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KRATAK SADRŽAJ
Multiple skleroza (MS) nastaje kao posledica delovawa genetskih i faktora spoqašwe sredine. Geografski, genet

ski i biološki dokazi ukazuju na to da jedan od važnih imunopatogenetskih faktora može biti i nedostatak vitamina D. U 
našoj studiji je ispitan imunomodulacioni efekat alfakalcidola, analoga vitamina D, na nivo citokina kod bolesnika 
s relapsno-remitentnim oblikom MS (RRMS) u relapsu. U ispitivawe je ukqučeno 15 bolesnika sa RRMS u relapsu (RRMS 
grupa) i 20 ispitanika koji su svrstani u dve kontrolne grupe; prvu grupu kontrola činilo je 10 neurološki zdravih ispi-
tanika, a drugu 10 bolesnika s neinflamacionim neurološkim bolestima (NINB kontrola). Terapijski protokol podrazu-
mevao je primenu 5 μg alfakalcidola u toku pet dana (bolus) kod bolesnika RRMS grupe. Koncentracija TNF-α, IL-10, IL-4 i IL-
12 (ELISA, Quantikine Human Immunoassay, R&D Systems, UK) određivana je u serumu svih ispitanika obolelih od MS dan pre i 
dan posle završenog terapijskog protokola i u obe kontrolne grupe. Rezultati ispitivawa pokazali su da kod bolesnika 
sa RRMS u relapsu postoji statistički značajno niža koncentracija IL-4 i IL-12 u odnosu na obe kontrolne grupe (p<0,001), 
dok statistički značajne razlike u nivoima TNF-α i IL-10 nije bilo. Bolus terapija visokim dozama alfakalcidola kod bole-
snika sa RRMS u relapsu dovela je do statistički značajnog povećawa koncentracija IL-4 i IL-12 u serumu (p<0,001), te posle 
terapijskog protokola nije uočena razlika u koncentraciji ovih citokina u poređewu sa kontrolnim grupama. Vitamin D, 
tj. wegovi analozi, poput alfakalcidola, primeweni u velikim dozama imaju značajan imunomodulacioni i potencijalno 
pozitivan efekat u lečewu bolesnika obolelih od multiple skleroze.

Kqučne reči: multiple skleroza; vitamin D; alfakalcidol; citokini

UVOD

Multiple skleroza (MS) je heterogena bolest 
(sindrom) nejasne etiologije. Posredovana je imuno
loškim mehanizmima s obeležjima autoimunske bo
lesti. Nastaje usled dejstva genetskih i faktora spo
qašwe sredine (tzv. intrinsic faktori se udružuju s 
faktorima spoqašwe sredine, što dovodi do razvo
ja bolesti), odnosno razvija se samo kod osoba s genet
skom sklonošću, pod dejstvom jednog ili više fak
tora spoqašwe sredine [1].

Dejstvo faktora spoqašwe sredine se ogleda u 
opštoj varijaciji prevalencije i incidencije MS. 
Prevalencija raste udaqavawem od Ekvatora prema 
severu ili jugu. Ceo svet se, praktično, može podeli
ti na područje visoke prevalencije (50100/100.000), 
koje obuhvata zapadnu i severnu Evropu, Kanadu, 
SAD, Australiju i Novi Zeland, i područje niske 
prevalencije, koje obuhvata ostatak sveta [2]. Ova
kav raspored se ne može objasniti genetskim fak
torima (dominantno stanovništvo u zonama visoke 
prevalencije je kavkaskog porekla), već je verovatni
je da je faktor spoqašwe sredine odgovoran za če
šće javqawe bolesti u područjima s većom geograf
skom širinom.

Goldberg (Goldberg) [3] je prvi predložio kon
cept da sunčevo zračewe može štititi pojedince 
od razvoja MS preko aktivnosti vitamina D, jer se 
geografska područja s niskom insolacijom i neade
kvatnom ishranom poklapaju s područjima visoke 
prevalencije MS verovatno zbog posledičnog sma
wewa stvarawa vitamina D. Suprotno tome, preva

lencija MS je mala tamo gde je vitamina D u izobi
qu, u sunčanim predelima, višim nadmorskim visi
nama i područjima gde je ishrana bogata ribom i ri
bqim uqem. 

