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1. OZET

Multiple Skleroz (MS), santral sinir sisteminin, otoimmiin enflamatuar
demiyelinizan bir hastaligidir. Deneysel otoimmiin ensefalomyelit (DOE), MS’in
deneysel modeli olup, myelin basic protein (MBP), myelin oligodendrocyte
glycoprotein (MOG) ve myelin proteolipid protein (PLP) gibi farkli myelin
antijenleri tarafindan olusturulabilir.

Glatiramer asetat (GA) (Copaxone®), relapsing-remitting MS tedavisinde
hastalik-diizenleyici ila¢ olarak yaygin kullanilan bir ajandir. GA’nin MS ve
DOE’deki etki mekanizmalar1 tam olarak anlagilamamustir.

Bu calismanin amaci MOG3s.s5, MBPggg2 ve PLP39.15; ile olusturulan
DOE modellerinde, GA’nin kemokin ekspresyonu iizerine etkilerini arastirmaktir.
Calismaya alinan disi fareler alti gruba ayrilmis ve MOG, MBP ve PLP peptitleri
ile immiinize edilmistir. Kontrol grubunu normal ve non-immiinize hayvanlar
olusturmustur. GA-tedavi gruplarina (farkli antijenik peptit ile immiinize ¢ grup)
immiinizasyondan 7 gilin once subkutan GA verilmis, tim hayvanlar post-
immiinizasyon 14. giinde dekapite edilmistir. RANTES/CCLS, MIP2/CXCL2-3
ve [P-10/CXCL10’un serum diizeyleri, ¢alisma ve kontrol gruplarinda uygun
ELISA kitleri kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

GA verilen grup ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda, GA verilmeyen
tiim gruplarda kemokin ekspresyonunda anlamli artis gézlenmistir. GA uygulanan
gruplarin  kemokin diizeyi kontrol grubu diizeyine yakin Ol¢iilmiistiir. Bu
calismada, GA’nin in vitro ortamlarda Thl hiicre-iliskili kemokin ekspresyonunu

inhibe ettigi sonucuna vartlmigtir.



Anahtar Kelimeler: Deneysel otoimmiin ensefalomyelitis, Glatiramer acetate,

kemokinler, myelin antijenleri.



2. ABSTRACT
EFFECTS OF GLATIRAMER ACETATE ON CHEMOKINE
EXPRESSION IN MS MODELS IMMUNIZED WITH DIFFERENT
MYELIN ANTIGENS

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory demyelinating disease of the
central nervous system with autoimmune aetiology. Experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) is a model of MS that can be induced in several species
by different myelin-related auto-antigens, such as myelin basic protein (MBP),
myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG), and myelin proteolipid protein
(PLP).

Glatiramer acetate (GA) (Copaxone®) is a disease-modifying drug
approved for the treatment of relapsing-remitting MS. The mechanism of action of
GA in MS and EAE is not fully elucidated.

The objective of this study is to determine whether GA will also act on
chemokine expression in EAE which induced by MOGss_ss, MBPgs g2, and PLP;30.
151. Female mices were devided six groups and immunized with MOG, MBP, and
PLP peptides. Normal and unimmunized animals were used as control. In GA-
treatment groups (three group immunized with different antigenic peptide), GA
was injected on day 7™ before immunization with MBP, PLP and MOG. Animals
were killed by cervical dislocation at days 14. RANTES/CCLS, MIP2/CXCL2-3
ve IP-10/CXCL10 chemokines were measured using the appropriate ELISA kits
in treated and non-treated groups

We observed significantly increased expression of chemokines all non-

treatment groups immunized with different antigen according to normal controls.



In GA-treated groups, chemokine expression is almost to the baseline level
observed in control animals.

Our data suggest that in vivo therapy with glatiramer acetate causes a
statistically significant reduction in the expression of chemokines associated with

Th1 cell homing.

Key Words: Experimental autoimmune encephalomyelitis, Glatiramer acetate,

chemokines, myelin antigens.



3. GIRIS

3.1 MULTIPLE SKLEROZ (MS)

Multiple Skleroz (MS), geng erigkinlerde en sik norolojik fonksiyon kaybi
olusturan bir hastaliktir. Klinik olarak, akut/subakut gelisen norolojik defisitlerle
karakterize olup, glinler veya haftalar icerisinde tam veya kismi diizelmeler ile
seyreder. MS’in bu formu “Relapsing-Remitting MS (RR-MS)” olarak
adlandirilir. Hastaligin bu doneminde magnetik-rezonans goriintileme (MRG)’de
beyinde kontrast tutan lezyonlar (plaklar) goriilmeye baglar. Yaklasik 10-15 yil
icerisinde hastalik seyri progresif hale doniisiir ve fonksiyonel kayiplar siirekli
artig gosterir. “Sekonder Progresif MS (SP-MS)” olarak adlandirilan bu doénem,
MRG’de kontrast tutan lezyonlarda azalma ile birlikte, akson kaybinin ve kalici
ndrolojik defisitin gostergesi olarak “kara delikler (black holes)” ve yaygin beyin
atrofisi ile karakterizedir. Olgularin yaklasik %5-10"unda MS son derece selim
seyreder, yillar sonra bile kalict ndrolojik defisit gelismez. “Benign MS” olarak
adlandirilan ve tedaviye gerek duyulmayan bu formun yaninda, %10-15 civarinda
hastada baslangigtan itibaren hizli, progresif bir seyrin gorildigi ve
immiinmodiilatuar tedaviye cevap vermeyen “Primer Progresif MS (PP-MS)”
goriilmektedir (1).

MS’de hastalik siddeti, yillik atak sayisi ve Krutzke ya da EDSS
(expanded disability status scale) olarak bilinen nonlineer skalaya gore belirlenir.
EDSS skalasindaki degerlendirme puanlart O ile 10 arasinda degisir. 0’da

fonksiyonel kayip yoktur, 10 ise hastanin MS’den 6ldiigii anlamina gelir. EDSS



skoru 5’in altinda olan hasta ambulatuar olup, 6’nin iizerinde olan EDSS skoru,
hastanin yiirliyebilmek i¢in destek cihazlara ihtiyaci oldugunu gostermektedir (2).

MS tanisinda kullanilan en degerli tan1 aract MRG’dir. MS plaklarinin
kontrast tutmasi kan-beyin bariyeri (KBB)’nin bozuldugunu gdsterir. Ancak
kontrastlanmanin enflamasyonla iligkisi konusu tartigmalidir. Hastalik ytki
MRG’de T2-agirlikli sekanslardaki lezyon alanlari ve irreversibl hasarin
gostergesi olan kara deliklere gore belirlenir (3).

MS’in etyolojisi bilinmemektedir. Genetik yatkinlik, cevresel faktorler ve
bozulmus immiin yanit hastaligin olusumuna katkida bulunan temel faktorlerdir.
[lave olarak, “human leucocyte antigen class II” (HLA-II) ve T hiicre reseptdriinii
kodlayan genler ile muhtemel viral enfeksiyonlarin da patogeneze katkisi oldugu
diisiiniilmekle birlikte spesifik bir viriis heniiz tanimlanamamistir. Immiin
patogenez ile iligkili olarak da pro-enflamatuar sitokin hakimiyeti ve bozulmus
immiin regiilatuar mekanizmalar sorumlu tutulmaktadir (4).

MS gelisimi ile ilgili bilgiler, laboratuar hayvanlarinda yapilan deneysel
hastalik modellerine dayanmaktadir. In vivo olarak olusturulan MS modeli
Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit (DOE) olarak adlandirilir. DOE, hem akut
hem de relapsla seyreden hiicre aracili immiin yanit modeli olarak
kullanilmaktadir (5). Myelin Basic Protein (MBP), Myelin Oligodendrocyte
Glycoprotein (MOG) ve Proteolipid Protein (PLP) gibi farkli myelin antijenleri ile
duyarli rat veya farelerde olusturulan bu model, MS benzeri enflamatuar
demiyelinizan bir tabloya yol agar (6). DOE’nin basglamasindan ve devamindan
sorumlu immiinolojik mekanizmalar, T lenfositlerin myelin antijenine kars

duyarlilagsmasi ile baglar (5). Antijen-spesifik tip 1 yardime1r T (T helper 1, Thl)



hiicreler prolifere olarak santral sinir sistemine (SSS) girer. SSS’de T hiicrelerin
perivaskiiler infiltrasyonu histopatolojik olarak gosterilebilir. Bu immiin yanitin
sonucunda SSS’de demiyelinasyon ve bunun klinik gostergesi olarak da motor
paralizi ve sensoryal bozukluklar olusur. DOE, hasta hayvandan saglikli hayvana
antijen-spesifik T hiicrelerin pasif transferi yoluyla aktarilabilir (5,6).

Patolojik olarak beyin ve spinal kordda perivaskiiler mononiikleer hiicre
infiltrasyonu ve cevresinde demiyelinasyon ve aksonal kayip alanlari vardir.
Lezyon igerisinde aktive olmus mikroglia ve astrositler ile birlikte doku uygunluk
kompleksi smif II molekiilleri (Major histocompatibility complex class II, MHC
simif II), adezyon molekiilleri ve kemokin ekspresyonu gibi immiinolojik aktif
molekiiller gdzlenir. Myelin hasariin interferon-gama (IFN-y) iireten CD4" T

hiicreler aracilig ile olduguna inanilmaktadir (7,8).

3.1.1. MS immiinopatolojisi

MS immiinopatolojisi ile ilgili gelismeler, son yillarda T hiicre
regiilasyonu ve polarizasyonu konusunda ulasilan veriler 1s18inda netlik
kazanmaya baslamistir. CD4" Th hiicreler genel olarak salgiladiklar1 sitokin
profiline gore Thl (tip 1 yardimer T, T helper 1) ve Th2 (tip 2 yardimer T, T
helper 2) olmak tizere iki gruba ayrilirlar (Sekill). Thl pro-enflamatuar, Th2 anti-
enflamatuar 6zellikler tasir.

Th1 hiicreler interlokin-2 (IL-2), IFN-y ve tiimor nekrozis faktor (TNF), Th2
hiicreler ise IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 ve transforming growth faktor beta (TGF-

B) salgilar (10).
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MS patogenezi konusunda yaygin olarak kabul edilen modele gore, CD4"
Thl hiicreler patojenik progesin baslatilmasi ve siirdiiriilmesinde rol oynamaktadir

(Sekil 2).
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bariyeri; C, kompleman; Mac, makrofaj; Mic, mikroglia, MMP, matriks metalloproteinaz; NO, nitrik

oksit; O,, oksijen radikali.



Otoreaktif CD4" T hiicrelerin, makrofaj veya dendritik hiicre yiizeyindeki
MHC smnif II molekiilii ile sunulan otoantijen veya mikrobiyal antijen gibi
bilinmeyen bir antijen ile aktive edildikleri kabul edilmektedir. Aktive CD4" Thl
hiicreler IL-2, IFN-y ve TNF sekrete ederek endotel hiicrelerin yiizeyindeki
adezyon molekiillerini aktive eder ve T hiicrelerin KBB’ni ge¢mesini saglar.
Aktive T hiicreler bir jelatinaz olan matriks metalloproteinaz sekrete ederek
KBB’nin matriks yapidaki membranini bozar ve otoreaktif T hiicrelerin SSS’ne
geemesine yardim eder (11). MS plagimin gelistigi bu donem MRG’de kontrast
tutulumu ile korelasyon gosterir. SSS’ye giren otoreaktif hiicreler burada
mikroglialar tarafindan sunulan myelin, viral veya molekiiler benzerlige bagl
capraz-reaktif antijenlerle tekrar aktif hale gelerek, cogalmaya baslar. Cogalan
hiicreler TNF-o ve IFN-y gibi proenflamatuar sitokinleri salarak makrofajlari
aktive eder. Bu fazda doku 6demi ortaya ¢ikar ve MRG’de T2-agirlikli kesitlerde
lezyonun goriilmesi ile karakterizedir. Aktive makrofajlar bir taraftan myelin
hasar1 olustururken, aynt zamanda myelin i¢in toksik olan TNF-a, nitrik oksit
(NO) ve serbest radikaller gibi molekiiller salgilar. Myelin hasari olusturan diger
mekanizmalar, kompleman aracili ve antikor aracili oligodendrosit hasaridir.
Otoreaktif CDS8" T hiicrelerin de oligodendrositleri 6ldiirdiigii yoniinde bilgiler
vardir (12). Yaygin enflamasyon akson hasarina ve irreversibl nérolojik fonksiyon
kaybina yol agar. Hastaligin bu donemi MRG’de “kara delikler”’in goriilmesi ile
karakterizedir (13). Hastalar siklikla atak sonrasi diizelme gosterirler. Lezyondaki
gerilemenin, diizenleyici T hiicre (Treg) olarak adlandirilan ve IL-4, IL-10 ve
TGF-B gibi anti-enflamatuar sitokin salgilayarak makrofaj aktivitesini Onleyen

regiilatuar T hiicreler aracilig1 ile oldugu kabul edilmektedir (9).



Kemokinler, enflamasyon sirasinda lI6kositlerin dokuya gociinden sorumlu
mediatorlerdir. Bazi 6zel kemokin ve reseptorlerinin MS’in relaps doneminde rol
oynadig1 gosterilmistir. Ozelikle Regulated upon Activation, Normal T-cell
Expressed, and Secreted, (RANTES, CCLS5) ve reseptorii olan CCRS5 ¢ifti bu
konuda en iyi bilinen kemokin ve reseptér gurubudur. Lezyon gelisiminin diger
bulgular1 belirti vermeden once, beyinde normal goriiniimlii ak maddede, kan
damarlarindaki endotel hiicresinde CCL5 sunumunun yogunlasti§i goriilmiistiir
(15). Bu nedenle, lezyon gelisiminden sorumlu ilk olayin, CCL5 aracilig ile
mononiikleer hiicrelerin dolasgimdan KBB’ye geg¢isinin baslatilmast oldugu iddia
edilmistir. Inflamatuar lezyondaki perivaskiiler lenfositlerin yiizeyindeki artmis
CCRS sunumu ile birlikte makrofajlar ve aktive mikroglialarin bulunmasi da bu
gorilisii desteklemektedir (16—18). MS’deki aksonal hasarin boyutu da infiltre
olmus I0kosit miktarlari ile paralel artis gostermektedir (19, 20). CCL5/CCRS
iligkisinin yogunlugunun, sadece lezyon olusumunu tetiklemekle kalmadigi, ayni
zamanda remyelinasyonu baskilamak yoluyla MS seyrini olumsuz etkiledigi de

bildirilmistir (21)

3.1.2. Tedavi

MS tedavisi ile ilgili gelismeler 20. yy sonlarina dayanmaktadir. IFN’lar
ve (GA), immiin modiilatuar ajanlar olarak ‘United States Food and Drug
Administration’ (FDA) tarafindan onaylanarak, relaps ile seyreden MS
hastalarinin kullanimina sunulmustur. IFNB-1a, IFNB-1b ve GA’nin MS’de relaps
oranlarini, oziirliiliik gelisme hizim1 ve hastalik progresyonunu yavaslattigi, ¢ift-

kor, plasebo-kontrollii c¢alismalarda gosterilmistir (22-26). Daha sonra
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Mitoxantron immiinsupresif ajan olarak, immiin modiilatuar tedaviye cevap
vermeyen SP- MS’de kullanilmak tizere FDA onayini almistir (27).

