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OZET

Multipl Sklerozlu Hastalarda Tedavide Kullanilan Interferon Beta’ya Karsi Gelisen

Blokan ve Nétralizan Antikorlarin Klinik ve Radyolojik Bulgular Uzerine Etkileri

Dr. Derya Kaya
Dokuz Eylul Universitesi, Noroloji Departmani

derya.kaya@deu.edu.tr

Amag ve Hipotez

Interferon beta (IFNf), multiple sklerozda (MS) ilk siradaki immun tedavi se¢eneklerindendir.
Bazi hastalarda IFNPB’nin tekrarlayan enjeksiyonlar1 IFNf antikorlarinin olusumuna neden
olabilmektedir. Bu antikorlar, molekilin biyolojik aktivitesini etkilemeyen blokan antikorlar
(BAb) ve tedavi etkinliginde azalmaya neden olan nétralizan antikorlar (NAb) olarak
adlandirilmaktadir. Bununla birlikte, bu antikorlarin etkisi tartigmalara konu olmaya devam
etmektedir. Bu calismanin amaci, MS’li hastalarda gelisen BAb ve NAb sikligini, bu
antikorlarin  klinik ve manyetik rezonans goriintileme (MRG) (zerine etkilerini

degerlendirmektir.
Yontem

Calismaya en az 18 aydir IFNB kullanan 102 MS hastasi dahil edildi. Caligmanin
baglangicinda ve bir yil sonra, Orneklerin BAb tayini igin, capture enzyme-linked
immunosorbent assay (CELISA) kullanildi. NAb’lar Miyxovirus Protein A (MxA) messenger
RNA (mRNA) induksiyon yontemi (real-time polymerase chain reaction -PCR) ile ¢aligildu.
Klinik etkinlik; atak hizi ve EDSS (Expanded Disability Staus Scale) skorlar1 temelinde
degerlendirildi. IFNP tedavisinin Manyetik Rezonans Goriintilleme (MRGQ) tizerine etkinligin
oOlgutleri olarak T1 agirlikli post-gadolinium hiperintens lezyonlar ve T2 lezyon hacmi
kullanildi.



Bulgular

Calisma baslangicinda, IFNB-1b ile tedavi edilen 49 hastanin %40.8’inde BAb saptanirken,
IFNB-1a SC ile tedavi edilen 40 hastanin %]15’inde, IFNB-1a IM ile tedavi edilen 13 hastanin
%7.7°’sinde  BADb pozitifti. IFNB-1b kullanan hastalarin %12.2’sinde, IFNB-la SC
kullananlarin %7.5’inde NAb bulundu. Ancak, IFNB-l1a IM kullanan hastalarin hig¢birinde
NAb pozitif saptanmadi. Kalict NAb pozitiflik %5.2 olarak bulundu. Izlemde kalict NAb
pozitif hastalarin %60’ 1n1n atak ge¢irdigi gozlendi (p=0.330). Kalici NAb negatif hastalarin,
kalict NAD pozitif hastalara gore atak hizi fark ortalamasi daha fazlaydi (p=0.024). Hastalik
progresyonu {izerine ikna edici hi¢bir kanit yoktu. Radyolojik acgidan ise, kalict NADb

pozitifliginin T2 lezyon hacmini ve kontrast tutan lezyon sayisini etkilemedigi gosterildi.

Sonug

Calismamizda, NAb pozitif hastalarin sikligi yapilan benzer c¢alismalara gore daha az
bulunmustur. Bu, Tiirk MS hastalarindaki genetik 6zellikler nedeniyle olabilecegi gibi ilacin
uzun dénemde immunojenitesindeki degisiklik nedeniyle de olabilir. Onceki ¢alismalarin
sonuglart ile uyumlu olarak, IFNB-1b’nin, IFNB-1a SC’den ve IFNB-1a SC’nin de IFNB-1a
IM’ye gore daha immunojenik oldugu gosterildi. IFNf’ya kars1 gelisen NAb’larin atak hizi ve
MRG aktivitesi temelinde terapdtik etkinligi azalttigi izlendi. Bu ¢alisma sonuglari, BAb ve
NAb’larin sikliginin, literatiirdeki veriler kadar yliksek olmasa bile hastalarin IFNf tedavisine

yanitsiz hale gelebileceklerini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Blokan antikor, interferon beta, multiple skleroz, nétralizan antikor



ABSTRACT

Impact of Binding and Neutralizing Antibodies on the Clinical and Radiologic Efficacy

of Interferon Beta Treatment in Patients with Multiple Sclerosis

Kaya D, MD
Dokuz Eylul University, Department of Neurology

derya.kaya@deu.edu.tr

Purpose

Interferon beta (IFN) is one of the first line of immune treatment options for multiple
sclerosis (MS). Repeated IFNP injections may induce IFNP antibody production in some
patients. Such antibodies are called binding antibodies (BAbs), which do not affect the
biological activity of the molecule, and neutralizing antibodies (NAbs), which are associated
with a decrease in the efficacy of the treatment. However, the influence of these antibodies are
subject of an ongoing debate. The objective of this study is to assess the frequency of BAbs
and NAbs, and to evaluate the impact of these antibodies, from the clinical and radiologic

aspects in patients with MS.
Methods

One hundred and two MS patients, treated only with IFNf for at least 18 months, were
included into the study. Samples were screened for BAD, using capture enzyme-linked
immunosorbent assay (CELISA), and NAbs were detected via Myxovirus protein A (MxA)
messenger RNA (mRNA) induction assay (real-time polymerase chain reaction-PCR), first at
the time of study and later, the following year. Relapse rate and Expanded Disability Status

Scale (EDSS) were used to assess the clinical impact. Hyperintense lesions on T1-weighted



post-gadolinium sequences and T2 lesion volume were used as magnetic resonance imaging

(MRI) parameters.
Results

Of 49 patients treated with IFNB-1b, 40.8 % were BAb positive at the beginning of our study,
whereas of 40 patients treated with IFNB-1a SC, 15 % were BAD positive; and of 13 patients
treated with IFNB-1a IM, 7.7 % were BAb positive. NAbs were detected in 12.2 % of IFNf-
1b treated patients, and in 7.5 % of IFNP-la SC treated patients, but none of the IFNB-1a IM
treated patients had detectable NAbs. Persistent NAb positivity was found 5.2%. At least half
of the persistent NAb positive patients were observed to have relapses during follow-up
(p=0.330). The mean relapse rate difference was significantly higher in persistent NAb
negative patients than in persistent NAb positive patients (p=0.024). There was no convincing
effect on progression of disability. It was shown that persistent NAb positivity had no effect

on T2 lesion volume and contrast enhancing lesions in MRI.
Conclusion

In this study, the frequency of NAb positive patients were lower when compared to other
similar studies. This might be due to genetic features of Turkish MS patients or long-term
efficacy of the drug. Consistent with the results to other studies, IFNB-1b was found more
immunogenic than IFNB-1a SC, and IFNf-1a SC was more immunogenic than IFNf-1a IM.
NAbs produced against IFNf reduce the therapeutic benefits measured by relapses and MRI
activity. Data from this study suggest that patients may become unresponsive to [FN therapy
even when the frequency of BAbs and NAbs does not prove to be as high as those in the

literature.

Key words: Binding antibody, interferon beta, Multiple sclerosis, neutralizing antibody



GIRIS VE AMACLAR

Multipl Skleroz (MS), beyinde ve spinal kordta multipl demiyelinizan alanlar ve skar
(skleroz) ile karakterize olan santral sinir sisteminin (SSS) kronik norolojik bir hastaligidir.
Hastalik genellikle geng erigkinlikte baslar ve kadinlarda daha sik goriiliir. MS, yasam siiresini
kisaltmamasina ragmen hastalarda zaman ic¢inde hastaligin ilerlemesiyle ndorolojik
disfonksiyona ve 06zUrliluk birikimine yol agar (1). Hastaligin en sik goriilen formu
ekzaserbasyon ve remisyonla giden relapsing remitting (RR) formudur. Ortalama 10 y1l sonra,
hastalarin yaklasik %50’si (2) basamakli kotiilesen Oziirliilik ile karakterize sekonder

progresif (SP) faza gegerler (3).

Interferon beta (IFNB), MS’in uzun siireli koruyucu tedavisinde giinliik kullanima
giren ilk molekulllerdendir (4). IFNB'nin etkisi hiicre yiizeyinde bulunan reseptoriine
baglanmasi ile baslar. Intraselliiler bir sinyal transdiiksiyonu ile ¢ok sayida genin
ekspresyonunda artisa ya da azalmaya neden olur. Bu nedenle, IFNf’nin regiile ettigi genlerin
mesajci Riboniikleik asit (MRNA) ya da protein diizeyinde ekspresyonlarindaki degisiklikler,
ilacin biyoaktivite belirtegleri olarak kullanilabilir. Myxovirus protein A (MxA) IFNB nin in
vivo etkinligini gostermekte kullanilan en iyi belirteglerdendir (5,6). Bununla birlikte, IFNJ
gibi ekzojendz proteinlerin tekrarlayan enjeksiyonlari, blokan antikorlarin (BAb) ve nétralizan
antikorlarin (NAb) gelisimine yol acabilir. Hem BAb’lar hem de NAb’lar IFN molekiiliine
baglanir. BAb’lar, IFNB nin reseptorle etkilesimini etkilemezken NAb’lar, interferonun
reseptoriine baglanmasini engeller (7). Manyetik rezonans goriintileme (MRG) ve klinik
acidan hastalik aktivitesinin degerlendirildigi bircok ¢aligmada NAb’larin, terapdtik ajanin
biyoaktivitesini azalttigi bildirilmesine ragmen (8-11), IFN ile tedavi edilen MS hastalarinda

ilaca kars1 gelisen antikorlarin rolii halen tartismalidir (12,13).



Bu ¢alismada;

En az 18 aydan beri IFN (IFN beta la ve 1b) kullanan RRMS ve SPMS’li hastalarda
bir yil ara ile BAb ve NAb gelisimini belirlemek,

BAb pozitif hasta grubu ile BAb negatif hasta grubu arasinda a) galismaya alinma
sirasinda; b) Bir yil sonra, atak hizi1 ve EDSS temelinde klinik agidan hastalik tablosunda
farklilik olup olmadigini saptamak,

NADb pozitif hasta grubu ile NAb negatif hasta grubu arasinda a) ¢alismaya alinma
sirasinda; b) Bir yil sonra, atak hiz1 ve EDSS temelinde klinik agidan hastalik tablosunda
farklilik olup olmadigini arastirmak,

BADb pozitif hastalar ile BAb negatif hastalar arasinda a) ¢alismaya alinma sirasinda; b)
Bir yil sonra, MRG incelemelerinde (T2 lezyon hacmi, kontrastlanan lezyon sayisi
acisindan) bu antikorlarin varliligimin  radyolojik acidan fark yaratip yaratmadigini
incelemek,

NAD pozitif hastalar ile NAb negatif hastalar arasinda a) ¢aligmaya alinma sirasinda; b)
Bir yil sonra, MRG incelemeleri ile (T2 lezyon hacmi ve kontrastlanan lezyon sayisi
acisindan) bu antikorlarn varligimin  radyolojik agidan fark yaratip yaratmadigini
degerlendirmek,

Gerek klinik gerekse MRG’de kotiilesme olan hastalarda BAb’larin ve NAb’larm klinik
ve MRG tiizerine etkisinin olup olmadigini degerlendirmek,

Bir yillik izlemde, blokan ve nétralizan antikorlardaki degisimleri (varolanlarin

kaybolmasi yada yeni antikor gelisimi seklinde) belirlemek amaglanmistir.



GENEL BiLGILER

Multipl skleroz, geng eriskinlerde travmalardan sonra en sik goriilen norolojik
Ozarlalik nedenidir (14). Bati iilkelerinde sik rastlanan, diinyada 1 milyondan fazla kisiyi
etkileyen (15), klinik prezentasyonu ve seyri oldukca heterojen (16) bir hastaliktir. MS’in
klinik paternleri uluslararasi bir konsensus tarafindan bildirilmistir (3). Baslangigta hastalarin
yaklasik %85°i tam ya da tama yakin diizelmenin izledigi bir ya da birden fazla atak ile
seyrederler. Bu klinik patern MS’in RR formu (RRMS) olarak adlandirilir. Ortalama 10 yil
sonra, tedavi edilmeyen hastalarin yaklagik %50’si sekonder progresif faza gecerler (SPMS)
(2). Bu faz, ataklar olsun ya da olmasin adim adim kétiilesen oziirliiliik ile karakterizedir.
Hastalarin yaklasik %10’u baslangigtan itibaren progresif seyreder. Bu klinik patern primer
progresif MS (PPMS) olarak bilinir. Bir grup hastada ise hastalik baslangicindan 15 yil sonra
bile norolojik fonksiyonlarin tama yakin korundugu goézlenir ki bu durum benign MS olarak
adlandirilir (3).

MS Patolojisi ve Patogenezi

Multipl sklerozun patolojik belirleyicileri, yaklasik 160 yil 6nce tanimlanmistir (17).
Hastaligin ana yapisal 6zellikleri olan; inflamasyonla iliskili fokal demiyelinizasyon, skar
olusumu ve degisken aksonal hasarlanma Charcot tarafindan tanimlanmistir (18,19).
Lezyonlar periventrikiiler beyaz cevher, optik sinir, serebellum, beyin sapi, servikal ve torokal
spinal kordta yerlesmistir. Yillardir yapilan klasik histopatolojik calismalara ve son
zamanlarda manyetik rezonans teknolojisinin yaygin kullanimma ragmen, MS lezyon
olusumu tam olarak anlagilamamistir. Nasil basladigi, zaman i¢inde nasil degistigi, klinik

belirtilerle ve hastalik aktivitesinin diger belirtecleriyle nasil korele oldugu bilinmezligini

stirdiirmektedir. Buna karsilik MS lezyonu terapinin ana hedefini olusturmaktadir (17).

Multipl sklerozun temel patolojik 06zelligi, multifokal demiyelinizan plaklarin
varligidir. Bu fokal miyelin hasarinin oldugu alanlar, makrofajlarin ve T lenfositlerin
egemenligindeki inflamatuvar bir reaksiyonun zemininde genigler. MS lezyonlar1 aktif ya da
inaktif olarak siniflandirilir (20). Lezyonlardaki makrofaj aktivasyonu ve miyelin

proteinlerinin fagositozu, devam eden aktif demiyelinizasyonun guvenilir isaretleridir (21).
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Kronik MS plaklar1 miyelin yikiminin olmadigi, hiicreden fakir, fibriler gliozisin baskin
oldugu ve etraftan keskin bir c¢izgi ile ayrilan alanlardir. Bununla birlikte, o6zellikle

perivaskiiler bolgede, degisen derecelerde inflamatuvar aktivite hala izlenir (17).

Noropatolojik calismalar MS lezyonlarinda remiyelinizasyon varligini da agikca
gostermektedir. Kronik MS lezyonlarinda remiyelinizasyon tam olmamasia ve genellikle
demiyelinizan plagin kenarinda siirli olmasina ragmen akut ve erken MS lezyonlarindaki
plaklar genis remiyelinizasyon alanlar1 icerir ve bu plaklar ‘shadow’ (golge) plaklar olarak
adlandirilir. Remiyelinizasyonun genigligi, oligodendrositlerin ya da onlarin progenitor
hiicrelerinin varligina baglidir. Bu remiyelinizasyon alanlarmin ultrastriiktiirel 6zelligi; akson
yarigaplar1 ile orantili uniformite gosteren ince myelin kiliflardir (17). Biyopsilerin elektron
mikroskopik olarak incelenmesi; remiyelinizasyonun erken, hatta demiyelinizasyon ile es
zamanli meydana gelebilecegini gostermistir (22). Bununla birlikte, remiyelinizan alanlar
demiyelinizan saldirinin yeni hedefleri haline gelebilmektedir (23). Bu durum, MS
lezyonunun evrilmesinde, siiregelen patojenik ve tamir edici faktorler arasinda dinamik bir

etkilesim oldugunu diisiindiirmektedir.

