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Abstract

Multipl ~ skleroz(MS), santral sinir sisteminin  otoimmin-
nérodejeneratif bir hastaligidir. Kronik inflamatuvar bir siregle
karekterizedir. Demiyelinizasyon-remiyelinizasyon, aksonal ve
néronal hasarla giden MS’in dogasi tam olarak aydinlatilamamistir.
Patofizyolojisinde  oksidatif stresin de rol oynadigi MS’de nitrik
oksit(NO), homosistein(HCY), asimetrik dimetilarjinin(ADMA) gibi
ajanlarin roli arastiriimaktadir. Bu ¢alisma ile relapsing remitting
seyirli MS’lilerde NO, HCY, ADMA dizeylerini olgerek saglkh
kontrollerle karsilastirmayi amagladik. Calismaya 28 kadin, 15 erkek
43 MS hastasi ve ayni yas grubunda olan 18 kadin, 11 erkek saglikli
go6nilld dahil edildi. Serum HCY seviyeleri kromosistem kit kullanilarak
ve serum ADMA seviyeleri Chen ve arkadaslarinin tarifledigi metod
kullanilarak HPLC teknigi ile dlgildi. NO dl¢limu kat no: 1 756 281
kit kullanilarak gerceklestirildi. Elde edilen verilerin istatistiksel
analizinde SPSS 16.0 paket programi kullanildi. Serum ADMA diizeyi
ortalamalari MS hastalarinda kontrollerinkinden disik, HCY ve NO
ortalamalari ise MS lilerde kontrollerinkinden yiksek bulundu, fakat
bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi(p>0.05). Hastalk
slresi ve Ozirlllik skorlari(EDSS) ile ADMA, NO, HCY ortalamalari
arasinda da anlamli bir korelasyon bulunamadi. Gelecekte bu
parametrelerin dedisik MS form ve evrelerindeki hastalarda 6zellikle
de akut atak doneminde arastiriimasinin tedavi stratejileri agisindan
yol gdsterebilecegi dislindldi.

Anahtar kelimeler: Multiple skleroz, nitrik oksit, homosistein,
asimetrik dimetilarjinin

Multiple Sclerosis (MS) is an autoimmune-neurodegenerative
disease of the central nervous system. It is characterized by a
chronic inflammatory process. The nature of MS, continuing with
demyelination and remyelination, axonal and neuronal damage, has
not been enlightened precisely. The oxidative stress plays role in the
pathophysiology of MS. Along with this; the role of agents such as
nitric oxide (NO), homocystein (HCY), asymmetric dimethylarginine
(ADMA) has been researched. In this study, we aimed to compare
patients of relapsing remitting MS with healthy controls by measuring
NO, HCY, ADMA levels. 43 MS patients of whom are 28 females and
15 males along with 18 healthy female, 11 healthy male volunteers
with the same age group have been included to the study. Their serum
HCY levels have been measured with chromsystem kit ( fluorescence
detector) and their serum ADMA levels have been measured with
HPLC technic by using the method described by Chen and his
friends. The NO measurement has been realized by using kit (level
no: 1 756 281). The SPSS 16.0 package program has been used
for the statistical analysis of acquired data. While the averages of
serum ADMA level have been found lower than their controls among
MS patients, the HCY and NO averages have been obtained higher
than their controls. However, these differences were not statistically
significant (p>0.05). A meaningful correlation cannot be obtained
between the period of disease and disability score (EDSS) along
with the ADMA, NO, HCY averages, either. It has been thought that
the research of these parameters among patients with various form
and phases of MS, especially in the acute attack periods, might be
indicative in terms of treatment strategies in future.

Key words: Multiple sclerosis, nitric oxide, homocystein,
asymmetric dimethylarginine

