitusda, MS hastalig1 gibi
norodejeneratif hastaliklarda yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica izoP diizeyi yiiksekligi
sistemik lupus eritematozus, skleroderma ve gesitli romatolojik hastaliklar gibi enflamatuvar

durumlarda da gosterilmigtir [111-113].
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Sekil 2.7. Izoprostan olusumu
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2.14.4.Konjuge dien:

Iki ¢ift bag arasinda bir tek bag bulunuyorsa bdyle dienlere konjuge dienler denir.
Lipid-hidroperoksitleri 234 nm’de maksimum absorbans veren konjuge dien yapisindadirlar.
Peroksidasyon sirasinda olusan konjuge dienlerin Olglimii in vivo lipid peroksitlerinin

diizeyini yansitmaktadir.

2.14.5.Nitrotirozin:

Nitrotirozin olusumu reaksiyon (A) ve (B)’de goriilmektedir [114].

(A)O, +NO — ONOO
(B) ONOO + HO-(_)-CH-CH-COOH  HO- {_)-CH -CH-COOH
NH, NO, NH,

Tirozin Nitrotirozin

Peroksinitrit (ONOO-), NO’nun, OZI- ile in vivo reaksiyonu sonucunda olusan

sitotoksik bir tlirevdir [115,116]. Peroksinitrit; siiperoksit ve NO radikallerine gore daha
reaktif bir tiirevdir. Normal kosullarda, siiperoksit dismutaz, olusan tiim siiperoksit
radikallerini dismutasyona ugratmaya yetecek diizeydedir, ancak siiperoksit diizeyleri ¢ok
artmigsa veya fazla miktarda NO radikali meydana gelmigse peroksinitrit olusur [117].
Peroksinitrit olusumu oksidatif protein hasarinin hem ortaya c¢ikisina, hem de
ilerlemesine sebep olmaktadir. Peroksinitritin proteinlerle etkilesiminin ana iiriinii tirozinin

orto pozisyonunda nitrolanmasidir, bu da nitrotirozin olusumuna yol acar [114].
Nitrotirozin, ONOO oksidasyonunun stabil son iirlinii olmasi nedeniyle NO bagimli

in vivo hasarin tespitinde spesifik bir belirtectir [118,119]. ONOO-; DNA’y1, proteinleri ve
lipidleri okside edebilmesinden dolay1 yiiksek toksisiteye sahiptir [120,121]. Tirozinin geri
doniisiimsiliz olarak nitrasyonu, tirozinin fosforillenmis ve fosforillenmemis formlarinin

birbirine doniisiimiinii engelleyerek, enzim aktivitesinin diizenlenmesini ve sinyal ileti

mekanizmalarmin diizenlenmesini etkiler [122]. Bugiinkii bilgilere gore, ONOO tek basina
nitrik oksitten ve sliperoksit radikalinden daha gii¢lii bir oksidan ve sitotoksik mediyatordiir

[123].
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2.14.6.Urik asit:

Urik asit insanlarda piirin katabolizmasimin son iiriiniidiir. Ksantin oksidaz enzimiyle
hipoksantin ve ksantinden olusur. Urik asitin normal diizeylerde toksik reaktanlar1 temizledigi
ve oksidatif strese karst koruyucu oldugu bildirilmistir. Organizmada oksidatif stres
varliginda iirik asit diizeyleri artmaktadir. Normal diizeyinin iicte biri veya iizerinde artis
olursa bir prooksidan olarak rol oynadig: tespit edilmistir [124]. Suda ¢dziinen bir antioksidan
oldugundan radikaller tarafindan baslatilan LDL oksidasyonunu bastirir, ancak zincir uzama
reaksiyonlarini kirmak i¢in LDL i¢indeki lipofilik radikalleri temizleyemez. Urik asit sadece
bir radikal temizleyicisi degildir, biyolojik sivilarda askorbik asidi de stabilize eder. Urik asit
stiperoksit radikali ile direkt olarak etkilesmez ,ancak hidroksil radikalinin inaktivasyonuna
neden olur [125].

Peroksinitritin, MS ve EAE’nin patogenezinde major bir faktor olarak belirlenmesi ve
gliclii bir peroksinitrit temizleyicisi olan iirik asidin MS’nin hayvan modeli olan EAE’yi
baskilamasi MS hastalig1 ile serum {irik asit diizeyleri arasindaki iliskilere dikkat ¢ekmistir.
Yakin donemde yapilan caligmalarda, MS hastalarinda, serum iirik asit seviyesinin diigiik
olabilecegi ve boylece peroksinitrit aktivitesinin artarak, progresif zedelenmeye neden
olabilecegi one siiriilmiistiir. Urik asidin bu hastalarda primer mi eksik oldugu, yoksa

antioksidan aktivitesinden dolay1 sekonder olarak m1 diisiik oldugu heniiz belirlenememistir

[126].
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun onay:
almarak gerceklestirilmistir. Calismaya katilmay1 kabul eden tiim hastalardan imzali olur ve
bilgilendirme formu alinmistir.

Calisma Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Noroloji Anabilim Dali
Multipl Skleroz poliklinigine Agustos 2006 — Eyliil 2007 tarihleri arasinda bagvuran veya
Noroloji servisinde yatirilarak takip edilen McDonald kriterlerine gore Relapsing Remitting
MS (RRMS) tanisi alan ve 5-10 giinliik yiiksek doz (1000mg/giin) metilprednizolon tedavisi
uygulanan 20 hastada prospektif olarak gergeklestirilmistir.

Poliklinige basvuran hastalar arasindan, yukaridaki kriterlere uygun olarak segilen
yaslar1 17 ile 52 arasinda degisen 13 kadin, 7 erkek hastanin fizik ve nérolojik muayeneleri
yapildi. Tan1 amaci ile lomber ponksiyonlar1 (LP) ve MRG’leri (kraniyal ve gerekli goriilen
olgularda spinal) yapildi. Klinik, laboratuvar ve goriintiilleme tetkikleriyle Mc Donald
kriterlerine gdre kesin MS tanis1 konan hastalarin Genisletilmis Oziirliilik Durum Olgegi
(Expanded Disability Status Scale ‘EDSS”) puan1 hesaplandi.

Bulgular1 24 saatten uzun siire devam eden hastalar akut atak olarak kabul edilerek 5-
10 giin siireyle 1000 mg/giin metilprednizolon tedavisi uygulandi.

Serum analizi i¢in kontrol grubunu hasta grubu ile yas ortalamalar1 ve cinsiyetleri
uyumlu 15 saglikli birey olusturdu. BOS analizi i¢in kontrol grubu ndrodejeneratif hastalig
olmayan (normal basingli hidrosefali gibi) hastalar arasindan secildi. BOS incelemesi i¢in
ornek, ayirict tani amaci ile lomber ponksiyon yapilan hastalardan alindi. Hastalardan
arastirmada kullanilmak iizere ayrica BOS 6rnegi alinmadi.

Kontrol grubundan bir kez, hasta grubundan tedavi 6ncesi ve sonrast olmak iizere iki kez
kan 6rnegi alindi. 10ml vendz kan 6rnegi saat 8.00-10.00 arasinda a¢ karnina alindi. EDTA’I1
ve kuru tiiplere alinan kanlar bekletilmeden santrifiij edilerek plazma ve serum ayrigtirildi.
—80 °C’de sakland.

Calismaya dahil edilen MS hastalarina ait demografik bilgiler tablo 5’de gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Demografik bilgiler

MS hastalar Kontrol grubu BOS kontrol grubu
Hasta sayis1 20 15 15
Cinsiyet (E/K) 7/13 5/10 6/9
Yas 31+£9,6 30,2 +5,51 28,33 £5,31
EDSS 1,7+ 0,84 - -

3.1. Kullanilan Gerecler

Spektrofotometre ( Schimadzu UV 2001)
Fluorometre (Bio-Rad VersaFlour)

ELISA okuyucu (ELX 800 UV)

ELISA yikayici (Biotec trinity)

Santrifiij (Bifuge stratos Heraeus Instruments)
Etiiv (Biyomed FN 500)

Derin dondurucu (-80°C Rua Instruments)
pH-metre (pH-meter CG840 Schott)

Vortex (Girdap Elektromag)

Hassas terazi (Schimadzu, Libror AEU-210)

3.2. Yontemler

3.2.1. Malondialdehit (MDA) ol¢iimii

Serum ve BOS MDA diizeylerinin belirlenmesinde spektrofotometrik ydntem

uygulandi. (Northwest Life science Specialties, LLC, NWK-MDAO1)

Prensip:

Lipid peroksitlerinin pargalanmasi sonucu olusan toksik etkili son iiriinlerden biri olan

MDA’nin asit ortamda tiyobarbitiirik asitle (TBA) reaksiyonlasarak 532 nm’de absorbans

veren MDA-TBA kompleksi olusturmasina dayanan spektrofotometrik yontemle saptandi.
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Ayrraglar :
1. 2-Tiyobarbitiirik asit ( TBA)
2.Biitillenmis hidroksitoluen (BHT) asetonitril i¢inde
3. Asit ayiract (1M fosforik asit)
4.Fosfat Tamponu pH: 7.0 EDTA’h
5.Kalibratérler; 0,1,2,3,4 uM MDA igeren tetrametoksipropan

Islem:
1. TBA ayirac1 10.5 ml deiyonize su ile sulandirildi ve manyetik karistirict ile iyice
¢Oziilmesi saglandi.
2. 10uL BHT iizerine 250puL 6rnek eklendi.
3. Uzerine 250uL asit ayiract ve 250 pL TBA eklenerek vorteksle karistirildi.
4. 60 dakika 60°C’de inkiibe edildi.
5.10.000xg’de 2-3 dakika santrifiij edildikten sonra berrak sivinin absorbansi distile

suya kars1 532nm’de okundu.

Hesap:

Sonuglar ekstinksiyon katsayis1 (1,56x10° Mem™) kullanilarak hesaplandi ve

nmol/mL olarak verildi.

MDA (nmol/mL) = (AA/1,56x10%) X ( 10°/ 10° ) X ( toplam hacim / érnek hacim )

3.2.2. 8-izoprostan (PG F2 ) olciimii

Serum ve BOS 8-izoprostan diizeylerinin belirlenmesinde yarismali Enzyme Linked-
Immuno-Sorbent Assay (ELISA) yontemi uygulandi. (Northwest Life science Specialties,
LLC, NWK-IS001)

Prensip:

NWK ELISA kiti yarisma prensibini ve plakada ayrilmayi esas alarak ol¢iim
yapmaktadir. Ornekte bulunan 8-izoprostanin bilinmeyen bir miktar1 ile 8-izoprostan
konjugatinin bilinen bir miktar1 kuyucuklar icerisinde karistirildi ve kuyucuklarda kaplanmis
olarak bulunan poliklonal antikorun baglanma bdlgeleri icin yaristirildi. Baglanmayan

konjugat yikama islemiyle uzaklastirildi. Substrat ¢ozeltisi eklendi ve 8-izoprostan miktarina
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bagli mavi renk olusumu gozlendi. Ornekteki 8-izoprostan konsantrasyonu ile dlciilen optik

dansite ters orantilidir.