Multipl Skleroz’un patolojisi {i¢ farklt unsuru igerir: (i) inflamasyon (ii)
demiyelinizasyon (iii) aksonal/néronal hasar (ndrodejenerasyon) (14, 24). Multipl skleroz
birbiri i¢ine gecen 2 fazi olan bir hastaliktir. Noroinflamasyon ve ndrodejenerasyon es zamanh

baslayan ve norolojik 0zirliluk ile sonuglanan iki temel patolojik suregtir.
(i) Inflamatuar Otoimmun bir hastalik olarak MS

Multipl sklerozda miyeline karsi olan immiin saldir1 bir ¢ok immiin hiicre tipinin
koordinasyonuyla gergeklesir. Bunlar hem dogal hem de kazanilmig immiin sistem hiicrelerini
icerir. Dogal immiin sistem; primitif bir sistemdir, antijene spesifik degildir ve 6rnek hiicre
tipleri makrofajlar ve dentritik hiicrelerdir. Kazanilmis immun sistem ise antijene spesifiktir, T
ve B lenfositleri kapsar. Bu lenfositlerin yiizeyinde eksprese edilen “major histocompatibility
complex” (MHC) proteinleri tarafindan bir antijenin spesifitesi belirlenir. Makrofajlar,
yabanci antijenleri fagositoz ile yakalar ve sonra bu antijenleri uygun T hiicre tipinin tanimasi
icin hucre yuzeylerinde sunar (Antijen sunan hicre-APC). Bu durum, sitokin kokteylinin

aracilik etmesi ile T hiicresinin aktivasyonuna ve proliferasyonuna yol acgar. Otoimmiin
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demiyelinizan hastalikta, taninan antijenin miyelin proteinleri zerinde bulunan bir epitop
oldugu disiiniiliir (16). MS’te T hiicrelerinin otoreaktivitesinde yer alan miyelin proteinleri;
myelin basic protein (MBP), miyelin oligodentrosit glikoprotein (MOG), myelin associated
glikoprotein (MAG), proteolipid protein (PLP), aB-kristalin, transaldolaz, fosfodiesterazlar ve
heat shock proteinleri (HSP) (25), astrosit antijenler (S100 protein) gibi non-miyelinik
proteinler ile bazi endotelyal antijenler ve niikleer faktorlerdir (26). Normalde, SSS’de sinirli
sayida antijen-otoreaktif T hiicre vardir. Genetik olarak MS’e yatkin bireylerde, heniiz
bilinmeyen mekanizmalarla ‘toleransin kirilmasi’ ile bu T hiicreleri periferde muhtemelen
molekuler benzerlik ile aktive olur. Molekuler benzerlik, otoantijenler ile ekzojen
tetikleyiciler ya da self-antijenler ile mikrobiyal antijenler arasinda paylasilan epitoplarin
taninmasidir. Birgok patojenin ve molekiiliin, molekiiler benzerlik temelinde, miyelin reaktif T
hicrelerini aktive etmeleri olasidir. Birgok faktorle karsilagmanin, ortak bir bigimde
sonlanmas1 (MS patolojisini olusturmak i¢in SSS’ye giren miyelin reaktif T hiicrelerinin
aktivasyonu); MS’in patogenezini, sinirli nedenlere baglamanin nigin zor oldugunu agiklar.
Buna karsin, bircok patojen tarafindan molekiiler benzerlik yoluyla miyelin reaktif T
hicrelerinin aktif hale gelebilmesi, MS eksaserbasyonlarinin enfeksiyonlar ile iligkisini

aciklamaya yardimci olabilir (27).

Sonrasinda, otoreaktif T hiicrelerin, kan beyin bariyerinden (KBB) migrasyonu ve
beyne ve spinal korda invazyonu gergeklesir (15). T hiicreleri baslangigta kendilerine sunulan
bir antijenin epitopunu tanirken, zamanla ayni antijenin diger epitoplarim1 hatta diger
antijenlerin epitoplarini, tanir hale gelir ki bu fenomen epitop yayilmasi (epitop spreading)

olarak tanimlanir (28).

T hiicrelerinin SSS’ye gecisi ardil mekanizmalar ile olusur. Lokositler kanda yiiksek
hizda akmalar1 nedeniyle, ilk olarak, endotelyal ¢izgi lizerine tutunabilmelidir (adezyon). Bu
hem T htcreleri hem de endotelyal hiicreler Gizerinde eksprese olan adezyon molekillerinin
etkilesimleri ile meydana gelir (29). Bu nedenle, sadece T hiicreleri degil, ayn1 zamanda
endotelyal hiicreler Gizerindeki adezyon molekdllerinin ekspresyonu da up-regiile olur (30).
Lokositlerin yuvarlanmasi, adezyonu ve diyapedezi vaskuler hiicresel adezyon molekuli-1
(VCAM-1) ile ¢ok ge¢ aktivasyon molekuli-4 (VLA-4) ve hiicrelerarasi adezyon molekiilii-1
(ICAM-1) ile lenfosit fonksiyonu iligkili antijen 1 (LFA-1)’in etkilesimleri araciligi ile olur
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(17). Lokositler tutunup, endotelyal bariyerden gectikten sonraki ikinci adim, kan
damarlarinin  disinda  bulunan bazal membranlarin degradasyonuna ve yeniden
bicimlendirilmesine aracilik eden proteazlarin ekspresyonudur. Bu siirecte, matriks
metaloproteazlar (MMP) olarak adlandirilan bir proteaz ailesi (31), dzellikle MMP-9 (32) rol
alir. MMP’lerin miyelin komponentlerinin proteolizi ve sitokin (6rn. TNF-a) tretiminin
regiilasyonu gibi baska fonksiyonlari da vardir ve olasilikla apopitotik hiicre 6liimiiniin
regiilasyonunda da rol alir (33). MMP’ler ve MMP’lerin doku inhibitorleri (TIMPs) MS’li
bireylerin serum ve beyin omurilik sivisinda (BOS) bulunur, plaklarda eksprese edilir (34,35).
MMP-9 RRMS’li hastalarda daha yiiksek olabilir ve inflamasyonun MRG’deki belirtegleri ile
korele olabilir (36). Relaps hizim1 ve siddetini azaltan beta interferonlar MMP-9’un potent
inhibitoriidiir ve T hiicre infiltrasyonu ve sitokin iiretimini sinirlayabilir (37). Son olarak

kemokinlerin ekspresyonu; T hiicrelerinin olay yerinde toplanmasini saglar (17).

Santral sinir sistemi i¢inde reaktive olan T hticreleri, pro-inflamatuvar T helper (Th)-1
sitokinleri Uretir ve sitotoksik maddeler sekrete eden B lenfositler ve makrofajlar gibi bir¢ok
hicre tipi ile birlikte miyelin kilif hasarin1 yonetir (15). Hasar yonetimini biraz daha agacak
olursak, SSS icinde bir kez aktive olan T hicreler, antijen sunan bir hiicre (makrofaj ya da
mikroglia) ile karsilasir. Antijen sunan hiicreler, yiizeylerinde HLA Class II molekiilii ve
uygun kostimulatorler bulundurur. Uclii kompleks (T hiicre reseptorii, antijen ve HLA Class
IT molekiilii) olustugu zaman, CD4 Thl hiicreleri; interferon gama (IFNy), timOr nekroz
faktor (TNF) alfa, interlokin (IL)-1, IL-2, IL-12, 1L-23 gibi proinflamatuvar sitokinler ile
kemokinler dretir. Agiga c¢ikan bu sitokinler ve kemokinler, T hicrelerin klonal
proliferasyonunu uyarir, makrofaj ve mikroglialara saldirir ve aktive eder ki bu suretle
immunolojik bir yanit baslatilmisg olur. CD4 Th2 ve Th17 lenfositler ise, IL-4, IL-6, IL-10,
transforming growth faktér (TGF) gibi immun sistemin proinflamatuvar durumunu down
regiile eden, B hiicre proliferasyonunu uyararak ardil antikor iirtinlenmesi ile sonug¢lanan
antiinflamatuvar sitokinleri tretir (38-40). Bu proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinler
arasindaki denge ile immun reaksiyonlar dizenlenir. Ek olarak, supressor T lenfositler
(CD8+) ve natural Killer reseptori eksprese eden T hicreleri, Th lenfositlerin
proliferasyonunu azaltir (antiergotipik yanit) ve aktivasyonu inhibe eder (antiidiotipik yanit);

boylece inflamasyona kars1 regiilasyona katkida bulunmus olur (38,39).

10



(ii) Demiyelinizan bir hastalik olarak MS

Lucchinetti ve arkadaslarinin 1999°da ve 2000’de ¢ok sayida aktif MS lezyonuyla yaptiklari
ayrintili néropatolojik caligmalar; hastadan hastaya ya da hastalik alt tiplerine gore degisen,
birbirinden farkli patojenik mekanizmalarin oldugunu gostermistir (41,42). Lezyon
profillerindeki heterojenite, gerek genetik caligsmalarla gerekse MRG ve MR spektroskopi
(MRS) c¢alismalariyla desteklenmektedir (17). Bu heterojenite, MS lezyon patolojisinin
merkezinde yer alan demiyelinizasyonda goriiliir (43). Her hastada farkli bir patern
goriilirken, ayni hastanin bir ¢ok aktif plaklar1 benzer goriinimdedir (17). Dort farkli
demiyelinizasyon paterni tanimlanmigtir (Sekil 1) (42,43)

Tanimlanan bu dort paten:

Patern I: T hiicre ve makrofaj aracili demiyelinizasyon (%12)

Patern 11: Kompleman aktivasyonunu igeren antikor aracili demiyelizasyon (%53)
Patern Il1: Distal oligodendriogliopati, oligodentrosit apopitozu (%30)

Patern IV: Primer oligodendrosit dejenerasyonu (%4) seklinde 6zetlenebilir.
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MS plaklarindaki heterojen patojenik komponentlerin taninmasi, MS hastalarinin
inflamasyon, demiyelinizasyon ve doku hasarinin ortak mekanizmalarinin daha kiiciik alt
gruplar halinde siiflandirilmasina ve bdylece etkili 6znel sagaltimlarin da alt gruplara

ayrimlanmasina olanak saglayabilir (17).

Diger yandan, MS'te akut donemde yapilan patolojik incelemeler, MS’in spesifik
miyelin antijenlerine karsi olusan primer otoimmiin bir hastalik oldugu geleneksel
gorlistine meydan okumaktadir. Barnet ve Prineas (2004) yeni sekillenen lezyonda en
erken degisikligin OG apopitozu oldugunu belirledi ve doku zedelenmesinin ardil sistemik
immiin yanitla arttifini 6ne siirdiller. MS patolojisinin aylar-yillar ig¢inde degisim
gosterdigini, hastaligin gec fazina eslik eden degisikliklerin inflamatuvar yanitin progresif
olarak SSS’ye kompartmantalize olmasi ve zamanla sistemik etkilerden izolasyonu ile
eslik ettigi goriislinii getirdiler (44). Bu yeni paradigma MS patogenezi konusundaki
bilgilerin yeniden gozden gegirilmesine yol agmustur.

(i) Norodejeneratif bir hastalik olarak MS

Son donemlerdeki patolojik ¢alisma sonuglari, demiyelinizasyonla iliskili olan otoagresif
inflamatuvar faza paralel olarak, geriye doniisiimsiiz Oziirlillikten sorumlu olan aksonal
kaybin, hastaligin erken donemlerinde bile baslayabildigi, hastalik ilerledik¢e baskin patojenik
mekanizma oldugu bildirilmistir (24,45-47). Bununla birlikte, aksonal hasarin makrofajlarca
ya da sitotoksik T hiicrelerince yiiriitiilen primer aktif destriiktif bir islemlemenin bir sonucu
mu yoksa demiyelinizasyona sekonder patolojik bir cevap mi oldugu heniiz kesin olarak
bilinmemektedir (45) (Sekil-2). Alternatif olarak, MS’te aksonal kaybin, demiyelinizasyondan

bagimsiz bir sekilde, primer norodejeneratif bir nedenle de olabilecegi sorgulanmaktadir (47).

Aksonal hasarin artmig kalsiyum girisini takiben artan membran gegirgenligi ile basladigy;
aksonal transportun kesintiye ugramasi ile hiicre iskeletinin degistigi, bundan dolay1 aksonal
sisme ve lobiilasyon oldugu ve son olarak baglantinin bozuldugu bildirilmistir (48). MS’te
goriilen aksonal patolojinin yaygmnlhigi ve derecesi, MS’li bireyler arasinda oldukga
degiskenlik gosterir, bu degiskenlik inflamatuvar siirecin siddetine bagl gibi goriinmektedir.
Bununla birlikte, aksonal hasara katkisi olan diger faktorler, demiyelinizasyonun spesifik

patojenik mekanizmalarina ve olasilikla kisileraras1  heterojeniteye baghdir (17).
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Sekil 2: Multipl Sklerozun iki yzl (49)
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MS’te Tedavi Yaklasimlari

MS’te tedavi, relapslarin tedavisi, uzun doénem immunomodilatér ya da

immunosupresif tedaviler ve semptomatik tedaviler olmak (izere (i¢ ana unsurdan olusur (50).
Relapslarin tedavisi

Relaps tedavisinin temel tasi, 1990’larin ortalarindan bu yana kortikosteroidlerdir. Bu
amacla 1000 mg metilprednizolonun (MP) 3-5 giin siireyle intravendz yolla uygulanmasi
onerilir (51).

Plazmaferezin, MS’in uzun dénem klinik gidisini degistirmesi ile iliskili bilinen bir
rolii yoktur. ilk kez Weinshenker ve O’Brien (1999) kortikosteroide yanit vermeyen bir grup
agir MS’li hastada plazmaferez uyguladilar ve hastalarin %42’sinde iyi sonuglar aldiklarini

bildirdiler (52).

Uzun dénem tedaviler

RRMS’te immiinolojik aktiviteyi etkilemenin anlami; aktif inflamasyonu baskilayarak
miyelin ve aksonal hasar1 6nlemek, boylece Oziirliligi engellemektir. Yillarca, bir dizi
immiinosupresif ajan bu amagla kullanilmistir. Jeneralize immun disfonksiyon yapan ve

yararli etkileri olan bu ajanlarin kullanimi sistemik yan etkileri nedeniyle kisithdir (15).

Bin dokuz yiz doksanlarda iki sinif immunomodiilatér ajan RRMS tedavisi igin
kullanima girmistir. Bunlar; interferon beta (IFNB la ve IFNB 1b) ve glatiramer asetat
(GA)Ytir (53). Immunomodiilatérler, proinflamatuvar otoimmun durumlardan (otoreaktif T
hiicrelerden salinan Th 1 sitokinler aracili) antiinflamatuvar bir cevre (regiilatuvar T
hicrelerden salinan Th 2 sitokinler aracili) olusmasi i¢in  immun cevaplarin yon

degistirmesine neden olur (54).

Glatramer asetat (Copaxone®), RRMS’in uzun donem tedavisi amaciyla 1996’da onay
alan MBP’in sentetik analogudur (55). EAE yaratmak amaciyla tasarlanan bu molekiiliin, tam
tersine HLA-DR molekiillerine baglanabilmek i¢in MBP ile yarismakta oldugunun saptanmasi
uzerine GA, MS’te bir tedavi segenegi olmustur (55,56). Giliniimiizde interferonlar ile birlikte
ilk basamak tedavisi olarak kullanilmaktadir (57). GA’nin, T hiicreleri diizeyindeki

immunomodiilator aktivitesinden bagka, ikinci etki mekanizmasi, SSS’de hasarlanan akson ve
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noronal hiicre govdeleri ilizerine, bazi norotrofik faktorlerin ekspresyonunu modiile etmek

suretiyle gosterdigi noroprotektif etkidir (57).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, Natalizumabin, RRMS’te T lenfositler lzerinde
eksprese edilen bir adezyon molekilu olan o4-integrine baglanarak T hiicre migrasyonunu

engelleyen, atak hiz1 ve MRG aktivitesi lizerine oldukea etkili oldugunu gdstermistir (58).