Embri (Embry) i saradnici [4] su pokazali da po
stoji skoro sinusoidna godišwa varijacija u bro
ju aktivnih lezija na nalazu nuklearne magnetne re
zonancije (NMR) bolesnika sa MS. Najveći broj ak
tivnih lezija kod ovih bolesnika javqa se posle dva 
meseca od najmawe koncentracije 25(OH)D3 u seru
mu, dok je najmawe aktivnih lezija dva meseca posle 
najveće koncentracije 25(OH)D3 u serumu, što ukazu
je na mogući imunomodulacioni efekat vitamina D 
na zapaqewe u centralnom nervnom sistemu (CNS).

Nedostatak vitamina D je potvrđen kod osoba obo
lelih od MS. Nivo 25(OH)D3 u serumu, koji je najbo
qi indikator bioraspoloživosti vitamina D, kod 
69% ispitanih bolesnika bio je, u proseku, znatno 
mawi od adekvatnog (samo 43 nmol/l), pri čemu je 
kod 25% bolesnika zabeležen izraziti nedostatak 
vitamina D (mawe od 25 nmol/l). Osim toga, kod bo
lesnika sa MS gustina kosti je značajno smawena, u 
poređewu sa zdravim osobama iste starosti i istog 
pola, što takođe ukazuje na neadekvatan metaboli
zam vitamina D. Gustina kostiju kod bolesnika sa 
MS se od tri do sedam puta brže smawuje, a frak
ture su deset puta češće u odnosu na zdrave osobe 
iste starosti i istog pola. Promene su najizraže
nije kod bolesnika kod kojih je utvrđena najmawa 
koncentracija 25(OH)D3 (mawe od 20 ng/ml) [5]. Le
čewe sa 1,25(OH)2D3 potpuno blokira indukciju eks
perimentalnog autoimunskog encefalomijeliti
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sa (EAE), kao i progresiju razvijenog EAE. S druge 
strane, miševi sa nedostatkom vitamina D pokazuju 
povećanu osetqivost ka razvoju EAE. Miševi sa te
škim akutnim EAE se oporavqaju od paraliza neko
liko dana od početka lečewa sa 1,25(OH)2D3 [6]. Pri
roda veze između vitamina D i MS je zasad nepozna
ta. Otkriće receptora vitamina D u ćelijama imun
skog sistema potvrđuje wegovu ulogu u regulaciji 
funkcija imunskog sistema. Aktivni metabolit vi
tamina D (1,25(OH)2D3) smawuje proizvodwu proin
flamacionih citokina IL-2, TNF-α i TNF-β, IFN-γ, 
kao i IL-12, a povećava proizvodwu antiinflamaci
onih citokina IL-4 i TGF-β1 [7]. Svi gorenavedeni 
podaci ukazuju na to da bi vitamin D mogao biti 
esencijalan za razvoj MS.

CIQ RADA

Ciq ovog rada je bio da se utvrde efekti velikih 
doza alfakalcidola, analoga vitamina D, na proiz
vodwu određenih proinflamacionih i antiinfla
macionih citokina kod bolesnika sa relapsnoremi
tentnim oblikom MS u relapsu.

METOD RADA

Eksperimentalnu grupu (RRMS) činilo je 15 bo
lesnika (deset žena i pet muškaraca) prosečne sta
rosti od 37,71 godine (SD 10,95; opseg 2252), kod ko
jih je bolest, u proseku, trajala 6,14 godina (SD 4,80; 
opseg 215), i sa prosečnim EDSS od 3,32 (SD 0,87; op
seg 25), kod kojih je došlo do pogoršawa bolesti, 
tj. bili su u relapsu (pojava novih ili ponovno poja
vqivawe ili pogoršawe prethodnih neuroloških 
simptoma i znaka za jedan stepen EDSS u trajawu od 
najmawe 24 časa) u toku najviše dve nedeqe pre po
četka studije. U eksperimentalnu grupu ukqučeni 
su sledeći bolesnici: a) sa dijagnozom klinički de
finitivne multiple skleroze [8]; b) sa relapsnore
mitentnim oblikom multiple skleroze (RRMS) [9]; 
v) muškog i ženskog pola starosti 1850 godina; g) 
sa klinički definitivnom bolešću u trajawu od 
najmawe godinu dana; d) sa EDSS skorom ≤5,5 [10]; đ) 
sa najmawe dve egzacerbacije u posledwe dve godine 
pre početka studije; e) kod kojih se nije primewi
vala imunosupresivna terapija dva meseca pre po
četka studije; ž) koji ne boluju od drugih imunolo
ških ili neuroloških bolesti. Kontrolne grupe 
činile su dve grupe ispitanika: a) kontrolnu gru
pu (kontrola) činilo je 10 neurološki zdravih is
pitanika (sedam žena i tri muškarca) istog staro
snog doba kao i ispitanici eksperimentalne gru
pa; b) NINB kontrolnu grupu (NINB kontrola) či
nilo je 10 ispitanika (šest žena i četiri muškar
ca) obolelih od neinflamacionih neuroloških bo
lesti (dva bolesnika s idiopatskom epilepsijom i 
osam bolesnika s ishemijskim cerebrovaskularnim 
insultom) iste starosne dobi kao i ispitanici eks
perimentalne grupe.