Ayrraglar :
1. Anti-8-izoprostan ile kapl 96 kuyucuklu plaka
8-izoprostan standarti
Yikama tamponu
Seyreltme tamponu

Tetrametilbenzidin (TMB) sustrat1

AN

8-izoprostan horseradish peroksidaz (HRP) konjugati

Ornek hazirlanmasi:
Solid faz ekstraksiyonu ve fosfolipid hidrolizi ile 6rnekler asagidaki on isleme tabi
tutuldu.
1. 200uL érnek 50pL 10 N NaOH ile karistirild: ve 2 saat 45°C’de inkiibe edildi.
2. Sogutulduktan sonra 50pL 12.1N HCI eklendi ve 14.000rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi.

Ayiraclarin hazirlanmasi:
1. Yikama tamponu 160mL deiyonize su ile 5 kat seyreltildi.
2. Seyreltme tamponu 400mL deiyonize su ile 5 kat seyreltildi.
3. 8-izoprostan HRP-Enzim konjugati (90uL) 11,91 mL seyreltilmis tampon ile

sulandirildi.

Standart hazirlanmasi:

Stok standart; 8-izoprostan 1pg/mL

Standart 7: 50uL stok standart + 450uL seyreltilmis tampon eklenerek vortekslendsi,
konsantrasyonu: 100 ng/mL

Standart 6: 200uL Standart 7 + 200uL seyreltilmis tampon eklenerek vortekslendi,
konsantrasyonu: 50ng/mL

Standart 5: 100uL standart 6 + 400uL seyreltilmis tampon eklenerek vortekslendi,
konsantrasyonu: 10ng/mL

Standart 4: 200uL standart 5 + 200uL seyreltilmis tampon eklenerek vortekslendi,

konsantrasyonu: Sng/mL
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Standart 3: 100uL standart 4 + 400uL calisma seyreltilmis tampon eklenerek vortekslendi,
konsantrasyonu: Ing/mL

Standart 2: 100uL standart 3 + 900uL seyreltilmis tampon eklenerek vortekslendi,
konsantrasyonu: 0,1ng/mL

Standart 1: 500uL standart 2 + 500ul seyreltilmis tampon eklenerek vortekslendi,
konsantrasyonu: 0,05ng/mL

Standart 0: 500pL seyreltilmis tampon kondu.

Islem:
1. Standart ve 6rneklerden 100uL sirastyla kuyucuklara yerlestirildi.
2. HRP konjugatindan kor kuyucugu hari¢ 100uL eklendi. Kor kuyucuguna 100puL
seyreltilmis tampon kondu.
3. 2 saat oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra plaka ters g¢evrildi ve kurutma kagidi

tizerinde 1yice bosaltildi.

4. 3 kez 400pL yikama tamponu ile yikama islemi tekrar edildi.
5. 200uL substrat eklendi ve 20-30 dakika oda 1sisinda bekletildi.
6. 50uL 3M siilfirik asit eklenerek reaksiyon durduruldu.
7. Absorbanslar 450nm’de okundu.

Hesap:

Dort parametre lojistik fonksiyona gore standart konsantrasyonu (X), standart
absorbans1 (Y) olmak {izere cizilmis standart egri lizerinde her Ornegin absorbansi

degerlendirilerek 8-izoprostan konsantrasyonlari ng/mL olarak hesaplandi.

100+ ——
904
804
m+
mT
04
B/ Bod
404
04+
04
104
‘;.W1 0.001 am (8] 1 w0 100

[SOP] ng/mlL
Sekil 3.1. 8-izoprostan standart egrisi

By (maksimum baglanma): Serbest analit yoklugunda antikora baglanabilecek

maksimum konjugat miktari
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% B/By: Ornekteki veya standarttaki 8-izoprostan konsantrasyonunun By‘a oraninin

ylizdesi

3.2.3. Konjuge dien ol¢iimii

Prensip:

Lipid ekstaksiyonu yapilarak saflastirilmis Ornegin siklohekzana karsi 234 nm

ultraviyole 1s1kta verdigi absorbans ol¢tildii [127].

Ayrraclar:  * Kloroform-metanol karigimi

* Siklohekzan

Islem:
1. 0,25 ml ornek iizerine 3,75 ml kloroform / metanol (2:1) karisimi eklendi, iyice
karistirildikdan sonra siiziildii.

2. Bu lipid siiziintiisii kloroform / metanol karisimi ile 4 ml’ye tamamlandi.
3. Karisimdan 2 ml alinarak 37 C’ su banyosunda azot altinda uguruldu.
4. Kuru kalint1 tizerine 3 ml siklohekzan eklenerek spektrofotometrede 234 nm’de

siklohekzana kars1 okundu.
Hesap:

Konjuge dien diizeyleri 234 nm’de hidroperoksitlerin ekstinksiyon katsayisindan

( =2.34x 10* M cm™ ) yararlamlarak hesapland.

Konjuge dien (umol/L) = (AA/2.34 x 10%) X ( toplam hacim / 6rnek hacim )

3.2.4. Nitrotirozin 6l¢iimii

Plazma ve BOS nitrotirozin diizeylerinin belirlenmesinde sandivi¢ prensibine

dayananan solid-faz ELISA yontemi uygulandi. (Hycult biotechnology b.v. Hbt HK501)
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Prensip:

Ornek ve standartlar nitrotirozini taniyan antikorlarla kapl kuyucuklarda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sirasinda nitrotirozin antikorlarla baglandi, baglanmayan kisim yikama
islemiyle uzaklastirildi. Eklenen sekonder antikor Ornekteki nitrotirozine baglandi.
Baglanmayan antikorlar yikama islemiyle wuzaklastirildi. Eklenen enzim kompleksi
(Streptavidin-peroksidaz) sekonder antikor ile etkilesime girerek substrat ilave edilince
nitrotirozin konsantrasyonu ile orantili olarak renk reaksiyonu olusturdu. Rengin siddeti

spetrofotometrik olarak degerlendirildi.

Ayrraglar:
1. Konsantre yikama tamponu (Tween 20)
. Konsantre seyreltme tamponu (PBS)
. Dondurulmus kuru nitrotirozin, konsantrasyonu 4uM,

. Nitrotirozine karsi biyotinize antikor

2
3
4
5. Konsantre streptavidin peroksidaz konjugati
6. Tetrametilbenzidin (TMB) sustrati

7. Durdurma ¢ozeltisi; 2.0M sitrik asit

8

. Nitrotirozin antikoru ile kapl 96 kuyucuklu plaka

Ornek hazirlanmast:
Tim o6rnekler oda 1sma getirilirdi ve 10uL o6rnek seyreltme tamponu ile 20 kez

sulandirild.

Ayiraclarin hazirlanmasi:

1.Tim ayiraglar oda 1sisina getirildi. Konsantre seyreltme tamponunun tamamen
¢Oziilmesi i¢in 370C’ye kadar 1sit1ldi.

2. Konsantre seyreltme tamponu distile su ile 10 kez seyreltildi.

3. Nitrotirozine kars1 biyotinize antikor Iml distile su ile karistirildi, iizerine 11ml
seyreltme tamponu eklendi.

4. Konsantre streptavidin peroksidaz konjugati 1ml distile su ile karistirildi, tizerine
23ml seyreltme tamponu eklendi.

5. Yikama tamponu 800ml distile su ile 40 kez seyreltildi.
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Standartlarin hazirlanmasi:

1. Standart Iml distile su ile karistirildi.

2. 8 adet polipropilen tiip sirayla numaralandirildi. 1. tiipe 125uL sulandirilmig
standarttan kondu ve iizerine 742uL seyreltme tamponu eklendi.

3. 2-7 numaral tiiplere 250uL seyreltme tamponu kondu. 8. tiipe 500uL seyreltme
tamponu kondu.

4. 1. tiipten 2. tiibe 125puL aktarildi ve bu islem sirasiyla 7. tiilbe kadar uygulandi.

Islem:

1.Standartlardan ve 6rneklerden 100 puL sirasiyla kuyucuklara yerlestirildi. Plaka tizeri
kapatilarak oda 1sisinda (18-25°C) 1 saat inkiibasyona birakildi.

2. Plaka dikkatle ters cevrilerek bosaltildi. 3 kez 200uL yikama tamponu ile yikama
islemi tekrarlandi.

3. 100uL nitrotirozine karsi biyotinize antikor ilave edildi ve 1 saat oda 1sisinda
inkiibe edildi.

4. Yikama iglemi 2. basamaktaki gibi tekrarlandi.

5. 100uL streptavidin peroksidaz konjugati ilave edildi ve 1 saat oda 1sisinda
inkiibasyona birakildi.

6. Yikama islemi 2. basamaktaki gibi tekrarlandi.

7. 100pL TMB substrati ilave edildi ve 20-30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

8. 100puL durdurma ¢ozeltisi ilave edildi, absorbanslar 450 nm’de okundu.

Hesap:

Dort parametre lojistik fonksiyona gore standart konsantrasyonu(X), standart
absorbansi(Y) olmak iizere c¢izilmis standart egri iizerinde her Ornegin absorbansi
degerlendirilerek nitrotirozin konsantrasyonlar1 hesaplandi. Bulunan sonuglar seyreltme

faktorii olan 20 ile ¢arpilip gergek nitrotirozin konsantrasyonlart nM olarak elde edildi.
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Sekil 3.2. Nitrotirozin standart egrisi

3.2.5. Nitrit-nitrat(NO, /NO3") ol¢iimii

Prensip:

Nitrit-nitrat diizeyi, nitratin nitrat rediiktaz enzimi ile nitrite indirgenmesi sonrasinda
fluorometrik yontemle 6l¢iildii [128].

2,3-diaminaftalen(DAN) ile nitritin reaksiyona girmesi sonucunda olusan fluoresans

maddenin (2,3-diaminonaftatriazol veya 1-(H)-naftatriazol) dl¢iilmesi esasina dayanur.

Ayrraglar:
1. 2,3-Diaminonaftalen (0.62M HCI i¢inde)
2. Nitrat rediiktaz
3. NADPH ¢o6zeltisi (20mM Tris tamponu iginde)
4. NaOH (2.8N)
5. Nitrit standarti

Ornek hazirlanmast:

Ornekler EDTA’l1 tiiplere alindiktan sonra santrifiij edildi. Plazma kismi 10.000 cutoff
degerine sahip filtrelerden (Amicon Ultra-4 Centrifugal Fitler Devices Millipore) 15 dakika
14.000 rpm hizda santrifiij edilerek siiziildii.
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Standart hazirlanmasi:
10, 30, 50, 70, 100 pmol/mL olarak hazirlanmis sodyum nitrit ¢ozeltileri taze
hazirlanmigs DAN ile karistirildi. 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra Syl 2,8N

NaOH ilave edildi ve flourometrik 6l¢iim yapildi. (eksitasyon: 365nm, emisyon: 450nm)

islem:
1. 100pL plazma, 50uL 20 mM tris tampon (40 uM NADPH ve 14mU nitrat rediiktaz

iceren) ile karistirildi.