SPMS’te hastalig1 modifiye edici ajanlarin etkisi sinirhidir. IFNB’lardan sadece IFNf
1b’nin Avrupa g¢alismasinda, Oziirliiliigliin baslangic zamanin1 geciktirdigi bildirilmistir (9).
Diger yandan kanita dayali tedavi yaklasimi ile (15), MS’teki etki mekanizmasinin
imminomodulator mekanizmalarla benzer oldugu bildirilen mitoksantron (59), MS’in malign
formlarinda ilk sira, kotiilesen RRMS (60) ve SPMS’te ikinci sira ilag olarak kullanilmaktadir
(61).

Kladribin, Fungolimod, laquinimod, teriflunomid, minosiklin, éstriol, statinler gibi oral
ajanlar; intraven6z immunosipresan (Pizantrone); monoklonal antikorlar (rituksimab,
alemtuzumab, daklizumab, AB-874) gibi bazi ajanlar ise yakin bir gelecekte kullanima

girecek olan ve umut vadeden tedavilerdir (62).

Semptomatik MS lezyonlarinin i¢ine uygulanan schwann hicre transplantasyonunun;

biriken defisitleri geri ¢evirip ¢ceviremeyecegine iliskin ¢alismalar devam etmektedir (63).

MS ekzaserbasyonlarinin %40°1 kalici norolojik disfonksiyon ile sonuglanir (64).
Mesane barsak disfonksiyonu, tremor, yorgunluk gibi giinliik yasam kalitesini bozan bu
semptomlarin tedavisi farmakolojik tedaviler yaninda rehabilitasyon, egzersiz, hayat tarzi ve

cevre modifikasyonu gibi nonfarmakolojik yaklagimlarin kombinasyonunu gerektirir (65).
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Beta interferonlar

Multipl skleroz bugtin i¢in nedeni kesin olarak bilinmeyen ve bu nedenle kesin tedavisi
olmayan bir hastalik olmakla birlikte, giinlimiizde RRMS’in ilk basamak tedavisi , 1990’11
yillarda biiytik klinik ¢aligmalarin yayilanmasi onciiliigiinde gelistirilen immunoomodulator
GA ve IFNpP’dir. interferonlar bu konuda giinliik kullanima giren ilk molekiildiir (4). Ug
biiyiikk plasebo kontrollii, ¢ift kor, randomize ¢alisma, interferonlarla ataklarda %18- %32
oranlarinda azalma sagladigim1 gostermistir (66-68). RRMS’te IFNB’nin atak sikligim
azalttigi, atak baslangicini geciktirdigi, kalic1 6ziirliiliik birikimini ve MRG’de kontrast tutan

lezyon sayisini azalttig1 sayisiz ¢aligmalarla kanitlanmistir (66-72).
Interferon Beta nin Etki mekanizmasi

Dogal immun sistemin bir pargasi olan interferon beta, hiicre i¢i bir sitokin olup T/B
lenfositler, makrofajlar, endotel hiicreleri, fibroblastlardan sentezlenir ve antiviral savunmada
onemli bir arac1 molekuldir. Bu antiviral aktivite, molekiliin MS tedavisinde kullanilmasinin
baslangi¢ noktasini olusturmustur (73). IL-10 gibi immunomoddlator faktorleri up-regile
etmesi MS tedavisindeki etki mekanizmasinin, immiinomodiilatér oldugunu diistindiirmiistiir
(74). Bunun yan1 sira MMP blokaj1 ve adezyon molekiillerinin up regiilasyonunun blokaji gibi
etkileri KBB’inin gegirgenliginin inhibisyonu icin 06zellikle 6nemlidir (75). Daha otesi,
IFNP’nin antiproliferatif aktivitesidir. Tiim bunlar bir orkestra biitlinliigli ve diizeni i¢inde

hareket eder ve MS’teki patolojik immun cevabin yon degistirmesini saglar (76).

IFNP hiicre ylizeyindeki reseptoriine baglandiktan sonra, hiicre i¢inde ¢esitli genleri
aktive ederek sentez ettirdigi cesitli protein ve sitokinler aracilig1 ile immun diizenleyici etki
gosterir. IFN hiicre yiizeyinde interferon reseptorii 1 ve 2’ye (Tip-I IFN reseptor kompleksi)
baglanir, tirozin kinaz fosforilasyonu sonucu sinyal transdiiksiyonuna neden olan aktif bir
sinyal kompleksi olusur. Fosforillenmis tirozin kinazlar, STAT gibi transkripsiyon faktorlerini
aktive eder, sonugta bir takim proteinlerin translasyonu gerceklesir (77) (Sekil 3). Bu kaskat
interferon aktivitesi ile iliskili olan ve kan Orneklerinde biyoaktivite Olgcumlerinde
kullanilabilecek iiriinleri agiga ¢ikarmis olur. Bunlardan bazilar1 2°,5’-oligoadenilat sentetaz,
B2-mikroglobulin, Myxovirus protein A (MxA), neopterin, ¢ozunebilir hiicre adezyon
molekli (sVCAM) ve interlokin-10 gibi molekdllerdir (77).
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IFN ile uyarilan proteinler
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faktorleri

Hiicre membrani

IFN = Interferon; ISRE = Interferon-stimulated response element; Jak1 = Janus kinase 1; Tyk2 = Tyrosine kinase 2.

Sekil 3 : IFNB’nin olasi etki mekanizmasi (78)
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Gunumuzde MS tedavisinde ¢ IFNp preparati kullanilmaktadir, bunlar; IFNB-1b 250 ug
giinasirt subkutan (SC) uygulama (Betaferon®-Betaseron®), IFNf-1a 30 ug haftada bir,
intramuskdler (IM) uygulama (Avonex®) ve IFNf-1a 22-44 ug haftada (¢ giin subkutan (SC)
uygulama (Rebif®)’dir. interferon beta-1a, ¢in hamsterlerin ovaryal hiicrelerinde Gretilen
rekombinant bir interferondur. Interferon beta-1b ise Esherihea coli’de (E. coli), glikolize
olmamis, N- terminal metiyonin igermeyen ve 17. pozisyondaki sistein yerine serin rezidusi
olan rekombinan DNA teknolojisi ile Uretilen bir interferondur (79). Biyoteknolojideki
ilerlemelere ragmen, organizma igine enjekte edilen tiim yabanci proteinlere karsi antikorlar

olusabildigi i¢in Interferon beta tedavisi sirasinda da antikorlar gelismektedir (7).
Blokan ve Notralizan Antikorlar

Interferon beta gibi ekzojenoz proteinlerin tekrarlayan enjeksiyonlar1 (degisen siklik,
doz ve uygulama yolu ile) gibi antijenik uyarilar, blokan (BAb) ve noétralizan (NAD)
antikorlarin gelisimine yol agabilir. Hem BAb’lar hem NAb’lar IFNB molekiiliine baglanir.
BAb’lar, IFNB molekiiliine degisik lokalizasyonlarda baglanabilir, molekiiliin reseptorle
etkilesimini etkilemez, ancak bazi karsilikli etkilesimler sonucunda bu baglanan antikorlardan,
interferon reseptoriine baglanmayi engelleyen bir alt grup antikorlar da olusur ki bunlar
NADb’lardir (7). IFNB’nin interferon reseptorii ile etkilesmesini 6nleyen NAb’lar terapotik
ajanin biyoaktivitesini azaltir (80,81) (Sekil 4).

Blokan antikor gelisimi, NAb gelisiminden 6ncedir, bir siire sonra ayni hastada siklikla
her iki antikor da bulunur. BAb’lar ayrica, higbir zaman NAb eksprese etmeyecek olan
hastalarda da saptanabilir. Bununla birlikte, NAb’lar BAb negatif kisilerde olusmaz (82). Bu
antikorlarin, IFNP tedavisinden ne kadar sonra gelistigi ve pik yaptig1 ile ilgili bilgiler
farklidir. BAb gelisiminin, IFNB-1b ile tedavi baslangicindan sonra en erken bir-i¢ ay sonra
oldugu ve dort-alt1 ayda pik yaptigi; NAb ekspresyonunun ise tedavinin 13-18. aylarinda pik
yaptig1 bildirilmistir (83). Ayrica, pik siirelerin BAb i¢in 12. aym sonu ; NAbD igin ise 15. ay
oldugu baska bir ¢alismada bildirilmistir (84). BAb ve NAb gelisimi terapdtik ajana baglidir;
IFNB-1b, IFNB-1a daha immunojendir (85). Olusan NAb’lar kalict olabilecegi gibi bir siire
sonra kaybolabilir. Gegici sureyle bulunan NAb’larin negatif duruma déniisme egiliminin,

diisiik titrede pozitif olmalart ile iligkili oldugu bildirilmistir (86).
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Klinik ¢alismalarda, NADb pozitifligi %2-47 arasinda degisiklik gostrerirken (87), BAb
pozitifliginin en az 3 aydir interferon beta kullanan hastalarin %78’inde gorildigi
bildirilmistir (88).

¢ IFN ile uyarilan

P proteinler
‘.,' @- Notralizan antiviral cevap
X /L v . Antikor

beta-2 mikroglobulin

," Tip | IFN Reseptor

Neopterin
,
. Komlpleksi

Sinyal
trandiksiyon

Transkripsiyon
faktorleri

Hiicre membrani

Sekil 4: IFNP’ya karsi gelisen blokan (BAb) ve nétralizan antikorlar (NAb) ve NAb’larin

IFNp’ya baglanmasi ardindan indiiklenen proteinlerin inhibisyonu (81).
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Blokan ve Notralizan Antikorlarin Klinik ve Radyolojik Bulgular Uzerine Etkileri

MS hastalarinda kullanilan IFNP’ya karsi gelisen antikorlarin bir grubu ilacin
etkinligini azaltabilmekte, bu durum hem klinife hem de MRG incelemelerine
yanstyabilmektedir (50). IFNB 1a SC enjeksiyon formunun faz III ¢alismasinda ilk 2 yil iginde
Nab pozitif ve Nab negatif grup arasinda hastalik aktivitesi ag¢isindan anlamli fark
saptanmamakla birlikte, tedavinin ti¢lincii ve dordiincii yilindan sonra Nab pozitif grupta atak
hizinda, MRG’de ortalama T2 aktif lezyon sayisinda ve total lezyon yiikiinde artig
saptanmistir (11,89). Tedavinin dordinci yilindan sonra NAb varliginin, EDSS’deki 1
puanlik progresyon ile iligkili oldugu bulunmustur (89). Polman ve arkadaslar1 (2003), IFNp-
1b Avrupa Calisma’sinda, SPMS’li hastalarda NAb durumu ile EDSS ile 6lcililen hastalik
progresyonu arasinda iliski olmadigini bildirmistir (9). Ayn1 ¢alismada atak hizi agisindan,
Nab pozitif ve Nab negatif olgular arasinda ¢alisma siiresince fark saptanmamistir (9).
Calismalardaki sonuglar, farkli yontem ve standartlardan elde edildikleri icin direk
karsilastirilmalar1 zordur. Bu nedenle, NAb’larin roliinii belirlemek ve klinik pratige

uygulamak ¢ok kolay degildir (50).

IFNB’ya verilen biyolojik yanit, IFN tedavisini degerlendirmek i¢in hassas bir son
nokta olusturur. NAb varliginin, IFNB’nin biyolojik belirtegler Gzerindeki etkisini
sonlandirdig1 gosterilmistir (90). Rudick ve arkadaslari (1998) NAD titresi ile bir biyolojik
yanit belirteci olan neopterin arasinda ters korelasyon bulmustur (71). Benzer bir iliskinin,
yalnizca HIV ve Tip 1 interferonlar tarafindan olusan stimiilasyon sonrasi eksprese edilen
(91,92) ve bu nedenle de IFN biyoaktivitesi icin spesifik oldugu belirtilen Miksoviris protein
A (MxA) ve NAbD arasinda oldugu bildirilmistir (93).

Pachner ve arkadaslar1 (2005) ile Bertolotto ve arkadaslarinin (2001) in vitro MxA
messenger RNA (mRNA) dizeylerini kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) ile
calistiklar1 arastirmalarda, NADb diizeyleri yiikseldikce MxA ekspresyonunda azalma oldugu
gosterilmistir (5,94). Diger yandan Hemmer ve arkadaslar1 (2005) in vitro MxA testlerindeki
cut-off degerinin se¢iminin NAb’larin klinige etkilerini degerlendirmede onemli oldugunu

bildirmislerdir (87).
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Bu antikorlar1 degerlendirmek i¢in standardize edilmis ve genel kabul goérmiis bir
yontem hentiz yoktur. Teknikler pozitif yanitin ne oldugunun tanimi, 6rnek alimi arasindaki
zaman araligi gibi merkezden merkeze degiskenlik gosteren unsurlara baglidir. NAb’lara
kiyasla BADb’lar, ELISA, radioimmuno-precipitation assays (RIPA) ve western blot

kromotografi gibi standardize edilmis ¢esitli yontemlerle Olgllebilmektedir (95).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma, Mayis 2008-Ekim 2009 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi (DEUTF) Noroloji Anabilim Dali ve Radyoloji Anabilim Dali tarafindan
multidisipliner bir sekilde, prospektif olarak gergeklestirildi. Calismaya DEUTF Noroloji AD
Multiple Skleroz biriminde takip edilen Poser (96) ve McDonald kriterlerine (97) gore MS
tanis1 almig 102 hasta dahil edildi. Calismanin, Helsinki Deklarasyonu Prensiplerine
uygunlugu DEUTF Hastanesi etik kurulu tarafindan onaylandi. Etik Kurul ydnergelerine
uyularak ¢alismaya alinan tiim hastalar bilgilendirildi ve onamlar1 EK-1 de verilen formlar

kullanilarak alindi.
Olgular

Calismaya alinan hasta grubunu; en az 18 ay siireyle IFNf tedavisi altinda olan RRMS
(n=98) ve en az 18 ay siireyle IFN tedavisi kullanip immunosupresif tedavi uygulanmayan

SPMS (n=4) olgular1 olusturmaktaydi.

Calismaya asagidaki kriterlere uygun hastalar alindi:

1) 18-55 yas arasinda olma

2) Poser (1983) ve McDonald kriterlerine (2001) gére MS tanist almis olma

3) Atak déneminde olmama

4) En az ¢ aydan beri kortikosteroid tedavisi almamis olma

5) Calismadan ii¢ hafta once ya da sonra viral USYE gecirmemis olma

6) IFNp baslanma zamanindan ii¢ ay dnceye kadar ve yillik kontrollerinde eksiksiz klinik ve
MRG verilerine sahip olma

7) Arastirmaya uyum gosterme
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Atak kriteri olarak, 24 saatten uzun siiren, var olan bulgularin artmasi ya da yeni norolojik

bulgularin eklenmesi ile EDSS skorunda bir puanlik artig saptanmasi kabul edildi.

Calismada;

1) Primer progresif gidise sahip olan olgular

2) Immunosupresan (azatiyopiirin, metotreksat, mitoksantron) tedavi almis olan olgular

3) Altt ay Oncesine kadar intravendz imminoglobulin (IVIG) ya da plazmaferez
uygulanmis olan olgular

4) Atak nedeniyle Ug¢ ay iginde kortikoterapi alan olgular ¢alisma dig1 birakildi.

Klinik Degerlendirme

Calismada klinik degerlendirme, EDSS puanlamasina (98) ve atak hizina gore yapildi.
Hastalarin ¢alismaya alindiklar1 siradaki ve bir yil sonraki hastalik durum degerlendirmesi,
kan alinma giinii ile ayn1 giin yapilan EDSS puanlamasi ile belirlendi. IFNf 6ncesi atak hizi,
tedavi baslamadan onceki iki yilda gecirilen atak sayisinin ikiye boliinmesi ile, IFN sonrasi
atak hiz1 ise tedavi baglangicindan sonraki iki yilda gegirilen atak sayisinin ikiye boliinmesi ile
elde edildi. Ayrica tiim olgularda ¢alisma siiresi olan bir yil i¢indeki tiim ataklar kaydedildi.