Terapijski protokol u RRMS grupi podrazume
vao je primenu 5 μg na dan alfakalcidola per os to

kom pet dana. Dnevna doza je podeqena u dve doze: ju
tarwa – 2/3 i večerwa – 1/3, uz unos dva litra tečno
sti dnevno. Prekid terapijskog protokola nastu
pao je kod bolesnika kod kojih se održavala hiper
kalcemija ili hiperkalciurija ili kod značajnog 
pogoršawa bolesti. Koncentracija citokina je od
ređivana u uzorcima seruma dobijenim dan pre po
četka primene terapije i dan po završetku proto
kola, kao i u jednom uzorku kod svih ispitanika u 
obe kontrolne grupe. Testirawe je vršeno ELISA teh
nikom Quantikine Human Immunoassay testovima 
(R&D Systems, UK), i to za: faktor nekroze tumora 
alfa (TNF-α) – DTA50, interleukin 4 (IL-4) – D4050, 
interleukin 10 (IL-10) – D1000 i interleukin 12 
(IL-12) – D1200. Intenzitet boje meren je na 450 nm, 
sa korekcijom na 540 nm ili 570 nm.

Statistička obrada rezultata u svim grupnim 
uzorcima vršena je izračunavawem sredwe vred
nosti, standardne devijacije, standardne greške i 
varijanse. Za utvrđivawe statističke značajnosti 
između ispitivanih grupa korišćeni su Studen
tov ttest, kao parametrijski test, i ManVitnijev 
(MannWhitney) Utest i Vilkoksonov (Wilcoxon) 
test sume opsega, kao neparametrijski testovi. Za 
analizu korelacija između pojedinih parametara 
korišćen je Pirsonov (Pearson) linearni korelaci
oni model. Statistička obrada podataka vršena je 
primenom SSPS 11.0 softvera. Svi dobijeni rezulta
ti su prikazani numerički, tabelarno i grafički.

REZULTATI

Na grafikonu 1 je prikazana koncentracija 
TNF-α u serumu, koja se nije razlikovala među ispi
tivanim grupama, tj. nije postojala značajna razli
ka između kontrolnih grupa i RRMS grupe. Prime
na velikih bolusnih doza alfakalcidola tokom pet 
dana nije uslovila statistički značajne promene u 
koncentracijama TNF-α u serumu. Dobijene vredno
sti posle primene leka nisu statistički značajno 
odstupale od vrednosti u kontrolnim grupama. Kon
centracije IL-10 se nisu statistički značajno raz
likovale (Grafikon 1) među kontrolnim grupama, 
a istovremeno nije utvrđena značajna razlika izme
đu kontrolnih grupa i RRMS grupe pre primene te
rapije. Primena velikih bolusnih doza alfakalci
dola u toku pet dana nije uslovila statistički zna
čajne promene u koncentracijama IL-10 u serumu. Do
bijene vrednosti posle primene terapije nisu stati
stički značajno odstupale od vrednosti u kontrol
nim grupama. Iz rezultata prikazanih na grafikonu 
1 vidi se da su kod bolesnika iz RRMS grupe zabeleže
ne statistički značajno (p<0,01) mawe koncentracije 
IL-4 u serumu, u odnosu na kontrolnu grupu zdravih is
pitanika, kao i u odnosu na kontrolnu NINB grupu 
bolesnika (p<0,01). Posle oralne primene velikih do
za alfakalcidola kod bolesnika s MS došlo je do sta
tistički značajnog (p<0,01) povećawa koncentracije 
IL-4 u serumu koje se nisu više statistički značajno 
razlikovale od koncentracija u kontrolnim grupa
ma. Koncentracije IL-12 u serumu u kontrolnim gru
pama nisu pokazivale međusobne statistički značaj
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ne razlike (Grafikon 1). Vrednosti IL-12 u RRMS 
grupi bile su statistički značajno niže u odnosu 
na koncentracije u obe kontrolne grupe. Posle pri
mene alfakalcidola došlo je do statistički značaj
nog povećawa koncentracije IL-12 u serumu, tako da 
vrednosti nisu odstupale od onih zabeleženih kod 
ispitanika kontrolnih grupa.