2. Karigim oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildi.

3. 50uL suve 10uL DAN (0,05mg/ml, 0,62MHCI i¢inde) eklendi ve hemen karistirildi.

4. Karisim oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi.

5. 5uL 2,8N NaOH ilave edildi ve flourometrik 6l¢iim yapildi. (eksitasyon: 365nm,
emisyon: 450nm)

Hesap:

Standart ¢ozeltileri kullanilarak olusturulan grafikten, 6rnek absorbanslarina karsilik

gelen konsantrasyonlar pmol/L olarak hesaplandi.

BODO

6000 +

4000 4

Fluoresans yogunlugu
(arbitrary Unite)

0 EIO 40 6‘@ BIO ! (;0 I 2I0
Nitrit (pmol)

Sekil 3.3. NO,/NOj standart egrisi

3.2.6. Urik asit olciimii

Serum ve BOS o6rneklerinde iirik asit diizeylerinin 6l¢limii i¢in enzimatik kolorimetrik

yontem kullanildi.(Futura System S.r.1.)
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Prensip:

urikaz

Urik asit + 2H,0 + O, » Allantoin + CO, + 2H,0,

peroksidaz
2H,0; + 4-Aminoantipirin + DHBS » kirmizi kinon + 4 H,O

Olusan renk direkt olarak iirik asit konsantrasyonu ile orantilidir.

Ayrraclar:

1.Tampon; pH:8.0 80 mmol/L
Dikloro-2- hidroksibenzensulfonik asit (DHBS) 2,6 mmol/L
EDTA-Na, 6,1 mmol/L
Sodyum azid < %0.1

2. Enzimler
Peroksidaz 5000 U/L
Urikaz 1000 U/L
Potasyum Ferro Siyanid 0,25 mmol/L
4-Aminoantipirin 6,1 mmol/L
EDTA-Na, 6,1 mmol/L
3. Kalibrator
uirik asit 6 mg/dL

islem:
1. Tiim ayiraglar oda 1sisina getirildi.

2. Enzimler tampon ile 5 kez seyreltildi.

Kor Ornek Kalibrator
Distile su 25uL _ _
Ornek _ 25uL -
Kalibrator _ - 25uL
Calisma ¢ozeltisi Iml Iml Iml
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Karisim 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Kalibrator ve orneklerin absorbanslari

510 nm’de kore kars1 okundu.

Hesap:
Urik asit (mg/dL)= Asmek /A kalibratsr X kalibrator degeri

3.2.7. TNF olciimii

Serum ve BOS TNF diizeylerinin belirlenmesinde sandivi¢ prensibine dayananan

solid-faz ELISA yontemi uygulandi.(Biosource Immunoassay Kit, cat no: KHC3011)

Prensip :

Ornek ve standartlar TNF ’y1 taniyan antikorlarla kapli kuyucuklarda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sirasmnda TNF  antikorlarla baglandi, baglanmayan kisim yikama islemiyle
uzaklagtirildi. Eklenen monoklonal spesifik anti-TNF  antikorlar1 6rnekteki TNF ’ya
baglandi. Baglanmayan antikorlar yikama islemiyle uzaklastirildi. Eklenen enzim kompleksi
(streptavidin-peroksidaz) sekonder antikor ile etkilesime girdi ve substrat ilave edilince TNF

konsantrasyonu ile orantili olarak renk reaksiyonu olustu. Rengin siddeti spetrofotometrik

olarak degerlendirildi.

Ayrraglar:
1. TNF standarti
2. Standart seyreltme tamponu
3. Inkiibasyon tamponu
4. TNF antikoru kapl1 96 kuyucuklu plaka
. TNF biyotin konjugati

. 100 kat konsantre streptavidin peroksidaz (1,3 mM timol)

5

6

7. Streptavidin peroksidaz ¢oziicii

8. 25 kat konsantre yikama tamponu
9

. Tetrametilbenzidin (TMB)

10. Durdurma ¢ozeltisi
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Ayrraclarin hazirlanmasi:
1. Streptavidin peroksidazin (100 kat konsantre) 10uL’si ImL streptavidin peroksidaz
¢Oziicii ile sulandirildi.

2. Yikama tamponu deiyonize su ile 25 kez seyreltildi.

Standartlarin hazirlanmasi:

Standart 1: 0.300 mL standart + 0.300 mL seyreltme tamponu, konsantrasyonu: 1000 pg/mL
Standart 2: 0.300 mL standart 1 + 0.300 mL seyreltme tamponu, konsantrasyonu: 500 pg/mL
Standart 3: 0.300 mL standart 2 + 0.300 mL seyreltme tamponu, konsantrasyonu: 250 pg/mL
Standart 4: 0.300 mL standart 3 + 0.300 mL seyreltme tamponu, konsantrasyonu: 125 pg/mL
Standart 5: 0.300 mL standart 4 + 0.300 mL seyreltme tamponu, konsantrasyonu: 62.5 pg/mL
Standart 6: 0.300 mL standart 5 + 0.300 mL seyreltme tamponu, konsantrasyonu: 31.2 pg/mL
Standart 7: 0.300 mL standart 6 + 0.300 mL seyreltme tamponu, konsantrasyonu: 15.6 pg/mL
Standart 8: 0.300 mL seyreltme tamponu, konsantrasyonu: 0 pg/mL

Islem :

1. Kromojen korii i¢in ayrilan kuyucuk hari¢ her kuyucuga 50uL inkiibasyon tamponu
kondu.

2. Standart ve drneklerden 100puL sirasiyla plakaya yerlestirildi.

3. Plaka kapatilarak 2 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

4. Ters cevrilip bosaltildiktan sonra 4 kez 400uL seyreltilmis yikama tamponu ile
yikandi.

5. Kromojen korii hari¢ diger kuyucuklara 100uL anti-TNF  (biyotin konjugat1) eklendi.

6. Plaka kapatilarak 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.

7. Ters cevrilip bosaltildiktan sonra 4 kez 400uL seyreltilmis yikama tamponu ile
yikandi.

8. Kromojen korii hari¢ diger kuyucuklara 100uL Streptavidin-HRP calisma ¢ozeltisi
eklendi.

9. Plaka kapatilarak 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

10. Ters cevrilip bosaltildiktan sonra 4 kez 400uL seyreltilmis yikama tamponu ile
yikandi.

11. Tiim kuyucuklara 100puL kromojen (TMB) eklendi.

12. Plaka kapatilarak 30 dakika oda 1sisinda ve karanlikta inkiibe edildi.
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13. Tiim kuyucuklara 100uL durdurma ¢ozeltisi eklendi.
14. Absorbanslar 450nm’de okundu.

Hesap:
Dort parametre lojistik fonksiyona gore standart konsantrasyonu (X), standart
absorbanst (Y) olmak {lizere ¢izilmis standart egri lizerinde her Ornegin absorbansi

degerlendirilerek TNF konsantrasyonlar1 pg/mL olarak hesaplandi.
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Sekil 3.4. TNF standart egrisi
3.2.8. Hiicreler arasi adezyon molekiilii( I[CAM-1) 6l¢iimii

Serum ve BOS ICAM-1 diizeylerinin belirlenmesinde yarismali (kompetetif) Enzyme
Linked-Immuno-Sorbent Assay (ELISA) yontemi uygulandi. (Biosource Immunoassay Kit,
cat no: KHS5412)

Prensip :
Ornek ve standartlar SICAM-1"i tantyan antikorlarla kapl kuyucuklarda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sirasinda SICAM-1 antikorlarla baglandi, baglanmayan kisim yikama islemiyle

uzaklastirildi. Eklenen monoklonal spesifik anti- SICAM-1 antikorlar1 6rnekteki SICAM-1’e
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baglandi. Baglanmayan antikorlar yikama islemiyle uzaklastirildi. Eklenen enzim kompleksi

(streptavidin-peroksidaz) sekonder antikor ile etkilesime girdi ve substrat ilave edilince

sICAM-1 konsantrasyonu ile orantili olarak renk reaksiyonu olustu. Rengin siddeti

spetrofotometrik olarak degerlendirildi.

Ayrraclar:

1.

> 2o v kWD

sICAM-1 monoklonal antikoru kapl1 96 kuyucuklu plaka
HRP-konjugati

sICAM-1 standart1 (10 ng/mL)

Yikama tamponu (PBS %1°lik Tween 20 ile birlikte)

Ornek ¢oziicii

Olgiim tamponu (PBS %1°lik Tween 20 ve %10’luk BSA ile birlikte)
Substrat ¢ozeltisi (tetrametilbenzidin)

Durdurma ¢d6zeltisi (1M fosforik asit)

Renk verici ayiraglar: Blue-Dye, Green-Dye

Ayiraclarin hazirlanmasi:

1. 50 mL yikama tamponu 950 mL deiyonize su ile karistirildi.

2.5 mL 6l¢iim tamponu 95 mL deiyonize su ile karistirildi.

3. 0.1 mL HRP-konjugati 5.9 mL 6l¢iim tamponu ile karigtirildi.

4. Blue-Dye ve Green-Dye renklendirici ayiraglar;; HRP-konjugatina eklenerek

kullanildi.

Standartlarin hazirlanmasi:

1. 5 adet polipropilen tiip sirayla numaralandirildi.

2. Tiplere 100uL 6rnek ¢oziicii kondu.

3. sICAM-1 standartindan 100puL 1. tiipe aktarildi.

4. 1lk tiipten baglayarak bir sonrakine 100’er uL aktarildi, konsantrasyonlar sirastyla

10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 ng/mL “dir.

Ornek hazirlanmasi:

Ornekler 1:100 oraninda drnek ¢dziicii ile sulandirilds.

10uL 6rnek + 90uL 6rnek ¢oziicli karistirildi ve bu karisimdan 50uL alinarak 450ul 6rnek

¢oziicl eklendi.
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Islem:

1. 100uL 6rnek ¢oziicii kor kuyucuguna kondu.

2. Standart ve 6rneklerden 100uL sirasiyla plakaya yerlestirildi.
3. Kor kuyucuk hari¢ digerlerine 50 uL. HRP-konjugati eklendi.
4. Plaka kapatilarak 2 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.
5. Plaka ters ¢evrilerek bosaltildi ve 3 kez 300pL yikama tamponu ile yikandi.
6. Kor kuyucuk hari¢ digerlerine 100 pL TMB-substrat eklendi.
7. Plaka kapatilarak 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
8. Kor kuyucuk hari¢ digerlerine 100 uL. durdurma ¢6zeltisi eklendi.
9. Absorbanslar 450nm’de okundu.
Hesap:

Dort parametre lojistik fonksiyona gore standart konsantrasyonu(X), standart
absorbansi(Y) olmak iizere c¢izilmis standart egri {izerinde her Ornegin absorbansi

degerlendirilerek ICAM-1 konsantrasyonlart ng/mL olarak hesaplandi.