Olgularin demografik 6zellikleri Tablo 1’de sunulmustur.
Blokan Antikor ve Notralizan Antikor Tayini
Calisma kriterlerine uygun olan tiim olgulardan ¢aligma siiresi boyunca bir y1l arayla
toplam iki kez kan alindi. Olgulardan, IFNf enjeksiyonunu takip eden 12. saatte BAb ve NAb

analizleri i¢in biyokimya ve “PAXgene blood RNA” tiiplerine (PreAnalytix GmbH,

Hombrechticon, CH) sirasiyla 9 ml ve 2.5 ml kan alindi.
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Blokan Antikor Tayini

Paxgene Ornekleri ile es zamanli olarak biyokimya tiiplerine alinan kan, oda
sicakliginda dik pozisyonda 45 dakika bekletildikten sonra 3500 rpm'de 15 dakika
santrifij edildi. Elde edilen serum Ornekleri ¢alisma giiniine kadar <-20°C’de saklandi.
IFNB-1a ve IFNB-1b'ye karst gelisen blokan antikorlar, IFNfB’ya 6zglin bir enzym
immunoassay (EIA) kiti (Buhlmann Laboratories AG, Switzerland) kullanilarak talimatlar
dogrultusunda 6lgiildii. Kullanilan kitin, daha 6nceden dogal insan IFNP, rekombinan (r)
IFNB-1a ve rIFNB-1b karisimi ile kaplanmis 96 kuyucuk mikrotitre ‘plate’leri igermesi
nedeniyle; bu yontem her (¢ tipteki IFNf preparatina karst gelisen BAb’larin dogrudan
6lgtlmesine imkan vermekteydi. Talimatin 6nerisi dogrultusunda iki kontrol (biri yiiksek,
digeri disiik titrede) ve dort BAB standardi (20-500 Buhlmann Titer Unit/BTU standart

araliginda) es zamanli olarak kullanildi.

Blokan antikor varligi tayini icin, dnceden kaplanmis plate, yikama soliisyonuyla
yikandiktan sonra 1:50 oraninda seyreltilmis 100 pL serum o&rnekleri, kontroller ve
standartlarla 4°C"de iki saat siireyle inkiibe edildi. Ardindan, plate tekrar yikandi, her bir
kuyucuk 100 pL anti-human lgG-conjugated horseradish peoksidase antikoru ile yine
4°C de iki saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, baglanmamis antikorlari
uzaklagtirmak igin plate yikandi. Enzim etiketli (labeled) antijen-antikor kompleksinin
miktar, her bir kuyucuga 100 pL 3,3°5,5 -tetrametilbenzidin substrati eklenerek
kromojenik reaksiyonla 6lculdi. Bu reaksiyon otuz dakika sonra, 100 puL 0.25 M H2SO4
kullanilarak durduruldu ve her bir kuyucugun optik dansite (OD) uniti 450 nm de
spektrofotometrik okunarak elde edildi. Talimatin onerisi dogrultusunda 50 Buhlmann

Titer Unit (BTU) ve iistii degerleri BAb pozitif olarak degerlendirildi.
Notralizan Antikor Tayini

Kandaki tiim RNAy1, vaskiiler yataktan tiipe geger gegmez stabilize etmesi nedeniyle
“PAXgene blood RNA” tiipleri (PreAnalytix GmbH, Hombrechticon, CH) kullanildu.
Hastalardan, biyokimya tiipleriyle es zamanl olarak PAXgene tiiplerine 2.5 ml periferik
venoz kan alindi. Alinan kan 6rnekleri 2 saat iginde -80°C ye konuldu, ve drnekler topluca

calisilacagi icin, RNA izolasyonunun yapilacagi giine kadar -80°C'de saklandi. RNA
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izolasyonu isleminden Once donmus kan ornekleri c¢oziinmeleri amaciyla -80°C den

cikarilip oda sicakliginda bir gece bekletildi.
Tam kandan RNA eldesi:

PAXgene tiiplerine alinan kandan, PAXgene blood RNA kit (Preanalytix by Qiagen)
talimatlar dogrultusunda kullanilarak RNA ekstrakte edildi.

Komplemanter DNA (cDNA) eldesi:

Ekstrakte edilen RNA, yine talimatlar dogrultusunda derhal cDNA’ya (Superscript 11
Reverse Transcriptase, Invitrogen, Carlsbad, CA) cevrildi. Bunun icin elde edilen RNA’ya
Pd(N)6 ve dNTP karisimi eklenerek 65°C’de 5 dakika inkiibe edildi ve 4°C’ya sogutuldu.
Revers transkripsiyon buffer’t ve Superscript II ilavesinin ardindan 10 dakika 25°C ve 50
dakika 42°C’de inkiibe edildi, reaksiyon 15 dakika 70°C’de durduruldu ve 4°C’ye
sogutuldu. Bu sekilde elde edilen cDNA -80C’de saklandi. Ornekler calisilacaklarsa
+4°C’de bekletildi.

Real-time PCR:

NAb degerlendirilmesinde, olgiilebilen MxA indiiksiyonu temel alindi. Bu nedenle
MxA’nin (hedef gen) ve GAPDH’1in (endojen kontrol) mRNA ekspresyon diizeylerini
6lcmek icin Tagman® real time PCR sistem (ABI 7500 Fast Real Time PCR System,
Tagman® Fast Universal Master Mix ve protokol, Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) kullanildi. MxA ve GAPDH problar1 (Tagman Universal PCR Master Mix ve
cDNA) 20 saniye siireyle 95°C’de inkiibe edildikten sonra 3 saniye 95°C ve 30 saniye
60°C olmak tizere iki farkli sicaklik derecesi toplam 40 dongili tamamlanarak polimeraz
zincir reaksiyonu gergeklestirildi. Kullanilan MxA primerleri igin assay ID Hs
00182073_m1; GAPDH primerleri icin assay ID ise human GADP (20X) 4352934E, ABI,
Warrington, UK idi.

PCR kuantifikasyonu, “relative quantification (ddCt)” yontemi (Applied Biosystems
7500 fast real-time PCR system) kullanilarak yapildi. Olgiim degerleri (X - Negatif
Kontrol)/(Positif Kontrol — Negatif Kontrol) X 100 formiiliine yerlestirildi. Bu formiil ile
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elde edilen MxA induksiyon yizdeleri, IFNB 'nin biyoaktivitesinin indikledigi MxA
sentezi ile iliskili oldugu i¢in, yiikksek MxA transkripsiyon degerleri NAb yoklugu\azligs;
diistik MxA transkripsiyon degerleri ise NAb varlig: ile iligkiliydi. Buna goére sonuglar
asagidaki gibi degerlendirildi:

%51-100 aras1 degerler kuvvetli MxA yaniti [NADb (-)]
%21-51 aras1 degerler zay1f MxA yanit [NAD (+)]
%0-20 aras1 degerler ¢ok zayif MxA yaniti [NADb (++)]

BAb ve NAb analizleii DEUTF Noéroloji Anabilim Dali Néroimmunoloji

Laboratuvari’nda yapildi.

Caligmada kalibratdr, pozitif ve negatif kontrol olarak Prof. Dr. Bernhard Hemmer ve
ekibi tarafindan temin edilen cDNA ornekleri (Life Science Center/Heinrich Heine

Universitat.- Universtitsklinium Diisseldorf, Germany) kullanild.
Manyetik Rezonans Goruntileme

Manyetik rezonans goriintiileme (MRG) Dokuz Eyliil Universitesi Radyoloji Anabilim
Dali’nda 1.5 Tesla Philips Intera ve 1.5 Tesla Philips Achieva cihazlar1 kullanilarak, Turbo
Spin Echo (TSE) T2 ve proton dansite agirlikli (TR/TE) aksial, FLAIR T2 agirlikli sagittal,
SE T1 agirliklh aksiyal, intravendz (IV) gadolinyumlu kontrast madde (0.1 mmol/kg)
enjeksiyonundan sonra Magnetisation Transfer Contrast (MTC)’li ve MTC’siz SE T1 agirlikli
aksiyal kesitlerden olusan MS protokoliina gére yapildi.

Olgularin radyolojik degerlendirmesinde, ¢alisma baslangicinda hastanin son ii¢ aydaki
yillik rutin kontrol MRG’leri ve bir yil sonraki rutin kontrol MRG’leri kullanildi. Yeni
inceleme yapilmadi. Tim MRG'ler, hastalarin tedavisine ¢aligma siresince kor olan uzman
bir néroradyolog tarafindan degerlendirildi ve T2 lezyonlarin toplam hacmi proton dansite ve
T2 agirlikli aksiyal kesitlerden yari-otomatik isaretleme ve voliim degerlendirme bilgisayar
yazilimi “Lesion Annotation and Volume Assessment (LAVA) software, Medical Image Mining
Laboratories (New York)” kullanilarak Windows XP isletim sisteminde c¢alisan kisisel

bilgisayarlarda cm® olarak hesaplandi. Ayrica kontrast tutan lezyonlarm (IV 0.1 mmol/kg
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gadolinyum-DTPA enjeksiyonundan sonra T1 agirlikli goriintiilerde saptanan hiperintens

lezyonlar) sayisi1 belirlendi.

Istatistik

Istatistik degerlendirmede SPSS 15.0 for Windows programu kullanildi. Siirekli
degiskenlerin tanimlayici tablolari; ortalama, standart sapma, kesikli degiskenlerin say1 ve
yiizdesi olarak verildi. Siirekli degiskenlerin bagimsiz gruplar arasi karsilastirmalarinda
normal dagilim kosulu saglanmadigindan iki grup karsilastirmalart Mann-Whitney U testi ile,
ikiden ¢ok grup karsilastirmalar1 Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi. Bagimli gruplarda
zaman etkisi siirekli degiskenlerin aralarindaki farkin normal dagilim varsayimini
saglamadigindan gruplar kendi iginde Wilcoxon testi ile degerlendirildi. Kategorik
degiskenlerin bagimsiz gruplar karsilastirilmalarinda Ki-Kare ve Mantel-Haenszel testleri
(gruplar arasindaki trend analizi i¢in), bagiml gruplarda Mc Nemar testi kullanildi. Alfa
anlamlilik diizeyi <0.05 olarak lkabul edildi.
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BULGULAR

MS tedavisinde kullanilan IFNf’ya kars1 BAb ve NAb gelismesine bagli ilag etkinliginin

azalmasini incelemek amaci ile planlanan bu ¢alismanin sonuclar asagida 6zetlenmistir:
Demografik bulgular

Calismaya toplam 102 (34 erkek, 68 kadin) IFNP tedavisi alan MS hastasi dahil edildi.
Yas ortalamasi 34,2+7,9 yil, hastalik siire ortalamasi 7,9+4,9 yil, %96,1°1 (n=98) RRMS,
%3,9’u (n=4) SPMS’di. IFNP kullanma siiresi ortalama 43,5+24,8 (min=18, maks=120) aydu.
Hastalarin %48’ IFNB-1b, %39,2°si IFNB-la SC, %12,8’i IFNB-la IM kullaniyordu.
Calismadaki olgularin IFNB baglanmadan oOnceki ortalama EDSS skoru 2,0£1,1, birinci
degerlendirme zamanindaki (¢alisma baslangicindaki) ortalama EDSS skoru 2,2+1,4,ve IFNf
tedavisi baslanmadan onceki ortalama atak sayist 1,1+0,6’yd: (Tablo 1). Ug farkli IFNP
kullanan hasta gruplari arasinda demografik ve klinik 6zellikler agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark yoktu (Tablo 2).
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Tablo 1. Calismada yer alan hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri

Degerler ortalama =+ standart deviyasyonu (SD), aralik (range) ve yiizdeleri gostermektedir

Olgular

Cinsiyet n (%):

Kadin 68 (66,7)
Erkek 34 (33,3)
Ortalama yas 34,2+7,9 (19-53)

Ortalama hastalik stiresi (y1l)

7,9+4.9 (2-23)

Hastalik gidisi: RRMS (n)/SPMS (n)

98/4

Ortalama IFNP kullanma siiresi (ay)

43,5247 (18-120)

IFNP oncesi ortalama EDSS skoru

2,0+1,1 (0-6)

[k degerlendirmede ortalama EDSS skoru

2,2+1,4 (0-7)

IFNp oncesi ortalama atak hizi*

1,1%0,6 (0-3,5)

IFNB preparati n [%]:
IFNB-1b

IFNB-1a SC

IFNB-1a IM

49 [48]
40 [39,2]
13 [12,8]

*Ortalama atak hizi, tiim hastalarin IFN tedavisi baglangicindan 6nceki 2 yilda gecirilen

atak/y1l orani ile hesaplandi.
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Tablo 2. Calisma baslangicinda hastalarin ti¢ farkli IFN preparatina gore genel 6zellikleri

IFNg-1b IFNp-1a SC IFNg-1la IM p*
Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Hasta yas1 35,4+7.9 33,848,0 31,0+7,3 0,210
Ortalama hastalik
8,7+5,6 7,3+4,6 6,9+2,2 0,532
stiresi (y1l)
IFN oncesi
ortalama EDSS 2,0+0,9 2,2+1,2 1,9+1,3 0,627
skoru
[k degerlendirmede
ortalama EDSS 2,0+1,1 2,517 1,741,0 0,262
skoru
IFNP oncesi
1,2+0,6 1,2+0,7 1,0+0,4 0,771
ortalama atak hiz1
Ortalama IFNf
41,2+26,0 42 2+22 6 56,2424 .4 0,054
aldig siire (ay)

*Kruskal Wallis testi

Blokan Antikorlar

Calismaya alindiklari ilk (birinci) degerlendirmede hastalarin %26,5°1 (n=27) BAb pozitif,

%73,5’1 (n=75) BAb negatifti. BAb pozitif ve negatif olan hastalarin genel 6zelliklerinden

sadece tedavi sureleri negatif grupta pozitif gruba gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek

saptand1 (p=0,004) (Tablo 3).
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Tablo 3. Birinci BAb degerlendirmesinde BAb saptanan (pozitif) hastalarla BADb

saptanmayan (negatif) hastalarin demografik ve klinik dzellikleri

BADb

negatif pozitif p*
Hasta yas1 33,6+7,1 35,8+9,8 0,318
Ortalama hastalik siiresi (y1l) 7,948 8,015,3 0,798
Ortalama IFN aldigr siire (ay) 47,3+24,7 33,1+22,1 0,004
IFN oncesi ortalama EDSS 2,1+1,1 1,841,0 0,405
Ik degerlendirmede ortalama EDSS 2,315 1,9+0,9 0,371
IFN oncesi ortalama atak hizi 1,1+0,6 1,910 0,418

*Mann-Whitney U testi

IFNP preparati gruplarinda BAb pozitiflik oranlari istatistiksel olarak farkliydi. BAb
pozitiflik oran1 IFNB-1b kullanan hastalarda IFNB-la kullanan hastalara gore, IFNp-1a

kullanan hastalarda da SC formunu kullanan hastalarda IM formunu kullananlara gore
istatistiksel olarak anlamli daha yiiksekti (p=0,006) (Tablo 4).

Tablo 4. IFNp preparati gruplarinda BAb pozitiflik oranlart

BAD pozitif hastalar

n %
IFNB-1b SC 20 40,8
IFNB-1a SC 6 15,0
IFNB-1a IM 1 1,7
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Calismanin birinci yili dolmadan once, 1 hasta noromiyelitis optika (NMO)’ya
doniigmesi, 1 hasta atakli progresyonunun olmasi nedeniyle immunomodiilator tedavisi
degistirilip oral immunosupresan tedavi eklenmesi, 1 hasta sekonder progresif faza gegmesi
nedeniyle immunosupresif tedavi baglanmasi, 1 hasta atak gecirmesi nedeniyle kullandigi
immunomodiilator preparat1 yiiksek doz sik uygulama tarzinda degistirilmesi, 1 hastadan
aliman Ornekte teknik olarak sorun c¢ikmasi, 1 hastanin bagka bir sehre tasinmasi (yer
degisikligi) nedeniyle, bir yil sonraki BAb/NAb degerlendirilmesi yapilabilen hasta sayisi
96’ya diistii.