Son yillarda MS patogenezi ile ilgili gelismeler yeni tedavi stratejilerini
giindeme getirmistir. Bunlar arasinda; immiin sistemde hiicre-hiicre sinyalinde rol
alan proteinlere kars1 gelistirilen natalizumab (anti-04 integrin), daclizumab (anti-
CD25), rituximab (anti-CD20) ve alemtuzumab (anti-CD52) gibi monoklonal
antikorlar; FTY-720, cladribine, laquinimod, fumarate, interferon tau, oral anti-
CD3, vitamin D ve statinler gibi oral immiinmodiilatorler ve riluzole, memantine,

minocycline ve lamotrigine gibi noroprotektif ajanlar bulunmaktadir (28).

3.2 GLATIRAMER ASETAT (GA)

Glatiramer Asetat, Copolimer-1 veya Cop-1 olarak da bilinen ve jenerik
ad1 Copaxone” olan bir immiinmodiilator ajandir. Sentetik bir polipeptit olup 4
amino asit igerir; L-alanin, L-lisin, L-glutamik asit ve L-tirosin. Amino asit
sekanslar1 peptitler arasinda degismekle birlikte diizeni ve molar oranlar sabittir.
Copolimer uzunlugu 40-90 amino asit arasinda, molekiiler agirlig1 ise 4.7-10 kDa
arasinda degisiklik gosterir (Sekil 3), (9).

GA molekiilii 1960’larda sentez edilmistir (29). GA’nin sadece akut DOE
gelisimini baskilamadigi ayni zamanda kronik relapsing DOE formunda tedavi
edici etkisinin oldugu PLP;39.15; ve PLP;75.19; peptitleri ile immiinize edilmis fare
calismalarinda gosterilmistir. Benzer sonuglar MOGg3s.ss ile de gosterilmistir (30).
In vitro olarak elde edilen bu sonuclar GA’nin MS tedavisinde kullanimin

giindeme getirmistir.
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(lutamate  Lysine Alanine Tyrosine
4.2 14 1.4 1.0

KAAYYKAAKEAKAAEAKKAEKAKAKKE...
GA’nin potansiyel amino asit sekanslari

(Boyut: 12 kDa)

K: Lisin; A: Alanin; Y: Tirosin; E: Glutamik asid,

Sekil 3. GA’nin amino asit dizilisi ve Copolimer’in potansiyel amino asit

sekanslari (9).

GA’nin oral kullaniminda benzer mekanizmalar araciligi ile MS gelisimini
inhibe ettigi de bildirilmistir (31). Oral formunun MS tedavisinde kullanilmasi

i¢in ¢aligmalar devam etmektedir.

3.2.1 GA’min DOE’deki Etki Mekanizmasi

MS ile ilgili deneysel ¢alismalarda, DOE indiiksiyonu i¢in gelistirilen ve
yapisal olarak MBP’ye benzeyen sentetik bir polimer olan GA’nin hastalik
olusumunu tetiklemedigi hatta tersine inhibitor veya koruyucu etkisinin ortaya
ciktig1 gozlenmistir (29,30). GA bu etkisini deney hayvani tlirleri arasinda fark
olmaksizin gostermistir. Daha sonra, GA ile immiinize farelerin lenfoid
hiicrelerinin naif farelere transferi ile polimerin baskilayici etkisinin transfer
edilebildigi goriilmiistiir. Tiim ¢aligmalarin sonunda, GA’nin DOE’yi baskilayici
etkisinin GA-spesifik supresor T hiicreler araciligi ile oldugu kanaatine varilmigtir
(32).

GA ve MBP’nin aminoasit yapisindaki benzerlik nedeniyle ¢apraz-reaktif

immiin mekanizmalar arastirllmaya baglanmistir. GA’nin MBP ile c¢apraz-
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reaksiyon gosterdigi, lenfosit proliferasyonu ve gecikmis hipersensitivite
teknikleri kullanilarak hem hiicresel hem de hiimoral diizeyde gosterilmistir
(33,34). Ancak daha sonra gelistirilen teknikler, her iki molekiiliin c¢apraz-
reaksiyon diginda birlikte inhibisyon olusturdugu yoniinde yeni bilgilerin ortaya
cikmasint saglamistir (35,36). Buna gore GA, antijen sunan hiicrenin (ASH),
MHC smif II molekiiline baglanarak MBP ile yarigmakta ve MBP-spesifik T
hiicrelerin sekrete ettigi IL-2’yi inhibe etmektedir (33). GA bu etkisini 6zellikle
MBPs;.100 immiinodominan epitopu araciligi ile gergeklestirmektedir (37). GA’nin
MBP-spesifik T hiicrelerin yaninda ovalbumin-spesifik T hiicreleri de
baskiladiginin gdsterilmesi etki mekanizmasi agisindan farkli faktorlerin sz
konusu olabilecegini diisiindiirmiistiir (38). Ustelik GA ile aminoasit sekans
benzerligi gostermeyen PLP ve MOG gibi myelin proteinleri ile indiiklenen
hayvanlarda DOE olusumunun GA tarafindan inhibisyonu, GA’nin etkisinin
capraz-reaksiyon diginda bir mekanizma ile oldugu, muhtemelen de GA-iligkili

regiilatuar hiicrelerin olayda rol oynadig fikrini kuvvetlendirmistir (39-41).

Tablo 1. GA’nin DOE’deki immiinolojik etkileri

1. Akut ve kronik relapsing hastaligi baskilar

Farkl tiirlerdeki hayvan modellerinde hastalig1 baskilar

MBP, PLP ve MOG gibi immiinojenlerden bagimsiz olarak DOE’yi baskilar
HLA smif IT molekiiliine baglanir

MBP’ye selliiler ve hiimoral olarak capraz-reaksiyon gosterir

Mpyelin-reaktif T hiicre proliferasyonu ve sitokin salinimini inhibe eder

A U o

Anti-enflamatuar Th2 regiilatuar hiicreleri uyarir

Sonu¢ olarak GA, DOE’deki immiin-modiilatér etkisini, olusan GA-reaktif

Th2 hiicrelerin SSS’ne girip myelin antijenleri ile capraz-reaksiyon gostermesi ve
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anti-enflamatuar sitokin sekresyonuna onciiliilk edip enflamasyonu inhibe etmesi
yoluyla gostermektedir.

GA’nin DOE’deki immiinolojik etkileri Tablo 1°de 6zetlenmistir.

3.2.2 GA’min MS’deki Etki Mekanizmasi

GA’nin yapisi ve nispeten kiiclik bir molekiil olmasi, 6zellikle MHC proteinin,
MS gibi otoimmiin hastaliklarda ekspresyonu artan HLA-DR2 subiinitine
baglanmasin1 saglar (42—44). GA, T hiicre reseptorii icin MBP’nin 82—-100
epitopu ile yarismaya girmektedir. Bunun sonucunda myelin antijenine karsi
olusan immiin hiicre aktivasyonu ve enflamasyonu inhibe olur (43). MBP-reaktif
T hiicrelerin inhibe olmasi ile hiicre proliferasyonu ve IFN-y sekresyonu
baskilanir. Ayn1 zamanda MBPg, joo—reaktif T hiicrelerde anerji olusur ve bu
antijenik peptidin T hiicreler tarafindan taninmast GA tarafindan yeniden
diizenlenir (45). Tiim bu verilerin anlami, GA’nin etkisini oto-immiin T hiicre
aktivasyonunu etkileyerek gerceklestirdigidir.

Deneysel modellerde oldugu gibi insan ¢aligmalarinda da GA’nin etkisini
immiinmodiilatuar Th2 hiicreleri indiikleme yoluyla gosterdigi kabul edilmigtir
(Sekil 4). GA verilen MS hastalarinda ilaca kars1 giiglii bir lenfoproliferatif yanit
olusmaktadir. Tedavinin birinci ayinda, GA-reaktif T hiicre fenotipi Thl’den
Th2’ye sift yapar ve 3 ay sonunda GA’ya karsi gelisen proliferatif yanit sapmaya
baslar (46,47). ilk kez Miller tarafindan gosterilen GA-reaktif T hiicreler artik
laboratuar ortaminda da iretilebilmektedir (45,47-52). Tedavinin birinci ayinda
olusan GA-reaktif T hiicreler, ilag kesilse bile, prekiirsorlerinin yogunlugu

azalmakla birlikte, 9 yil siireyle varligin1 devam ettirmektedir (53).
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Sekil 4. GA ile tedavi edilen hastalarda Th2 hiicre indiiksiyonunun

mekanizmasi.

GA-reaktif T hiicreler SSS’ye girerek, capraz-reaktif myelin antijenini

tanir ve anti-enflamatuar sitokin salarak enflamasyonu baskilar (52,54). GA-

spesifik T hiicreler SSS’ye girdikten sonra, Th2 hiicre

enflamatuar sitokinler olan; IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve TGF-p sekrete eder, 1L-2

tipine Ozgiil anti-

ve IFN-a gibi pro-enflamatuar sitokin salinimi baskilanir (55,56).

GA-reaktif T-hiicre

2 "'_.
@Eﬁi |... (co 53

KBB

Sistemik etkiler I SSS Etkileri
S Anergy ~
b
(:r_h1 Deletion ® I -.E.- Ab-aracili onarim
Oto-reaktif T-hiicre I 1

—r Norotropik etki

Anti-

enflamatuar

Sekil 5. GA’nin MS’deki etki mekanizmalari (57). (Ab, antikor; B, B hiicre; KBB, kan

beyin bariyeri; Th, T yardimc1 hiicre)

GA’nin etkisinin sistemik mi veya merkezi mi oldugu net degildir. Ancak,

myelin-reaktif T hiicrelerde anerji olusturmast ve MRG’de
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lezyon olusumunu baskilamasi etkisinin sistemik oldugunu desteklemektedir

(Sekil 5), (57).

GA-reaktif T hiicrelerin noronlar ve aksonlar iizerinde ndoroprotektif

etkileri olabilecegi iddia edilmistir (58,59). Bununla ilgili kanitlar;

GA-reaktif T hiicreler SSS’de TGF- sekrete ederek mikroglia
aktivasyonuna ve nitrik oksit, glutamat ve serbest oksijen radikallerinin
temizlenmesine Onciiliik eder,

GA-reaktif Th2 hiicreler hasar bolgesinde yogunlasip, supresor ve
regiilatuar etkileri ile enflamatuar siireci durdurur,

GA-reaktif T hiicreler, “brain-derived neurotrophic factor (BDNF)”
olarak bilinen ve SSS’de onarim ve koruyuculuk fonksiyonu gosteren
giiclii norotropin basta olmak {izere, ndrotropin-3 ve norotropin-4 gibi
ajanlarin etkinligini artirir (53,60,61),

GA, norogenezisi artirarak, aktif olarak noral onarima katilir,
projenitor hiicreleri aktive ederek hasarli dokuya go¢ baslatir, lezyon
bolgesine dogru yeni aksonal filizlenmeler ve rejenerasyon olusur,

GA ile tedavi edilen hastalarin hemen hepsinde olusan GA antikorlari,
remiyelinasyonu artirir (62),

Uzun siire tedavi edilen hastalarda kara delik olusumu azalir (63).

3.3. KEMOKINLER

Sitokinler, 8-80 kDa agirliginda kiiciik proteinler olup genellikle otokrin

veya parakrin tarzda etkirler. 200’den fazla farkli insan sitokini tanimlanmistir.

Tiim sitokinler IL’ler, IFN’lar, coloni stimiile edici faktorler (CSF), TNF’ler,
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bliylime faktorleri (growth faktorler) ve kemokinler olarak gruplandirilabilir.
Ancak baz sitokinler iki gruba da ait olabilir. Ornegin IL-8 hem interlokin hem
kemokindir. IL-1 ve TNF-a gibi pek ¢ok sitokin, benzer fonksiyonlar1 paylasirlar.
Sitokinler, immiin ve enflamatuar olaylara katilan hiicrelerin etkinliklerinin
artirllmasi ile uyarilmig lenfositler, monositler, makrofajlar ve diger bazi
hiicrelerde sentezlenirler. Peptid veya glikoprotein yapisinda soluble maddelerdir.
Sitokinler antijen igin spesifik olmamakla beraber antijenin ortaya ¢ikan sitokin
profilinin olusmasinda yonlendirici etkisi olabilir. Sentezlenmeleri ve hedef
hiicreleri etkilemeleri ¢ogunlukla bir stimiilasyonu gerektirir, kendi aralarinda
agonist ve antagonist etkilesimler gosterebilirler. Fizyolojik acidan sitokinlere
hiicreler arasinda mesaj ileten biyolojik mediyatdrler gibi bakilabilir. Aktive T
lenfositleri tarafindan sentezlenip salinan sitokinler lenfokin, aktive monosit ve
makrofajlardan sentezlenip salinan sitokinler monokin ve lokositler arasinda
etkilesim yapan sitokinler interlokin ad1 altinda toplanmislardir (64).