Absorbans 450 nm

0.5

0 n"? 4 [ é 1‘0 12
sICAM-1 konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 3.5. ICAM-1 standart egrisi

3.2.9. Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM-1) dl¢iimii
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Serum ve BOS VCAM-1 diizeylerinin belirlenmesinde yarismali (kompetetif) Enzyme
Linked-Immuno-Sorbent Assay (ELISA) yoOntemi uygulandi. (Bender MedSystems, cat no:
BMS232)

Prensip :

Ornek ve standartlar sVCAM-1’i tanmiyan antikorlarla kapli kuyucuklarda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sirasinda sVCAM-1 antikorlarla baglandi, baglanmayan kisim yikama
islemiyle uzaklastirildi. Eklenen monoklonal spesifik anti- sVCAM-1 antikorlar1 6rnekteki
sVCAM-1’e baglandi. Baglanmayan antikorlar yikama islemiyle uzaklastirildi. Eklenen
enzim kompleksi (streptavidin-peroksidaz) sekonder antikor ile etkilesime girdi ve substrat
ilave edilince sVCAM-1 konsantrasyonu ile orantili olarak renk reaksiyonu olustu. Rengin

siddeti spetrofotometrik olarak degerlendirildi.

Ayrraclar:
1. sVCAM-1 monoklonal antikoru kapli 96 kuyucuklu plaka
Streptavidin-HRP ile birlikte biyotin-konjugati
Liyofilize sVCAM-1 standart1 (200 ng/mL),
Liyofilize pozitif kontrol
Yikama tamponu (PBS %1°lik Tween 20 ile birlikte)
Olgiim tamponu (PBS %1°lik Tween 20 ve %10’luk BSA ile birlikte)
Substrat ¢ozeltisi (tetrametilbenzidin)

Durdurma ¢ozeltisi (1M fosforik asit)

D A R

Renk verici ayiraglar: Blue-Dye, Green-Dye

Ayrraglarin hazirlanmasi:

1. 50 mL yikama tamponu 950 mL deiyonize su ile karistirildi.

2. 5 mL 6l¢iim tamponu 95 mL deiyonize su ile karistirildi.

3. 0,06 mL biyotin-konjugati / streptavidin HRP karigimi 5,94 mL 6lgiim tamponu ile
karistirildi.

4. Blue-Dye ve Green-Dye renklendirici ayiraglari; biyotin-konjugati / streptavidin

HRP karigimina eklenerek kullanildi.

Standartlarin hazirlanmasi:
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5. 6 adet polipropilen tiip sirayla numaralandirildi.
6. Tiplere 250uL 6l¢iim tamponu kondu.
7. Liyofilize olan sVCAM-1 standarti distile su ile sulandirildi. Bundan 250uL 1.tiibe
aktarild.
8. 1lk tiipten baslayarak bir sonrakine 250’er pL aktarildi, konsantrasyonlar sirasiyla
100, 50, 25, 12.5, 6.3, 3.2 ng/mL “dir.
Ornek hazirlanmast:

1. 10uL 6rnek +490uL Slgiim tamponu ile seyreltildi.

islem:
1. 50uL biyotin-konjugat1 / streptavidin HRP karisimi kér kuyucuk hari¢ digerlerine
eklendi.
2. Standart ve drneklerden 100puL sirasiyla plakaya yerlestirildi.
3. 100 pL 6l¢iim tamponu, kor kuyucuga eklendi.
4. Plaka kapatilarak 2 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.
5. Plaka ters ¢evrilerek bosaltildi ve 3 kez 300pL yikama tamponu ile yikandi.
6. Kor kuyucuk hari¢ digerlerine 100 pL TMB-substrat ¢ozeltisi eklendi.
7. Plaka kapatilarak 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
8. Kor kuyucuk hari¢ digerlerine 100 uL. durdurma ¢6zeltisi eklendi.
9. Absorbanslar 450nm’de okundu.
Hesap:

Dort parametre lojistik fonksiyona gore standart konsantrasyonu(X), standart
absorbansi(Y) olmak iizere c¢izilmis standart egri {izerinde her Ornegin absorbansi

degerlendirilerek VCAM-1 konsantrasyonlar1 ng/mL olarak hesaplandi.
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Absorbans 450 nm

1,5 1

0,5 1

Sekil 3.6. VCAM-1 standart egrisi

3.2.10. istatiksel degerlendirme

T T

20 40 60 80 100
sVCAM-1 konsantrasyonu (ng/ml)

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi.

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS (Statistical Package for Social Sciences)

istatistik paket programi kullanildi.

10.0

MS hastalarinin  metilprednizolon tedavisi Oncesi ve sonrasinda incelenen kan

parametrelerinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasinda Student T testi ve Mann

Whitney- U testi kullanildi.

MS hastalar1 ve kontrol grubu BOS parametrelerinin istatiksel degerlendirilmesinde

nonparametrik Wilcoxon Rank testi kullanildi.

Gruplar i¢inde incelenen parametreler arasindaki iliskileri saptamada Pearson

korelasyon analizi uyguland.

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

MS hastalarinin (n=20) ve kontrol grubunun (n=15) kan (serum, plazma) ve BOS

orneklerinde incelenen parametreler:

a) oksidatif stres gostergesi olarak;

MDA (EDTA’l1 plazma, BOS)
8-izoprostan (serum, BOS)
konjuge dien (serum, BOS)

b) nitrozatif stres gostergesi olarak;
nitrotirozin (EDTA’l1 plazma, BOS)
nitrit-nitrat (EDTA’l1 plazma, BOS)
peroksinitrit tutucusu olan iirik asit (serum, BOS)

¢) enflamasyon belirteci olarak;
ICAM-1 (serum, BOS)
VCAM-1 (serum, BOS)
TNF (serum, BOS)

Incelenen parametrelere ait bulgular tablo 4.1, 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5°de , istatiksel
anlamliliklar tablo 4.6 ve 4.7°de ve korelasyon analizi bulgular tablo 4.8, 4.9, 4.10, 4.11 ve
4.12°de gosterilmistir.
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4.1. istatistik anlamlihik

Metilprednizolon tedavi 6ncesi MS ve kontrol grubu kan parametrelerinin

istatiksel degerlendirmesi (Tablo 4.6);

Oksidatif stres gostergelerinden 8-izoprostan ve konjuge dien diizeyleri MS
hastalarinin tedavi oncesi grubunda, kontrol grubuna gdre anlamli derecede yiiksek saptandi

(p<0,05, p<0,001 sirasiyla).
Nitrozatif stres gostergelerinden nitrotirozin ve nitrit-nitrat diizeyleri MS hastalarinin
tedavi Oncesi grubunda, kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik saptandi (p<0,01,

p<0,05 sirasiyla).

Metilprednizolon tedavi sonrast MS ve kontrol grubu kan parametrelerinin

istatiksel degerlendirmesi (Tablo 4.6);

Oksidatif stres gostergelerinden konjuge dien diizeyi MS hastalarinin tedavi sonrasi

grubunda, kontrol grubuna gére anlamli derecede yiiksek saptandi (p<0,01).

Nitrozatif stres gostergelerinden nitrotirozin diizeyi MS hastalarinin tedavi sonrasi

grubunda, kontrol grubuna gore anlamli derecede diigiik saptandi (p<0,001).
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MS hastalarimin metilprednizolon tedavi oncesi ve sonrasi kan parametrelerinin

istatiksel degerlendirmesi (Tablo 4.6);

Oksidatif stres gostergelerinden 8-izoprostan diizeyi MS hastalarinin tedavi sonrast

grubunda, tedavi 6ncesi grubuna gore anlamhi derecede diisiik saptandi (p<0,05).

Urik asit diizeyi MS hastalarmin tedavi sonrasi grubunda, tedavi dncesi grubuna gore

anlamli derecede yiiksek saptandi (p<0,05).

MS hastalar1 ve kontrol grubu BOS parametrelerinin istatiksel degerlendirilmesi

(Tablo 4.7);

Nitrozatif stres gostergelerinden nitrotirozin ve nitrit-nitrat diizeyleri MS hastalarinin

BOS orneklerinde, kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek saptandi (p<<0,001).

Enflamasyon gostergelerinden TNF  diizeyi MS hastalarinin BOS 6rneklerinde,

kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik saptandi (p<0,05).

4.2. Korelasyon analizi bulgular

Kontrol grubu (Tablo 4.8):
> Urik asit ile MDA arasinda (+) korelasyon (r = 0.720, p<0,05)
» 8-izoprostan ve konjuge dien arasinda (-) korelasyon (r = -0.556, p<0,05)
» Nitrotirozin ile TNF arasinda (+) korelasyon (r = 0.584, p<0,05)

MS hastalar tedavi oncesi (Tablo 4.9):
» Yasla 8-izoprostan ve konjuge dien arasinda (+) korelasyon (r = 0.444, r = 0.446,
p<0,05),
» 8-izoprostan ile nitrotirozin arasinda (-) korelasyon (r = -0.510, p<0,05)
Nitrotirozin ile [ICAM-1 arasinda (+) korelasyon (r = 0.496, p<0,05)
> Urik asit ile yas, konjuge dien ve MDA arasinda (+) korelasyon (r = 0.445,r = 0.474, r
=0.493, p<0,05)

A\
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MS hastalar1 tedavi sonrasi (Tablo 4.10):
» Konjuge dien ile MDA ve ICAM-1 arasinda (+) korelasyon (r = 0.450, r = 0.445,
p<0,05)

BOS kontrol grubu (Tablo 4.11):
> Urik asit ile TNF arasinda (-) korelasyon (r = -0.689, p<0,05)
» Urik asit ile ICAM-1 arasinda (+) korelasyon (r = 0.668, p<0,05)
» TNF ile ICAM-1 arasinda (-) korelasyon (r =- 0.519, p<0,05)
» VCAM-1 ile ICAM-1 arasinda (+) korelasyon (r = 0.575, p<0,05)

MS hastalar1 BOS bulgular1 (Tablo 4.12):
» 8-izoprostan ile MDA ve konjuge dien arasinda (-) korelasyon (r = -0.486, r= -0.589,
p<0,05)
» Nitrit-nitrat ile iirik asit arasinda (+) korelasyon (r = 0.452, p<0,05)
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Tablo 4.1: Kontrol grubu kan 6rneklerinde incelenen biyokimyasal parametrelere ait bulgular (n= 15)

. MDA 8-izoprostan | Konjuge dien | Nitrotirozin | Nitrit-nitrat | Urik asit TNF ICAM-1 VCAM-1