GIiRIS

Multipl skleroz (MS) geng eriskinlerde gorilen, genellikle yineleme
ve iyilesmelerle seyreden, santral sinir sisteminin (SSS) ilerleyici,
demiyelinizan ve otoimmin bir hastaligidir(1). Aksonal ve néronal
hasar, demiyelinizasyon/remiyelinizasyon ve tamir, inflamasyon, gliozis,
immun sistemde degisiklik ve kan beyin bariyerinin bozulmasi gibi gesitli

patofizyolojik mekanizmalarin rol oynadidi kompleks bir hastalik olan
MS'in nedeni tam olarak anlasiimamistir(1,2). Etyolojisinde genetik,
otoimmiin ve gevresel faktorlerin karmasik etkilesimlerinin rol aldigi
disintlmektedir(1-3). Tim inflamatuvar olaylarda oldugu gibi MS'in
patojenezinde de oksidatif stresin rol oynadidi bilinmektedir(4, 5).
Oksidatif stresi olusturan ve esas olarak makrofajlarda iretilen reaktif
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oksijen tirleri (ROS) hiicrelere oldukca toksik olan peroksinitrit gibi
urtinlere donuserek lipidler, proteinler ve nikleik asitler gibi hticrenin
ana komponentlerinde hasarlanmaya, sonu¢ olarak da nekroz veya
apopitoz yolu ile hiicre dliimine sebep olurlar(6-8). Serbest radikaller
gibi etki gosteren ve son yillarda oksidatif sisteme dahil edilen
homosistein (HCY) metiyonin metabolizmasi sirasinda olusan siilfiirli
bir aminoasittir. Transsilflirasyon veya remetilasyon yollarindan birini
kullanarak metabolize olur. HCY nérotoksik bir aminoasittir ve birgok
norodejeneratif olaylarda olasi risk faktériidir. MS de etkisi oldugu
da gosterilmistir(9-11). Asimetrik dimetilarginin  (ADMA) endojen
olarak sentezlenen, proteinlerdeki arjinin rezidulerinin metillenmesi
ile meydana gelen tlirev bir aminoasittir ve insanda nitrik oksit (NO)
sentezinin major inhibitéridur. Nitrik oksit sentetazi (NOS) inhibe ederek
etki gosterir(12,13). Oksidatif stres ADMA yapiminda ve yikiminda
rol alan enzim aktivitelerini degistirerek ADMA diizeyini etkiler. MS ve
ADMA ile ilgili literatiir bilgisi olmamakla birlikte deneysel otoimmiin
ensefalomiyelitte ADMA ve nitrik oksit (NO) ile iligkili yeni galismalar
bulunmaktadir(14).

NO, eslesmemis bir elektron iceren renksiz, gaz seklinde bulunan
cok kisa 6murli bir serbest radikaldir. L argininden NOS enzimi ile
sentez edilir. Bitlin memeli hiicreleri tarafindan sentezlenen NO,
kan damari geriliminin dizenlenmesinden, sinirler arasi iletisime ve
savunma sistemine kadar pek gok fizyolojik olayda anahtar molekdl
olarak rol oynar(6,15). Son galismalar NO'in mikroglia bagimli birincil
demiyelinizasyonda rol oynadigini gostermektedir(16). Multipl sklerozlu
hastalarda son yillarda HCY, NO diizeyleri, bunlarin hastalik formlari ve
prognozla iligkisi aragstirilarak gelecekte tedavi stratejileri gelistirmekte
kullaniimalari umut edilmektedir(11,14,16,17). Biz de bu calismamizda
MS hastalarinda HCY ve NO diizeylerini yaninda ADMA diizeyini ve
saglikh kontrollerle aralarinda fark olup olmadiginin arastirimasini
amagladik.

GEREG ve YONTEM

Calisma yaslar 20-53 arasinda degisen (ortalama:33,67 + 9,15),
28 kadin, 15'i erkek 43 MS hastasi ve yaslari 21-54 arasinda degisen
(ortalama:33,17+9,99), 18 kadin, 11 erkek 29 saglikli gondllii Gizerinde
yapildi. Galisma protokolil igin S.U. Meram Tip fakiiltesi etik kurulundan
onay alindi (27 subat 2007 tarih, 280- 1255 sayili onay), tim olgular
bilgilendirilerek onamlari alindi. Hastalara McDonald’s kritelerine(18)
gore kesin klinik MS tanisi konuldu ve hasta 6zirliilik skoru [EDSS
(expanded disability status scale)](19) takip eden nérolog tarafindan
hesaplandi. Calismaya alinan hastalarin hepsi relapsing remitting(RR)
formda ve remisyonda idi. Iskemik serebrovaskiler olay gegirenler,
bobrek fonksiyon bozuklugu, kardiyak problemleri olanlar ve HCY, NO,
ADMA dizeyini etkileyecek ilag kullananlar ¢alismaya dahil edilmedi.
Hasta ve kontrollerden 10-12 saatlik bir gece agligindan sonra sabah
saat 800 ile 1000 arasinda kan érnekleri alindi. Kan pihtilastiktan hemen
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sonra 2500 rpm de 10 dk santriflij edilerek serumlari ayrildi, HCY, NO,
ADMA seviyelerini galisiimak (izere galisma guniine kadar -700C’da
saklandi. Serum HCY seviyeleri kromosistem marka ticari kit kullanilarak
(Agilent 1100 series fluorescence detector) ve serum ADMA seviyeleri
Chen ve ark. (20)'nin tarifledi§i metod kullanilarak HPLC teknigi ile
6lculdu. NO élgiimii Roche marka (kat no: 1 756 281) ticari kit kullanilarak
gerceklestirildi.