Kemokin kelimesi; kemotaktik ve sitokin kelimelerinden tiiretilmistir.
Kemokinler kemotaksis yapan (kemoatraktan) sitokin siiper ailesidir. Kemokinler
8-14 kDa agirhiginda kiiciik protein ailesi olup, hem normal hem de patolojik
kosullarda 16kosit trafiginde rol oynarlar. Enflamatuar hiicrelerin enflamasyon
bolgesine ¢ekilmesini saglayarak, bu bolgenin hiicresel igerigini belirlerler. Genel
olarak sitokinler, immiin sistemin daha genel fonksiyonlarini yaparken
kemokinler, daha ince islevleri gerceklestirirler ve submolekiiler diizeyde
etkilidirler (65-67). Kemokinler ve reseptorleri miitkemmel bir sinyal sistemi
olustururlar. Insanda tanimlanmis 50 den fazla kemokin vardir ve bunlar 18 farkli

reseptorle baglanti kurabilirler (68—70).
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3.3.1. Kemokin Aileleri

Biitiin kemokinler yapisal olarak benzerler ve monomerik formlari
kiigiiktiir (71). Kemokinlerin ¢ogu soliisyonlarda dimerize olur. Monomerik
formlar, kisa bir amino u¢ (NH;), en az 3 anti-paralel beta band1 (B-pleated sheet)
ve baglayict luplardan olusan bir iskelet ve karboksi ugta 20-30 amino asitden
olusan bir alfa heliks yapisi tasir. Kemokinlerin ¢ogu pozisyonlart ¢ok iyi
korunmus olan ve disiilfid baglartyla bagli 4 sistein igerir. Lenfotaktin hari¢ biitiin
kemokinlerde 2 adet disiilfid bagi bulunur. Kemokinler NH, uca en yakin
konumdaki sistein (C) ¢iftinin 6zelliklerine gore smiflandirilir (Tablo 2), (65).
Kemokin ailelerinin kendi iclerinde primer amino asit siralamalar1 benzerlikler
gosterir. Kemokinlerdeki yapisal farkliliklar fonksiyonel farkliliklarla birlikte
gider. Kemokinler atraktan etkilerini lokal olarak ve diisiik diizeylerde ekspresse
olduklar1 zaman gdsterirler ve sistemik olarak verildiklerinde lokal atraktan
etkilerini antagonize ederler. Biyolojik aktiviteleri nanomolar konsantrasyonlarda
gozlenir (65,72). Kemokin genlerinin ¢ogu lokalize edilmistir ve bazi istisnalar
olmakla birlikte degisik ailelerin genleri belli kromozomlar {iizerinde
kiimelenmeye egilimlidir (73). Benzer kiimelesme kemokin reseptdr genlerinde de
gozlenir.

Kemokinlerin biiylik ¢ogunlugu CXCL ve CCL alt-grubunda bulunurlar.
Alt gruplar fonksiyonel agidan da 6nem tasir. CXC kemokinler siklikla nétrofil
kemotaksisini saglarken, CC kemokinler esas olarak mononiikleer enflamatuar

hiicreler, lenfositler ve monositler i¢in kemoatraktan etki gosterirler (65,66).
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Tablo 2. Kemokin aileleri ve bashca iiyeleri

Kemokin grubu Gen lokalizasyonu Uyeleri
CXCL kemokinler 4. kromozom IL-8, IP-10, SDF-1 a, B, ENA-
(a kemokinler) 78, MGSA/GRO a, B, y, Mig,

NAP-2, MIP-2, GCP-2, PBP, B-
TG, CTAP-II, PF-4, LIX, I-

TAC
CCL kemokinler 17. kromozom RANTES, MIP-1a,8, y, MCP-
(B kemokinler) 1,2,3,4,5, Eotaksin, MIP-3 o

(Exodus-1, LARC), SLC,
TARC, TECK, MIP-5, PARC

CL kemokinler 1. kromozom Lenfotaktin

(y kemokinler)

CX3CL kemokinler  16. kromozom Fraktalkin (Norotalkin)
(0 kemokinler)

C, sistein; X, aminoasit dizisi; IL-8, interlokin-8; IP-10, inducible protein 10; SDF-1, stromal cell-
derived factor 1; ENA-78, Epithelial-derived neutrophil attractant; GRO-a, Growth-regulated protein
alpha precursor; Mig, Monokine induced by IFN-y; NAP-2, Neutrophil-activating protein 2; MIP-1a,
Macrophage inflammatory protein; RANTES, Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed,
and Secreted; MCP-2, Monocyte chemoattractant protein; GCP-2, Granulocyte chemotactic protein -2;
B-TG, Beta-thromboglobulin; TARC, Thymus and activation-regulated chemokine; TECK, Thymus
expressed chemokine; SLC, Secondary lymhoid tissue chemokine; CTAP-III, Connective tissue
activating protein; PBP, Platelet basic protein; PF-4, Platelet factor-4; LARC, Liver and actvation-
regulated chemokine; LIX, Lipopolysaccharide-induced CXC chemokine; I-TAC, Interferon-inducible
T-cell alpha chemoattractant; PARC, pulmonary and activation-regulated chemokine =CCL18;

3.3.1.1. CXC Kemokin Ailesi (0. kemokinler)

Amino ucuna en yakin iki sistein arasinda bir amino asit mevcuttur.
Ailenin c¢esitli iiyelerinde bu amino asit farklidir. Bu ailenin genleri 4.
kromozomda kiimelenir. Iki sisteinden énce ELR (Glu-Leu-Arg; gulutamat, 16sin,
arginin) motifinin bulunup bulunmamasina gore iki alt gruba ayrilirlar. Amino ug
ile iki sistein arasinda ELR yapisi1 olan ve ELR kismi kemokinin amino ucuna ¢ok

yakin konumda bulunan kemokinler ELR-CXC kemokinler olarak adlandirilir ve
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basta IL-8 olmak tizere genellikle kuvvetli nétrofil kemotaksisi ve aktivasyonu
yaparlar. IL-8, bazofillere de kemotaktiktir ve histamin salinimini uyarir. Growth-
regulated protein alpha precursor [GRO-o=Melanoma growth stimulatory activity
factor (MGSA)=Neutrophil-activating protein 3, ( NAP-3)=CXCL1], GRO-f ,
GRO-y (sicanda), Macrophage inflammatory protein 2 alfa (MIP-2a), MIP-2p,
Epithelial-derived  neutrophil attractant-78  (ENA-78) noétrofiller  i¢in
kemoatraktandir. Granulocyte chemotactic protein-2 (GCP-2) IL-8’¢e gore 5-10 kat
zay1f notrofil spesifik kemoatraktan ve aktivatordiir. PBP’nin amino ucundan 9
amino asit atilmasiyla Connective tissue activating protein-1I1 (CTAP-III) olusur.
CTAP-III konnektif doku hiicrelerinin glikozaminoglikan yapimini uyarir.
Fibroblastlar i¢in ¢ok zayif bir kemoatraktandir. Proteolizle amino ugtan dort
amino asit daha ayrilirsa B-TG olusur. Fibroblastlar i¢in kemoatraktandir. Onbir
amino asit daha koparsa neutrophil- activating peptide-2 (NAP-2) olusur. NAP-
2’nin notrofil kemoatraktan etkisi IL-8’e gore 2-100 misli daha zayiftir (74,75).
Platelet basic protein (PBP), CTAP-III ve B-TG’nin ise ELR kisimlar1 amino uca
uzak bir yerlesim gosterdiginden nétrofil kemoatraktan etkileri NAP-2’den daha
zayiftir. ELR motifi olmayan CXC kemokinlerin nétrofil aktive edici ozellikleri
cok diigiiktiir ve oldukga farkli islevleri vardir. IFN-y inducible protein (IP-10), in
vitro olarak pek ¢ok hiicre tarafindan yapilir. Monosit, dogal 6ldiiriicii hiicre (NK)
ve endotel hiicre i¢in kemotaktiktir. MIG, IFN-y tarfindan indiiklenen
makrofajlarca yapilir. T lenfosit, endotel ve fibroblast i¢in kemotaktiktir. Timor
infiltre eden lenfositlere (TIL) etkilidir. Bu 6zellik IP-10’da da vardir. Ve TIL
tizerinde ayni reseptorii (CXCR3) paylasirlar. Stromal cell derived factor-la

(SDF-1a) in vitro T lenfosit kemoatraktanidir. CD34" hemopoetik progenitdrler
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i¢cin kuvvetli kemoatraktandir. Normal B lenfosit gelisimi ve normal kardiyojenez
icin gereklidir. SDF-1a’lar1 yetersiz farelerde ventrikiil septal defekt gelistigi

gbzlenmistir (74,75).

3.3.1.2. CC Kemokin Ailesi (B kemokinler)

Amino uca en yakin iki sistein komsudur. Genleri genellikle 17.
kromozomda kiimelenmistir. MIP-3a geni 2., MIP-3f geni ise 9. kromozomda yer
alir. CC kemokinlerin fonksiyonlar1 bazi farkliliklar gosterirse de baslica
mononiikleer hiicrelere etkilidir (monosit-makrofaj ve T Ilenfosit). Bazilar
eozinofil ve bazofiller i¢in kuvvetli kemotaktiktir. Bazilar1 NK ve dendiritik
hiicreleri de (DC) etkiler. Genellikle notrofiller lizerinde inaktiftirler. Eotaksinler
selektif olarak eozinofil ve bazofillere etkir. Sadece CCR3’e baglandig1 bilinen
eotaksin ve sadece CCR5’e baglanan MIP-1p disindaki CC kemokinler ¢akisan
baz1 spesifiteler gosterir. MCP-1, CD56" NK fonksiyonlarim uyarir. NK ve CD8"
T hiicrelerden graniil salinimi1 yapar, bazofillerden histamin salinmasin1 kuvvetle
uyarir. RANTES, CD8" T kemoatraksiyonu i¢in en kuvvetli kemoatraktanlardan
biridir ve eozinofiller tarafindan da sekrete edilir. Bazofillere de etkir ve MCP-1
gibi histamin salinimina yol agar. Eozinofiller tizerinde MCP-3 ve RANTES ile
ayni1 reseptorii kullanir (CCR3) ve reseptorii igin selektivitesi yliksektir. Eotaksin-
2 istirahatteki T lenfositler ve eozinofiller i¢in atraktandir ve hematopoez lizerinde
etkisi vardir. Bu ailenin olduk¢a yeni kemokinlerinden Thymus and activation-
regulated chemokine (TARC), Liver and activation-regulated chemokine (LARC),
Epstein—Barr-virus-induced receptor ligand chemokin (ELC); Secondary lymhoid

tissue  chemokine (SLC) ve Pulmonary and activation-regulated
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chemokine=CCL18’in = (PARC) selektif olarak lenfositleri  etkiledigi
diisiiniilmektedir (76). TARC timusta yapisal olarak bulunur. LARC’1in DC gogii
tizerine diizenleyici etkisi oldugu, DK-CK1 ve TECK’in ise fizyolojik lenfosit
trafiginde roli oldugu diistiniilmektedir (67). MDC, makrofajlar, monosit kaynakli
olgun DC’ler ve normal timusta fazla miktarda eksprese olur. Monosit, monosit
kaynakli DC, IL-2 ile aktive olmus NK ve aktif T lenfositler i¢in kemotaktiktir

(77-79).

3.3.1.3. C Kemokin Ailesi (y kemokinler)

Bu ailenin bilinen tek elamani olan lenfotaktin diger kemokinlerin 2. ve 4.
sisteinlerine karsilik gelen 2 sisteine sahiptir ve amino ugta tek bir sistein vardir
(65, 74). Geni 1. kromozomdadir. Baglica T lenfositler tarafindan yapilir ve T

lenfositler i¢in kemotaktiktir.

3.3.1.4- CX;3C Kemokin Ailesi (6 kemokinler)

Diger kemokinlerin aksine amino ucunda bir sistein tagiyan hiicre yiizey
membran proteinidir (80). Kemokin kismi yogun bigimde miisine benzer
karbonhidrat tastyan uzun bir ¢ubugun sonunda yer alir. Fraktalkinin ilk iki
sisteini arasinda 3 aminoasit yer alir. Endotel hiicre {izerindeki fraktalkin in vitro
monosit ve T lenfosit adezyonunu indiikler ve adezyon molekiilii gibi davranir.
DC olgunlagmasi sirasinda fraktalkin ekspresyonu artar, doku biitiinliigii, tamiri
ve rejenerasyonunda rolii olabilir (81,82). Fraktalkin geni 16. kromozomdadir.

Kemokinlerin 3 boyutlu yapilarini inceleyen calismalarda ilk iki sistein

arasina sadece 0, 1 ya da 3 aminoasit girebilecegi gosterilmistir. Bu nedenle
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CX2C kemokin yoktur. Bir tetramer olan Platelet factor-4 (PF4) harig
kemokinlerin ¢ogu dimer seklindedir. CXC ve CC kemokinlerin dimerizasyon
modelleri farkliliklar gosterir. Tartigsmali olmakla birlikte biyolojik aktif formlarin
siklikla monomerler oldugu diisiiniilmektedir (65,74).

Kemokinler, immiin ve non-immiin sistem hiicreleri olmak iizere pek ¢ok
degisik hiicre tarafindan {iretilir. Baglica kemokin kaynaklari aktif monosit-
makrofaj, endotel ve T lenfosittir. Notrofil, trombosit, eozinofil, diiz kas ve mast
hiicreleri, NK hiicreler, keratinositler, hepatositler, fibroblastlar, mezensiyal,
epitelyum hiicresi, DC ve mezotelyal hiicreler tarafindan da yapilabildikleri
gosterilmistir. IL-8 ve MCP-1 hemen hemen her hiicrede yapilirken, PF4, PBP,
CTAP-III sadece trombositlerde bulunur. Genelde kemokinler hiicrenin
uyarilmasiyla yapilmaya baslanip salgilansalar da, PF-4, PBP, CTAP-III
trombositlerin alfa graniillerinde dnceden depo edilir ve hiicre aktive oldugunda
salgilanir. CXC kemokinler daha ziyade aktif mononiikleer fagosit, endotel,
fibroblast ve trombosit, CC ailesi ise daha ziyade aktif T lenfositler tarafindan
yapilir. Bir istisna MCP-1’dir. Bu kemokin, T hiicreleri ve aktif mononiikleer
fagosit yani sira endotel, fibroblast gibi doku hiicreleri tarafindan da iiretilir.
Genellikle kemokinlerin ¢ogunun yapimi i¢in monosit/makrofaj, endotel ve
fibroblastlarin ¢esitli nedenlerle aktive olmasi gerekirse de SDF-1, MDC, TECK,
TARC, SLC ve ELC’nin yapisal olarak bulundugu bilinmektedir. Enfeksiyon,
enflamasyon ve neoplastik olaylar sirasinda ise pek ¢ok kemokinin yapimi
indiiklenir. Kemokin yapimu lipopolisakkarid (LPS), mitojenler, T hiicreleri aktive

eden antijenler, viruslar, trombosit agregasyonuna yol acan nedenler, kompleman
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5a (C5a), 16kotrien 4 (LTB4) ve proenflamatuar sitokinlerin (IL-1, IFN-y, TNF-a,

PDGF) etkisiyle uyarilir (71,83).

3.3.2. Kemokin Reseptorleri

Kemokin reseptorleri yapisal olarak rodopsinlere benzer ve yedi adet
transmembran bdolgesi olan tek polipeptidden olusurlar. Biitiin kemokin
reseptorleri yedi transmembran o-heliks domainli karakteristik bir yapiya sahiptir.
Bu 0zellik trimerik Guanosine trifosfat (GTP) ile birlesmis proteinlerde de (G
protein) gosterilmistir. Heterotrimerik GTP-baglayan proteinler {izerinden sinyal
iletimi yaparlar. Kemokin reseptorleri kemokin salinimi ile hizli olarak azalir.