Hastaadi | 7% cinsiyet nmol/ml ng/ml pmol/L nM pumol/L mg/dl pg/ml ng/ml ng/ml
MA 33 K 3,13 150,00 187,20 715,8 95,46 3,08 9,48 2,23 13,69
CA 36 E 7,03 172,39 210,60 965,6 84,70 6,45 10,36 3,40 18,09
SF 32 K 4,40 261,10 23,40 840,8 55,30 5,61 10,63 3,37 16,08
HG 30 K 3,05 247,55 163,80 1051 43,32 6,34 12,58 3,32 24,68
HC 27 K 5,90 88,15 163,80 1017.,4 61,45 6,39 10,90 2,56 17,24
SA 26 K 5,06 123,45 187,20 1230,8 56,87 5,89 12,31 2,88 16,15
BY 27 K 2,53 186,32 140,40 645,8 100,78 3,42 9,30 2,80 35,97
BD 27 K 3,77 175,63 257,40 816,4 65,10 5,10 9,30 3,19 14,29
SG 27 K 4,36 92,97 210,60 892,6 102,34 4,93 9,30 2,99 15,38
E 28 E 5,92 190,34 46,80 856 62,62 6,22 8,95 2,37 24,59
C 26 E 5,82 261,10 46,80 755,4 91,09 8,36 10,19 3,14 25,81
B 26 E 5,22 187,36 117,00 1581 119,17 4,99 10,99 5,60 15,92
E 25 K 3,37 234,69 23,40 743,7 70,07 3,59 10,63 3,76 13,24
FG 42 K 2,92 156,14 23,40 898,6 58,90 4,15 10,54 3,48 12,52
GC 41 E 4,87 141,26 140,40 993 81,93 4,99 11,25 3,60 14,24
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Tablo 4.2: Multipl skleroz hastalarinda metilprednizolon tedavi dncesi incelenen kan parametrelerine ait bulgular (n= 20)

o MDA 8-izoprostan Konjuge dien | Nitrotirozin | Nitrit-nitrat | Urik asit TNF ICAM-1 VCAM-1
Hasta adi yas cinsiyet EDSS nmol/ml ng/ml pumol/L nM pumol/L mg/dl pg/ml ng/ml ng/ml
YT 24 2 2,74 121,90 93,60 993 55,30 4,87 11,34 2,50 16,42
YK 41 K 2,5 5,63 153,25 210,60 810,4 72,23 3,64 10,63 3,46 23,18
GA 26 K 2 6,79 306,39 187,20 288,8 52,79 5,66 10,28 2,24 43,01
NK 30 K 3 6,09 290,48 187,20 3914 44,80 5,49 10,01 1,98 38,83
HG 38 K 0 7,30 247,55 444,60 336,4 59,22 8,07 9,66 1,67 19,94
SB 49 E 2,5 5,10 400,00 187,20 403,4 72,07 6,84 9,04 2,43 10,27
HA 28 E 1 5,08 200,00 187,20 513,2 72,23 7,86 9,74 2,24 10,76
AC 29 K 1 3,66 164,07 234,00 594,4 55,93 4,10 12,67 2,23 17,98
HHO 52 E 1 7,57 210,95 374,40 929,2 56,40 7,90 12,58 3,36 16,19
I 34 K 2 6,54 234,69 327,60 572,8 70,99 6,06 10,01 3,44 14,78
HS 28 K 1,5 6,13 275,40 257,40 441,6 68,20 4,71 10,63 1,91 18,48
NU 32 K 2,5 4,61 181,14 163,80 654 46,21 3,87 9,83 3,60 28,49
HO 47 E 3,5 3,77 323,17 234,00 649,2 91,56 6,78 9,04 2,75 27,72
FS 23 E 1 6,56 222,51 187,20 1255 64,48 6,95 10,63 4,29 19,29
BN 22 K 1 7,30 200,00 163,80 525 77,19 4,32 8,41 4,30 23,86
BB 17 K 1,5 6,54 148,60 234,00 1075,4 57,50 4,82 9,30 2,02 20,01
NI 26 K 1 2,92 190,34 210,60 608,6 55,49 3,03 9,48 1,15 12,01
PS 34 K 2 2,47 227,67 234,00 1087,6 49,19 3,76 9,21 4,08 13,21
HY 25 E 1 4,71 247,55 187,20 758,6 66,34 4,32 10,90 1,81 13,26
SK 23 E 2 3,03 234,69 234,00 907,8 73,31 4,77 8,86 4,11 19,18
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Tablo 4.3: Multipl skleroz hastalarinda 5-10 giinliik 1g/giin metilprednizolon tedavi sonrasi incelenen kan parametrelerine ait bulgular

(n=20)
. MDA 8-izoprostan Kor}juge Nitrotirozin | Nitrit-nitrat | Urik asit TNF ICAM-1 | VCAM-1
Hastaadi | Y% cinstyet EDSS nmol/ml ng/ml uilgﬁL nM pmol/L mg/dl pg/ml ng/ml ng/ml
YT 24 K 2 5,62 259,54 280,80 377 58,35 7,35 11,34 2,10 18,46
YK 41 K 2,5 4,44 190,34 257,40 13222 81,62 4,26 8,86 3,22 15,59
GA 26 K 2 7,52 190,34 257,40 779,8 47,39 5,38 10,54 3,50 20,46
NK 30 K 3 4,38 172,39 257,40 1063,2 48,72 4,65 10,54 3,53 21,19
HG 38 K 0 7,59 200,94 257,40 725 37,27 8,07 12,31 2,56 27,93
SB 49 E 2,5 5,70 164,07 210,60 779,8 83,16 8,30 9,83 1,31 18,42
HA 28 E 1 5,90 190,23 327,60 740,2 141,75 8,64 9,57 4,27 13,75
AC 29 K 1 3,38 183,25 304,20 396,2 87,01 5,83 10,10 5,80 17,12
HHO 52 E 1 5,14 162,48 280,80 3342 38,17 6,78 9,92 4,33 18,15
It 34 K 2 7,38 148,60 327,60 3914 56,40 5,83 9,30 597 20,05
HS 28 K 1,5 4,07 156,14 304,20 761,6 65,10 5,66 10,01 1,68 19,72
NU 32 K 2,5 5,28 210,95 327,60 709,8 67,27 4,09 10,36 4,39 36,71
HO 47 E 3,5 4,89 171,32 187,20 362,8 68,42 8,92 11,43 3,36 11,57
FS 23 E 1 3,72 181,14 163,80 494 55,18 7,40 11,52 3,19 17,33
BN 22 K 1 4,11 261,10 70,20 355,6 80,85 4,54 11,16 3,35 36,93
BB 17 K 1,5 4,48 110,41 140,40 358 42,61 4,09 9,92 2,29 18,28
NI 26 K 1 2,04 222,51 23,40 491,6 58,59 4,26 9,30 2,64 19,41
PS 34 K 2 2,90 186,87 210,60 731 40,57 4,77 9,83 3,71 15,76
HY 25 E 1 4,79 210,95 23,40 489,2 45,43 6,11 11,07 2,31 20,54
SK 23 E 2 3,17 153,18 234,00 310,2 30,00 5,16 10,81 3,48 35,20
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Tablo 4.4: Kontrol grubu BOS o6rneklerinde incelenen biyokimyasal parametrelere ait bulgular (n= 15)

o MDA 8-izoprostan | Konjuge dien | Nitrotirozin | Nitrit-nitrat | Urik asit TNF ICAM-1 VCAM-1
Hasta adi | Y% cinsiyet nmol/ml ng/ml umol/L nM pmol/L mg/dl pg/ml ng/ml ng/ml
SB 35 K 1,16 128,09 70,20 4774 58,12 0,73 9,83 1,86 8,56
KY 27 E 0,76 110,41 46,80 6324 65,87 0,79 8,77 4,62 13,94
AA 38 K 0,48 121,90 187,20 6134 54,59 1,85 9,12 6,17 10,61
SK 28 K 0,50 156,14 23,40 3222 68,42 1,63 8,95 2,48 11,25
CS 27 E 0,46 222,51 117,00 467,8 20,92 0,34 10,63 1,15 7,01
HB 23 K 0,52 200,00 93,60 689.,8 50,60 0,11 10,36 2,21 6,65
AO 33 E 0,51 141,42 46,80 482,2 68,42 0,73 10,18 0,93 7,57
BA 19 K 0,41 181,14 70,20 790 77,61 0,39 10,63 1,37 8,63
Iy 26 E 0,43 121,90 163,30 5824 25,35 0,22 11,87 0,90 12,03
FA 25 E 0,66 64,33 70,20 508,4 63,55 0,39 10,63 0,87 6,44
CT 22 K 1,11 72,97 23,40 374,6 41,20 0,50 10,28 1,41 6,86
Ci 34 E 0,41 128,09 46,80 644.4 33,90 0,62 11,07 428 13,23
DB 29 K 0,56 172,39 163,80 491,6 54,59 0,17 11,69 2,02 6,79
ZA 28 K 0,52 156,14 93,60 782,8 44,49 0,28 12,85 0,95 9,83
ES 32 K 0,43 141,42 46,80 743,70 60,14 0,28 10,18 0,91 9,24
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Tablo 4.5: Multipl skleroz hastalarinda metilprednizolon tedavi 6ncesi incelenen BOS parametrelerine ait bulgular (n= 20)

Konjuge

. MDA 8-izoprostan . Nitrotirozin |  Nitrit-nitrat Urik asit TNF ICAM-1 | VCAM-1
Hastaadi | 7% cinsiyet EDSS nmol/ml ng/ml m(llllgﬁL nM pumol/L mg/dl pg/ml ng/ml ng/ml
YT 24 K 2 0,91 148,60 23,40 482,2 103,75 0,67 9,83 0,78 15,97
YK 41 K 2,5 0,62 110,41 140,40 932,2 41,98 0,06 10,10 0,71 10,05
GA 26 K 2 0,52 105,08 210,60 413 51,07 0,11 9,83 1,28 6,29
NK 30 K 3 0,25 181,14 210,60 874,4 102,34 0,22 8,59 3,02 8,56
HG 38 K 0 0,23 210,95 70,20 1032,8 111,45 0,39 8,68 1,53 16,56
SB 49 E 2,5 0,17 210,95 93,60 877,4 88,39 0,62 9,12 0,84 14,02
HA 28 E 1 0,17 141,42 23,40 746,4 93,59 0,34 9,21 2,93 5,80
AC 29 K 1 0,23 172,39 210,60 1069,2 52,95 0,28 10,72 1,59 6,72
HHO 52 E 1 0,27 181,14 23,40 877,4 157,50 0,73 10,63 1,03 5,02
i 34 K 2 0,41 110,41 140,40 1069,2 97,50 0,34 8,59 2,57 5,52
HS 28 K 1,5 0,87 153,18 46,80 828,6 68,42 0,17 9,30 1,80 5,66
NU 32 K 2,5 0,60 141,42 23,40 1108,8 72,23 0,67 9,92 1,49 13,73
HO 47 E 3,5 0,41 153,18 46,80 1084,4 68,42 0,45 8,95 0,70 7,99
FS 23 E 1 0,46 210,95 23,40 917 92,34 0,28 10,28 3,40 7,21
BN 22 K 1 0,29 164,07 327,60 8134 100,46 0,28 8,15 1,10 18,28
BB 17 K 1,5 0,89 25,46 280,80 1288,6 72,38 0,62 9,92 2,00 6,44
NI 26 K 1 0,48 164,07 187,20 743,2 172,42 0,67 11,16 1,93 5,52
PS 34 K 2 0,31 153,18 46,80 1252 68,42 0,34 10,36 2,37 9,20
HY 25 E 1 0,40 172,39 23,40 764,6 41,51 0,67 9,74 2,15 6,93
SK 23 E 2 0,56 88,15 304,20 1383 68,42 0,28 9,12 1,68 5,80
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Tablo 4.6: Metilprednizolon tedavi oncesi ve sonrasinda MS ve kontrol grubunun kan

parametrelerinin degerlendirmesi (ortalama + SD) ve istatistik anlamhhik

MS grubu (n=20)