istatistiksel Analiz Bulgularin istatistiksel degerlendiriimesi SPSS
16.0 paket programi ile yapildi. Gruplarin 6zelliklerinin karsilagtirmasinda
ki-kare ve bagimsiz iki ornek t testi kullanildi. Gruplarin karsilastirmasinda
normal dagilim gosteren dederler icin bagimsiz iki 6rnek student-t testi
ve normal dadilim gostermeyen degerler icin Mann Whitney U-test
kullanild. Korelasyon analizleri Pearson ve Spearman korelasyon testleri
kullanilarak belirlendi. Veriler ortalama degerleri + standart sapma (SD)
ile birlikte verildi. Testlerin timiinde p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

MS hastasi ve sadlikli kontrollerin demografik &ézellikleri tablo 1,
HCY, ADMA ve NO degerleri tablo 2'de verilmistir. Tablo 2'den gorildiigi
gibi serum ADMA seviyeleri MS hastalarinda kontrollerinkinden duistik,
HCY ve NO seviyeleri ise MS lilerde kontrollerinkinden ylksekdi. ADMA,
NO ve HCY farkliliklari istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).
Hastalik slresi ve 0ziirllilik skorlari ile HCY, ADMA ve NO dizeyleri
arasinda ve ADMA-NO arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon yoktu.

TARTISMA

Multipl  skleroz(MS) inflamasyon, demiyelinizasyon ve aksonal
hasar yaninda oligodendrositlerde apopitoza kadar giden degisikliklerin
oldugu heterojen bir patolojiye sahip néroimmiinolojik-nérodejeneratif
bir hastaliktir. MS de akut fazda ve relapsing-remitting formda mikroglial
olaylar ve enflamatuar stire¢ 6n planda iken ilerlemis fazda ve sekonder
progressif formda oksidatif stres ve ekzitotoksite 6n plandadir(1-3).
Homosistein (HCY), nitrik oksit(NO), asimetrik dimetilarginin (ADMA) gibi
ajanlar son yillarda enflamatuvar yanitta 6nemli maddeler olarak 6n plana
¢ikmustir. Son on yil iginde patofizyolojik stireglerin dnemli bir araci olarak
ortaya ¢ikan NO, nitrik oksit sentaz (NOS, EC 1.14.13.39) enzimince
L-argininin  L-sitriiline dénlisiml sirasinda  sentezlenmektedir(15).
NO gaz yapisinda oldugu icin hizla gevre hiicrelere diffiizlenebilir ve
etkisini yok edilene kadar sirdlrebilir. Fazla miktarda olusumu dokular
igin toksik oldugundan hizla etkisiz hale getirilir. Kan igine salinan
NO’nun biiylik kismi esas olarak eritrositler tarafindan metabolize edilir.
Hemoglobin ve miyoglobuline baglanan NO nitrit (NO2-) ve nitrat (NO3-)
a okside olarak yikilir(15,21). Artmis NO biyo-sentezinin nonspesifik
immin-aracili hiicresel sitotoksisite, romatoid artrit, inslline bagimii
diyabet, inflamatuar badirsak hastaligi da dahil olmak Uzere kronik,
inflamatuvar otoimmin hastaliklarin patogenezi ile iliskili oldugu ve

Tablo 1. Saglikh kontrollerin ve multipl skleroz hastalarinin demografik 6zellikleri

Parametereler Kontrol (n:29) MS grubu (n:43) p degeri
Yas (yil) 33.15+7.51 33.54+9.23 0.844
Cinsiyet (E/K) 11/18 15/28 0.548
Hastalik siresi (y1l) - 5.27+4.07 -