Bir y1l sonraki ikinci degerlendirmede hastalarin %38,5’1 (n=37) BAD pozitif, %61,5’1
(n=59) BAD negatifti. Birinci ve ikinci degerlendirmesi yapilan 96 hasta i¢in tedavi ile BAb
pozitiflik oranindaki artis istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,003) (Tablo 5). BAb pozitiflik
oranindaki bu artis, kullanilan IFN preparatlarindan sadece IFNB-1b grubunda istatistiksel
olarak anlamli saptand1 (p=0,039) (Tablo 6).

Tablo 5. Birinci ve ikinci BAb degerlendirmeleri

Ikinci BAb
degerlendirmesi
Negatif Pozitif Toplam p*
Birinci BAb Negatif (n,%) 58 (82,9) 12 (17,1) 70 (72,9)
degerlendirmesi  “poitif (n 06) 1(3,8) 25 (96,2) 26 (27,1) oo
Toplam 59 (61,5) 37 (38,5) 96 (100)

*Mc Nemar testi
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Tablo 6. IFN preparatlarina gore birinci ve ikinci BAb degerlendirmeleri

ikinci BAb

Immunomodiilator tipi Negatif (n,%) Pozitif (n,%) Toplam (n,%) P*

IFNB-1b Birinci Negatif 19 (70,4) 8 (29,6) 27 (58,7)
BAb Pozitif 1(5,3) 18(94,7) 19 (41,3) 0,039

Toplam 20 (435)  26(56,5) 46 (100)

IFNB-1a SC  Birinci Negatif 30 (93,8) 2 (6,3) 32 (84)
BAb Pozitif 0(0) 6 (100) 6(15,8) 0,500

Toplam 30 (78,9) 8 (21,1) 38 (100)

IFNg-1aIM  Birinci Negatif 9 (81,8) 2 (18,2) 11 (91,7)
BAb Pozitif 0 (0) 1 (100) 1(83) 0,500

Toplam 9 (75) 3 (25) 12 (100)

*Mc Nemar testi
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Hastalar, tedavi surelerine gore 18-24 ay, 25-48 ay ve >48 aydan uzun siireyle tedavi
edilenler olarak gruplandirildiginda, tedavi siireleri oranlari arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptandi (p=0,005). BAb negatiflerin %26,7’si 18-24 ay sireyle, %33,3’li 24-48
ay siireyle, ve %40°1 >48 ay siireyle tedavi alirken BAb pozitif hastalarin sadece %11,1’inin
tedavi stiresi 48 ayin iistiindeydi. BAb pozitif hastalarin tedavi siireleri ise istatistiksel olarak

anlaml1 daha kisaydi (p=0,005) (Tablo 7).

Tablo 7. Tedavi sirelerine gore birinci BAb degerlendirmesi

Tedavi siresi (ay) BAb
Negatif Pozitif Toplam
(n,%) (n,%) (n,%)
18-24 20 (26,7) 13 (48,1) 33 (32,4)
25-48 25 (33,3) 11 (40,7) 36 (35,3)
>48 30 (40,0) 3(11,1) 33 (32,4)
Toplam 75 (100) 27 (100) 102 (100)

p*=0,005 (*Mantel-Haenszel testi)

Notralizan Antikorlar

Birinci NAb degerlendirmesinde hastalarin %91,2’si (n=93) NAb-, %5,9’u (n=6) NAb+,
%2,9’u (n=3) NAb++ idi. NAb+ ve ++ grup birlikte NAb pozitif olarak degerlendirildi, ve
hastalarin %91,2°si NAb negatif, %8,8’1 NAb pozitif olarak belirlendi. IFNf-1b kullanan
hastalarin %12,2’si NAb pozitif, [IFNB-1a SC kullanan hastalarin ise %7,5’1 NAb pozitif
saptandi. I[FNB-1a IM kullanan hastalarin hepsi NAb negatifti. NAb pozitif ve NAb negatif
hastalarin genel 6zellikleri karsilastirildiginda, NAb negatif hastalarin sadece hastalik stireleri
ve IFNP tedavi stireleri ortalamalart NAb pozitif hastalara gore istatistiksel olarak sinirda

anlaml yiiksekti (p=0,050, p=0,055) (Tablo 8).
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Tablo 8. NADb degerlendirmesi yapilan hastalarin genel 6zellikleri

NAb

negatif pozitif p*
Hasta yas1 34,4+7.9 32,9+6,1 0,816
Ortalama hastalik stiresi 8,351 4.6£2.0 0,050
(y1l)
Ortalama TFN aldig 44,8425,0 28,1+10,1 0,055
sure (ay)
IFNP oncesi ortalama
EDSS 2,1+1.1 1,8+0,9 0,438
Birinci degerlendirmede
ortalama EDSS 2,1+14 1,9+0,8 0,835
IFN Oncesi ortalama 1,106 0,9405 0,205

atak hiz1

*Mann-Whitney U testi

BAb pozitif hastalarin %29,6’s1 NAb pozitif, BAb negatif hastalarin %98,7’si NAb
negatifti. NAb pozitif bulunan hastalarin ise %88,9unda BAD pozitifti. NAb pozitif hastalarin
yalnizca biri BAb negatifti. BAb pozitif hastalarin NAb pozitifligindeki yiikseklik istatistiksel
olarak anlamli saptand1 (p<0,001).

Bir yil sonraki NAB degerlendirmesi yapilan 96 hastanin %7,3’4 (n=7) pozitifti.
Birinci ve ikinci degerlendirmesi yapilan 96 hasta i¢in NAb pozitiflik oraninda degisim
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,687) (Tablo 9). ilk degerlendirmelerine benzer sekilde
ikinci degerlendirmede de IFNB-la IM kullanan hastalarin hepsi NAb negatifti. Birinci
degerlendirmede NAD pozitif olup ikinci degerlendirmede negatif olan hastalarin 3’ IFNB-1b
preparati, 1’1 IFNB-1a SC kullanmaktaydi.
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Tablo 9. Birinci ve ikinci NAb degerlendirmeleri

Ikinci NAb
Negatif Pozitif Toplam p*
(n,%) (n,%) (n,%)
Birinci  Negatif 85 (97,7) 2(2,3) 87 (90,6)
NAb Pozitif 4 (44,5) 5 (55,6) 9(9,4) 0,687
Toplam 89 (92,7) 7(7.3) 96 (100)

*Mc Nemar testi

Blokan ve Notralizan Antikorlarin Klinik Bulgular (Atak hizi ve EDSS) Uzerine

Etkileri

i. Blokan Antikorlarin atak hizi iizerine etkisi

Birinci degerlendirmede BAb pozitif ve negatif hasta gruplar1 arasinda atak hizi fark

ortalamasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,466). Benzer sekilde hem

birinci hem de ikinci degerlendirmede BAb pozitif ve negatif saptanan hasta gruplar1 arasinda

atak hiz1 fark ortalamalarinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p= 0,546)

(Tablo 10a,b).
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Tablo 10a. Birinci degerlendirmede BADb gruplarinda atak hiz1 fark ortalamalari

IFNP oncesi IFNP sonrasi

BAb Ort. £ SD Ort. £ SD p*
Atak hz1 Pozitif (n=75) 1,48+0,86 0,35+0,41 <0,001

Negatif (n=27) 1,54+0,77 0,29+0,43 <0,001

Toplam 1,52+0,79 0,31+0,42 <0,001
Atak iz fark Pozitif (n=75) -1,13+0,13

Negatif (n=27) -1,25+0,82

p** 0,466

*Wilcoxson Test **Mann Whitney U Test

Tablo 10b. Kalict BAb pozitif ve negatif hastalarda atak hiz1 fark ortalamalari

IFNP oncesi IFNP sonrasi
BADb Ort. £ SD Ort. £ SD p*
Atak hiza Kalict pozitif (n=25) 1,52+0,87 0,36+0,42 <0,001
Kalici negatif (n=58) 1,53+0,82 0,28+0,42 <0,001
Atak liz1 fark Kalici pozitif (n=25) -1,16+1,15
Kalic1 negatif (n=58) -1,26+0,87
p** 0,546

*Wilcoxson Test **Mann Whitney U Test

[k degerlendirmede BAb negatif bulunan ve ikinci degerlendirmede de BAb negatif
kalmaya devam eden hastalarin 9%32,8’1 (19/58), bir yillik izlem siiresi boyunca atak
gecirirken, her iki degerlendirmede BAb pozitif bulunan hastalarin %33,3’0 (8/24) atak
gecirdigi belirlendi. Gruplar arasindaki fark anlamli degildi (p=0,960).
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ii. Blokan Antikorlarin EDSS Uzerine etkisi

Blokan antikor pozitif ve negatif hasta gruplar1 arasinda birinci ve ikinci

degerlendirme EDSS skorlar1 fark ortalamasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(p=0,703). Birinci degerlendirmede ve ikinci degerlendirmede BAD pozitif ve negatif saptanan

hasta gruplar1 arasinda EDSS skoru fark ortalamalarinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi (p=0,587) (Tablo 11a,b).

Tablo 11a. Birinci ve ikinci degerlendirmede BAb gruplarinda EDSS fark ortalamalari

Birinci degerlendirme Ikinci degerlendirme

BADb Ort. £ SD Ort. £ SD p*
EDSS Pozitif (n=26) 1,81+0,78 1,83+0,72 0,83

Negatif (N=69) 2,19+1,49 2,21+1,48 0,64

Toplam 2,08+1,34 2,11+1,33 0,56
EDSS fark Pozitif (n=26) -0,01+0,60

Negatif (n=69) -0,02+0,79

p** 0,70

Tablo 11b. Kalict BAb pozitif ve negatif hastalarda EDSS fark ortalamalari

Birinci ikinci
degerlendirme degerlendirme

BAb Ort. £ SD Ort. £ SD p*
EDSS Kalic1 pozitif (n=25) 1,88+0,86 1,75+0,66 0,68

Kalic1 negatif (n=58) 2,31+1,57 2,25+1,54 0,91
EDSS fark Kalic1 pozitif (n=25) 0,04+0,58

Kalici negatif (n=58) 0,02+0,83

p** 0,58

*Wilcoxson Test **Mann Whitney U Test
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iii. Notralizan Antikorlarin atak hizi iizerine etkisi

Birinci degerlendirmede NAb pozitif ve negatif saptanan hasta gruplarinda atak hizi
fark ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli fark yokken (p=0,169), her iki
degerlendirmede NAD pozitif ve negatif olan hastalarin atak hizi fark ortalamasi, NAb negatif
grupta istatistiksel anlaml1 yiiksekti (p=0,024) (Tablo 12a,b).

Tablo 12a. Birinci degerlendirmede NAb gruplarinda atak hiz1 fark ortalamalari

IFNP oncesi IFNP sonrasi

NAb Ort. £ SD Ort. £ SD p*
Atak hiz Pozitif (n=9) 1,17+0,61 0,33+0,50 0,041

Negatif (n=93) 1,56+0,80 0,29+0,43 <0,001

Toplam 1,52+0,79 0,31+0,42 <0,001
Atak hiz fark Pozitif (n=9) -0,83+0,93

Negatif (n=93) -1,25+0,89

p** 0,169

*Wilcoxson Test **Mann Whitney U Test

Tablo 12b. Kalict NAb pozitif ve negatif hastalarda atak hizi fark ortalamalari

IFNP oncesi IFNP sonrasi
NAb Ort. £ SD Ort. £ SD p*
Atak iz Kalic1 pozitif (n=5) 1,00+0,35 0,60+0,55 0,34
Kalici negatif (n=85) 1,57+0,80 0,28+0,40 <0,001
Atak iz fark Kalici pozitif (n=5) -0,40+0,82
Kalici negatif (n=85) -1,37+0,85
p** 0,024

*Wilcoxson Test **Mann Whitney U Test
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Ik degerlendirmede NAb negatif bulunan ve ikinci degerlendirmede de NAb negatif
kalmaya devam eden hastalarin (kalici NAb negatif) %32,1°1 (27/84), bir yillik izlem siiresi
boyunca en az bir atak gecirirken, kalict NAb hastalarin %60’ inin (3/5) en az bir atak
gecirdigi belirlendi (p=0,330).

iv. Notralizan Antikorlarin EDSS Uzerine etkisi

Notralizan antikor pozitif ve negatif hasta gruplar1 arasinda birinci ve ikinci
degerlendirme EDSS skoru fark ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu
(p=0,314). Bunun yanisira hem birinci ve hem de ikinci degerlendirmede NADb pozitif ve
negatif olan hastalar arasindaki EDSS skoru fark ortalamalar1 da istatistiksel olarak anlamli

degildi (p=0,220) (Tablo 13a,b).

Tablo 13a. Birinci ve ikinci degerlendirmede NAb gruplarinda EDSS fark ortalamalari

Birinci degerlendirme ikinci degerlendirme

NAb Ort. £ SD Ort. £ SD p*
EDSS Pozitif (n=9) 1,94+0,63 1,78+0,83 0,51

Negatif (n=86) 2,10+1,39 2,14+1,37 0,42

Toplam 2,08+1,34 2,11+1,33 0,56
EDSS fark Pozitif (n=9) -0,16+0,70

Negatif (n=86) 0,04+0,74

p** 0,31
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Tablo 13b. Kalict NAD pozitif ve negatif hastalarda EDSS fark ortalamalari

Birinci Ikinci
degerlendirme degerlendirme

NAb Ort. £ SD Ort. £ SD p*
EDSS Kalic1 pozitif (n=5) 2,10+0,82 1,90+0,55 0,15

Kalici negatif (n=85) 2,14+1,42 2,15+1,38 0,47
EDSS fark Kalic1 pozitif (n=5) -0,20+0,27

Kalic1 negatif (n=85) 0,03+0,74

p** 0,22

*Wilcoxson Test **Mann Whitney U Test

Blokan ve Nétralizan Antikorlarin Manyetik Rezonans Goriintiileme Uzerine
Etkileri

i. Blokan Antikorlarin T2 lezyon hacmi Uzerine etkisi

Birinci degerlendirmede BAb pozitif ve negatif saptanan hasta gruplarinda, BAb negatif
saptanan hastalarin MRG’deki T2 lezyon hacmi fark ortalamasi istatistiksel anlamli yiiksekti
(p=0,007). Bununla birlikte her iki degerlendirmede BADb pozitif ve negatif olan hastalarin
lezyon hacmi fark ortalamasi, her iki degerlendirmede BAb negatif grupta istatistiksel anlamli
yuksekti (p=0,008) (Tablo 14a,b).
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Tablol4a. Birinci ve ikinci degerlendirmede BAb gruplarinda T2 lezyon hacmi fark

ortalamalari
Birinci Ikinci
degerlendirme degerlendirme

BAb Ort. £ SD Ort. £ SD p*
T2 lezyon hacmi Pozitif (n=16) 7,43£11,97 7,14+13,03 0,51

Negatif (n=32) 8,15+9,85 9,27+10,59 0,004

Toplam 7,91+10,48 8,56+11,37 0,09
T2 lezyon hacmi fark Pozitif (n=16) -0,28+1,85

Negatif (n=32) 1,11+2,16

p** 0,007

*Wilcoxson Test **Mann Whitney U Test

Tablo 14b. Kalict BAb pozitif ve negatif hastalarda T2 lezyon hacmi fark ortalamalari

Birinci ikinci

degerlendirme  degerlendirme

BAb Ort. £ SD Ort. £ SD p*
T2 lezyon hacmi Kalic1 pozitif (n=14) 4,52+3,49 3,97£2,98 0,09

Kalici negatif (n=28) 8,91+10,29 10,00+11,11 0,02
T2 lezyon hacmi fark Kalic1 pozitif (n14) -0,55+1,49