Primenom Pirsonovog linearnog korelacionog 
modela ispitana je statistička značajnost međusob
nih korelacija u promeni nivoa citokina pre i po
sle primene terapije u RRMS grupi (Tabela 1). Kod 
bolesnika sa RRMS koji su bili u relapsu pre leče
wa ustanovqena je statistički vrlo visoko značajna 
(p<0,001) pozitivna korelacija između koncentra
cija IL-4 i IL-12 u serumu, statistički visoko značaj
na (p<0,01) pozitivna korelacija između koncentra
cija IL-4 i TNF-α u serumu, kao i statistički zna
čajna (p<0,05) pozitivna korelacija između koncen
tracija IL-12 i TNF-α u serumu. Posle primene al
fakalcidola i daqe su postojale značajne korelaci
je kao pre primene terapije, tako da se održavala 
statistički vrlo visoko značajna (p<0,001) pozitiv
na korelacija između koncentracija IL-4 i IL-12 u 
serumu, kao i statistički značajna (p<0,05) pozitiv
na korelacija između koncentracija IL-4 i TNF-α i 
između koncentracija IL-12 i TNF-α u serumu. Leče
we alfakalcidolom dovelo je do statistički značaj
ne (p<0,05) pozitivne korelacije između koncentra
cija IL-4 i IL-10, kao i između koncentracija IL-12 i 
IL-10 u serumu.

DISKUSIJA

Multiple skleroza, prema najnovijim raspolo
živim podacima, pre predstavqa spektar demijeli
nizacionih sindroma nego bolest. S druge strane, 
citokini se proizvode u celom telu, ali imaju kra
tak radijus dejstva i deluju uglavnom u lokalnoj sre
dini, imaju vrlo kratak poluživot i brzo se vezu
ju za receptore lokalno i u cirkulaciji, što obja
šwava teškoće u wihovom otkrivawu, ali i dobije
ne kontradiktorne podatke.

TNF-α je potvrđen u akutnim i hroničnim aktiv
nim lezijama kod MS, ali izostaje kod hroničnih 
neaktivnih lezija, što ukazuje na wegovu ulogu u 
formirawu lezija. Ovaj citokin se nalazi u ćelija
ma, na ivicama plakova, u astrocitima i penastim 
makrofagima, a ređe u endotelnim ćelijama, na ivi
cama akutnih lezija. Povećawe broja TNF-α pozitiv
nih ćelija u slezini i perifernoj krvi nije moguće 
dokazati, što znači da se ekspresija ovog citokina 
odvija lokalno u CNS [11]. TNF-α se nalazi i u li
kvoru bolesnika sa MS, a wegov nivo može koreli
rati sa težinom i progresijom bolesti [12]. Nivo 
TNF-α u likvoru je veći kod bolesnika s aktivnim 
oblikom bolesti i korelira s oštećewem krvnomo
ždane barijere. Prema nalazima Koflona (Chofflon) 
i Feleja (Fellay) [13], nije bilo razlike u koncentra
ciji TNF-α u serumu između bolesnika sa RRMS u re
lapsu i kontrolnih ispitanika. Naše istraživa
we je takođe pokazalo da nema statistički značajnih 
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TABELA 1. Pozitivne korelacije koncentracija citokina u serumu kod bolesnika sa RRMS pre i posle primene alfakalcidola.
TABLE 1. Positive correlation of cytokine levels in serums of RRMS patients before and after alfacalcidol therapy.

RRMS / RRMS TNF-α IL-10 IL-4 IL-12

Pre primene terapije
Before therapy

p<0.01
za IL-4
for IL‑4 


p<0.001
za IL-12
for IL‑12

p<0.05
za TNF-α
for TNF‑α

Posle primene terapije
After therapy

p<0.05
za IL-4
for IL‑4

p<0.05
za IL-4 i IL-12

for IL‑4 and IL‑12

p<0.001
za IL-12
for IL‑12

p<0.05
za TNF-α
for TNF‑α

GRAFIKON 1. Koncentracije TNF-α, IL-10, IL-4 i IL-12 u serumima bolesnika sa RRMS i odgovarajućim grupama kontrolnih ispitanika.
GRAPH 1. TNF‑α, IL‑10, IL‑4, and IL‑12 concentrations in serums of RRMS patients and of matching groups of control subjects.