Kontrol grubu
tedavi oncesi tedavi sonrasi
(n=15)
MDA (nmol/ml) 449 1,34 523 1,67 483 1,51
8-izoprostan (ng/ml) 177,90 55,48 a* 229,02 66,69 186,34 35,87 c*
129,48 78,54
Konjuge dien (umol/L) Filule 226,98 78,20 222,30 95,27
b**
933,59 233,33
Nitrotirozin (nM) akE 689,79 276,39 598,64 270,53
b***
Nitrit-nitrat (umol/L) 76,61 21,68 a* 63,07 11,79 61,69 25,18
Urik asit (mg/dl) 5,30 1,40 5,39 1,55 6,00 1,61 c*
TNF (pg/ml) 10,45 1,08 10,11 1,14 10,39 0,88
ICAM-1 (ng/ml) 3,25 0,79 2,78 0,97 3,35 1,21
VCAM-1 (ng/ml) 18,53 6,47 20,34 8,69 21,13 7,29

a: Kontrol vs MS hastalar1 tedavi 6ncesi

b: Kontrol vs MS hastalar1 tedavi sonrasi

¢: MS hastalar1 tedavi 0ncesi vs MS hastalar1 tedavi sonrasi

*p<0.05
**p<0.01
##%p<(.001
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Tablo 4.7: MS hastalar1 ve kontrol grubu BOS parametreleri (ortalama = SD) ve

istatistik anlamhilik

MS hastalari tedavi oncesi

BOS kontrol grubu
BOS ornekleri
(n=15)
(n=20)
MDA (nmol/ml) 0,59 0,24 045 0,23
8-izoprostan (ng/ml) 141,26 42,83 149,93 45,39
84,24 52,17

Konjuge dien (umol/L)

122,85 104,61

Nitrotirozin (nM)

573,54 142,86 ***

927,89 244,84

Nitrit-nitrat (umol/L) 52,52 16,50 *** 86,28 34,10
Urik asit (mg/dl) 0,60 0,51 041 021
INF (pg/ml) 1047 1,11 961 081
ICAM-1 (ng/ml) 214 1,62 1,75 0,80
VCAM:-1 (ng/ml) 9024 249 9,06 4723

*p<0.05
*#%p<0.001
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Tablo 4.8: Kontrol grubunda incelenen kan parametreleri arasindaki korelasyon katsayilar [r]

8- Konjuge e Nitrit- .
(nm]))l/l;l) izoprostan dien Nltzgg/r[(;zm nitrat Fnr;g /zsll; (Tl\fnl) I(iA/l;Ani;
(ng/ml) | (umol/L) (umol/L) pg g
T r r r r T r T
8-izoprostan
(ng/ml) ~147
Konjuge dien N
(umol/L) 066 -,556
I(\Elt\tlo)mozm 358 -209 156
I(\Egllgll}f)at 091 174 174 122
ggg/?ﬁ;t 720 223 -.040 217 2251
TNF (pg/ml) ,039 ,099 -017 ,584% - 425 270
Eg;ﬁl)l 064 255 -182 671 347 -,038 338
leﬁgl[)'l -,057 333 -078 271 120 223 -,168 -250
*p<0.05
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Tablo 4.9:

MS hastalarinda tedavi 6ncesi incelenen kan parametreleri arasindaki korelasyon katsayilar [r]

MDA . 8- Kor}Juge Nitrotirozin N}mt_ Urik asit | TNF ICAM-
YAS EDSS (nmol/ml) 1zoprostan dien (nM) nitrat (mg/dl) | (pg/ml) 1
(ng/ml) | (umol/L) (umol/L) be (ng/ml)
T T T r r T r r r T
EDSS ,300
MDA ,103 -,296
8-izoprostan 444+ 348 156
(ng/ml)
Konjuge dien 446 _395 429 125
(umol/L)
Nitrotirozin
194 -,04 -2 -,510% -,152
(nM) ,19 ,040 ,269 ,510 15
Nitrit-nitrat 223 139 042 284 ,036 -070
(umol/L)
Urik asit 445% -,168 ,493* ,404 A474% -,162 ,257
(mg/dl)
INF (pgml) | 145 | -256 | 078 329 134 158 | %
ICAM-1 057 | 8l 033 - 141 -094 496* 200 ~038 161
(ng/ml)
VCAM-1 -.092 435 305 ,198 -,155 -,333 -,231 -,047 -,066 ,013
(ng/ml)
*p<0.05
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Tablo 4.10: MS hastalarinda tedavi sonrasi incelenen kan parametreleri arasindaki korelasyon katsayilar [r]

mpa |. & Komuge | \iiotirozin | NS gicadit | TNF | ICAM-1
YAS EDSS (nmol/ml) 1zoprostan dien (nM) nitrat (mg/dl) | (pg/ml) | (ng/ml)
(ng/ml) | (umol/L) (umol/L) pg g
T r T r T T T T T T
EDSS ,300
MDA 262 -,007
8-izoprostan 176 202 036
(ng/ml)
Konjuge dien | 50 221 450% -263
(umol/L)
Nitrotirozin
(M) 233 297 ,126 -,005 271
Nitrit-nitrat
204 22 22

(umol/L) ,060 ,005 ,055 20 228 228
Urik asit 433 -084 424 001 198 171 309
(mg/dl)
TNFE -,154 -,189 205 328 -,180 -317 -,330 ,402
(pg/ml)
ICAM-1 078 ,007 ,093 -,102 ,445% -,166 173 -,130 =257
(ng/ml)
VCAM-1 -,295 -,148 ,010 297 -,068 -157 -244 -,398 325 ,033
(ng/ml)

*p<0.05




Tablo 4.11: Kontrol grubunda incelenen BOS parametreleri arasindaki korelasyon katsayilar [r]

8-

Konjuge

Nitrit-

MDA izoprostan dien Nitrotirozin nitrat Urik asit | TNF ICAM-1
1/ml
(nmol/ml) (ng/ml) (umol/L) (nM) (umol/L) (mg/dl) | (pg/ml) | (ng/ml)
r T r T T r T r
8-izoprostan
4
(ng/ml) 7
Konjuge dien
531 252
(umol/L) A1 -
E;%tlrozm 448 232 1160
Enralg/fﬁ;t 028 -206 ~014 ~345 07
TNF (pg/ml) | -260 175 330 339 A9 | -089%
Eg/ﬁl)l -,041 -,135 201 069 069 668 | -519%
chgzjxrrlz/ll)—l -213 -192 -,059 ,228 -,063 ,397 -,192 ,575%
*p<0.05
*#p<0.01
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Tablo 4.12: MS hastalarinda incelenen BOS parametreleri arasindaki korelasyon katsayilar [r]

woa | & Komuge | \iotirozin | Y| Grikasit | TNF | ICAM-1
YAS EDSS (nmol/ml) izoprostan dien (nM) nitrat (mg/dl) | (pg/ml) | (ng/ml)
(ng/ml) | (umol/L) (umol/L) be ¢
T T T T T T T T T T
EDSS ,300
MDA -438 ,169
8-1zoprostan 400 _240 -.589%
(ng/ml)
Konjuge dien 431 014 045 - 476%
(umol/L)
Nitrotirozin
12 -,04 -2 212

(nM) 079 120 048 280 ’
Nitrit-nitrat 174 _327 -207 340 -,056 -,183
(umol/L)
Urik asit 152 117 ,059 ,118 -,324 ,000 ,452%
(mg/dl)
INF (pg/ml) | -020 | -200 | 187 -020 -208 060 133 293
ICAM-1 (ng/ml) | -445% | -233 | -185 062 -064 145 071 o188 | ol
VCAM-1 078 | -012 064 330 015 -,128 040 128 -394 ~430
(ng/ml)
*p<0.05
*#p<0.01
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5. TARTISMA

Hidroksil radikali (OH’), sliperoksit anyonu (O,") gibi radikaller ve hidrojen peroksit
(H20,), peroksinitrit (ONOQ") gibi radikal olmayan reaktif metabolitler, reaktif oksijen
metabolitleri (ROM) olarak tanimlanir. Aktif enflamatuvar hiicrelerden salinan ROM;
demiyelinizasyonda ve akson hasarinda 6nemli rol oynar. ROM’nin antioksidan sistem
tarafindan yok edilmesi yetersiz kaldiginda oksidatif stres olusur. Bu durum DNA, protein ve
lipid gibi hiicresel yapilar1 okside ederek hiicre hasarina yol acar [129]. Kanser, yaglanma ,
diabet ve norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde oksidatif stresin etkili oldugu
bildirilmistir [130,131].

Enflamasyon, serbest radikal olusumunun arttig1 en énemli patofizyolojik olaylardan
biridir. Enflamasyonda polimorf niiveli nétrofiller; sitokinler ve komplemanlar (C3,C4)
aracilifiyla uyarilarak, O, ve diger radikalleri serbestlestirir ve oksidatif stres artisina yol
acarlar [131].

MS; SSS’nin ¢esitli bolgelerinde, kronik enflamasyon, demiyelinizasyon ve sklerozisle
karakterize ataklarla seyreden kronik bir hastaliktir. MS’te SSS’nde en sik goriilen patoloji
miyelin hasaridir. Oligodendrositler ve miyelin kilif oksidatif hasara kars1 6zellikle hassastir.
MS’in patogenezinde immun sistemin kontrolii ve oligodendrositlerin serbest radikal {iretimi
onemlidir. Miyelin yikilimi bagladiginda miyelin kilifta yogun olarak bulunan demir iyonlari
aciga cikar. Hidroksil radikali olusumu i¢in gerekli 6ncii maddeler saglanmis olur. Miyelin
lipidleri hidroksil radikaline kars1 dayaniksizdir ve ¢esitli lipid peroksidasyon iiriinleri aciga
cikar [132].

MS lezyonlarinda yogun olarak bulunan makrofajlar; enflamasyonun alevlenmesi
sirasinda proenflamatuvar sitokinler, serbest radikaller, glutamat, matriks metaloproteinazlar
gibi medyatorler salgilayarak oligodendrosit ve akson hasarina neden olabilirler. Ayrica aktif
makrofajlar kan beyin bariyerini bozar, monosit gécii ve infiltrasyonu ile enflamasyon daha da
siddetlenir. Makrofajlar 6zellikle TNF-a, IL-1, IL-6 gibi sitokinleri salgilarlar. in vitro
calismalarda TNF-o’nin nérotoksik oldugu ve 06zellikle oligodendrosit oliimiiyle gelisen
demiyelinize alanlarda akson hasar1 yaptig1 tespit edilmistir.