Kalic1 negatif (n=28) 1,08+2,31

p** 0,008

*Wilcoxson Test **Mann Whitney U Test

ii. Blokan Antikorlarin kontrast tutan lezyon sayist iizerine etkisi

Blokan antikor pozitif ve negatif hasta gruplarinda birinci ve ikinci degerlendirme
kontrast tutan lezyon sayisi fark ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmad1 (p=0,504). Hem birinci hem de ikinci degerlendirmede BADb pozitif ve negatif
saptanan hastalarin ortalama kontrast tutan lezyon sayisi degisimi arasinda fark yoktu

(p=0,775) (Tablo 15a,b).
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Tablo 15a. Birinci ve ikinci degerlendirmede BAb gruplarinda kontrast tutan lezyon sayisi

fark ortalamalar

Birinci Ikinci
degerlendirme degerlendirme

BADb Ort. £ SD Ort. £ SD p*
KTLS® Pozitif (n=16) 0,44+1,26 0,31+0,79 0,85

Negatif (n=32) 0,06+0,25 0,38+1,13 0,16

Toplam 0,19+0,76 0,35+1,02 0,29
KTLS® fark Pozitif (n=16) -0,12+1,20

Negatif (n=32) 0,31+1,17

p** 0,50

Tablo 15b. Kalict BAb pozitif ve negatif hastalarda kontrast tutan lezyon sayis1 fark
ortalamalar1

Birinci ikinci
degerlendirme degerlendirme

BAD Ort. + SD Ort. + SD p*
KTLS® Kalici pozitif (n=14) 0,43+1,34 0,36+0,84 1,00

Kalic1 negatif (n=28) 0,07+0,26 0,43%1,20 0,16
KTLS® fark Kalict pozitif (n=14) -0,07+1,26

Kalici negatif (n=28) 0,35+1,25

p** 0,77

*Wilcoxson Test **Mann Whitney U Test S kontrast tutan lezyon sayist

Il. Notralizan Antikorlarin T2 lezyon hacmi Uzerine etkisi

Notralizan antikor pozitif ve negatif hasta gruplarinda birinci ve ikinci degerlendirme

T2 lezyon hacmi fark ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(p=0,109). Kalici NAb pozitif olan hastalarin ortalama T2 lezyon hacmi degisimi ile kalici

NADb negatif hastalarin ortalama T2 lezyon hacmi degisimi arasinda istatistiksel olarak fark
yoktu (p=0,159) (Tablo 16a,b).
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Tablo 16a. Birinci ve ikinci degerlendirmede NAb gruplarinda T2 lezyon hacmi fark

ortalamalari
Birinci Ikinci
degerlendirme degerlendirme

NAb Ort. £ SD Ort. £ SD p*
T2 lezyon hacmi Pozitif (n=4) 2,78+1,51 2,20£1,21 0,06

Negatif (n=44) 8,38+10,83 9,14+11,71 0,04

Toplam 7,91+10,48 8,56+11,37 0,09
T2 lezyon hacmi fark Pozitif (n=4) -1,24+0,81

Negatif (n=44) -1,13+1,13

p** 0,109

Tablo 16b. Kalict NAb pozitif ve negatif hastalarda T2 lezyon hacmi fark ortalamalari

Birinci ikinci

degerlendirme degerlendirme

NADb Ort. £ SD Ort. £ SD p*
T2 lezyon hacmi Kalier pozitif (n=2) 3,67+0,51 2,83+0,66 0,18

Kalict negatif (n=42) 8,59+11,04 9,41+11,91 0,02
T2 lezyon hacmi fark Kalict pozitif (n=2) -0,83+0,15

Kalic1 negatif (n=42) 0,82+2,24

p** 0,15

*Wilcoxson Test **Mann Whitney U Test
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Iv. Notralizan Antikorlarin kontrast tutan lezyon sayist iizerine etkisi

Notralizan antikor pozitif ve negatif hasta gruplarinda birinci ve ikinci degerlendirme
kontrast tutan lezyon sayisi fark ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmad1 (p=0,389). Her iki degerlendirmede NAD pozitif saptanan hastalarin kontrast tutan
lezyon sayist fark ortalamasi, her iki degerlendirmede NAb negatif saptanan hastalarin
kontrast tutan lezyon sayisi fark ortalamasina gore daha yiiksekti, ancak bu fark istatistiksel

olarak anlamli degildi (p=0,179) (Tablo 17a,b).

Tablo 17a. Birinci ve ikinci degerlendirmede NAb gruplarinda kontrast tutan lezyon sayisi

fark ortalamalarn

Birinci ikinci
degerlendirme degerlendirme

NADb Ort. £ SD Ort. £ SD p*
KTLS® Pozitif (n=4) 0,25+0,50 0,75+1,50 0,31

Negatif (n=44) 0,18+0,79 0,32+0,98 0,45

Toplam 0,19+0,76 0,35+1,02 0,29
KTLS® fark Pozitif (n=4) 0,50+1,00

Negatif (n=44) 0,13+£1,21

p** 0,38

*Wilcoxson Test **Mann Whitney U Test ° kontrast tutan lezyon sayst
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Tablo 17b. Kalict NAD pozitif ve negatif hastalarda kontrast tutan lezyon sayisi fark
ortalamalari

Birinci ikinci
degerlendirme degerlendirme

NADb Ort. £ SD Ort. £ SD p*
KTLS® Kalic1 pozitif (n=2) 0,50+0,71 1,50+2,12 0,31

Kalici negatif (n=42) 0,17+0,79 0,33%+1,00 0,32
KTLS® fark Kalict pozitif (n=2) 1,00+1,41

Kalic1 negatif (n=42) 0,16+1,22

p** 0,17

*Wilcoxson Test **Mann Whitney U Test ° kontrast tutan lezyon sayst
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TARTISMA

Multipl skleroz tedavisinde biyofarmasoétik ilaglarin miladi, IFNB’nin RRMS tedavisi
icin kullanilmasidir. Bu, Charles Weismann’in grubunun insan IFN genlerini E.coli’ye
transfer etmeleri ve bu suretle cok miktarda rekombinan IFN’un saflagtirilmasina yol agan
deneyleri sayesinde mimkiin olmustur (99). ilk ticari rekombinan IFN’lardan biri E.coli’de
uretilen ve bu yizden glikan zincirlerinden yoksun olan IFNB-1b’dir ki Betaferon® (Bayer
Schering Pharma, Berlin, Germany) ve Betaseron® (Bayer HealthCare Pharmaceuticals,
Berlin, Germany) olarak piyasa yer almaktadir. RRMS’te IFNB-1b icin ilk randomize,
kontrollii klinik ¢alisma 1993’te yapilmistir (66). Calismada 8 milyon internasyonal {inite
(MIU) IFNB-1b ile tedavi edilen hastalarda atak hizinda ve beyin MRG aktivitesinde anlamli
derecede azalma bulunmustur (66,69). Biyoteknolojideki ilerlemelerle, proteinleri glikolize
etme yetenegi olan memeli hiicrelerinde rekombinan proteinlerin iiretimi yapilabilir hale
gelmistir. Bu yolla tiretilen IFNP preparatlar1 (IFNB-1a) insandaki forma daha ¢ok benzerlik
gostermektedir (100). Giiniimiizde iki ticari IFNB-la preparati kullanilmaktadir: Avonex®
(Biogen Idec, Cambridge, MA, USA) ve Rebif® (Merck Serono, Geneva, Switzerland). Her
iki ilacin da atak hizin1 ve MRG aktivitesini azalttig1 gosterilmistir (67,101).

Organizma igine enjekte edilen tiim yabanci proteinlere karsi olustugu gibi, MS
tedavisinde kullanilan IFNP molekiiline karsi da antikorlar olusur ve konuk protein
tizerindeki Ozel epitoplara yiiksek affinite ile baglanirlar. Bu antikorlar blokan antikor
(BADb)’lardir. BAb’larin baglandig epitoplar proteinin biyolojik aktivitesi i¢cin 6nemli iseler
antikorun epitopa baglanmasi biyofarmasétigin klinik etkilerini notralize eder. Bu yiizden bir
grup BAb, nétralizan antikor (NADb) olarak adlandirilir (102). Bagka bir deyisle IFNB
tedavisinin baglangicinda olusan BAb’lara, geriye doniisiimlii baglanan diisiikk affiniteli
NAb’lar da denebilir. Affinite olgunlasmasiyla, baglanma geriye doniisiimsiiz bir hal
aldiginda anti-IFNf antikorlar1 nétralizan hale gelir (103-106). NAb’lar icin bir diger olasi
mekanizma; antikorlarin IFNB’ya baglanmasiyla, molekiilin hedef immun hicrelerin
yuzeyinde yer alan reseptoriinii tanimasi i¢in gerekli olan ii¢ boyutlu yapisinin engellenmesi
ve sonugta IFNB’nin, reseptori ile etkilesiminin kesintiye ugramasidir (102). NAb’lar, IFNf

molekiiliiniin biyolojik aktif yerleri ile etkilesip, IFNB’nin reseptorii ile etkilesmesini
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onlemektedir. BAb’lar ise IFNB molekiiliiniin, IFNJ reseptoriiniin aktivasyonunda rol

oynamayan bir¢ok degisik antijenik epitopa baglanmaktadir (107).

BAb tayini icin en uygun testin cELISA oldugu bilinmektedir (108-110). Bizim
calismamizin BAD tayini de cELISA yontemi ile yapilmistir. BAb negatif hastalarimizin
%098,7’sinin NAb negatif oldugu belirlenmistir. Bu durum BAb negatif drneklerin guvenilir
bir bicimde NAb negatifliginin gostergesi oldugu goriisiinii desteklemektedir (111). Bu
nedenle bir¢ok laboratuvarda NAb incelemesi sadece BAb pozitif 6rneklerde yapilmaktadir
(112). Bu bilgi, BAb’in negatif saptanmasi durumunda IFNB’nin tedavi etkinligi agisindan
kusku duyulmamasini saglamaktadir. Ayrica BAb tayini gorece kolay bir yontemdir ve
incelemenin maliyeti NAb incelemesinin maliyetine gore ¢ok daha diisiiktiir. Diger yandan,
hasta atak geciriyorsa ya da progresyonu varsa, klinik kotiilesmenin nedeninin ilaca karsi
gelisen antikorlar digindaki nedenlerden kaynaklaniyor olabilecegini diisiindiiriir. Bu bilgiyi
dogrular bicimde NAb pozitif oldugunu belirledigimiz hastalardan yalnizca biri BAb negatif
bulunmugtur. Bu durum, Francis ve arkadaglarinin 2005 yilinda yaptig1 bir calismada yalnis
negatiflik olarak yorumlanmistir (11). Cinki BAb tayini ¢cok duyarhidir (11) ve genellikle,
BADb negatifligi NAb negatifligi ile beraber gitmektedir (111). Ayrica, IFNP tedavisinin
birinci yili boyunca gelisen BAb’larin, sonraki NAb gelisimi i¢cin 6ngdrii niteliginde
olabilecegi bildirilmistir (113). Calismamizda da BAb pozitif hastalarda NAb pozitifliginin
yiiksek saptanmis olmasi, gorece basit ve maliyeti diisiik olan cELISA yontemi ile BAb’larin
degerlendirilmesini ve siki takiplerle ilacin tedavi etkinligi konusunda fikir sahibi olunmasini

sagladigin1 gostermistir.

Calismamizin NAb tayini ise MxA mRNA olcimleri ile yapilmistir. MxA proteini,
IFNB’nin MS’teki terapotik etki ¢ercevesinin i¢cinde yer almamakla birlikte, ekzojen IFNB’nin
biyolojik aktivitesinin Ol¢iimii i¢in en uygun belirtectir (90). IFNp tarafindan sentezi
indlklenen birgok proteinden biri olan MXA proteini, diger molekiillerden, sadece tip I
IFN’lar (IFNo, IFNP) ve HIV tarafindan indiiklenmesi ozelligi ile ayrilir (91,92). Ornegin
inflamasyonda ve hastaligin aktif oldugu doénemlerde, IFNy tarafindan diger molekiillerin

sentezi etkilenirken, MxA proteini sentezi IFNy tarafindan etkilenmemektedir (91).

49



MxA proteinin 6lcimi icin ELISA (114-116) gibi ¢ok daha basit yontemlerin
varligina ve MxA’nin transkripsiyonu ve translasyonu arasindaki korelasyonun yiiksek
olmasina karsin (110), ¢alismamizin NAb analizinde MxA mRNA 6l¢iimii tercih edilmistir.
Bunun baslica nedeni; IFNP ve reseptorii arasindaki etkilesme ile mRNA seviyelerinin ¢ok
daha gucli korelasyonunun olmasidir (94). Esasen, protein seviyeleri post-transkripsiyon
fenomenlerinden etkilenmekteyken, mRNA seviyeleri etkilenmemektedir (94). Ayrica,
mRNA’nin yar1 6mrii proteinlerden daha kisa oldugu i¢in (116), mMRNA seviyeleri her bir
enjeksiyonun biyoaktivitesini yansitmakta ve sentezdeki ufak oynamalar1 belirlemeye de izin
vermektedir (90). mRNA ol¢iimii igin, enjeksiyondan kan 6rneginin alindigi zamana kadar
gecen siire sonuglart etkileyebilecek onemli bir faktordiir (90). Bu baglamda olgularimizin
serum ornekleri, literatiirde de oOnerildigi tizere (90,117) MxA mRNA ekspresyonunun pik

zamani olan IFNf enjeksiyonundan yaklagik 12 saat en ge¢ 14 saat sonra alinmistir.

Noétralizan antikor tayini icin Diinya Saglik Orgutiinin (WHO) sitopatik etki
degerlendirme yontemini (CPE) dnermektedir. Bu yontemde, virls hassas hucreler mikrotiter
plateler tizerine ekilir, standart IFNB dozu ile hasta serumunun bir seri diliisyonu karistirilir ve
bu karisim platelere eklenir. 12-24 saatlik inkiibasyondan sonra bir virls karigima eklenir ve
IFNB’nin viral replikasyonu inhibe etme yetenegi, hiicre canlilifi bagimli boyama teknigi ile
olgiilir. NAb varliginda, IFNB’nin antiviral aktivitesi sekteye ugrayacaktir (81). CPE yontemi,
IFNP’nin, virlslerin  kiiltire ekilmis hiicrelerdeki sitopatik etkilerini inhibisyonuna
dayanmaktadir. NAb igeren serum varliginda IFNP notralize edilmektedir, bu da enfekte
hiicrelerin 6liimi ile sonu¢lanmaktadir. CPE tayini ¢ok hassas olmasina ragmen, insan
serumunda IFNB’nin antiviral aktivitesini taklit edebilecek bilesiklerin varligi nedeniyle
Ozgiinligii sinirhdir. Ayrica bu degerlendirmede viriislerin kullanimi, viruslarin titrasyonu ve
stoklarinin stabilitesi (118) nedeniyle laboratuvarlar arasi ¢ok fazla degiskenlik mevcuttur
(81). Bu yontemle saptanan NAb negatifliginin, artmis MxA mRNA sentezi ile korele oldugu,
bir kez NAb pozitifliginin ve kalict NAb pozitifliginin ise azalmis MxA mRNA sentezi ile
korele oldugu gosterilmistir. Baska bir ifadeyle, IFNB’nin biyoaktivitesindeki azalma, MxA
MRNA sentezindeki azalma ile dogru orantilidir (90,94,117).
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Hesse ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklar bir ¢alismada, MxA’nin, IFNB’ya
kars1 tiimiiyle bloke edilmis biyolojik cevabi yansittigi gosterilmistir (119). Bu caligsmayla
NAb’larin MxA indiiksiyonunu bloke etmesi kosulunda, IFNB’nin herhangi bir biyolojik
etkinliginin korunmus olmasinin olasilik dahilinde olmadigr kanitlanmistir. Hesse ve
arkadaslarinin bu c¢alismast MxA’nin, NAb gelisimi ve IFNB biyoyararlaniom kaybinin
dogrudan gostergesi oldugu konusundaki goriisii desteklemistir (6,120,121). MxA mRNA
seviyelerinin belirlenmesi CPE’den daha kolaydir, ayrica biyolojik aktivite hakkinda bilgi
vermektedir. MxA, IFNB’ya olan in vivo cevabi yansitan biyobelirtecler arasinda en gegerli

biyobelirtectir ve giderek artan sayida klinik pratik uygulamaya girmektedir (5,6,102,122).