EDSS seviyesi - 2.61+£1.50 -

MS; multipl skleroz, EDSS; hasta 6zurllluk skoru(expanded disability status scale)
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MS’ de HCY, ADMA, NO diizeyleri

Tablo 2. Sagdlikh kontrollerin ve multipl skleroz hastalarinin homosistein, nitrik oksit ve asimetrik dimetilarginin degerleri

Parametereler Kontrol (n:30) MS (n:44) p degeri
HCY (umol/L) 11.69+6.83 13.51+6.70 0.226

NO (pmol/L) 23.20+16.06 31.23+£29.25 0.747
ADMA (umol L) 0.64+0.22 0.56+0.17 0.083

HCY; homosistein, ADMA; asimetrik dimetilarginin, NO; nitrik oksit

santral sinir sistemini de (SSS) etkiledigi ortaya ¢ikmistir (17). NO,
nonadrenerjik ve nonkolinerjik bir norotransmitter gibi davranarak
transsinaptik retrograd aktivite ile beyin plastitesinde énemli bir rol oynar.
NO hem nérotoksik hem de ndroprotektif etkilidir. NO ve reaktif metaboliti
peroksinitritin MS’in patogenezinde kan-beyin bariyerinin gegirgenligini
artirarak inflamatuvar hiicrelerin gegmesine sebeb olmanin yanisira
oligodendrosit ve ndron sitotoksisitesi, demiyelinizasyon, aksonal
dejenerasyon gibi degisik mekanizmalarda da rol oynadi§i belirtilmistir
(17,21,22). Fakat NO'in MS'de net etkisi tam olarak bilinmemektedir
clnki dusuk konsantrasyonlarda ok 6nemli fizyolojik islevlerde rol
alir ve aktif makrofajlar, proinflammatuar ve T lenfosit fonksiyonlarini
bastirmak gibi faydali imminomodiilatér etkileri de vardir (15,16).

MS hastalarinin  serebrosipinal sivi ve serumlarinda NO
metabolitlerinin (nitrit ve nitrat) anlamli yiiksek oldugu gézlenmistir
(23,24). Serebrospinal sivi nitrit ve nitrat seviyeleri kan-beyin bariyeri
disfonksiyonuyla koreledir ve NO'in kan-beyin bariyeri inflamatuvar
disfonksiyonunda rol aldig belirtilmistir. Relapsing remitting ve sekonder
progresif 24 MS hastas! ile yapilan bir galismada yiiksek serum nitrit
ve nitrat seviyelerinin relapslarla korele oldugu gézlenmistir (25).
Galismamizdaki sonuglar yukaridaki galismalarin sonuglarina kismen
benzemektedir. Hastalarimizdaki NO seviyesi kontrollere gore yiikselmisti
fakat istatistiksel anlamlilik yoktu. Yiksekligin anlamli olmadigi NO
seviyelerini kismen calismamizda yer alan hastalarin relapsing remitting
formda olmasi ve hepsinin remisyonda olmalari ile agiklayabiliriz. Ayrica
hastalardan higbirisi ¢alismaya alinmadan Onceki son alti ay icinde
akut atak gegirmemisti. ADMA, niikleoproteinlerde bulunan arjinin
rezidilerine, protein arjinin metil transferaz enzimi tarafindan metil
gruplarinin eklenmesi ve bu proteinlerin yikilmasi sonucunda meydana
gelen ve dnemi giderek artan bir metillenmis arjinin tirevidir. ADMA'nin
%10’luk kismi bobrekler yoluyla uzaklastirilirken, geriye kalan %90'lik
kisim ise dimetil arjinin dimetil aminohidrolaz tarafindan metabolize
edilmektedir(13). ADMA'y1 6nemli kilan, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimini
yarigmali olarak inhibe etmesidir. Plazmadaki ADMAnIn aktif olup
olmadi§ kesin olarak bilinmemekle birlikte bircok klinik olayda yiikseldigi
bildirilmektedir. ADMA ile homosistein ve NO arasinda iligki vardir: HCY,
ADMA diizeyini artirrken ADMA, NO sentezini azaltir(25,26). ADMA
NOS induiksiyonu ile NO Uretimini artirarak inflamatuvar yanitlara katkida
bulunur. ADMAnin multipl skleroz atak fazinda énemli bir modulatr
oldugunu gésteren galisma vardir(14). Calismamizin bir sonucu da MS
hastalarinda ADMA diizeyinin kontrollere gore dusuk olmasidir fakat
bu diistikluk istatistiksel olarak anlamli gikmadi. Bunun sebebi yukarida
bahsettigmiz gibi olgularimizin klinik dzelliklerinden dolayi olabilir.