Enflamasyonda artan serbest radikallerin etkisiyle olusan oksidatif hasarin en 6nemli
belirtisi lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyon iiriinlerinin diizeyleri nétrofil aracili
enflamatuvar hasarin siddetini yansitir. Kontrol altina alinmadiginda primer olarak membrana
bagli doymamis yag asitleri, DNA ve proteinler olmak {izere farkli hiicre bilesenlerini

etkileyerek hasara neden olabilir [63-133].
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Lipid peroksidasyonunu o6lgmede en gegerli yontemler, primer peroksidasyon
iriinlerinin analizidir. Bu amagcla en sik kullanilan parametreler MDA ve konjuge diendir
[134]. Ug ya da daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA olusur.
MDA’nin tiyobarbitiirik asitle reaksiyonlasan maddeler (TBARS) ile o6l¢timiiniin lipid
peroksidasyonunu ger¢ek seviyesinden diisiik olarak yansittigi ve lipid peroksidasyonunun
zayif bir gostergesi oldugu ileri siiriilmiistiir [135,136]. Buna karsilik konjuge dien; lipid
peroksidasyonunun erken dénemine ait bir gosterge olarak doku homojenatlarinda ve hiicre alt
fraksiyonlarinda ROM olusumunu yansitan iyi bir belirtectir [134,137]. Bu nedenle lipid
peroksidasyon diizeyini belirlerken karsilagtirma yapabilmek ic¢in her iki yontemle de
calismay1 uygun bulduk.

8-izoprostanlar; serbest radikallerin uyardigi, arasidonik asit gibi poliansatiire yag
asitlerinin nonenzimatik peroksidasyonu ile olusan iiriinlerdir [103]. Izoprostanlarin in vitro
ve in vivo lipid peroksidasyonunun hassas ve spesifik belirteci oldugunu gosteren bir¢ok
calisma vardir. 8-izoprostan 6l¢tiimii demiyelinizan hastaliklarda lipid peroksidasyon belirteci
olarak ve antioksidan tedavilerin etkinliginin takibinde 6nerilmektedir.

Calismamizda serum 8-izoprostan ve konjuge dien diizeyleri MS hastalarinin tedavi
Oncesi grubunda, kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek saptandi (p<0.05, p<0.001
sirastyla). 5-10 giinliik yiiksek doz (1000mg/giin) metilprednizolon tedavisi sonrasinda 8-
izoprostan diizeyleri tedavi 6ncesine gore anlamli derecede diisiik saptandi (p<0,05). Konjuge
dien diizeylerinde ise tedavi sonrasinda anlamli bir diisme saptanmadi, degerler kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek kaldi (p<0,01). Serum MDA diizeyleri MS hastalarinin
tedavi Oncesi grubunda, kontrol grubuna gore yiiksek saptandi, ancak istatiksel anlamlilik
diizeyinde degildi. MS hastalarinin BOS 8-izoprostan ve konjuge dien diizeyleri kontrol
grubuna gore yiiksek saptanmasina ragmen istatiksel anlamlilik sinirina ulasmamastir.

MS hastalarinda lipid peroksidasyon gostergelerine iligkin sonuglar birbiriyle uyumlu
degildir. Naidoo ve ark. [138], MS hastalarinda serum MDA diizeylerini kontrol grubuna gore
anlaml derecede yiiksek saptarken, BOS bulgularinda farklilik goézlememislerdir. Hunter ve
ark. [139] ise BOS MDA diizeylerini kontrol grubuna gore anlamli yiiksek saptarken, serum
MDA diizeylerinde anlamli fark olmadigini bildirmistir. Keles ve ark. [140], serum ve BOS
MDA diizeylerini kontrol grubuna gore anlamli derecede yliksek saptanmislardir ve
kortikosteroid tedavi sonrasinda degerlerde diisme oldugunu belirtmislerdir.

MS hastalarinin serum 6rneklerinde konjuge dien diizeyleri kontrol grubuna gore
yiiksek olarak saptanmistir. Ancak sonuglar MS alt gruplar1 arasinda ve antioksidan

parametrelerle korelasyon gostermemektedir [141-143]
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Greco ve ark. [144], RRMS hastalarinin BOS 6rneklerinde 8-epi PGF2a diizeylerinde
kontrol grubuna gore 8-9 kat ylikselme, steroid tedavisi sonrasinda ise anlamli azalma
saptamiglardir. Sonuglarin lezyon aktivitesinin MRG bulgular1 ve relaps sikligi ile uyumlu
olmamasi 8-izoprostanlarin enflamatuvar belirte¢ olarak kullanilamayacagini, ancak akson
hasariyla iligkili olabilecegini gosterir. 8-izoprostan diizeyleri ile sekel kalma derecesi
arasinda korelasyon bulunmasi dejeneratif fenomenin gostergesi olabilecegini diisiindiiriir.

MS hastalarinin saglikli kardeslerinde yiiksek 8-izoprostan diizeyleri oksidatif stres
artisin1 ve klinik bulgu vermeden MS gelisme ihtimalini gostermektedir. Bu kisilerde 8 yil
stiresince MS gelismemesi oksidatif stresin potansiyel pozitif etkileriyle, peroksidasyonun
immun sistem modiilasyonuna neden olabilecegini gosterir [145]

Enflamasyonda NO’in rolii iki taraflidir. Bir taraftan antibakteriyel, antiparazitik
antiviral ve tlimorisidal ajan olarak etki gosterirken, diger taraftan peroksinitrit olusumu ile
oligodendrositler ve noronlar tizerine sitotoksik etki yapar ve DNA hasarina yol agar [146].
NO’nun in vivo yar1 dmrii ¢ok kisa oldugundan dogrudan 6l¢iimii son derece zordur. Endojen
nitratin baslica kaynaginin NO oldugu bildirilmistir. NO; molekiiler O,, O," ve oksijene
hemoglobin ile okside olarak hizla nitrite, sonra da nitrata doniisiir [147,148]. Bu nedenle NO
diizeyi, serum ve BOS’ta nitrit-nitrat (NO,/NOj") diizeylerinin 6l¢limii ile belirlenir.

Calismamizda serum NO,/NO;™ diizeyleri MS hastalarinin tedavi 6ncesi grubunda,
kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik (p<0,05), BOS orneklerinde kontrol grubuna
gore anlamli derecede yiiksek saptandi (p<0,001).

MS hastalarinin serum NO,/NO; diizeylerine iligkin sonuglar ¢eliski gostermektedir.
Bulgularimizla uyumlu olarak de Bustos ve ark. [149] diisiik serum NO,/NO;" diizeyleri,
Nazliel ve ark. [150] ve Gionvannoni ve ark. [151] ise yiiksek serum NO,/NOj;" diizeyleri
bildirmiglerdir. MS hastalarinin BOS o6rneklerinde NO,/NOj;™ diizeylerinde bulgularimizla
uyumlu olarak artig bulunmustur [151-155].

Danilov ve ark. [146], BOS’ta nitrit diizeylerini MS hastalarinin remisyon déneminde
diisiik, progresyon doneminde artmis ve atak doneminde en yiiksek olarak tespit etmislerdir.
BOS nitrat degerlerinde ise anlamli fark bulunmamistir. BOS’nin; nitritin nitrata okside
oldugu oksijen iceren akdz bir cozeltiye benzedigini ve nitritin hasarlanmis kan-beyin
bariyerinden pasif olarak sizmasinin miimkiin olmadigi sonucuna varmiglardir.

Yuceyar ve ark. [156], BOS NO,/NO;" diizeylerinin, serum diizeylerine gore ¢cok daha
fazla artis gosterdigini saptamislardir. BOS ile serum degerleri arasinda korelasyon

bulunmamasi nedeniyle bu degerlerin birbirinden bagimsiz oldugunu belirtmisledir.
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Yamashita ve ark. [154], metilprednizolon tedavisi sonrasinda BOS NO,/NOj
diizeylerinde azalma saptamiglardir. Atak doneminde salinan sitokinlerin iNOS’1 aktifleyerek
NO artigina yol agtig1 belirtilmistir. BOS NO,/NOs" diizeyleri ile hastalik aktivitesi arasinda
korelasyon tespit etmislerdir.

NO,/NO;5" ile iligkili geliskili sonuclar; ol¢iimde farkli tekniklerin kullanilmasina,
hastanin diyetine, gastrointestinal bakterilerin etkisine, farmakoterapinin etkilesimine ve
endotel kaynakli NO’e baghdir [156]. Kandaki arginin miktar1 ve diyetteki nitrojen; NO,
/NOj3™ diizeylerinde degisime yol ag¢tig1 i¢cin BOS degerlerinin dl¢liimii daha giivenlidir [154].
BOS NO,/NO;™ diizeylerinin hastalik aktivitesini ve tedavi etkinligini yansitan iyi bir belirteg
olabilecegi diisiiniilmektedir.

NO; siiperoksit anyonu ile birleserek peroksinitrit olusumuna yol agar. Peroksinitrit
mitokondri disfonksiyonuna ve miyelin yikilimina yol acar [157]. Peroksinitritin proteinlerle
etkilesiminin ana iriinii tirozinin orto pozisyonunda nitrolanmasidir, bu da nitrotirozin
olusumuna yol acgar. Nitrotirozin; peroksinitrit oksidasyonunun stabil son iiriinii olarak NO-
bagimli in vivo hasarin belirtecidir.

Calismamizda serum nitrotirozin diizeyleri MS hastalarinin tedavi 6ncesi ve tedavi
sonras1 grubunda, kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik (p<0,001), BOS 6rneklerinde
ise kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek saptandi (p<0,001).

Calabrese ve ark. [158], Western blot yontemi ile BOS nitrotirozin, total NOS
aktivitesi, NO,/NOs3" ve peroksinitrit diizeylerini kontrol grubuna gore yliksek olarak
saptamiglardir. Kan-beyin bariyerinin semipermeabl bir membran oldugu géz oniine alinarak
SSS dokularindan BOS’a iNOS, nitrotirozin gibi maddelerin ge¢isinin miimkiin oldugunu
belirtmislerdir. Saglikli kisilerde BOS ve plazma orneklerinde serbest ve proteine bagl
nitrotirozin tespit edilmesi fizyolojik kosullarda da tirozin nitrasyonunun ve nitrotirozin
olusumunun gerceklestigini gdstermektedir [159].

Oleszac ve ark. [157], SSS doku orneklerinde nitrotirozin ve nitrit/nitrat diizeylerini
yiksek olarak saptamiglardir. NO ve reaktif metabolitlerinin astrositler ve
monosit/makrofajlar tarafindan salinarak akut MS ataklarinda demiyelinizasyona neden
oldugunu belirtmislerdir.

Urik asitin normal diizeylerde toksik reaktanlar1 temizledigi ve oksidatif strese kars1
koruyucu oldugu bildirilmistir. Suda ¢dzilinen bir antioksidan oldugundan radikaller tarafindan
baslatilan lipid peroksidasyonunu onlemede etkilidir. Hidroksil radikali inaktivasyonu ve

askorbik asit stabilizasyonu ile antioksidan etki gdsterir.
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Calismamizda serum iirik asit diizeyi MS hastalarinin tedavi sonrasi grubunda, tedavi
Oncesi grubuna gore anlaml1 derecede yiiksek saptandi (p<0,05).