Lokositlerin yan1 sira noral, epitelyal ve endotelyal hiicrelerde de
bulunurlar. Kemokin reseptorleri yapisal olarak eksprese olabildikleri gibi ¢esitli
uyarilarla artan ya da azalan ekspresyon gosterebilirler (75).

Hemen hemen biitlin kemokin reseptorlerinin amino ucunda, 1. ve 3.
ekstraselliiler lupta bir adet olmak iizere 2 sisteini vardir. Bunlarin distilfid bag: ile
baglanarak ligand baglayici paketi olusturduklart diigiiniilmektedir. CXC kemokin
reseptor ailesinde % 36-77, CC kemokin reseptor ailesinde ise % 46-89 oraninda
aminoasit siralanma benzerligi vardir (74,77). Duff antijen ya da Duffy antigen
receptor for chemokines (DARC)’in durumu farklidir. DARC eritrositler iizerinde
bulunan bir kan grubu antijenidir. Ayn1 zamanda Plasmodium vivax igin de
reseptordiir. DARC, ligandina baglaninca bir sinyal iletimi oldugu
gosterilememistir. Non-fonksiyonel bir reseptor oldugu ve bir kemokin ¢ukuru
gibi davranarak kan dolagiminda serbest sitokin diflizyonunu sinirlayict etki

gosterdigi sanilmaktadir. Eritrositlerinde Duffy negatif olan bireylerde bile
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postkapiller endotel iizerinde bulunabilir ancak burada da temizleyici (scavenger)
fonksiyonu goriip gormedigi belli degildir. Endotel iizerinde bulundugunda,
kemokinleri dolasimdaki ya da diapedezdeki lokositlere sunabilecegi de
diisiiniilmektedir (84,85).

CC kemokinler i¢in 10 farkli reseptor (CCR1, CCR2,....CCR10) ve CXC
kemokinler i¢in 6 farkli reseptér (CXCRI,....CXCR6) vardir. Kemokin
reseptorlerinin siiflandirilmasi da benzer sekilde yapilir; CXCR, CCR, CR ve
CX3CR. Kemokin reseptorlerinin ¢gogu birden fazla kemokin ile baglanabilir. Bir
16kosit subpopiilasyonu iizerinde de degisik kemokinlere ait reseptorler
bulunabildiginden bir kemokinin birden fazla hedef hiicresi bulunabilir. Boylece
hiicreler degisik reseptorler araciligiyla farklt molekiillere yanit verebilirler. Bir
hiicre hangi reseptoriiniin aktive edildigine bagli olarak degisik tepkiler verebilir.
Pek ¢ok kemokin benzer reaksiyonlara yol acabilir. Bir hiicre siklikla ayni uyari
ile ayn1 zamanda birden fazla kemokin firetebilir. Bir hiicrenin birden fazla
degisik kemokin iiretebilmesine polisperizm denilmektedir. Bu o6zellik baglica
mononiikleer fagositler ve endotel hiicrelerinde bulunur (77). Farkli tipte immiin
hiicreler ¢cok sayida kemokin reseptorii eksprese edebildigi igin, kemokin reseptor
farmakolojisi ~ olduk¢a  komplekstir.  Bu  karmasiklik  ve  selektif
agonist/antagonistlerinin  olmamast nedeniyle, dogal sistemlerde kemokin
reseptorlerini galigmak zordur (68).

Bilinen kesin kemokin reseptorleri CCRS5 ve CXCR4 HIV i¢in koreseptor
olarak etkir. Baz1 aktive olmus T lenfositler CCR5’1 baglayan kemokinler sekrete

eder ve virus ile yarigarak HIV enfeksiyonunu bloklar (86).
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Kemokinler yedi-transmembran reseptore baglanarak heterotrimerik G-
proteini aktive eder. Kemokin tarafindan aktive edilen G-protein, G; ailesine aittir
ve pertussis toksine duyarlidir. Kemokin reseptoriiniin sinyal iletimi ile cAMP
inhibe olur ve intraselliiler kalsiyum diizeyinde gegici bir artig olusur. Bundan
sonra ise “mitogen-activated protein kinases” (MAPKs), “phosphoinositide 3
kinase” (PI3-K), RAC, RhoA ve CDC42H gibi kiigiik GTP-baglayici proteinlerin
ayni yonde aktivasyonu ile hiicre migrasyonu icin gerekli olan sitoskeletal

reorganizasyon ger¢eklesmis olur (87,88).

3.3.3. Kemokinlerin Rol Aldig1 Olaylar

Kemokin stimiilasyonu kemotaksise neden olur. Farkli tiplerdeki
l6kositlerin  kemotaksisi kompleks kemokin reseptdor kombinasyonu ile
gerceklesmektedir. Immiin sistemin fizyolojik kosullardaki hiicre trafigini
saglayan homeostatik kemokinler ile enflamasyon sirasinda uyarilmis kemokinler
arasinda belirgin farklar vardir. Lenfositlerin, monosit ve graniilositlerin,
aktivasyonun farkli dénemlerindeki farkli migrasyon 6zellikleri, homeostatik ve
uyarilmis kemokinlerin kompleks kombinasyonlar1 araciligryla bir diizen kazanir
(89). Kemokinlerin kemotaksis disinda, dendritik hiicre matiirasyonu, hiicre
adezyonunu, makrofaj aktivasyonu, fagositoz, notrofil degraniilasyonu, T hiicre
farklilasmas1 ve aktivasyonu, B hiicre antikor tip belirlenmesi, apoptoz,
anjiogenezis, proliferasyon, hematopoez, anti-timor aktivite, morfogenez,
fibrogenez ve sitokin sekresyonu gibi ¢cok sayida fonksiyonlar1 da vardir (90,91).

Kemokinlerin immiin yanittaki fonksiyon basamaklari, Sekil 6’da

gosterilmistir.
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Sekil 6. immiin yamtta kemokinlerin rolii (91). (1) Aktive Th1 veya bellek T hiicrelerin

gocil. (2) T hiicrede endotel hiicreleri boyunca selektin aracili “Rolling, yuvarlanma”. (3) Kemokin-
iligkili integrin aracili giiclii adezyon. (4) CCR5’in katkisiyla T hiicre yapisinda degisme ve endotelyal
biitiinliiglin bozulmasi. (5) CCLS5 konsantrasyonunda artig ile birlikte damar digina diapedez. (6)
Inflamasyon bélgesine giden hiicrenin profesyonel ASH tarafindan aktivasyonu. CCL5-CCRS iliskisi
ile kostimiilasyon/stimiilasyon (7) Th1 hiicre farklilasmasi ve aktivasyonu. (8) Kemokin iligkili apoptoz
ve hiicre dliimii.

Kemokinler T hiicreler i¢in kostimiilator etkiye sahiptir (91). CC kemokin
ailesinden olan CCLS5, T hiicre proliferasyonu, IL-2 ve IFN-y iiretiminde
kostimiilator rol oynar (92). IL-2 de hafiza T hiicrelerde CCRS5 ekspresyonunu
artirir (92,93). CXCL12 (SDF-1a)’nin da CXCR4 araciligiyla aynm etkiye sahip

oldugu gosterilmistir. Kemokinler bu etkilerini mikromolar dozlarda

gostermektedir (94,95).
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Pro-enflamatuar kemokinler enflamasyon boélgesindeki T hiicrelerin
aktivasyonunda rol almaktadir (96). T hiicrelerin CCL5 tarafindan antijenden
bagimsiz olarak aktivasyonu, otoimmiinite agisindan biiyiik nem tagir.

Kemokin reseptorleri T hiicre alt tiplerinin taninmasinda belirleyicidir:
Th1’ler CCRS ve CXCR3, Th2’ler ise CCR2 ve CCR4 eksprese ederler (97-100).
CCRS5’in ligandlar1 olan CCL3, CCL4 ve CCLS5, Thl hiicreler i¢in kemotaktik
ozellik gosterir, Th2’leri etkilemez (101). Kemokinler T hiicre polarizasyonunda
da gorev alirlar. CCL3, CCL4 ve CCLS5 Thl hiicre tarafindan eksprese edilirler ve
Th1 yaniti ile iligkilidirler (102,103).

Kemokin ekspresyonu immiin yanitin devaminda da rol oynar. CXCL12
apoptozu tetikleyen bir kemokindir (104). Kemokin-iliskili hiicre olimii,

enflamatuar bolgede ge¢ donemde ortaya ¢ikan bir diizenleyici mekanizmadir.

3.3.4. SSS’de Kemokinler ve Reseptorleri

Kemokin ve reseptorlerinin etkilesimi sonucunda olusan sinyal yolunun
sematik bir 6zeti, CCL5-CCRS5 o6rnegi ile Sekil 7’de gosterilmistir. Yedi
transmembran G-protein ¢ifti yapisindaki kemokin reseptoriiniin aktivasyonu ile,
olduk¢a kompleks olan sinyal yolu aktive olarak tirozin fosforilasyon sinyal
kaskadini harekete gegirir (91,105).

Kemokinler ve reseptorlerinin beyin dokusunda eksprese oldugunu
gosteren ilk ¢aligmalar 90’11 yillarin baslarinda yapilmistir (106,107). Giiniimiizde
SSS’nin endojen hiicrelerini olusturan astrositler, oligodendrositler, mikroglia ve

noronlar tarafindan farkli kemokinlerin sentez edildigi bilinmektedir (108—111).
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Bu endojen hiicrelerin tiimii fonksiyonel kemokin reseptorii de eksprese

etmektedirler (112,113).

Ekstaselliiler matriks

(CCLS CCLE ™
(OCLSY Chemokine Receptor \_ﬁw‘;
Dimerization/Dligomerization e

r's 3

Recepitor Transactivation
- -

Sitoskeletal reorganizasyon

Fokal Adezyon
Reseptor kiimelesmesi
Transkripsiyon ﬁ

Iy Kemotaksis
Faktorlerinin
Aktivasyonu l

Gen diizenlenmesi

Hiicre biiyiimesi, ayrigsma, sitokin iiretimi ve apoptoz

@ CCRS .{;g} Protesglycans

Sekil 7: T hiicrelerde CCL5-CCRS sinyalinin sematik goriintiisii (91). (CCL5

ekstraselliler matrikste veya CCLS5 sekrete eden hiicre ylizeyinde glikozaminoglikana baglanir ve
kemokin  agregasyonunu  artirir.  CCRS5’e¢  baglanan  CCL5  agregatlari  reseptdriin
dimerizasyon/oligomerizasyonunu tetikler. CCL5, CCRS5 ve T hiicre reseptér komponentinin

transaktivasyonu araciligi ile sinyal yolagini aktive eder)

SSS’de kemokin reseptor ekspresyonu, TGF-B1 ve IFN-y gibi enflamatuar

mediatorler tarafindan diizenlenmektedir. Uyarilmamis hiicrelerin de reseptor
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eksprese edebildigi birgok calismada gosterilmistir (114,115). CX3CLI1
(Fractalcine) noronlar, CXCL12 ise astrositler tarafindan normal beyin dokusunda
eksprese olmaktadir (116—118).

Periferde bulunan ¢ok sayida kemokin ile karsilagtirildiginda, SSS’de
patolojik kosullarda nispeten daha az kemokin bulunur. Sayisi az olmasina karsin
SSS kemokinleri nérodejenerasyonda ¢cok onemli fonksiyonlara sahiptir. Hasarl
beyin dokusunda bulunan kemokinler; CCL2, CCL3, CCL4, CCLS, CCLS,
CXCL8 ve CXCL10’dur (108-111). Glial kemokinlerin SSS enflamasyonunda
onemli rol oynadiklarini gosteren caligmalar vardir (119—-122). Dolayisiyla glial
kemokin ekspresyonunu inhibe etmeye yonelik tedaviler norodejeneratif
hastaliklarda ©on plana c¢ikmaya baglamistir. Deneysel c¢alismalarda glial
kemokinlerin, sitokinler, bakteriyel toksinler, f-amilod veya viral proteinler gibi
cok sayida pro-enflamatuar ve anti-enflamatuar faktorler tarafindan tetiklendigi
gosterilmigtir  (123-126). Ancak glial kemokin ekspresyonunu diizenleyen
mekanizmalar in vivo olarak halen tam agiklik kazanamamustir.

Norodejeneratif durumlarda sadece glial hiicreler degil, néronlar tarafindan
da CCL2, CXCL10 ve CCL21 gibi sekonder lenfoid doku kemokinlerinin
eksprese oldugu goriilmiistiir. Noronal kemokinler genellikle glial olanlara gore
daha hizli bir sekilde eksprese olurlar. Noronal hasar sonrasinda glial kemokinler
1-3 giin igerisinde ortaya ¢ikarken, ndronlarda bu siire 6-12 saattir (127-131). Bu
stire, noronal-kemokinlerin daha spesifik etkileri oldugunu, dolayisiyla ndronal
kemokinlerin hasar sonrasi noronlar ile glial hiicreler arasinda erken bir iletisim

sistemi olugturduklarini diisiindiirmektedir (132).
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3.3.5. SSS’de Kemokin ve Reseptorlerinin Fonksiyonlar:

3.3.5.1. Noroenflamasyon

Kemokinler, beyinde lokal immiin yanit ve 16kosit gogiinii diizenlerler.
SSS’nin immiin hiicrelerini olugturan astrosit ve mikroglialar farkli tipte kemokin
tiretirler. Glial hiicrelerin KBB ile olan yakin iliskileri nedeniyle, 16kositlerin
beyin infiltrasyonlarmni diizenledikleri kabul edilmektedir (133). Ilave olarak
insanlarda beyinde kiiciik damar yiizeylerinde kemokinleri baglayan bolgeler
gosterilmistir (134).

Tiim norodejeneratif hastaliklar kemokin ekspresyonu, lokal glial hiicre
aktivasyonu ve 16kosit gocii ile birliktedir. insanda SSS hastaliklari ile iliskili
kemokin ve kemokin reseptorleri, Tablo 3’de ozetlenmistir. SSS’ye hiicre
gbcliniin tipi ve olugsacak immiin yanit, patolojik siirecin tipine gore eksprese olan
kemokinle direkt iliski gdsterir (135). Lokosit infiltrasyonu ile karakterize olan
SSS hastaliklarinin en iyi bilineni MS’dir. DOE’de, CCR2 knockout farelerde MS
gelismedigi, CCL2 knockout farelerde ise makrofaj infiltrasyonunun azaldigi

gosterilmistir (120-122).