* p<0,01 Man-Vitnijev Utest 
(poređewe s kontrolnim 
grupama)

¶ p<0,01 Vilkoksonov test 
sume opsega (poređewe 
pre i posle terapije u 
RRMS grupi)

* p<0.01 Mann‑Whitney U‑Test 
(comparison to controls)

¶ p<0.01 Wilcoxon Rank Test 
(comparison before and 
after treatment of RRMS 
group)
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razlika u koncentraciji TNF-α između ispitanika 
RRMS grupe i kontrolnih grupa, kao i da primewe
na terapija alfakalcidolom nije izazvala značajne 
efekte na koncentraciju ovog citokina. Ovo je i ra
zumqivo ako se ima u vidu da se povećana aktivnost 
TNF-α može zabeležiti samo u prvim satima od po
četka zapaqewskog procesa, i to prvenstveno lokal
no, u tkivima zahvaćenim zapaqewem.

U jednojedarnim ćelijama periferne krvi postoji 
povećana ekspresija IL-12 iRNK spontano tokom raz
voja akutnih lezija kod bolesnika sa RRMS, kao i po
sle stimulacije ovih ćelija mijelinbazičnim pro
teinom (MBP) i antiCD28 monoklonskim antiteli
ma, a posebno neposredno pre kliničke pojave relap
sa. Povišeni nivoi IL-12 su otkriveni u serumu i li
kvoru bolesnika sa MS, ali nije utvrđena korelaci
ja u odnosu na težinu bolesti [14]. Pored ovog, proiz
vodwa IL-12 izazvana mitogenom je povećana kod oso
ba obolelih od MS, u poređewu sa zdravim ispitani
cima, ali i kod onih s akutnim oblikom MS u odno
su na bolesnike sa stabilnim oblikom MS [15]. Rezul
tati naše studije su pokazali da je kod bolesnika sa 
RRMS u relapsu koncentracija IL-12 u serumu bila 
smawena, u poređewu sa ispitanicima kontrolnih 
grupa. Razlika u izmerenim vrednostima IL-12 u raz
ličitim studijama verovatno je posledica čiwenice 
da je definicija relapsa uslovqena kliničkim nala
zom. Za razvoj kliničkog nalaza neophodno je vreme, 
tj. prethodno odvijawe zapaqewskog procesa u CNS. 
Stoga su razumqivi različiti nalazi za različite 
citokine, u zavisnosti od toga da li su određivani 
u tkivu, likvoru ili serumu, a posebno u zavisnosti 
od trenutka kada su mereni. U našoj studiji lečewe 
alfakalcidolom izazvalo je povećawe i normaliza
ciju proizvodwe ovog citokina. U studijama in vitro 
pokazano je da lečewe vitaminom D suprimira dife
rencijaciju prethodno stimulisanih monocita u 
dendritske ćelije, kao i da inhibira sekreciju IL-12 
i IL-10 [16]. Takođe, u uslovima in vitro vitamin D mo
že potpuno da zaustavi daqu diferencijaciju den
dritskih ćelija i lučewe svih citokina Th1 profi
la [17]. Različiti nalazi mogu biti posledica čiwe
nice da vitamin D može kao inhibitor ili stimula
tor uticati na ćelijske funkcije u zavisnosti od to
ga da li deluje na prethodno aktivirane ćelije ili, 
pak, na ćelije koje miruju. Naime, kombinovana studi
ja in vitro i in vivo kod bolesnika s reumatoidnim ar
tritisom pokazala je ovakav dvojni potencijal alfa
kalcidola na proliferaciju limfocita [18].