Sonuglarimizla uyumlu olarak; MS hastalarinda yiiksek doz metilprednizolon ve
immunmodiilatuar tedavi sonrasinda serum iirik asit diizeylerinde yilikselme oldugu tespit
edilmistir [160-162]. Bulgularimizdan farkli olarak MS hastalarinin serum iirik asit diizeyleri
kontrol grubuna gore diisiik saptanmistir [160-166]. Urik asit diizeyleri 6zellikle atak
donemlerinde remisyon donemlerine gore diisiik olarak tespit edilmistir [161,162,166] Serum
tirik asit diizeyleri ile hastalik aktivitesi, atak donemi ve tedavi etkinligi arasinda korelasyon
bildirilmistir [161,166]

Hooper ve ark. [163], deneysel hayvan modelinde {irik asit verildiginde EAE
baslamasimin geciktigini, klinik semptomlarin azaldigin1 ve enflamatuvar hiicrelerin SSS’ne
invazyonunun engellendigini gdzlemislerdir. Urik asitin kan-beyin bariyerinin biitiinliigiinii
korumada 6nemli oldugunu belirtmislerdir. Antioksidan kapasitenin azalmasi ile beraber tirik

asit tiiketiminin artist MS gelisimi agisindan bireysel yatkinlik olusturabilir.

Hiicre adezyon molekiilleri; 6zellikle 16kositlerin, birbirlerine, endotel hiicrelerine ve
ekstraselliller matrikse baglanmalarin1  saglayan ylizey proteinleridir. Lokositlerin
yapigsmasinda, gogiinde, immiin ve enflamatuvar hiicrelerin aktivasyonunda Onemli role
sahiptir. Timor nekrozis faktor; dogal ve kazamilmis bagisiklik, hiicre regiilasyonu,
farklilagsma ve apopitoz siireclerinde 6nemli rollere sahip polipeptid yapida bir sitokindir.
TNFa akut enflamasyonda rol oynayan en dnemli sitokindir. Notrofil ve endotel hiicrelerini

uyararak adezyon ve kemotaksisi yonetir.

Calismamizda MS hastalarinin serum ICAM-1, VCAM-1 ve TNF diizeyleri tedavi
oncesi ve sonrasinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark saptanmadi. BOS
orneklerinde TNF  diizeyi, kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik saptandi (p<0,05).
ICAM-1 ve VCAM-1 degerlerinde ise anlamli farklilik bulunamadi.

MS hastalarinda serum adezyon molekiillerinin diizeyleri ¢eliski gostermektedir.
Serum ICAM-1 ve VCAM-1 diizeylerinde kontrol grubuna goére anlamhi fark
gozlenmeyen[167-169] ve yiiksek sonuglar elde edilen ¢aligsmalar vardir [170-176]. Elovaara
ve ark., RRMS grubunda serum adezyon molekiillerini anlaml1 diistik saptamiglardir [177].

MS hastalarinin BOS ICAM-1 ve VCAM-1 diizeyleri yiiksek olarak saptanmustir.
BOS degerlerinin serum degerlerine oranla hastalik aktivitesiyle daha uyumlu oldugu

belirtilmistir [167,168,171,178].
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Gelati ve ark. [179], Franciotta ve ark. [180], metilprednizolon tedavisi sonrasinda
serum ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonunda azalma gozlemislerdir.

Adezyon molekiillerine iligkin ¢eligkili sonuglar farkli metodlarin kullanilmasina,
ornek toplama zamanina ve hastalarin takip zamaninin kisa olmasma baghdir [179,181]
Klinik hasta grubunun dikkatli se¢imi, iki 6rnek alinmasi arasinda en az ataksiz 2 ay olmasi,
hasta sayisinin arttirtlmasi ve teknikler arasinda uyum saglanmasi sonucglarin dogrulugunu
arttiracaktir [182].

ICAM-1 diizeyi yiiksek saptanirken adezyon molekiillerinin yiizey ekspresyonunun
azalmasi, adezyon molekiillerinin enflamatuvar hiicre infiltrasyonunu sinirlandiran feedback
inhibitor etki yapabilecegini diisiindiiriir [182]

Sharief ve ark. [170], Alves-Leon ve ark. [176], TNF diizeylerini serum ve BOS
orneklerinde yiiksek saptamiglar, Ukkonen ve ark. [183], ise anlamli farklilik olmadigim
bildirmisler.

TNF ’nin proteazlara karsi dayaniksiz olmasi, dolasimdaki dogal inhibitorler ve
lipopolisakkaritten arindirilmamig Ornek tiiplerinde ex vivo TNF  olusumu serum

diizeylerinin dogru degerlendirilmesini zorlagtirmaktadir [181].

Calismamizda MS’te serum ve BOS oOrneklerinde 8-izoprostan ve konjuge dien
diizeylerinde artis lipid peroksidasyonunun ve oksidatif stresin arttifini gostermektedir.
Tedavi sonrasi grupta 8-izoprostan diizeylerinin tedavi Oncesi gruba gore diisiik bulunmasi
metilprednizolon tedavisinin oksidatif stresi azaltmak yOniinde etkili oldugunu
gostermektedir. MS hastalarinin BOS NO,/NOs;" ve nitrotirozin diizeylerinin yiiksek
saptanmast enflamasyon ortaminda iNOS aktivasyonu nedeniyle NO yapiminda ve
dolayistyla peroksinitrit ve nitrotirozin olusumunda artig oldugunu gosterir.

Inflamasyon belirtegleri olarak inceledigmiz ICAM-1, VCAM-1 ve TNF

diizeylerinde anlamli farklilik gozlenmemesi RRMS hastalarinda atak doneminde
enflamatuvar etkilerden ¢cok nérodejeneratif olaylarin 6n planda oldugunu diisiindiirmektedir.

Oksidan/antioksidan dengenin bozulmasi MS lezyonlarinin temel nedenlerinden biri
oldugundan Gzellikle ataklar sirasinda peroksinitrit tutucularmin, iNOS spesifik
inhibitdrlerinin ve antioksidanlarin kullanilmasini énermekteyiz. Urik asit gibi antioksidanlar
akson hasarmin dnlenmesinde ve noronlarin korunmasinda etkili olduklarindan yeni tedavi

protokollerinde yer alabileceklerini diisiinmekteyiz.
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6. OZET

Calismamizda Multipl Skleroz (MS) hastalarinda ve saglikli kontrol grubunda lipid
peroksidasyon gdostergeleri olarak malondialdehid (MDA), konjuge dien ve 8-izoprostan
diizeyleri, nitrozatif stres gostergesi olarak nitrit-nitrat (NO,/NOs’) ve nitrotirozin diizeyleri,
peroksinitrit tutucusu olarak tirik asid; ayrica enflamatuvar belirtecler olarak TNF , ICAM-1
ve VCAM-1 diizeyleri 6l¢iildii.

McDonald kriterlerine gore Relapsing Remitting MS (RRMS) tanisi alan ve 5-10
giinliik yiiksek doz (1000mg/giin) metilprednizolon(MP) tedavisi uygulanan 20 hasta ( E/K:
7/13, yas:31 + 9,6) ve 15 saglikli birey ( E/K: 5/10, yas:30,2 + 5,51) calismaya dahil edildi.
Norodejeneratif hastaligi olmayan 15 hastadan (E/K: 6/9, yas:28,33 + 5,31) alinan BOS
ornekleri kontrol grubunu olusturdu.

Serum 8-izoprostan ve konjuge dien diizeyleri MS hastalarinin tedavi dncesi grubunda,
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek saptandi (p<0.05, p<0.001 sirasiyla). MP
tedavisi sonrasinda 8-izoprostan diizeyleri tedavi Oncesine gore anlamli derecede diisiik
bulundu (p<0,05).

MS hastalarinin tedavi 6ncesi grubunda serum NO,/NOj™ diizeyleri, kontrol grubuna
gore anlamli derecede diisiik (p<0,05), BOS 0Orneklerinde ise anlamli derecede yiiksek
saptand1 (p<0,001). Kontrol grubuna gore; MS hastalarinin tedavi Oncesi ve sonrasi
doneminde nitrotirozin diizeyleri serumda anlamli derecede diisiik (p<0,001), BOS’ta ise
yliksek saptandi (p<0,001).

MS hastalarinin BOS 06rneklerinde TNF  diizeyi kontrol grubuna goére anlaml
derecede diisiik (p<0,05) saptandi.

MS hastalarinda serum ve BOS oOrneklerinde 8-izoprostan ve konjuge dien
diizeylerindeki artig lipid peroksidasyonunun ve oksidatif stresin artigini gostermektedir.
Tedavi sonrasinda 8-izoprostan diizeylerindeki anlamli diisme MP tedavisinin oksidatif stresi
azaltmadaki etkisini gostermektedir. BOS NO,/NOj; ve nitrotirozin diizeylerinin yiiksek
saptanmas! enflamasyon ortaminda iNOS aktivasyonuyla NO, peroksinitrit ve nitrotirozin
artigini gosterir.

Enflamatuvar belirte¢lerde anlamli farklilik gézlenmemesi RRMS hastalarinin atak

doneminde norodejeneratif olaylarin hakimiyetini diisiindiirmektedir.
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7. SUMMARY

In this study, we examined malondialdehide (MDA), conjugated diene and 8-
isoprostane levels as markers of lipid peroxidation, nitrite-nitrate (NO,/NO;3’) and
nitrotyrosine levels as nitrosative stress markers and uric acid as a peroxinitrite scavenger.
TNF , ICAM-1 and VCAM-1 were also analysed as inflammation markers in MS patients
and healthy control group.

Relapsing and Remitting MS (RRMS) patients (M/F:7/13, age:31 + 9,6), diagnosed
on the basis of Mc Donald’s Diagnostic Criteria, were included in the study. All patients
received methylprednisolone (MP) 1000 mg/day for 5-10 days. 15 healthy aged matched
individuals ( M/F:5/10, age:30,2 + 5,51) formed the control group. 15 patients ( M/F:6/9,
age:28,33 + 5,31), without a neurodegenerative disease formed the control group for CSF
analysis.

There were statistically significant increases in serum 8-isoprostane and conjugated
diene levels in MS patients before therapy in comparison to control group. 8-isoprostane
levels were significantly decreased after MP therapy (p<0.05).

In pre-therapy MS group; significantly decreased serum and CSF NO,/NO;" levels
(p<0,05, p<0,001) were observed compared to control group. In pre- and post-therapy MS
groups nitrotyrosine levels were significantly decreased in serum (p<0,001), whereas
increased (p<0,001) in CSF compared to control group. Serum uric acid levels were

significantly increased after therapy (p<0.05). There was a significant decrease in CSF TNF

levels in MS patients compared to control group.

Increased 8-isoprostane and conjugated diene levels in MS patients both in serum and
in CSF reflect increased lipid peroxidation and oxidative stress. Significantly decreased 8-
isoprostane levels in post—therapy MS patients indicate effectiveness of MP therapy in the
relief of oxidative stress.

High CSF NO,/NOs™ and nitrotyrosine levels reflect increased NO, peroxynitrite and
nitrotyrosine production due to iNOS activation,. No significant changes in inflammatuar
markers may indicate the dominance of neurodegenerative events during acute attack in

RRMS patients.
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