3.3.5.2. Noroprotektif Etkileri

CX3CLI1, CXCL12, CCL3 ve CCLS5 ile ko-stimiilasyon, noronlarda gp-
120-iliskili apoptozu onler (136-138). Ayni1 zamanda CXCL8, CXCL12, CCL5 ve
CCL2 gibi kemokinler, N-Metil D-Aspartat (NMDA) veya B-amiloid aracili nron
Olumii gibi farkli hasarlara kars1 da koruyucudur. Ancak néronal kemokin reseptor

subtipleri ile iliskili ¢eliskili bilgiler de vardir (139-141).
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Tablo 3. Insanda SSS hastaliklari ile iliskili kemokin ve kemokin reseptérleri

(108-111,150).

SSS patolojisi Kemokinler Kemokin reseptorleri
Alzheimer hastahg MCP-1/CCL2 CCR3
IP-10/CXCL10 CCRS
MIP-1B/CCL4 CXCR2
CXCR3
Multiple Skleroz MCP-1/CCL2 CCR2
MCP-2/CCL8 CCR3
MCP-3/CCL7 CCRS
RANTES/CCL5 CXCR3
MIP-10/CCL3
MIP-1B/CCL4
IP-10/CXCL10
MIG
HIV-1-iliskili demans MCP-1/CCL2 CCRS
CXCR4
HIV ensefaliti MCP-1/CCL2 CCR2
MIP-10/CCL3 CCRS
MIP-1B/CCL4 CXCR4
Menenjit MCP-1/CCL2

Beyin travmasi

Behcet hastahg:
Myelopati

Spinal kord yaralanmasi

MIP-10/CCL3
MIP-1p/CCL4
Gro-a
IL-8/CXCLS8
IP-10/CXCL10

MCP-1/CCL2
IL-8/CXCL8

MIP-10/CCL3
MIP-10/CCL3
MCP-1/CCL2

MIP-10/CCL3
Gro- o

(IL-8, interlokin 8; IP-10, interferon-y-inducible protein 10; MCP, monocyte chemoattractant protein;

MIG, monokine induced by interferon y; MIP, macrophage inflammatory protein; RANTES, regulated

on activation, normal T cells expressed and secreted.)
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3.3.5.3. Noral Gelisime Etkileri

Noronlarin kemokin reseptdr ekspresyonu, noronal onciillerin gogiinii
diizenleyerek beynin gelisimine onemli katkilar saglar. Bu deneysel olarak
gosterilmistir (142). CXCL12 ile CXCR4’lin aktive olamadigr hayvanlarin
dogumdan hemen sonra 6ldiigii ya da beyin anomalisi olustugu goriilmiistiir
(143). insanda da fotal sinir dokusunda, néronal CCL2 ve astrositik CXCR3’iin
gelisimsel ekspresyonu oldugu bildirilmekle birlikte, bu proteinlerin noral

gelisimdeki fonksiyonlar halen arastirilmaktadir (144,145).

3.3.5.4. Norotransmisyona Etkileri

Astrositler ve sinapslar arasindaki yakin komsuluk, son yillarda sinaptik
transmisyonda astrositlerin rollerinin aragtirilmasina ilgi ¢ekmistir. Astrositlerden
salinan glutamat, sinaptik gecisin etkinligini kontrol etmektedir (146). Kemokinler
glutamat salinimini diizenleyici etkiye sahiptir. CXCL12’nin serebellar Purkinje
hiicrelerinde kalsiyum gecisini uyarirken ayn1i zamanda astrositin glutamat
salimmmint etkileyerek spontan sinaptik aktiviteyi de diizenledigi gosterilmistir
(141,147). Son yillarda kemokinlerin sinaptik ge¢is iizerine olan etkilerinde ndron
elektrofizyolojisini direkt olarak etkilemelerinin de rol oynadigi bildirilmigtir

(148,149).

3.4. MULTIPLE SKLEROZ’DA KEMOKINLER

Cok sayida terapotik ajan denenmekle birlikte, MS tedavisi halen

¢Oziilememis bir bilmece olmaya devam etmektedir. Son yillarda, 16kositlerin

33



SSS’ne gogiinde rol alan spesifik kemokinlere yonelik uygulamalarin MS
tedavisinde faydali olacagini diisiindiiren gelismeler olmustur (5).

Insanlarda yapilan klinik ¢alismalarda, MS’in gelisimi siiresince kemokin
ve kemokin reseptor ekspresyonunun anlamli diizeylerde bozuldugu gosterilmistir
(17,151-153). Multiple Skleroz’da SSS’de rol alan kemokin ve kemokin
reseptorleri Tablo 4’de gdsterilmistir.

Tablo 4. Multiple Skleroz’da SSS’de rol alan kemokin ve kemokin
reseptorleri

Kemokinler Kemokin
Reseptorleri
MCP-1/CCL2 CCR2
MCP-2/CCL8 CCR3
MCP-3/CCL7 CCR5
RANTES/CCL5 CXCR3

MIP-10/CCL3
MIP-1B/CCL4
IP-10/CXCL10
MIG

3.5. GA VE KEMOKINLER

GA ile tedavi edilen MS hastalarinda Thl hiicrelerin enflamasyon
bolgesine gociinden sorumlu olan kemokin reseptorlerinin ekspresyonunda
belirgin azalma olmaktadir. Ozellikle bu azalma CXCR3 ve CCR5’te belirgindir.
Bu iki kemokin reseptorii, MS hastalarinin beyin dokusunda patojenitenin
olusmasina eslik ettigi gosterilmis reseptorlerdir. Tedavi sonrast CXCR3’{in IP-10

ligandi, CCR5’in de RANTES ligandi ile baglanma kapasitesi azalmaktadir (154).
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CXCRG6 periferik Thl hiicrelerden eksprese olmaktadir. Hem GA-spesifik
hem de MBP-spesifik T hiicrelerde CXCR6 ekspresyonunun GA tedavisi ile
azaldig1 gozlenmistir (154). Th2 efektor hiicreler ile iliskili CCR4’{in de tedavi ile
azaldigi, lenf noduna gog¢ ile iliskili bir kemokin reseptorii olan CCR7
ekspresyonunun ise arttigi ve ligandi olan MIP-3p ile daha iyi migrasyon
gosterdigi goriilmiistiir. GA’nin kemokin reseptérleri iizerine olan etkileri CD4™ T
hiicrelerde belirgin olmakla birlikte, CD8" T hiicrelerinin de reseptor
ekspresyonunu etkileyebilmektedir. Bu bilgiler, GA’nin MS hastalarinda periferde
de  kemokin  reseptorlerinin  diizenlenmesine  katkida  bulundugunu
desteklemektedir.

Son yillarda immiinoloji alanindaki gelismeler, geng erigkinlerde en sik
norolojik fonksiyon kaybina yol acan MS’de, demiyelinasyon ile birlikte
ndrodejeneratif siirecin de erken donemde immiinopatogenezde rol oynadigini
gosteren kanitlar sunmustur. Bu veriler immiinmodiilator etkili terapdtik ajanlarin
hastaligin erken donemlerinden itibaren kullanilmasi goriisiinii  glindeme
getirmistir. GA, MS’te immiinomodiilasyon amaciyla kullanim onayr almis bir
sentetik polipeptittir. GA’nin SSS’de anti-enflamatuar ve noroprotektif etkilerini
gosteren caligmalar bulunmakla birlikte, farkli myelin antijenlerinin rol
oynadigimin diislintildiigiic MS tiplerinde etkisini arastiran g¢aligmalar nispeten
azdir. Bu ¢aligmanin amaci; farkli myelin antijenleri (MOG, MBP ve PLP) ile
olusturulan DOE’de, GA’nin kemokin ekspresyonu {iizerine etkilerini incelemek
ve kemokin ekspresyonu iizerinden etkili olabilecek yeni tedavi yaklagimlarina

yonelik, literatiire katki saglamaktir.
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4. GEREC ve YONTEM

Calismada, 8-10 haftalik disi Wistar cinsi farelerden olusturulan bir
kontrol (K) ve 6 ¢alisma grubu (C-1, C-2...... C-6) olmak tizere toplam 7 grup
olusturuldu. Kontrol grubuna 14, ¢alisma gruplarina ise 20’ser adet fare alindi.
Hayvanlar 5’erli gruplar halinde, yem ve su ihtiyaglarim1 karsilayabilecekleri
uygun kafes ortaminda, oda 1sisinda Firat Universitesi Deneysel Arastirma Birimi
(FUTDAM) Hayvan Laboratuvari’nda, muhafaza edildi. Calismanin etik onay1,
Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan alind.

Birinci grup kontrol grubu (K) olarak belirlendi. Ilk 3 ¢alisma grubu C-1,
C-2 ve C-3 olarak adlandirildi ve gruplara sirasiyla MOG, MBP ve PLP ile DOE
indiiksiyonu yapildi. C-4, C-5 ve C-6 gruplarina ise dnce GA uygulandi ve
bundan 7 giin sonra, sirastyla MOG, MBP ve PLP ile DOE indiiksiyonu yapildu.
DOE indiiksiyonu literatiire uygun olarak gerceklestirildi (155,156).

Caligmanin ilk giinii tedavi grubunu olusturan C-4, C-5 ve C-6 ¢alisma
gruplarma 10pg/kg GA (Copaxone®; Teva Pharmaceutical Industries, Ltd. Petah
Tiquava, Israel) 100 ul incomplete Freund’s adjuvant (IFA-Difco) ile birlikte
subkutan olarak uygulandi. Uygulamanin yedinci giiniinde kontrol ve g¢aligma
gruplarma 100 pl “incomplete Freund’s adjuvant (IFA-Difco)”, 100 ul salin ve
%50 vol/vol, Smg/ml Mycobacterium tuberculosis (strain H37RA; Difco, Detroit,
MI 48232 — 7058 USA) karigimindan olusan “complete Freund’s adjuvant (CFA)”
ile birlikte, C-1 ve C-4 gruplarina MOGss_ss (rat, mause synthetic peptide, Sigma-
aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) 200ug/fare, C-2 ve C-5 gruplarina MBPgg_g»
(Guinea Pig Fragment 68-82, Sigma-aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) 25

pg/fare, C-3 ve C-6 gruplarina ise PLP;39.15; (AnaSpec, San Jose, CA) 100 pg/fare
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olacak sekilde kuyruk tabanindan subkutan verildi. PLP uygulanan C-3 ve C-6
calisma gruplarina ayrica indiiksiyonun 0. ve 1. gilinlerinde 200 ng/fare pertussis
toksin (PTX, Sigma-Aldrich) intra-peritoneal olarak uygulandi. Calismada

uygulanan immiinizasyon semasi Tablo 5’de 6zetlenmistir.

Tablo 5. Hayvanlarin immiinizasyon semasi

C-1

C-2

C-3

C-4

C-5

C-6

IFA+GA

IFA+GA

IFA+GA

CFA+MOG

CFA+MBP

CFA+PLP
+PTX

CFA+MOG

CFA+MBP

CFA+PLP
+PTX

PTX

PTX

Dekap

Dekap

C, Calisma grubu; IFA, incomplete Freund’s adjuvant; GA, Glatiramer Acetate; CFA, complete
Freund’s adjuvant; MOG, Myelin Oligodendrosit Glikoptrotein; MBP, Myelin Basic Protein; PLP,
Proteolipid Protein; PTX, Pertussis toxin; Dekap, Dekapitasyon

Immiinizasyon sonrasinda hayvanlar giinliik olarak degerlendirildi, viicut
agirliklart ve klinik bulgular1 kaydedildi. DOE semptomlarma bagli olusan

fonksiyonel kayiplarin derecesini degerlendirmek igin 0-5 skalasi kullanildi

(157,158).

Klinik Skorlama;
Grade 0: Klinik olarak hastalik yok
Grade 1: Kuyruk tonusunda azalma

Grade 2: Hafif monoparezi veya paraparezi

Grade 3:
Grade 4:
Grade 5:

Parapleji
Kuadriparezi

Olim
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Kontrol ve calisma grubundaki hayvanlar immiinizasyondan sonraki 14.
giinde dekapite edilerek kanlart alindi. Kemokin analizi i¢in kanlar santrifiij
edilip, elde edilen serum -80 ‘C’de derin dondurucuda calisildigi giine kadar
bekletildi. Kemokin analizleri RANTES (Biosource, California, USA), MIP-2
(Biosource, California, USA) ve IP-10 (R&D Systems, Minneapolis, USA) fare
kitleri kullanilarak enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi ile,
caligsma prosediiriine uygun olarak Triturus Analyzer (Spain) tam otomatik ELISA

cihazi ile yapildu.

4.1. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS 15.0 paket
programi kullanildi. Veriler Ortalama + Standart sapma olarak sunuldu. Verilerin
normallik dagilimi gosterip gostermedigini saptamak icin Shapiro-Wilk testi
uyguland1 ve bazi gruplarin (MIP-2 ve IP-10 degerleri) normal dagilima uymadigi
gozlendi. Bu nedenle gruplar arasi kemokin dlglimlerinin karsilastirilmasinda
Kruskal-Wallis H testi uyguland1 ve gruplar arasi anlamlilik oldugu goézlendi.
Gruplarn ikili karsilastirmalarinda Mann-Whitney U testi kullanildi ve p<0.05

olan degerler anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

Calisma gruplarimin post-immiinizasyon mortalite oranlar1 %20 ile %65
arasinda degigsme gosterdi. En fazla fare kayb1 PLP ile immiinizasyon yapilan C-3
ve C-6 gruplarinda gozlendi. Tiim gruplardaki fare 6liimleri akut olarak gelisti ve
hicbir hayvanda 6liim 6ncesi klinik bulgu gézlenmedi. Tiim klinik ve laboratuar
degerlendirmeler canli kalan hayvanlar iizerinde yapildi. Kontrol grubuna alinan
14 hayvan da calismay1 tamamladi.

Calisma gruplarinin ortalama hastalik baslangiglari, ortalama klinik

skorlar1 ve mortalite oranlar1 Tablo 6’da gdsterilmistir.

Tablo 6. Gruplarin DOE gelisme zamani, klinik skor ve mortalite oranlari

Grup Ortalama hastahk Ortalama klinik Mortalite
baslangici (giin) skoru

C-1 10,14+£1,16 2,35+0,84 %30 (6/20)

(MOG)

C-2 10,73+1,03 2,20+0,86 %25 (5/20)

(MBP)

C-3 9,28+1,11 3,2840,75 %065 (13/20)

(PLP)

Cc-4 12,20+0,83 0,57+0,85 %30 (6/20)

(GA+MOG)

C-5 12,40+0,89 0,43+0,72 %20 (4/20)

(GA+MBP)

C-6 9,75+0,95 1,14+1,21 %65 (13/20)

(GA+PLP)

MOG ile immiinize birinci ¢aligma grubundaki (C-1) hayvanlardan 3’i
immiinizasyon Oncesinde, 3’li ise post-immiinizasyon ilk ii¢ gilin igerisinde
kaybedildi. C-1 calisma grubundan 14 hayvan c¢alismay1 tamamladi. MBP ile
immiinize ikinci ¢alisma grubundaki (C-2) hayvanlardan 2’si immiiniizasyon

oncesi, 3’0 de post-immiinizasyon 4. ve 5. giinlerde kaybedildi. C-2 c¢alisma
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grubundaki deneklerden 15’1 ¢alismayi tamamladi. PLP ile immiinize edilen
hayvanlarin (C-3) 13’1, post-immiinizasyon 2 — 6. giinler arasinda kaybedildi.
Calismay1 sadece 7 fare tamamlayabildi. Kaybedilen hayvanlarda oliim akut
olarak gelismis olup, hi¢bir hayvanda O6liim Oncesi yapilan son muayenede
hastalik belirtisi gozlenmemisti.