Prema nalazima nekih autora, nivo IL-10 iRNK 
je niži kod osoba obolelih od MS u odnosu na zdra
ve ispitanike, a ekspresija se smawuje pre i tokom 
egzacerbacija [19]. Rezultati našeg ispitivawa su 
pokazali da nema statistički značajnih razlika u 
koncentraciji IL-10 kod bolesnika sa RRMS u relap
su u odnosu na zdrave i ispitanike sa neinflama
cionim neurološkim bolestima. Zanimqivo je da 
Djuran (Duran) i saradnici [20] nisu otkrili raz
like u procentu ćelija koje proizvode IL-10 i IL-12 
između bolesnika s različitim kliničkim obli
cima bolesti i zdravih ispitanika. Kod bolesni
ka sa primarno progresivnim oblikom MS utvrđen 
je smawen broj CD4+ T ćelija koje proizvode IL-12, 

IL-13 i TNF-α, a povećan broj CD8+ T ćelija koje pro
izvode IL-4 i IL-10 u odnosu na bolesnike sa drugim 
kliničkim oblicima bolesti i zdrave ispitanike 
[21]. IL-4 je otkriven u povećanim koncentracijama 
pre relapsa, a IL-10 posle relapsa [22]. Lečewe alfa
kalcidolom nije značajno uticalo na koncentraci
ju IL-10 kod ispitanika ukqučenih u naše istraži
vawe. Koncentracija IL-4 bila je statistički značaj
no mawa kod bolesnika sa RRMS u relapsu pre pri
mene leka, u odnosu na ispitanike kontrolne grupe, 
a lečewe alfakalcidolom dovelo je do statistički 
značajnog povećawa nivoa IL-4, što je omogućilo do
stizawe vrednosti kao i kod ispitanika kontrol
nih grupa. Ovakav nalaz za IL-4 je skoro identičan s 
rezultatima za IL-12 koje smo dobili u našem istra
živawu, što se može smatrati potpunom suprotno
šću u odnosu na klasičnu postavku da je IL-12 cito
kin koji omogućava usmeravawe imunske regulacije 
u pravcu odgovora tipa Th1. Regulacija imununskog 
odgovora in vivo je toliko složena, da striktna pode
la na Th1 i Th2 tip regulacije nije moguća, čemu u 
prilog govori i nalaz pozitivnih korelacija kon
centracija citokina koji su pokazani u našoj stu
diji. Link (Link) [23] je verovatno najpravilnije de
finisao imunoregulaciju kod MS kada je zakqučio 
da je MS verovatno udružena sa citokinskom „olu
jom”, koja se odlikuje ogromnom povećanom regulaci
jom svih nivoa citokina, kako na nivou iRNK, tako 
i na nivou lučewa.

Prema nalazima naše studije, može se pretpo
staviti da se alfakalcidol ponaša kao stabiliza
tor funkcija ćelije, sa tendencijom ponovnog uvođe
wa prirodne regulacione ravnoteže i uspostavqa
wa načina regulacije kakav postoji kod zdravih qu
di. Drugim rečima, „oluju” citokina, koju opisuje 
Link, dovodi u stawe prirodne ravnoteže. Saznawa 
vezana za značaj i ulogu vitamina D posebno su aktu
elna posledwih godina, kada se saznalo da on može 
uticati na diferencijaciju i aksonalnu adheziju 
oligodendrocita tokom razvoja mozga, kao i da rela
tivni nedostatak vitamina D može povećati apop
tozu oligodendrocita [24]. Imajući ovo u vidu, real
no je pretpostaviti da će primena vitamina D u le
čewu osoba obolelih od multiple skleroze dobiti 
sve veći značaj u kliničkoj praksi.

ZAKQUČAK

Rezultati našeg istraživawa pokazuju da alfa
kalcidol primewen oralno u velikim dozama ima 
imunomodulaciono dejstvo na regulaciju nivoa ci
tokina kod bolesnika sa RRMS u relapsu. Za utvrđi
vawe verovatnog pozitivnog efekta lečewa neophod
no je uraditi obimniju kliničku studiju koja bi ob
uhvatila i NMR evaluaciju.

LITERATURA

� 1.� Ebers�GC,�Dyment�DA.�Genetics�of�multiple�sclerosis.�Seminars�in�
Neurology�1998;�18:295-9.

� 2.� Sadownick�AD,�Ebers�GC.�Epidemiology�of�multiple�sclerosis:�a�
critical�overview.�Can�J�Neurol�Sci�1993;�20:17-29.



128

SRPSKI ARHIV ZA CELOKUPNO LEKARSTVO

� 3.� Goldberg�P.�Multiple�sclerosis:�vitamin�D�and�calcium�as�environ-
mental�determinants�of�prevalence�(a�viewpoint).�Part�1:�Sunlight,�
dietary�factors�and�epidemiology.�Int�J�Environ�Stud�1974a;�6:19-27.

� 4.� Embry�AF,�Snowdon�LR,�Vieth�R.�Vitamin�D�and�seasonal�fluctua-
tions� of� gadollinium� enchancing� magnetic� resonance� imaging�
lesions�in�multiple�sclerosis.�Ann�Neurol�2000;�48:271-2.