Norotoksik bir amino asit olan HCY, Parkinson hastali§i, Alzheimer
hastali§l, Huntington hastali§i, primer distoni gibi nérodejeneratif
hastaliklarda biriktigini gostermektedir. HCY diizeyi metobolizmadaki
genetik bozukluklar (enzim defektleri gibi), kronik hastaliklar, vitamin ve
beslenme eksiklikleri, kisisel ézellikler (yas, cinsiyet vb.) ve baziilaglardan
etkilenmektedir. Diizeyi yasla birlikte artis gostermekte olup, erkeklerde
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kadinlara gore daha yiiksektir. Artan plazma HCY dlizeyi, arteriyal ve
vendz trombozis, strok, miyokardiyal infarkt ve kronik renal yetersizlik
gibi birgok hastaliklar igin de dnemli risk faktériidir. Hiperhomosisteinemi
viicutta bir ¢ok zararli etkilere yol agmaktadir. Bunlardan bazilar
arasinda serbest radikaller gibi davranip endotel hasari olusturmasi ve
bu olayin sonucunda da trombosit aktivasyonu, pihtilasma faktorlerinin
modifikasyonu, trombiis formasyonu gibi koagulasyonu artirici etkiler
meydana getirmesi ve biyolojik membranlarda oksidasyon yapmasi
sayllabilir. Daha 6nce yapilmis olan galismalar MS hastalarinin serum
ve BOS larinda HCY diizeyinin artmis oldugunu gdstermektedir (28-
30). Yine bu galismalar MS'in klinik tipleri arasinda farklilik olmadigini
da gostermektedir. Ayrica HCY diizeyi ile artmis antioksidan kapasite
arasindaki iligki arastinlmis ve bazilarinda ters korelasyon bulunurken
(7), bazilarinda bu iliski bulunamamistir(28). Spelilatif olmakla birlikte
artmis HCY duzeylerinin MS'da vaskiler komorbitede artis yaptigida
bildirilmektedir (28). Otuzbir makalenin metaanalizinin yapildigi bir
calismada (31) ise 9 calisma analiz ediimis ve HCY artisi oldugu
gosterilmistir. HCY, MS’de farkli yollarla nérotoksisiteye neden olabilir:
N-meti -D aspartat reseptorlerini asirn uyararak Ca akigini artirir ve
serbest radikaller araciligi ile oksidatif hasara neden olabilir. Artmis olan
HCY duyarli kisilerde T ve B lenfosit cevabini, sitokinler ve adezyon
molekilleri etkileyerek MS patogenezinde rol oynayabilir. Artmis
olan homosistein dlizeyinin normale gekilmesi hastalik progresyonu
agisindan faydali olabilir. Bizim calismamizdaki MS hastalarindaki
nimerik olarak yiiksek olan fakat istatistiksel olarak anlamli olmayan
HCY hastalarimizin relapsing remitting formda ve galisma esnasinda
remisyonda olmalari ve EDSS skorlarinin diistik ve hastalik surelerinin
az olmasi ile agiklanabilir.

Sonug olarak; Ginimizde MS'in fizyopatolojisi tam olarak
aydinlatilamamistir. Genetik ve immunolojik faktdrler yaninda diger risk
faktorlerinin de mevcut oldugu disiinlilerek arastiriimaktadir. Bu konuda
yapilacak calismalar serbest radikalleri de igermektedir. Sonuglar
tedavi acisindan da yol gosterici olacaktir. Bu amagla yaptigimiz
calismamizda ADMA, HCY ve NO seviyelerinin kontrollerden istatistiksel
olarak farkli olmamasi muhtemelen galismamizda yer alan hastalarin
relapsing remitting formda olmasi ve hepsinin remisyonda olmalari ve
6zUrldliklerini duistk olusu ile agiklanabilir. Gelecekte bu parametrelerin
degisik form ve evrelerde ki MS hastalarini da igine alacak sekilde
genisletilerek galisiimasinin uygun olacagi kanaatindeyiz.
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