Tedavi gruplarindaki hayvan oOlimleri de benzer sekilde go6zlendi.
GA+MOG uygulanan C-4 grubunda, 1’1 GA 6ncesi, 2’si GA sonrast, 3’1 de MOG
immiinizasyonu sonrasi 2. ve 3. giinlerde olmak {izere toplam 6 hayvan 6ldi,
calismay1 14 hayvan tamamladi. GA+MBP uygulanan C-5 grubunda, 2’si GA
sonrast ve 2’si MBP uygulamasindan sonraki 3. ve 5. gilinlerde olmak {iizere
toplam 4 hayvan kaybedildi. 16 fare c¢aligmayr tamamladi. Altinc1 ¢alisma
grubunda ise 13 hayvan kaybedildi, bunlardan 1’1 GA uygulamasi sonrasi 2.
giinde, 12’si ise PLP uygulamasi sonrasindaki 1. ve 4. giinler arasinda 6ldii.
Calismay1 7 hayvan tamamladi. Tedavi grubunda kaybedilen hayvanlarin da son
muayenelerinde herhangi bir hastalik semptomu gézlenmedi.

Calismayr tamamlayan C-1, C-2 ve C-3 gruplarindaki hayvanlarin
timiinde hastalik semptomlar1 gozlendi. Ortalama hastalik gelisme giinleri; C-
1’de 10,14+£1,16 giin olup minimum (min) 8. ve maksimum (max) 12. gilinlerde
hastalik gelistigi gozlendi. Ortalama hastalik gelisimi C-2’de 10,73+1,03 (min 9.
ve max 12. giin) ve C-3’de ise 9,28+1,11 (min 8. ve max 11. giin) idi (Sekil 8).

Tedavi uygulanan gruplardan C-4’de 5 (%35,7), C-5’de 5 (%31,2), C-6’da
ise 4 (%57,1) hayvanda hastalik gelistigi gozlendi. Ortalama hastalik gelisme

giinleri C-4’de 12,20+£0,83 (minimum 11. ve maksimum 13. giin); C-5’de
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12,40+0,89 (minimum 11. ve maksimum 13. giin) ve C-6’da ise 9,75+0,95

(minimum 9. ve maksimum 11. giin) idi (Sekil 8).

n=5 n=5
13

n=14 n=15

|

n=7

=

|

I
i

Hastalik gunu

=
o
1

c-1 c-2 ¢-3 c-4 G-5 c-6

Sekil 8. Calisma gruplarimin hastalik olusma giinlerine gore dagilhim (C-1,
MOG; C-2, MBP; C-3, PLP; C-4, GA+MOG; C-5, GA+MBP; C-6, GA+PLP uygulanan g¢aligma
gruplari).

Calisma gruplarinin ortalama hastalik skorlari, maksimum hastalik diizeyi
olarak kabul edilen dekapitasyon giinii degerlendirildi. Ortalama hastalik skorlari
C-1"de 2,35+0,84 (min 1, max 4); C-2’de 2,20+0,86 (min 1, max 4); C-3’de
3,28+0,75 (min 2, max 4) olarak gozlendi. Tedavi gruplarinda hastalik gelisimi
gbzlenen hayvanlarda ortalama skor ve maksimum hastalik skorlar1 ise; C-4’de
0,57+0,85 (max 2); C-5’de 0,43+0,72 (max 2) ve C-6’da 1,14+1,21 (max 3) idi

(Sekil 9).
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n=14 n=15 n=7

n=4

n=5 n=5

Klinik skor
it

¢-1 ¢-2 ¢-3 C-4 -5 c-6

Sekil 9. Calisma gruplarmin klinik skorlarina gore dagilim (C-1, MOG; C-2,
MBP; C-3, PLP; C-4, GA+MOG; C-5, GA+MBP; C-6, GA+PLP uygulanan ¢alisma gruplart).

Kontrol ve ¢alisma gruplarinin RANTES, MIP-2 ve IP-10 degerleri Tablo
7’de gosterilmistir.

Kontrol grubunun RANTES degeri 314,71+ 81,45 pg/mL olup, MOG ile
DOE gelistirilen C-1 grubunda bu degerin 370,42+44,55 pg/mL diizeylerine
yiikseldigi ve iki grup arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gbzlenmistir (p=0,013). MBP ile immiinize C-2 grubunun ortalama RANTES
degeri 376,93+62,12 pg/mL olup, kontrol grubu ile karsilastirildiginda

aralarindaki fark p=0,019 diizeyinde anlamlilik géstermistir. PLP grubunda (C-3)
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ise RANTES diizeyi (567,85+205,26 pg/mL) hem kontrol hem de C-1 ve C-2
gruplaria gore daha fazla artis gostermistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel anlamlilik oranlarinda artis goriilmiistiir (p=0,004) (Tablo 7, 8, 9, 10,

Sekil 10).

Tablo 7. Calisma ve kontrol gruplarinin ortalama RANTES, MIP-2 ve IP-10

degerleri
Grup RANTES MIP-2 1P-10
(CCL5) (CXCL-2) (CXCL10)
KONTROL 314,71+81,45 49,10+22,14 71,12+7,30
(183,00 - 522,00) (25,10-97,10) ( 60,00 - 84,80 )
C-1 370,42+44,55 60,56+12,50 78,85+6,89
(MOG) (307,00 — 438,00 ) (42,70-90,30) (64,40 —89,10)
C-2 376,93+62,12 58,59+13,43 78,96+5,76
(MBP) (301,00 — 507,00 ) (34,90 —93,60) (71,60 — 89,80 )
C-3 567,85+205,26 141,61£69,65 80,87+2,54
(PLP) (321,00 — 866,00 ) (70,00 — 260,00 ) (78,20 —85,40)
C-4 298,64+50,45 30,20+6,11 64,66+3,98
(GA+MOG) (219,00 —393,00) (19,70-39,30) (60,00 —71,60)
C-5 258,37+39,56 38,40+13,51 66,03+3,82
(GA+MBP) (204,00 — 349,00 ) (22,40 —61,80) (60,90 —77,50)
C-6 292,85+67,22 32,35+£10,26 72,5442 .51
(GA+PLP) (225,00 — 416,00 ) (20,40 —51,20) (70,20 —77,10)

(ortxsd, pg/mL, parantez i¢leri maksimum ve minimum degerleri gostermektedir)

MIP-2 diizeyi kontrol grubunda 49,10+22,14 pg/mL olup, calisma
gruplarinda artarak C-1’de 60,56+12,50 pg/mL’ye, C-2’de 58,59+13,43 pg/mL’ye
ve C-3’de ise 141,61+£69,65 pg/mL ile en yliksek degere ulagsmistir. Kontrol ve C-

1, C-2, C-3 gruplarinin MIP-2 degerlerinin karsilastirilmasinda sirasiyla; p=0,011,
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p=0,018 ve p=0,001 diizeylerinde anlamli fark gozlenmistir (Tablo 7, 8, 9, 10,

Sekil 11).

Tablo 8. MOG ile olusturulan DOE’de GA’min, RANTES, MIP-2 ve IP-10

ekspresyonu iizerine etkisi

Grup Kontrol C-1 C-4

RANTES 314,71+ 81,45 370,42+44,55* 298,64+50,457
MIP-2 49,10+22,14 60,56+12,50* 30,206,117
IP-10 71,12+7,30 78,85+6,89* 64,66+3,981

* Kontrol ve C-1, p<0,05; 1, C-1 ve C-4, p<0,01

Kontrol grubunda 71,12+7,30 pg/mL olan IP-10 degerinin, C-1’de
78,85+6,89 pg/mL, C-2’de 78,96+5,76 pg/mL ve C-3’de 80,87+2,54 pg/mL
oldugu gozlenmistir. Uc¢ c¢alisma grubunun da kontrol grubu ile
karsilastirilmasinda, C-1’de p=0,012; C-2’de p=0,005; C-3’de p=0,004
diizeylerinde anlaml1 artis tespit edilmistir (Tablo 7, 8, 9, 10, Sekil 12).

Glatiramer asetat’in MOG, MBP ve PLP antijenleri ile olusturulan DOE
modellerinde kemokin ekspresyonu iizerine etkilerini incelemek i¢in, C-1 ve C-4,
C-2 ve C-5 ile C-3 ve C-6 gruplarinin RANTES, MIP-2 ve IP-10 degerleri
karsilastirildi.

MOG ile immiinize grupta (C-1) RANTES degeri 370,42+44,55 pg/mL
iken, MOG immiinizasyonu oOncesi GA verilen C-4 grubunda bu degerin
298,64+50,45 pg/mL oldugu gdzlendi. Iki grup arasindaki fark p=0,001 diizeyinde
olup, istatistiksel olarak anlamli bulundu. MIP-2 degeri C-1 grubunda
60,56+12,50 pg/mL, C-4’de ise 30,20+6,11 pg/mL; IP-10 degerleri ise C-1’de

78,85+6,89 pg/mL, C-4’de 64,66+3,98 pg/mL olarak bulundu. Her iki kemokin
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icin de C-1 ve C-4 gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamlilik diizeyi p=0,000 idi

(Tablo 8, Sekil 10, 11, 12).

Tablo 9. MBP ile olusturulan DOE’de GA’nin RANTES, MIP-2 ve I1P-10

ekspresyonu iizerine etkisi

Grup Kontrol C-2 C-5

RANTES 314,71+ 81,45 376,93+62,12%* 258,37+£39,561
MIP-2 49,10+£22,14 58,59+13,43* 38,40£13,51
1P-10 71,12+7,30 78,96+5,761 66,03+3,827

* Kontrol ve C-2, p<0,05; i, Kontrol ve C-2, p<0,01; f, C-2 ve C-5, p<0,005

MBP ile DOE olusturulan C-2 grubu ile immiinizasyon oncesi GA
uygulanan C-5 grubunun sirasiyla RANTES diizeyleri 376,93+62,12 pg/mL ve
258,37439,56 pg/mL; MIP-2 diizeyleri 58,59+13,43 pg/mL ve 38,40+13,51
pg/mL; IP-10 diizeyleri ise 78,96+5,76 pg/mL ve 66,03+3,82 pg/mL olup, her ii¢
kemokin degerinde tedavi grubunda gézlenen azalma istatistiksel olarak anlamh
idi (RANTES ve IP-10 i¢in p=0,000; MIP-2 i¢in p=0,002) (Tablo 9, Sekil 10, 11,

12).

Tablo 10. PLP ile olusturulan DOE’de GA’nin, RANTES, MIP-2 ve 1P-10

ekspresyonu iizerine etkisi

Grup Kontrol C-3 C-6

RANTES 314,71+ 81,45 567,85+£205,26*  292,85+67,22F
MIP-2 49,10+£22,14 141,61+69,65* 32,35+10,26F
1P-10 71,12+7,30 80,87+2,54* 72,542,517

* Kontrol ve C-3, p<0,005; t, C-3 ve C-6, p<0,05
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DOE immiinizasyonu i¢in PLP uygulanan grupta (C-3) kontrol grubuna
gore kemokin ekspresyonunda goézlenen asir1 artisin, GA uygulandiginda (C-6)
kontrol degerleri diizeyine geriledigi gozlendi. C-3 grubunda 567,85+205,26
pg/mL olan RANTES dizeyi, C-6’da 292,85+67,22 pg/mL olup, iki grup
arasindaki fark anlamli idi (p=0,006). MIP-2 diizeyi C-3’de 141,61+69,65 pg/mL,
C-6’da 32,35+10,26 pg/mL (p=0,002); IP-10 ise C-3’de 80,87+2,54 pg/mL, C-
6’da 72,54+£2,51 pg/mL (p=0,002) olup, gruplar aras1 fark anlamli diizeye ulasti

(Tablo 10, Sekil 10, 11, 12).
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Kontrol c-1 c-2 c-3 c-4 C-5 C-6

Sekil 10. Calisma ve kontrol gruplarimin RANTES degerlerine gore dagilimi.
(C-l, MOG; C-2, MBP; C-3, PLP; C-4, GA+MOG; C-5, GA+MBP; C-6, GA+PLP uygulanan c¢aligma
gruplart)
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Sekil 11. Calisma ve kontrol gruplarinin MIP-2 degerlerine gore dagilim. (¢-
1, MOG; C-2, MBP; C-3, PLP; C-4, GA+MOG; C-5, GA+MBP; C-6, GA+PLP uygulanan g¢alisma
gruplart)
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Sekil 12. Calisma ve kontrol gruplarimin IP-10 degerlerine gore dagilimu. (C-1,
MOG; C-2, MBP; C-3, PLP; C-4, GA+MOG; C-5, GA+MBP; C-6, GA+PLP uygulanan g¢aligma
gruplart)
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6. TARTISMA

Deneysel Otoimmun Ensefalomyelit, SSS’nin CD4" Thl hiicre-aracili
enflamatuar demiyelinizan bir hastalig1 olup, insanda MS patogenezi ile ilgili
mekanizmalart ¢aligmak i¢in kullanilan bir modeldir (159,160). DOE farelerde
farkli miyelin antjenleri kullanilarak olusturulabilmektedir. Ayrica antijen ile
uyarilmig T hiicrelerin adoptif transferi yoluyla da normal farelere transfer
edilebilir (161,162). Aktive T hiicrelerin SSS’ye girisinde doku adezyon
molekiilleri ile kemokinler nemli rol oynamaktadir (162-165).