� 5.� Nieves�J,�Cosman�F,�Herbert�J,�et�al.�High�prevalence�of�vitamin�D�
deficiency�and�reduced�bone�mass�in�multiple�sclerosis.�Neurolo-
gy�1994;�44:1687-92.

� 6.� Cantorna� MT,� Hayes� CE,� DeLuca� HF.� 1,25-Dihydroxyvitamin� D3�
reversibly� blocks� the� progression� of� relapsing� encephalomyelitis,� a�
model�of�multiple�sclerosis.�Proc�Natl�Acad�Sci�USA�1996;�93:�7861-4.

� 7.� Lemire�JM,�Archer�DC,�Back�L,�et�al.�Immunosuppresive�action�of�
1.25-dihydroxyvitamin� D3.� Preferntial� inhibition� of� Th1� func-
tions.�J�Nutr�1995;�125:1704S-8S.

� 8.� McDonald�WI,�Compston�A,�Edan�G,�et�al.�Recommended�diag-
nostic�criteria�for�multiple�sclerosis:�guidelines�from�the�interna-
tional�panel�on�the�diagnosis�of�multiple�sclerosis.�Ann�Neurol�
2001;�50:121-7.

� 9.� Lublin�FD,�Reingold�SC.�Defining�the�clinical�course�of�multiple�
sclerosis:� Results� of� an� international� survey.� Neurology� 1996;�
46:907-11.

�10.� Kurtzke�JF.�Rating�neurologic�impairment�in�multiple�sclerosis:�an�
expanded� disability� status� scale� (EDSS).� Neurology� 1983;� 33:�
1444-52.

�11.� Selmaj�KW,�Raine�CS,�Cannella�B,�et�al.�Identification�of�lympho-
toxin�and�tumor�necrosis�factor�in�multiple�sclerosis�lesions.�J�Clin�
Invest�1991;�87:949-54.

�12.� Drulovic�J,�Mostarica-Stojkovic�M,�Levic�Z,�et�al.�Interleukin-12�
and�tumor�necrosis� factor-alpha� levels� in�cerebrospinal� fluid�of�
multiple�sclerosis�patients.�J�Neurol�Sci�1997;�147:145-50.

�13.� Chofflon�M,�Fellay�B.�Monitoring�multiple�sclerosis�course�and�
activity�with�TNF-α.�Mult�Scl�1998;�4:188-92.

�14.� Clerici�M,�Saresella�M,�Trabattoni�D,�et�al.�Single-cell�analysis�of�
cytokine�production�shows�different�immune�profiles�in�multiple�
sclerosis�patients�with�active�or�quiescent�disease.�J�Neuroimmu-
nol�2001;�121:88-101.

�15.� Ferrante�P,�Fusi�ML,�Saresella�M,�et�al.�Cytokine�production�and�
surface�marker�expression�in�acute�and�stable�multiple�sclerosis:�
altered�IL-12�production�and�augmented�signaling�lyphocytic�acti-
vation�molecule�(SLAM)-expressing�lymphocytes�in�acute�multi-
ple�sclerosis.�J�Immunol�1998;�160:1514-21.

�16.� Lyakh�LA,�Sanford�M,�Chekol�S,�et�al.�TGF-beta�and�vitamin�D3�
utilize�distinct�pathways�to�suppress�IL-12�production�and�modu-
late�rapid�differentiation�of�human�monocytes�into�CD83+�den-
dritic�cells.�J�Immunol�2005;�174(4):2061-70.

�17.� Gauzzi�MC,�Purificato�C,�Donato�K,�et�al.�Suppressive�effect�of�1-
alpha,�25-dihydroxyvitamin�D3�on�type�I�IFN-mediated�monocyte�
differentiation�into�dendritic�cells:�impairment�of�functional�activ-
ities�and�chemotaxis.�J�Immunol�2005;�174(1):270-6.

	18.	Anđelković	Z,	Vojinović	J,	Pejnović	N,	et	al.	Disease	modifying	
and	immunomodulatory	effect	of	high	dose	1α(OH)D3	in	rheuma-
toid	arthritis	patients.	Clin	Exp	Rheumatol	1999;	17:453-6.