Caligmamizda, ilk degerlendirmede hastalarin %26,5°1, bir y1l sonraki degerlendirmede
ise %38,5’i BAb pozitif saptanmistir ve izlemdeki artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,003). BADb pozitiflik oranindaki bu artis, kullanilan IFNf preparatlarindan
sadece IFNB-1b grubunda istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,039). Bir yillik izlemde IFNf-
1b’ nin immunojenitesinin belirginlestigi gézlenmistir. [FNP preparatlarinin immiinogenetik
potaniyellerine gore farklilik gosterdigi bilinmektedir (103). Calismamizda BADb pozitif
hastalarin %40,8’1 IFNB-1b SC, %15’1 IFNB-1a SC, %7,7’si IFNB-1a IM kullaniyordu. IFNp-
1b SC’nin neden oldugu BAD pozitiflik oraninin, IFNB-1a SC ve IFNB-1a IM’ye gore, IFNf3-
1a SC’nin neden oldugu BAD pozitiflik oranin ise IFNB-1a IM’ye gore anlamli yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar literatiirdeki verilerle uyumludur (84,103,123). Immunojenitedeki
bu farkliligin nedenlerinden biri, IFNB-1b ile IFNB-1a’nin primer yapilarinin farkli olmasidir.
IFNB-1a’nmn primer yapisi, insandaki molekiile benzer amonoasit dizilimi gosterirken; [FNf-
1b, 1. pozisyonundaki metiyoninden yoksundur ve 17. pozisyonda sistein-serin degisikligi
vardir (100). IFNB-1b molekullindeki karbonhidrat rezidisiinin eksikligi molekiiliin
hidrofobik olmasina, sonucta protein agregat olusumunun artmasina yol acar. IFNB-1b’deki
sekans degisikligi ve yapisal Ozellikler gézoniine alindiginda, IFNP preparatlart iginde
immunojenitesi en fazla olan molekiil olmas1 ¢cok da sasirtic1 degildir (124). Ote yandan iki
farkli IFNB-la preparati arasindaki immunojenitenin farkini agiklamak daha giictiir. Bu
durum, tiretim siiregleri ve formiilasyondaki farkliliklara, uygulama siklig1 ve yolundaki
degisikliklere baglanmaktadir (81,103). Bunun yanisira saflastirma siiregleri ve depolama

kosullar1 da bu farkliliga neden olarak gosterilmistir (125).
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Immunojenisitedeki bu farklilik yalnizca BAb’lar igin degil, tedavi etkinliginde ¢ok
onemli rolii oldugu belirlenen NAb’lar i¢in de gecerlidir (103,126). Calismamizda IFNB-1b
kullanan hastalarin %12,2’si, IFNB-1a SC kullananlarin %7,5’1 NAb pozitif saptandi. IFN-1a
IM kullanan hastalarin hepsi NAb negatifti. Literatiirle uyumlu olarak ¢alismamizda NAb
siklig1 en ¢ok IFNB-1b kullanan hastalarda belirlenmistir (72,127,128). Perini ve ark. (2004)
tarafindan gergeklestirilen ¢alismada (84), bizim c¢alismamizda oldugu gibi IFNB-1b’nin
IFNB-1a’ya gore, IFNB-la SC’nin IFNB-la IM’ya gore daha immunojenik oldugu ve
tedavinin Gg¢incl ve dordunci yilinda IFNB-1a IM kullanan hastalarin hepsinin NAb negatif
oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada, bizim ¢alismamizdan farkli olarak NAb tayinleri, ELISA
ile BAb pozitif bulunan hastalarda CPE yontemiyle degerlendirilmistir.

Belirtildigi iizere, BAb pozitifligi gelisecek NAb pozitifligi i¢in dngdrii niteligindedir
(111). Calismamizda BADb pozitif hastalarin %29,6’sinin NAb pozitif oldugu belirlenmistir.
Bu deger, BAb pozitif hastalarin yaklasik yarisinin tedavi boyunca NAb gelistirdikleri
bildirilen ¢alismalara gore disiik bulunmustur (69,71,84,108,129). Calismamizda NAb
pozitiflik oran1 da diger caligmalara gore diisiik (%8,8) olarak saptanmis ve bir yil sonraki
NAb pozitivite sikligi ise %7,3 bulunmustur. Sorensen ve arkadaglari da yaptiklari
caligmalarinda, IFNB-1b kullanan hastalarda 36. ayda saptanan NAb sikliginda (%35), 12.
ayda saptanan sikliga (%45) gore azalma oldugunu belirlemislerdir. Bu azalma NAb pozitif
hastalarin ¢aligmadan ayrimalarina degil, antikor profillerinin degismesine baglanmistir (129).
Benzer antikor degisimleri IFNB-1b ya da IFNB-la icin baska arastiricilar tarafindan da
gosterilmistir (130,131). IFNB-1b’nin 6nciil ve iki yillik uzatma c¢aligmasinda, MxA
degerlendirmesi ile, NAb’larin 24 hastanin 16’sinda kayboldugu ve NAb’larin kaybolma
zamaninin 20 ay oldugu belirlenmistir (130). Buna gore, IFNp kullanma siiresi ortalama 44 ay
olan ¢alismamizda olusan NAb’lar olasilikla kaybolmustu. Bu nedenle NAb pozitif olan hasta
sayist oldugundan daha az saptanmis olabilir. Diger yandan c¢alismamizdaki NAb
pozitifligindeki azalmanin istatistiksel anlamliga ulasmamis olmasi ikinci yildan once
kaybolmayan NAb pozitifliginin persistansini savunan g¢alismalar1 desteklemektedir (132).
Calismamizda, IFNf tedavi siiresi 18-24 ay olan NAb negatif 28 hastanin izlemde sadece
2’sinin NAb pozitife dontistiigii, tedavi siiresi 24 aydan uzun olan NAb negatif hastalarin

higbirinin NAb pozitife doniismedigi belirlenmistir. Bu sonug, IFNB tedavisinde immun
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toleransin kirilmasinin, terapinin ilk 12.-18. ay1 i¢inde meydana gelmesi ve tedavinin 18-24
ay1 boyunca NAb negatif olan hastalarin, daha sonra nadiren NAb pozitife doniismesi ile
aciklanabilir. Bu durumun klinik pratikteki anlami, tedavinin ilk 2 yilinda NAb negatif olan
hastalarin, NADb i¢in takipten ¢ikarilabilmesidir. Ote yandan, terapinin ilk 12-30 ay1 i¢inde
NADb pozitif olan hastalarin biiyliik ¢ogunlugunun birkag yil siireyle NAb pozitif kalmaya

devam edecekleri unutulmamalidir (132).

Calismamizda, birinci degerlendirmede NAD pozitif olup ikinci degerlendirmede NAb
negatife doniisen hastalarin 3’i IFNB-1b preparati, 1’1 IFNB-1a SC kullanmaktaydi. IFN-
la’ya karst olusan antikorlarin affinitesinin, IFNB-1b’ye kars1 olusan antikorlara gére daha
fazla oldugu bildirilmistir (106). Her ne degin, bu gdzlem yorum yapmak igin yeterli olmasa
da, IFNB-1b’ye karsi gelisen antikorlarin daha erken kayboldugunu gosteren g¢alismalari
destekler niteliktedir (86,132). IFNB-1b ile olusan antikorlarin daha erken kaybolmasinin bir
diger olasi nedeni, IFNB-1b’nin IFNf-1a’ya gore 5.5-10 kat daha fazla protein yiki icermesi
nedeniyle (100), enjeksiyon basina diisen yiiksek protein yiikiiniin immiin toleransta kirilmaya
yol acip NADb olusmasina neden olmasi yanisira (103), siiregelen enjeksiyon basina diisen
yiksek protein yukinln, ayni hizda immiin toleransin tamirine yola acabilecegi seklinde
aciklanmaktadir (133). IFNB-1b’ye karsi gelisen antikorlarin daha erken kayboldugunu
goOsteren baska ¢alismalar da vardir (86,132,134).

Literatiirde bildirilen NAb siklig1 calismadan g¢alismaya degismektedir. Hastalarin
%28-47’si IFNB-1b’ye, %12-28’1 IFNB-1la SC’ye, %2-6’s1 IFNB-la IM’ye karsi antikor
gelistirmektedir (9,10,67,69,71,84,88,89,129). Daha 6nce belirtildigi lizere, preparatin kendisi
immunogenezi belirleyen baslica nedendir. Ancak ayni iiriin de bile gerek bireysel gerekse
preparatla ilgili farkliliklar olabilmektedir (103,135,136). Ornegin IFNB-la IM’nin
formiilasyonunda ve iiretim siirecinde bir degisiklik sonrasi NAb pozitif hastalarin siklig
%22°den %2’ye diigmiistiir (10,101). Immiinogenezi etkileyen bir diger 6ge ilag uygulama
yoludur (SC, IM ya da IV). Bu baglamda en gii¢lii iliski SC enjeksiyonlariyladir, bu yolu IM
ve IV uygulamalar takip eder (103,137). IM uygulamalarinin SC uygulamalarindan daha az
NAb’a yol a¢gmasinin nedenlerinden biri olasilikla, IM enjeksiyonlarinin enjekte edilen
dokudan klirensinin daha hizli olmasidir (103). Uygulanan yontemler arasinda da degiskenlik

olmakla birlikte, bizim sonuc¢larimiz ayni yontemi kullanan c¢alismalara gore de diisiik
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bulunmustur (5,138,110). Calismalardaki NAb sikligin1 karsilastirmak, NAb pozitifliginin
taniminda ve tayininde kullanilan metodlarin farklilig1 nedeniyle de giictiir. Baz1 ¢calismalarda
takip eden iki pozitif NAb testi, bazilarinda ise tek bir pozitivite NAb pozitif olarak kabul
edilmektedir (100). IFNB-1b ile yapilan klinik ¢alismalarin ¢ogunda hastalar NAb testi ile
takip edilirken (9,69), IFNp-1a ile yiiriitiilen ¢alismalarda hastalar BAb degerlendirmesi ile
takip edilmistir, ve yalmizca BAb pozitif hastalar NAb incelemesi icin degerlendirmeye

almmustir (71, 11).

Immunizasyonun diger formlarinin tersine NAb’lar gérece daha yavas gelisir (11).
NAb’larin tedavi baglangicindan 6-12 ay sonra meydana geldigi bildirilmistir (139-142).
Bununla birlikte, IFNB-1b’nin faz IIT 6ncll ¢alismasinda, NAb’larin klinik {izerine etkilerinin
18 aydan sonra, IFNB-la SC’nin uzatma g¢alismasi (PRISMS-4)’te ise 14 aydan sonra
goriilmeye baslandigr bildirilmistir (11,69). IFNB nin immun hiicre fonksiyonlar1 tizerindeki
biyolojik etkilerinde azalma tedaviden yaklasik bir yil sonra ortaya c¢ikarsa da, atak
aktivitesinde azalmanin ortadan kalkmasi igin U¢-dort yil gereklidir (95,139,143). Hartung ve
arkadaslar1 (2005) NAb’larin terap6tik etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda, tedavi suresinin
en az 18-24 ay olmasini ve belirtilen siirelerden daha kisa olmamasini 6nermektedirler (144).
Calismamizin ortalama tedavi siiresi 44 aydir ve NAb’larin atak hizindaki etkinligi
konusunda, tedavi siiresi daha kisa olan ¢alismalara (68,72) gore sonuglarimizin daha saglikli

olacagin diistindiirmektedir.

Calismamiz, BAb varhiginin gerek atak hizi ve izlemde gegirilen atak sayisi gerekse
EDSS temelinde klinik iizerine etkisi olmadigim1 gostermektedir. Bu bulgu literatiirle

uyumludur (7,11).

Calismamizda, her iki degerlendirmede NAb pozitif olan (kalict NAb pozitifligi)
hastalarin atak hizindaki azalma degisimi, kalicit NAb negatif hastalarin atak hizindaki azalma
degisiminden daha az bulunmustur. Bunun yanisira, ilk degerlendirmede NAb negatif
bulunan ve ikinci degerlendirmede de NAb negatif kalmaya devam eden hastalarin, bir yillik
izlem siresi boyunca atak gegirirken yalnizca %32’si, her iki degerlendirmede NAb pozitif
bulunan hastalarin %60’min ayn siire iginde atak gecirdigi saptanmistir. Her ne kadar bu
farklilik istatistiksel anlamliliga ulasmamigsa da kalict NAb pozitif olan hastalarin, bir yillik

izlemde atak gegirmeye daha ¢ok egilimli olduklar1 belirlenmistir. Bu durum, klinigi iyi bile
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olsa NAD pozitif saptanan hastalarin yiiksek riskli oldugunu gostermesi ve siddetleri 6nceden
bilinemeyen ataklardan geriye kalacak engelliligin Ongorilememesi nedeniyle oldukca
onemlidir. Bu yatkinligim belirlenmesi, daha fazla sayida hasta ile yinelenen

degerlendirmelerle netlik kazanacaktir diisiincesindeyiz.

Caligmamizdaki NADb pozitifliginin atak hizina olan olumsuz etkileri literatiirdeki bazi
calismalarla uyumludur (11,69,127,129). IFNB-1b’nin (¢ yillik izlem siireli Onciil
caligmasinda, tedavinin 18. ayindan sonra, calisma sonuna kadar NAb pozitif hastalarin
ortalama atak hizi, NAb negatif hastalara gére anlamli derecede daha fazla, plasebo grubunun
atak hiz1 ile benzer bulunmustur (69). 2003 yilinda Sorensen ve arkadaslari, IFNB preparati
kullanan 541 RRMS hastasinda bes yil siireyle, yilda bir kez NAb incelemesini yinelemisler
ve hastalarin NAb pozitif ve NAb negatif olduklari donemlerdeki atak hizinin NAb pozitif
donemde arttigin1 belirlemislerdir. Calismanin 12. ayinda, ilk ataga kadar gegen siire NAb
negatif hastalarda 605 gun olmasina karsin, NAb pozitif hastalarda 361 gun olarak
saptanmustir, ve bu fark anlamli bulunmustur (129). Malucchi ve arkadaslarinin 2004 yilinda
bildirdikleri izlem suresi ¢ yil olan ¢aligmalarinda, en az bir yil siireyle IFNJ preparati
kullanan 78 RRMS’li olguda, tedavinin ikinci yilindan itibaren NAb pozitif bulunan olgularin
atak hizinin, NAb negatif bulunanlardan daha fazla oldugu gosterilmistir. Calismada,
istatistiksel anlamlilia ulagsmasa bile, NAb negatif grupta ataksiz seyreden hasta sayisinin
daha fazla oldugu belirtilmistir (127). Francis ve arkadaglari (2005), PRISMS c¢alismasini
izleyen iki yilda, 22 pg IFNB-1a SC kullanan 189 RRMS’li hasta ile 44 pg IFNB-la SC
kullanan 184 RRMS’li hastada dort yil siireyle NAb’larin klinik ve radyolojik etkilerini
aragtirmistir. Bu calismada preparatin yliksek dozunun daha az immunojenik oldugu
gosterilmistir. Calismanin BAb tayini ELISA ile ¢alisilmistir ve BAb’in pozitif saptanmasi
durumunda NAD incelemeleri yapilmistir. BAb pozitif ve negatif hastalar arasinda atak hizi
acisindan fark saptanmamistir. Calismanin birinci-dérdinci yili ile birinci-ikinci yili arasinda
NAD pozitif ve NAb negatif hastalar arasinda atak hiz1 agisindan fark olmadig1 gosterilmistir.
Bununla birlikte Ugunci-dordinci yili arasinda yiiksek doz IFNfB-la SC kolundaki NADb
pozitif hastalarin atak hizi, NAb negatif hastalara gore artmis bulunmustur. Bu durum, NAb’1in
tedavinin ilk yili i¢inde gelistiginin gosterilmesine karsin, klinik {izerine olan olumsuz
etkilerinin tedavinin ikinci yilindan itibaren kendini gostermeye basladigi seklinde

yorumlanmigtir (11). Kappos ve arkadaslart (2005) IFNB-la (IM) doz karsilagtirma
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caligmasinda, ELISA testi ile BAb pozitif oldugu belirlenen hastalarda CPE yontemi ile
NAb’lart degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada 30ug/hafta kullanan hastalarin yalnizca %1.8
(7/400)’inde NAb pozitif saptanmistir (10) ve Francis ve arkadaslarmin (11) sonuglarina
benzer sekilde, NADb pozitif hastalarin atak hizinin NAb negatif olanlardan daha fazla oldugu
gosterilmistir (10).