Deneysel Otoimmun Ensefalomyelit’in 6zellikle kronik relapsing seyri,
RR-MS klinigi ile benzerlik gosterir. Erken donemdeki aktif fazda hem DOE hem
de MS’de SSS’de yaygin perivaskiiler enflamatuar birikimler goriliir. Bu
enflamatuar bolgelerin olusum mekanizmalar1 halen arastirilmaktadir. Bu siirecte
kemoatraktan sitokinler olan kemokinlerin énemli rol oynadiklar1 yoniinde ciddi
kanitlar vardir (108,166). Kemokin ekspresyonu hastaligin klinik ve histolojik
bulgularinin ortaya ¢ikmasini takiben olusmaktadir (168). MS’in aktif fazi
stiresince hem TNF-a, [FN-y, IL-1, IL-12 gibi Th1 sitokin diizeyleri hem de CC
ve CXC kemokin ailesi liyelerinin diizeylerinin arttig1 gdsterilmistir (18,151,169-
172). Deneysel c¢alismalarda, otoimmiin enflamasyon sirasinda kemokin
tiretiminin, proenflamatuar sitokinler tarafindan diizenlendigi ve immiin
demiyelinasyonda onemli katkilar1 oldugu gosterilmistir (173—177). Yine ¢ok
sayida klinik ¢aligmada, MS hastalarinin kan, beyin omurilik sivisi ve beyin
dokusundaki lezyonlarinda kemokinlerden 6zellikle MCP-1/CCL2, MIP-
la/CCL3, MIP-1B/CCL4, RANTES/CCL5 ve IP-10/CXCL10’un onemli rol

oynadiklar1 bildirilmistir (178).
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Multiple Skleroz progresif demiyelinasyon ve akson kaybina bagl
oziirlillik olusturan bir SSS hastalig1 olarak kabul edildiginden, son yillarda
immiinmodiilator ajanlarin tedavide kullanimi 6n plana ¢ikmistir. Giiniimiizde bu
amagla kullanilan ajanlardan birisi olan GA ile yapilan in vitro ve klinik
calismalar, bu sentetik polipeptitin MS hastalik seyrinde relaps ve oOziirliilitk
oranlari ile birlikte MRG’de lezyon yiikiinii azalttigini1 gostermektedir (23,57,179—
183). MS’deki etki mekanizmalar1 ve immiin parametreler {izerine etkileri ile ilgili
yapilan c¢aligmalara ragmen, halen GA’nin sitokin ve kemokin ekspresyonu
tizerine olan etkileri ile ilgili bilgiler oldukga azdir (184).

Glatiramer asetat’mn MS’te kulanimi ile ilgili ¢ok sayida klinik ¢ok-
merkezli ¢alisma vardir. Bornstein ve ark. (185) 1982°de yaptigi caligmada
subkutan (SC) 20 mg kullaniminin giivenli oldugunu ve iyi tolere edildigini
gostermistir. Yine ayni yazarlarin 1987 yilinda yaptig1 ¢ift-kor, plasebo kontrollii
calismada ise, GA’nin RR-MS’li hastalarda relaps oranlarini gerilettigini, ayni
zamanda Ozirlilik skorlarinda ciddi diizeylerde gerileme olusturdugunu
bildirmistir (182). Bu ¢alisma ayni zamanda GA’nin hastaligin erken déneminde
baslanmasi ve uzun siire kullanimi ile daha iyi klinik sonuglar alinacagi gorisiini
de desteklemektedir. Bu bulgular yeni ¢aligmalarin yapilmasi konusunda 6nemli
bir kaynak olarak kabul gérmiistiir.

90’11 yillarin basinda Jhonson ve ark. (23) EDSS skoru 0 ile 5 arasinda
degisen RR-MS’li, 2 yil siire ile 20 mg (SC) GA kullanan hastalar1 plasebo grubu
ile karsilagtirmig ve yillik relaps oranlarinda %29 azalma oldugunu, ilag birakma
oranlar1 agisindan ise hastalar ile plasebo grubu arasinda fark olmadigini

bildirmislerdir.
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Yillik relaps oranlarindaki azalma farkli calismalarda birbirine yakin
sonuglar gostermistir. Bu oranlar %32, %21 ve %33 seklinde degisiklik
gostermektedir (57,181,186). Tedavi degerlendirme ¢alismalarinda daha uzun
stireli sonuglar i¢in arastirmalar devam etmektedir.

Magnetik Resonans Goriintiileme’de tespit edilen lezyonlara GA’nin
etkisini inceleyen c¢alismalarda, kontrast tutan lezyonlarin zaman igerisinde
azaldig1 gosterilmistir (186). Acik-etiketli bir ¢alismada ise, kontrast tutulumu ile
birlikte, beyin atrofisi ve T2 / T1 lezyon voliimlerinde de olumlu degisiklikler
oldugu bildirilmistir (187). Bu ¢alismalar halen devam etmekte ve periyodik
olarak sonuglar yayimlanmaktadir.

Glatiramer asetat’in hastalik aktivitesi iizerine olan etkilerinin MRG
Olctimleri ile belirlendigi en genis ¢alisma Avrupa/Kanada ¢cok merkezli, ¢ift-kor,
plasebo-kontrollii ¢alismadir (57). RR-MS’li hastalarda, 9 aylik c¢alisma
sonucunda, kontrast tutan total lezyon sayisinda kontrol grubuna oranla anlamli
diizeyde azalma gdzlenmistir. Ayni zamanda lezyon voliimleri ve yeni gelisen T2
lezyon sayisinda da anlamli azalma oldugu goriilmiistiir. lacin MRG iizerine olan
etkilerinin tedavinin altinct aymdan sonra belirgin hale geldigi ve zaman
icerisinde arttig1 ayn1 zamanda doku hasarinin tedavi olan hastalarda daha az
olusarak “kara delik” olarak adlandirilan ve geri doniisiimsiiz aksonal kaybin
gostergesi olan lezyonlarin gelisme oranlarini azalttig1 bildirilmistir (57,63).

Glatiramer asetat’in MS atak profilaksisinde gosterdigi anlamli klinik
sonuglar, 0zellikle immiin sistem lizerine olan etkilerinin belirlenmesi amacina
yonelik deneysel ¢alismalarin yapilmasina onciiliik etmistir. Jee ve ark. C57BL/6

farelerde MOGss_ss ile olusturdugu DOE modelinde, 8 hayvandan 7’sinde orta
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veya siddetli klinik tablo gelismistir (ortalama klinik skor:2,5+0,34) (155). GA ile
tedavi edilmeyen grupta hastalik baslangici ortalama 16. giinde goézlenmistir.
Tedavi grubundaki 9 hayvandan 3’linde klinik bulgu ortaya ¢ikmis ancak daha
hafif seyretmistir (ortalama klinik skor:1,22+0,31). Bizim MOG3s.ss grubumuzda
sag kalan hayvanlarin tiimiinde hastalik gozlenmis, tedavi grubunda ise 14
hayvanin 5’inde hastalik gozlenmistir. Tedavisiz grubun ortalama klinik skoru
2,35+0,84 iken GA verilen grubun ortalama klinik skoru 0,57+0,85 olarak ortaya
cikmigtir. Ayni ¢calismada GA’nin etkisinin olugmasinda Th2 hiicrelerin katkisini
arastirmak amaciyla IL-4 ve IL-10 eksik fare modelleri kullanilmistir. GA verilen
Th2 sitokin-eksik farelerde DOE’nin hem olusmasi hem de siddeti kontrollerden
daha diisiik oran gostermistir. Bu bulgular, GA’nin DOE’deki koruyucu ve
terapotik etkilerinin Th2 sitokinlerden bagimsiz oldugu, IL-4 ve/veya IL-10
sekrete eden T hiicrelerin yoklugunda GA-iliskili T hiicrelerin myelin-spesifik
hiicreleri kontrol edebildigi ve otoreaktif etkilerini baskilayabildigi seklinde
yorumlanmustir (155).

Glatiramer asetat’in DOE ve MS’deki etki mekanizmalar1 tam olarak
aydinlatilamamistir. DOE’deki baskilayici etkisi kullanilan hayvan tiiriinden,
hastaligin ve kullanilan indiikleyici antijenin tipinden bagimsizdir (29). Muhtemel
mekanizmalardan birisi, GA’nin farkli tipteki myelin antijenlerinin T hiicreye
sunulmasin1 baskilamasidir (33,39,41). GA’nin aminoasit yapisinin MBP ile
benzerlik gdstermesi, capraz-reaktif immiin mekanizmalarin tedavi edici etkiden
sorumlu olabilecegini diistindiirmiistiir (33,34). Ancak daha sonra yapilan ¢ok
sayida caligmada, GA ve MBP’nin ¢apraz-reaksiyondan ziyade inhibitor etki

olusturdugu gozlenmistir (35,36). Ayrica GA, sadece MBP-spesifik T hiicreleri
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degil, diger T hiicre serilerini de baskilamakta, MOG ve PLP ile olusturulan DOE
modellerinde de etkisini gostermektedir (40,188). Bizim calismamizda DOE
gelisimi i¢cin MOG, MBP ve PLP gibi farkli miyelin antijenleri kullanilmis ve her
lic antijenik grupta da GA’nin terapétik etkisinin benzer diizeylerde ortaya ¢iktigi
gozlenmistir.

Son yillarda yapilan bir¢ok calismada, GA-reaktif T hiicrelerin SSS’ye
girerek anti-enflamatuar sitokin salinimini artirdigi ve bunu myelin antijeninin
tipinden bagimsiz olarak yaptig1 goriisiinii destekleyen sonuclar bildirmistir
(36,49,189,190). GA ile tedavinin myelin-reaktif T hiicrelerde anerji olusturmasi
ve MRG’de yeni kontrast tutan lezyon sayisinda azalmaya yol agmasi, etkisinin
sistemik oldugunu desteklemektedir (57).

MOG ile optik norit olusturulan ratlarda, MOG indiiksiyonu ile birlikte
GA verildiginde retinal ganglion hiicrelerinde ve optik sinirde enflamasyondan
bagimsiz olarak noroprotektif etkinin varligi bildirilmistir. Enflamatuar
patolojinin olusumundan sonraki 21-34 giin siiresince GA uygulandiginda,
demiyelinasyonun 6nlenmesi yaninda hasarli aksonun remiyelinasyonuna da katki
sagladig gosterilmistir (43).

Glatiramer asetat-spesifik T hiicrelerin bir grubunun stimiilasyonu ile IL-2,
IL-5, IFN-y gibi pro-enflamatuar sitokin sekresyonu olurken, diger grup
tarafindan ise IL-4, IL-10 ve TGF-f gibi anti-enflamatuar sitokin sekresyonu
olusmaktadir. GA’nin en 6nemli etkilerinden birisi bu GA-spesifik T hiicrelerin
Th1’den Th2 siftine yol agmasidir (43,51). Tedavinin devamliligi ile bu hiicreler
kronik olarak aktif hale gecmekte ve KBB’ni asarak SSS’deki enflamatuar hasar

bolgesine gocmektedir. SSS’ye giren hiicreler artik GA ile aktive olamazlar,
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clinkii GA SSS’ye giremez ancak, SSS’deki myelin yikim iriinleri gibi lokal
antijenler tarafindan reaktive edilirler (43).

Glatiramer Asetat’in terapotik etki mekanizmalar arasinda, GA-spesifik T
hiicrelerin BDNF diizeyini artirarak, SSS’deki onarim siirecine katki saglamasi da
bulunmaktadir. MS’li hastalarda enflamasyon bolgesinde BDNF ve reseptorii Trk-
b ile yakin iliskisi gosterilmistir (43,191). MS hastalarinda GA’nin CD4'CD25"
reglilatuar T hiicre fonksiyonlarmi da diizelttigi bildirilmistir (192—-194). Son
yillarda GA ile tedavi edilen MS hastalarinin BOS’larinda GA-reaktif Th2
hiicrelerin BDNF salgiladigi gosterilmistir (195,196).

Direkt olarak dendritik hiicreleri etkileyen GA, enflamatuar medyator
salinimini da inhibe eder. Bu medyatdrler arasinda, T hiicreler i¢in ¢ok 6nemli bir
polarizasyon faktorii olan ve lipopolisakkarid (LPS) ile CD40 ligandi gibi
nonspesifik stimuluslarin varliginda Thl polarizasyonunu tetikleyen IL-12p70 de
bulunmaktadir. GA, IL-12p70 blokaji yolu ile bu polarizasyonu Onlemektedir
(43).

Glatiramer asetat’in MS’deki etki mekanizmalarindan birisinin GA-
spesifik Th2 hiicre olugmasi kabul edildiginden ve bu hiicrelerin in vivo olusumu
icin bir slireye ihtiyag duyulacagindan, tedavi grubundaki farelerin GA
enjeksiyonu, literatiirdeki  benzer c¢alismalar g6z Onilinde tutularak
immiinizasyondan yaklasik bir hafta kadar once ve tek doz olarak yapilmigtir
(54,156,197-200). GA, 100 pl IFA igerisinde verildiginde, olusan bu
kombinasyon immiin yanit olusumuna katki saglayarak, giinliik GA uygulanma
ihtiyacin1 ortadan kaldirmaktadir. Yapilan calismalarda GA’nin DOE gelisimini

onlemek i¢in ortalama dozunun 250 pg/fare yani ortalama 10 pg/kg oldugunu
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gostermistir (156). Bu calismada da GA dozu, literatiire uygun olarak 10 pg/kg
olarak kullanilmustir.

Calismamizda, MS’in immiino-patogenezindeki heterojen oOzellikler
nedeniyle, farkli myelin antijenleri ile olusturulan DOE modellerinde GA’nin CC
ve CXC kemokin ekspresyonu iizerine baskilayict etkileri oldugu goriilmiistiir
(Sekil 10, 11, 12). MOG ve MBP ile DOE olusturulan hayvanlarda kontrol
grubuna gore anlamli artis gdsteren RANTES, MIP-2 ve IP-10 diizeyleri, GA
verilen grupta anlamli derecede azalmis, hatta kontrol diizeylerinin de altina
inmigtir (Tablo 8, 9). Ayn1 zamanda GA verilen hayvanlarda hastalik goriilme
orani da azalmis, olusan hastalik skorlar1 da ilag almayan gruba oranla daha diisiik
gbzlenmistir (Tablo 6).

PLP ile DOE olusturulan grupta, 6zellikle MIP-2 ve RANTES ’de olmak
tizere incelenen kemokin diizeylerinin, kontrol ile karsilastirildiginda, diger
gruplara gore ¢ok daha yliksek oranlarda artig gosterdigi gézlenmistir (Tablo 10).
Yine, PLP uygulanan ¢alisma gruplarinda hayvan 6lim orani da diger gruplardan
daha fazla olmustur. Kemokin ekspresyonu ve Olim oranlarindaki artig, PLP
immiinizasyonu ile birlikte hayvanlara uygulanmis olan pertussis toksinine,
kemokin aktivasyonunda rol alan G-proteinin asir1 duyarliligi ile agiklanabilir
(87,88). GA ile birlikte PLP uygulanmasi, RANTES, MIP-2 ve IP-10
diizeylerinde kontrol diizeylerine yakin azalmaya neden olmustur (Tablo 10). MS
tedavisinde kullanilan diger bir immiinmodiilatér ajan olan interferon-beta ile
yapilan calismalarda da, pro-enflamatuar sitokin ve kemokin ekspresyonunun

tedavi ile azaldig1 gosterilmistir (151,201-204).