�19.� van�Boxel-Dezaire�AHH,�Hoff�SCJ,�Oosten�BW,�et�al.�Decreased�
interleukin-10�and�increased�interleukin-12p40�mRNA�are�associ-
ated�with�disease�activity�and�characterize�different�disease�stages�
in�multiple�sclerosis.�Ann�Neurol�1999;�45:695-703.

�20.� Duran�I,�Martinez-Caceres�EM,�Brieva�L,�et�al.�Similar�pro-�and�
anti-inflammatory�cytokine�production� in�the�different�clinical�
forms�of�multiple�sclerosis.�Mult�Scler�2001;�7:151-6.

�21.� Killestein�J,�Den�Drijver�BF,�van�der�Graaf�WL,�et�al.�Intracellular�
cytokine�profile�in�T-cell�subsets�of�multiple�sclerosis�patients:�dif-
ferent� features� in�primary�progressive�disease.�Mult�Scler�2001;�
7:145-50.

�22.� Peterit�HF,�Pukrop�R,�Fazekas�F,�et�al.�Low�interleukin-10�produc-
tion�is�associated�with�higher�disability�and�MRI�lesion�loud�in�sec-
ondary� progressive� multiple� sclerosis.� J� Neurol� Sci� 2003;� 206:�
209-14.

�23.� Link�H.�The�cytokine�storm�in�multiple�sclerosis.�Mult�Scl�1998;�
4:12-5.

�24.� Chaudhuri�A.�Why�we�should�offer�routine�vitamin�D�supplemen-
tation�in�pregnancy�and�childhood�to�prevent�multiple�sclerosis.�
Med�Hypotheses�2005;�64(3):608-18.

ABSTRACT
Multiple sclerosis (MS) is a consequence of genetic and 

environmental factors. Geographic, genetic, and biologi‑
cal evidence suggests that an important immunopathogen‑
ic factor might be the insufficiency of vitamin D. The aim of 
our study was to investigate the immunomodulatory effect of 
alfacalcidol, a vitamin D analogue, on cytokine levels in RRMS 
patients in relapse. We investigated 15 patients suffering from 
RRMS relapse (an RRMS group) and two control groups: one 
control group of healthy subjects (n=10) and a NIND group, 
consisting of patients with non‑inflammatory neurological dis‑
eases (n=10). All of the MS patients were treated with 5 μgr/day 
of oral alfacalcidol for a period of five days. The serum cytokine 
levels of TNF‑α, IL‑10, IL‑4, and IL‑12 were measured in all the MS 
patients one day prior to and one day after therapy, and in all 
the control subjects (ELISA, Quantikine human immunoassay, 
R&D Systems, UK). Our results showed significantly lower IL‑ 4 
and IL‑ 12 levels in the RRMS patients group compared to the 
N group and the NIND group (p<0.001 Mann‑Whitney U‑test). 
No significant differences in TNF‑α and IL‑10 levels were found 

between the groups, and there was no influence of alfacal‑
cidol on these cytokines in RRMS patients. High doses of oral 
alfacalcidol induced significant increases in IL‑4 and IL‑12 levels 
in RRMS patients (p<0.001, Wilcoxon rank signed test). There‑
fore, there were no differences in IL‑ 4 and IL‑ 12 levels com‑
pared to the N group and the NIND group. Alfacalcidol thera‑
py in RRMS patients did not provoke any side effects. Vitamin D 
and its analogues, such as alfacalcidol, act as immunomodula‑
tory agents, with potential therapeutic effects for patients with 
multiple sclerosis.
Key words: multiple sclerosis; vitamin D; alfacalcidol; cytokine

Slobodan VOJINOVIĆ 
Klinika za neurologiju 
Klinički centar Niš 
Bulevar dr Zorana Đinđića 48, 18000 Niš 
Tel: 018 233 772 
Faks: 018 539 460 
E‑mail: boban2@eunet.yu

EFFECTS OF ALFACALCIDOL THERAPY ON SERUM CYTOKINE LEVELS IN  
PATIENTS WITH MULTIPLE SCLEROSIS

Slobodan VOJINOVIĆ1, Jelena VOJINOVIĆ2, Vladan ĆOSIĆ3, Vojin SAVIĆ4

1Clinic of Neurology, Clinical Centre, Niš; 2Clinic of Paediatrics, Clinical Centre, Niš;
3Biochemistry Institute, Clinical Centre, Niš; 4Clinic of Nephrology, Clinical Centre, Niš

* Rad je saopšten na Kongresu Udružewa alergologa i kliničkih imunologa Srbije i Crne Gore septembra 2004. u Niškoj Bawi.