54



Deneysel Otoimmiin Ensefalomyelit’de birgok kemokinin ekspresyonunda
artis oldugu bildirilmektedir. Glabinski ve ark. (205) PLP immiinizasyonu ile
olusturduklar1 kronik relapsing DOE modelinde, ilk atak sirasinda spinal kordda
RANTES/CCLS5, MCP-1/CCL2 ve MIP-1B/CCL4 ekspresyonunun arttigini ve bu
CCL grubu kemokinlerin remisyon ve ikinci atak siiresince de yiiksek kaldigini
gostermislerdir. Yine ilk atak sirasinda MIP-10/CCL3, MIP-2/CXCL2 ve T cell
activation-3 (TCA-3)/CCL1 diizeyleri de kontrollerden yiiksek seyretmistir.
Ancak MIP-2/CXCL2 ile TCA-3/CCL1 diizeylerindeki artig istatistiksel olarak
anlamli  diizeye ulagsmamistir. Kemokin ekspresyonlar1 kinetik olarak
incelendiginde; TCA-3/CCL1, MCP-1/CCL2, MIP-1B/CCL4 ve MIP-2/CXCL2
ilk atagin 2. giiniinde pik yaparken, RANTES/CCLS, 1. ve 4. giinlerde olmak
tizere iki pik deger gdstermistir. Kemokin diizeyleri 7. giinde kontrol degerleri
diizeyine inmistir. Akut fazda kemokin diizeylerindeki bu artig yazarlar tarafindan,
bu kemokinlerin otoimmiin SSS hastaliklarinin patogenezinde rol almalari ile
aciklanmistir (205). Bizim c¢alismamizda PLP uygulanan grupta en belirgin artis
gosteren kemokin MIP-2 olup, en az artig IP-10’da gozlenmistir. GA+PLP verilen
farelerde her iki kemokin de kontrol grubu diizeyinde 6lgiilmiistiir.

Akut fazda, MCP-1/CCL2, IP-10/CXCL10, RANTES/CCLS5, MIP-
la/CCL3 ve MIP-1B/CCL4’lin yiiksek diizeyde eksprese oldugunu gosteren
benzer calismalar da vardir (107,206-210). Relaps doneminde de MCP-1/CCL2,
[P-10/CXCL10, MIP-10/CCL3 ve GRO-o/CXCL1 kemokin diizeyleri kontrollere
gore yiiksek gozlenmistir (211). DOE’nin hem akut hem de kronik relapsing
formlarinda benzer sonuglar gosteren bu ¢aligmalarla birlikte, anti-MIP—10/CCL3

ve anti-MCP-1/CCL2 antikorlarinin DOE’de iyilesme sagladiginin gosterilmesi,
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kemokinlerin otoimmiin SSS hastaliklarinin patogenezinde rol aldiklar1 goriisiinti
giiclendirmektedir (213,214).

Santral sinir sisteminde kemokin artisina Onciilik eden mekanizmalar
halen arastirilmaktadir. Kemokinlerin DOE’de SSS parankimine enflamatuar
hiicre gogiinii artirdig1 ancak baslatmadig bildirilmistir (168). Bu, DOE’nin erken
donemindeki kemokin artisinin, diger enflamasyon mediatorleri ile tetiklendigi
goriisiinii desteklemektedir. Bu erken mediatorler de muhtemelen pro-enflamatuar
sitokinlerdir. SSS’nin kiiltiire edilen hiicrelerinde, pro-enflamatuar sitokin
stimiilasyonunu takiben kemokin {iretiminin ortaya c¢iktig1 gozlenmistir.
Mikroglialar IL-1B, TNF-o veya LPS’ler ile stimiile edildiklerinde MCP-
1/CCL2, MIP-10/CCL3 ve MIP-1B/CCL4 ekspresyonuna baslamaktadir (214).
[FN—y ile kiiltiire edilen astrositler MCP—1/CCL2 eksprese ederler (215). Beyin
endotel hiicreleri ise TNF—o uyarisi ile MCP—1/CCL2 iiretmeye baslarlar (216).

Nitekim kronik relapsing DOE modelinde ilk atak sirasinda SSS’de
kemokin pikinden bir giin énce TNF— ve lenfotoksin-f (LT—f)’nin maksimum
diizeyde ekspresyonu oldugu gosterilmistir (205). Bu gozlemler bazi enflamatuar
sitokinlerin SSS’de kemokin iiretimini stimiile ederek enflamatuar hiicrelerin
kandan beyin parankimine go¢linii baslattig1 goriisiinii desteklemektedir.

CC kemokin ligandlarindan CCL3, CCL4 ve CCLS5 ile kemokin
reseptorlerinden CCR2, CCR3 ve CCR5’in MS’den diizelme doneminde SSS
dokusunda ytikseldigini gosteren ¢alismalar vardir. Bu ¢alismalarda ilging olarak,
BOS’da  MCP-1/CCL2 ve IP-10/CXCL10 diizeylerinde zit degisiklikler
gozlenmigtir. CCL2 diizeyi kontrollerden daha diisiik bulunurken, IP—10’un akut

MS’te belirgin olarak arttig1r goriilmiistiir. [P—10’un, tip-1 sitokin olan ve MS ile
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DOE progresyonundan sorumlu IFN—y tarafindan artirilan bir kemokin oldugu
bilinmektedir (17,151-153).

CCL3, CCL4 ve CCL5’in reseptorlerinden biri olan CCRS, SSS’ye T
hiicre girisinde anahtar rol oynayan bir reseptor olup, MS’de arttig1 goriilmiistiir
(153). Interferon-p’nin MS’deki terapétik etkilerinden birisinin CCR5 aktivitesini
azaltma yolu ile olabilecegi diistinlilmektedir (204,217).

RANTES, CC (beta) kemokin ailesinden pro-enflamatuar kemokin olup,
monosit, lenfosit, glial hiicre, endotelyal hiicreler tarafindan eksprese edilir (218—
220). Son yillarda TNF-o  stimiillasyonu ile astrositlerden de salindigi
gosterilmistir (221,222). Bu veri, TNF—o’nin MS lezyonlarinda bulunan aktive
monosit ve makrofajlar tarafindan da iiretilmesi nedeniyle olduk¢a Onemlidir
(223). RANTES; lenfosit, monosit ve makrofajlar i¢in gii¢lii kemoatraktan etkiye
sahip olup, MS’li beyin dokusunda bulundugu gosterilmistir (219,220,224).
RANTES, insan otoimmiin demiyelinasyonunda enflamatuar  yanitin
diizenlenmesinde kompleks bir role sahiptir. Glial hiicreler RANTES olusumunda
temel kaynagi olustururlar (221,225,226).

Li ve ark. (227), TNF—a ve GA’nin insan astrositik hiicrelerinde RANTES
sekresyonu tiizerine zit etkileri oldugunu gostermislerdir. Nuclear factor-kappa B
(NF—«B), Rel gen ailesinden niikleer bir protein olup RANTES’i kodlayan genin
regiilasyonunda rol almaktadir. GA, RANTES iizerine olan etkisini, NF—«B-
iligkili mekanizmalar aracihigi ile gergeklestirmektedir (228-230). Bizim
RANTES ekspresyonu ile ilgili bulgularimiz Li’nin sonuglart ile uyumlu olup,

GA verilen grupta RANTES diizeylerinin azaldig1 gézlenmistir (Sekil 10).
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Interferon (IFN) beta 1b ile tedavi edilen RR-MS hastalarinda RANTES ’in
sentez ve ekspresyonunun azaldig bilinmektedir (217). In vitro bir ¢alismada IFN
beta 1a’nin RANTES ve MIP-1a mRNA sentezini ve bunlarin reseptdrii olan
CCRS5’1 inhibe ettigi ve boylece kemokin-aracili T hiicre trafigini bozarak
terapotik etkisini gosterdigi bildirilmistir (204). Bizim c¢alismamizda da farkli
miyelin antijenlerinin tetikledigi RANTES diizeylerinin GA uygulanan
hayvanlarda suprese oldugu gozlenmistir. Bu sonu¢ GA’nin immiinmodiilatuar
etkilerinden birisinin RANTES iiretim ve ekspresyonunun regiilasyonu araciligi
ile olusabilecegi seklinde agiklanabilir.

MBP ile olusturulan DOE modelinde ortamda IFN-y bulunmadiginda,
ozellikle IP-10/CXCL10 olusmadigi, oysa MCP-1/CCL2 ve GRO-o/CXCL1’in
ise arttigr gosterilmistir. Ayn1 caligmada hayvanlara sistemik olarak IFN-y
verildiginde ise 0zellikle hepatik kemokin ekspresyonunun arttig1 ancak serebral
kemokin diizeylerinin ¢ok az etkilendigi goriilmiistiir (231). Benzer bir baska
calismada ayni hayvan modelinde RANTES/CCLS5 ve I-TAC/CXCL11 diizeyleri
cok diisikk olmasina karsin hayvanlarda ciddi DOE gelistigi gosterilmistir.
Notrofil-¢ekici bir kemokin olan MIP-2/CXCL1-2 ve TCA-3/CCL1 anlamlh
derecelerde artis gostermistir (232,233).

MOG ile olusturulan DOE modelinde ise, CCR1 ve CCR2 eksik farelerin
hastalik olusumuna daha direngli oldugu, SSS’ye T hiicre girisinin azaldigi, CCL5
ve CCL2 diizeylerinin degigsmedigi goriilmiistiir. Yine bu hayvanlarda antijen-
uyarili proliferasyon ve IFN—y diizeyinde azalma olmaktadir (212,213).

IFN-y eksik farelerde MOG ile olusturulan DOE’de RANTES/CCLS, 1P—

10/CXCL10 ve MIP-1a/CCL3’de belirgin, MCP-1/CCL2 ve MIP-2/CXCLI1-
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2’de ise 1limli diizeyde inhibisyon go6zlenmistir (174). Bu veriler bazi
kemokinlerin ekspresyonlarmin IFN—y bagimli oldugunu diistindiirmektedir.
TNF-a yoklugunda ise MIP-10/CCL3 ve MIP-2/CXCL2 hi¢ gdzlenmemekte,
RANTES/CCLS5 ve IP-10/CXCLI10 ise belirgin azalmaktadir (174). IL-4 eksik
farelerde ise RANTES/CCLS5 ve MIP-1a/CCL3 %5060 oraninda azalmakta iken
IL-10 knockout farelerde benzer diizeyde azalma RANTES/CCLS, IP—
10/CXCL10, MIP-10/CCL3 ve MIP-2/CXCL2’te gbzlenmektedir (174).

Otoimmiin hastaliklarda koruyucu fonksiyonlar1i olan anti-enflamatuar
sitokinler etkilerini kismen de olsa kemokin diizeylerini baskilayarak
gostermektedirler (205). Glabinski ve ark.’nin (205) calismalarinda TGF-f1
pikinin kemokin pikinden bir giin sonra ortaya ¢iktid1 goriilmektedir. Ustelik
TGF-P1, klinik skoru yiiksek olan hastalarda diizeyi artan tek sitokindir. Bu bulgu
TGF—B’nin farkli bir immiin diizenleyici rolii olabilecegini diislindiirmektedir.
Sistemik olarak uygulanmasi semptomlari iyilestirmektedir. TGF—3 antikorlar1
varliginda ise hastalik kotilesmektedir (38, 234). Bu veriler TGF—’nin DOE
progresyonunda baskilayici etkisi oldugunu gostermektedir ve muhtemelen bu
etkisini TGF—-P1 sekrete eden CD4" ve/veya CDS" supresif T hiicreler aracilig1 ile
yapmaktadir (235). Kolera toksin B subiiniti ile konjiige MBP’nin diisiik dozda
oral olarak uygulandigit DOE’de, TGF—f sekrete eden siipresif regiilatuar T
hiicrelerin uyarilmasi ile koruyucu etki olusturdugu bildirilmistir (236). TGF—
B’nin koruyucu etkisinin ortaya ¢ikmasinda kemokin diizeyini baskilamasi etkili
olabilir (205).

Kemokinler ve reseptorleri immiin sistem fonksiyonlar1 lizerine ikili etkiye

sahiptir. Bir yandan normal gelisim siirecinde hematopoetik kok hiicrelerin
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fizyolojik gogiinde rol alirlarken (6r. SDF-1 ve CXCR4 gibi), diger yandan
enflamatuar ve otoimmiin hastaliklarda enflamatuar hiicre gociinii kontrol ederler
(237). Bu nedenle, patolojik durumlarda fonksiyon goren kemokin ve
reseptorlerinin bilinmesi, bu enflamatuar ajanlarin spesifik antikor veya reseptor
antagonistleri ile etkilerinin direkt olarak bloke edilmesi yoluyla tedavi
stratejilerinin  olusmasina katki saglayabilecektir. Ancak, bugiline kadar
tanimlanmis 50’den fazla kemokin ve 20 civarinda kemokin reseptorii mevcut
olup bu reseptorler birden fazla kemokin ile reseptor-ligand baglantisi
olusturmaktadir. Bu durum, ayni ailenin homeostatik ve enflamatuar iiyelerinin
birlikte bloke edilmesine bagli yan etki olusumuna yol acabilecektir (237). Devam
eden ve yapilacak deneysel ve klinik ¢aligmalar, MS gibi kronik hastaliklarda rol
oynayan kemokin ve reseptorlerinin daha iyi taninmasina, hiicre dis1 baglantilari
veya hiicre i¢i sinyal yollar1 iizerine etkili ajanlarin tespiti ile daha spesifik ve
giivenli terapotik ajanlarin tedaviye sunulmasina yardimer olacaktir.

Bizim calismamizda, MOG, MBP ve PLP ile DOE olusturulan deney
hayvanlarinda, RANTES/CCL5, MIP-2/CXCL2 ve IP-10/CXCL10 kemokin
ekspresyonunun GA ile baskilandigi, GA’nin hem hastalik gelisme oranini
azalttigt hem de hastalik gelisen farelerde klinik skorlarin daha diisiik oldugu
gbzlenmigtir. Bizim c¢aligmamiz, MS’in deneysel modeli olarak kabul edilen
DOE’de, farkli miyelin antijenleri ile hastalik indiiksiyonu yapilan ve GA’nin her
tic myelin antijeninin de tetikledigi enflamatuar kemokin salinimini inhibe ettigini
gosteren bir deneysel calisma olarak, devam etmekte olan tedavi arastirmalarina

katkida bulunmay1 amaglamaktadir.
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