Boz ve arkadaslarinin 2007 yilinda en az ¢ yildir farkli IFNp preparatlariyla tedavi
edilen 262 hasta ile gerceklestirdikleri retrospektif calismada, NAb tayini CPE yontemi ile
yapilmigtir. Calismamiza benzer sekilde IFNB-1b kullanan hastalarin %15’1 NAb pozitif,
IFNB-1a IM kullanan hastalarin tiimii hem ¢alisma baslangicinda hem de izlem siiresi boyunca
NAb negatif bulunmustur. Boz ve arkadaslarinin bu calismasinda, bizim ¢alismamiza benzer
sekilde en az immunojenik IFNf preparatinin IFNB-1a IM, en ¢ok immiinojenik olanin ise
IFNB-1b oldugu bir kez daha gosterilmistir. NAb pozitif hastalarda atak hizinin tedavinin
ticlincii ve dordiincii yillarinda daha fazla oldugu da bildirilmistir (145).

Buna karsin, her ikisi de 2002 yilinda bildirilen, Durelli ve arkadaglar ile Panitch ve
arkadaslarinin ¢alismalarinda, NAb pozitif hastalarla NAb negatif hastalar arasinda atak hizi
agisindan farklilik saptanmamustir (68,72). Bu iki caligmada ortalama tedavi stiresi iki yildan
azdir. Diger yandan tedavi siiresi iki yildan fazla olan Frank ve arkadaslarmin 2004 yilinda
yaptilar1 ¢alismada da NAb’larin atak hizina etkisi gosterilememistir (146). Bu sonuglar,
NAb’larin klinik tablo iizerine etkinliginin olup olmadigi konusunda tartismalarin ortaya

cikmasina yol agmustir.

Calismamizda, beklenmedik bir sekilde, bir yillik izlem siiresinde kalict NAb negatif
hastalarin %32 sinin atak gecirdigi belirlenmistir. NAb’larin sorumlu olmadig1 durumlarda,
IFNP’ya klinik yanitsizligin bireyler arasindaki genetik polimorfizmden kaynaklanabilecegi

son zamanlardaki ¢aligmalarda gosterilmistir (147,148).

Calismamizda BADb pozitifliginin yanisira, NAb pozitifliginin de EDSS temelinde
klinik tzerine etkisi olmadigi belirlenmistir. Hem ilk hem de bir yil sonraki ikinci
degerlendirmede, NAb pozitif ve NAb negatif hastalarin EDDS skorlar1 arasinda fark
saptanmamistir. Ayrica, kalict NAb pozitif ve kalict NAb negatif hastalarin EDSS skoru fark

ortalamasinda da istatistiksel anlamlilik bulunmamistir. EDSS skoru degisimlerinin farkinin
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anlamliligini arastiran baska bir ¢alisma da, IFNB-1b’nin 6ncil ¢alismasidir. Bu ¢alismada, (¢
yillik izlemde NAb pozitif ve negatif hastalar arasinda bazalden itibaren EDSS degisimi
acisindan fark saptanmamistir (69). Bununla birlikte, longitudinal c¢aligmalarda, EDSS
skorlarinda bazal seviyeden itibaren olan degisimlerin analizi s6z konusu oldugunda, bu
caligmalarin bazi siirliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Clinkii EDSS skorunu olusturan basamaklar
skalay1 olusturan sayilarin dogasindan kaynaklanmaktadir ve klinik kdtiilesme ile birebir
iligkili olmadig bildirilmistir (9). Ayrica, ¢alismalar IFNB’nin atak siklik ve siddetini
etkilemekle birlikte progresyon uzerine etkisinin ¢ok az oldugunu gostermektedir (14,112).
Tiim bu olumsuzluklara ragmen, bu yaklasimin kolay olmasi ve dnceki ¢aligmalarla kiyaslama
yapmaya izin vermesi gibi bazi avantajlari vardir (9). Sorensen ve arkadaslar1 tarafindan 2003
yilinda IFNB preparati kullanan 541 RRMS hastast ile yapilan calismada da NAb
pozitifliginin, EDSS temelinde klinige etkisi olmadigi gosterilmistir (129). 2004 yilinda Frank
ve arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada da benzer sonuclara ulagilmistir (146). Ayni yil
Petkau ve arkadaslarimin IFNB-1b (1.6 MIU ve 8 MIU) kullanan RRMS hastalarinda
yaptiklari calismada ise NADb tayini hem MxA hem de CPE yontemi ile degerlendirilmistir. iki
yontemin, NAb pozitifliginin ortaya konulmasi ayrimi agisindan olduk¢a uyumlu oldugu
gosterilmistir. Her iki yontemle de NAb varligiin EDSS skorlar1 iizerine negatif etkileri

saptanmamugtir (149).

Literatiirde, NAb pozitifliginin EDSS temelinde klinigi olumsuz etkileyebilecegini
gosteren c¢alismalar da mevcuttur. Malucchi ve arkadaglarinin (2004) Ug¢ yillik izlem sureli, en
az bir yildir IFNJ ile tedavi edilen 78 RRMS hastasiyla yaptiklar1 ¢alismada, EDSS skorunda
Uc ay sureyle bir ya da daha ¢ok puan artig1 gosteren hasta sayisi, kalict NAb pozitif grupta
kalict NAb negatif gruba gore daha fazla bulunmustur (127). Kappos ve arkadaslari (2005)
tarafindan IFNB-la doz karsilastirma (30pug ve 60upg haftada bir IM) calismasinda, NADb
pozitif hastalarda dordinci yilin sonundaki ortalama EDSS skorundan ortalama bazal EDSS
skorunun ¢ikarilmasi ile bulunan ortalama EDSS skorundaki degisim daha yiiksek

bulunmustur (10).

Interferon beta aktivitesinin oldukca hassas gostergelerinden biri Manyetik Rezonans
Gorintileme (MRG)’dir. NAb’in MRG fiizerine olan etkisinin, klinik {izerine olan etkisinden

daha once goriildigii bildirilmistir. Farkli MRG parametrelerinin  kullanimi nedeniyle,
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caligmalarda NAb’larin MRG {izerine etkilerini karsilastirmak olduk¢a zordur. Ayrica yapilan
caligmalarda genellikle birkag¢ parametre birden kullanilmistir ve NAb’larin tiim parametreleri
etkilemedigi, etkisinin parsiyel oldugu bildirilmistir (68). Ornegin IFNB-1b’nin onciil
calismasinda ikinci ve Ugilincli yillarda (8 MIU IFNB-1b kolunda), NAb pozitif hastalarda
MRG’de ortalama biiyliyen/genisleyen lezyon sayisi NAb negatif hastalara goére anlaml
derecede fazla bulunmusken, yeni gelisen lezyon sayisi agisindan iki grup arasinda farklilik
saptanmamigtir. Bu durum tiim 6nciil ¢aligmalarda oldugu gibi MRG degerlendirmelerinin
rastlantisal olarak secilmis bir subgrupta analiz edilmesine de bagli olabilir (69,71).
Literatlirde bircok ornek c¢alismada oldugu gibi bizim ¢alismamizda da NAb’larin MRG
tizerine etkileri bir subgrupta analiz edilmis, NAb pozitifliginin MRG’de T2 lezyon hacmi ve
kontrast tutan lezyon sayisi iizerine etkileri aragtirilmistir.

Caligmamizda NAD pozitifliginin T2 lezyon hacminde bir degisiklige neden olmadigi
saptanmistir. Oysa 2003 yilinda Polman ve arkadaslarinin IFNB-1b kullanan SPMS’li
hastalarda yaptig1 ¢calismada, tedavinin birinci yili sonunda NAb pozitif hastalarin T2 lezyon
hacmi, NAb negatif hastalara gore daha fazla bulunmustur. Anlamliligin ikinci ve Gglncu
yillarda da devam ettigi gosterilmistir (9). Bizim hasta grubumuz 4’ disinda RRMS’lilerden
olusmaktaydi. Polman ve arkadaglarinin SPMS’lilerde elde etmis oldugu bu sonuglar

ndrodejenerasyonun hizla ilerledigi SPMS’liler i¢in gegerli olabilir (9).

Birinci degerlendirmede, BAb negatif hastalarin MRG’deki T2 lezyon hacmi fark
ortalamasi daha yiiksek saptanmistir. Ayrica, kalict BAb negatif hastalarin lezyon hacmi fark
ortalamasi da daha yiliksek saptanmigtir. Bu istatistiksel verinin bugiinkii bilgilerle agiklanmasi

mumkin gorialmemektedir.

Calismamizda istatistiksel anlamliliga ulasmasa bile, NAb pozitif hastalarda kontrast
tutan lezyon sayisinin daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ Rudick ve arkadaslarinin,
30ug IFNB-la IM kullanan 41 RRMS’li hasta ile yaptiklar1 ¢alisma ile uyumludur (71).
Calismacilar, tedaviden iki y1l sonra NADb pozitif saptanan hastalarda, MRG’de kontrast tutan
lezyon sayisinin, NAb negatif hastalardan daha fazla olma egiliminde oldugunu bildirmistir
(71). IFNB-1a SC (44pg) ile IFNB-1a IM (30png) tedavisinin karsilastirildigi 11 ay siireli,
randomize bir calismada, yalmizca IFNB-la SC kullanan NAb pozitif hastalarin, NAb

negatiflere gore daha ¢ok kontrastlanan lezyonu oldugu saptanmistir (68). IFNB-1b kullanan
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30 RRMS hastasinin, ii¢ yil siireyle aylik MRG ile izlendigi bir baska ¢alismada, NADb
pozitifliginin MRG iizerine etkisi; kontrast tutan lezyon sayisi, beyaz cevher lezyon yuku ve
beyin hacmi olmak (zere ¢ agidan arastirilmistir. Hastalarin NAb pozitif oldugu doénemde,
kontrast tutan lezyon sayisinda ve beyaz cevher lezyon ylkinde artis saptanmistir. Ancak,
calismamizdakine benzer sekilde, beyin hacmi agisindan hastalarin NAb pozitif ve NADb
negatif donemleri arasinda fark bulunmamistir (146). Bu konuda yapilmis Onemli
caligmalardan bir digeri olan PRISMS’de, ilk iki yilda NAb’larin MRG iizerine bazi olumsuz
etkileri gozlenebildigiyse de fgiincii ve dordiincii yil sonuglarinda NAb’larin radyolojik
veriler Uzerine olumsuz etkileri ¢ok daha agik bir sekilde saptanmistir (67,89). 2005 yilinda
Francis ve arkadaslar1 PRISMS calismasinin 4 yillik izlem sonuglarii NAb temelinde
bildirmistir. IFNB-la SC (44 pg) kullanan 184 RRMS’li olguda, NAb pozitif saptanan
hastalarin ortalama kontrast tutan lezyon sayisi ve baslangigtan ikinci ve dordincl yila kadar

olan ortalama T2 lezyon yiikiindeki degisimi daha fazla bulunmustur (11).

NAb’lar klinik pratikle iliskilendirildiginde, asil sorun klinigi iyi olan NAb pozitif
hastalarda tedavi degisikliginin yapilip yapilmayacagi konusudur. Farrel ve arkadaglari bu gibi
durumlarda NADb testlerinin, gelecekteki atak riskini tahmin etmede ve tedaviden
yararlanmayacak hastalar1 onceden belirlemede bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini one
strmektedirler (150). Bu baglamda, Sorensen ve arkadaslart NAb pozitif donemde hastalarin
atak gecirme acisindan daha riskli ve bir sonraki ataga kadar gecen siirenin, NAb
negatiflerden 244 giin daha kisa oldugunu bildirmektedirler (129). Avrupa klavuzlar1 NAb
testinin IFNP tedavisine baslandiktan 12 ve 24 ay sonra ya da bir atag: takiben yapilmasini,
NADb pozitif bulunan hastalarda (¢ ya da alti ay sonra testin tekrarini, ve yiiksek titrelerin
devamliligi durumunda IFNP tedavisinin kesilmesini 6nermektedir (95). Ayrica onerilerinden
biri 24. ayda NADb negatif bulunan hastalarin NAb testi takibinden ¢ikarilmasidir. IFNB-1b ile
tedavi edilen ve kalict NAb pozitif olan hastalarin %52’sinin ilerleyen zamanlarda NAb
negatif’e doniiseceginin bildirilmesinden sonra (132), baz1 klinisyenler tedavinin kesilmesine
ihtiya¢ olmadigin1 savunmaktadirlar. Bununla birlikte hastalarin hepsinde bu doniigiimiin
olmayacagi ve esasen diisiik titrelerde gézlenecegi bildirilmistir. Ayrica NADb pozitif donemler
boyunca hastalar artmis atak riski ve belki de kismi iyilesme sonucu artmis Oziirliiliik riski
altinda olacaktir. Yiiksek titrelerde NAb pozitif hastalarda alternatif tedavileri savunan

yazarlarin dayanagi buradan gelmektedir (150). Amerikan klavuzlari ise kalict NAb’larin
59



IFNB tedavisinin etkinliginde azalma ile iligskili olma olasiligmn1 kabul etmekle beraber,
NAb’larin mevcudiyeti halinde bile IFNP tedavisinin kesilmesini onermemektedir. Bu klavuz,
NAD testlerini zorunlu kilmamakta, ne zaman ve hangi yontemle 6l¢giilmesi hakkinda 6neride
bulunmamaktadir. Buna ragmen, klavuzun en 6nemli vurgularindan biri de MxA proteini ya
da mRNA Ol¢iimiiniin daha giivenilir test sonuglarini sagladigimi ifade etmesidir. Ayrica,
NAb’larin tedaviden sonra ilk 2 yil i¢cinde saptanmadigi hastalarda, ileride de NAb geligiminin
cok zayif oldugu belirtilmektedir (151).

Calismamizin simirhliklar ve getirileri

Calismamizin  smirhiliklarindan  biri, SPMS hastalarinda tedaviye karsi gelisen
NAb’larin klinik ve radyolojik etkileri hakkinda herhangi bir yorum yapilamamastydi. Bunun
asil nedeni, klinigimizde SPMS hastalarinda izlenen tedavi prensibinin siklikla
immunosupresan tedavi seklinde ya da immunomodiilatér tedavi ile kombine edilen
immunosupresan tedavi seklinde olmasidir. Calisma siiresince, klinigimizde izlenen SPMS
hastalarindan, sadece 4’1 ¢alismaya dahil edilme kriterlerini karsiliyordu. Calismamizin higbir
asamasinda SPMS hastalarinda NAb pozitif olarak saptanmadi. 317 SPMS hastasin1 kapsayan
cok merkezli, cift kor, plasebo kontrolll, randomize, ¢ yillik izlem siireli, Kuzey Amerika
IFNB-1b ¢alismasinda, hastalarin %23’tinde NAb pozitif bulunmustur. Bu ¢alismada SPMS’te
NAD pozitifliginin gerek yillik atak hizi, EDSS degisimi gerekse MRG iizerine herhangi bir
etkisi gosterilmemistir ve NAb pozitif hastalarin yaklasik yarisinda gelisen NAb’larin ¢alisma
siresinde kayboldugu belirlenmistir (152). Calismamizin bir diger sinirliligi, NAb pozitif
hasta sayisinin az olmasiydi. Bunun nedeni, hastalarin bir boliiminiin IFNf ile tedavi
stirelerinin, NAb’larin kaybolmasina izin verebilecek bir siireyi icermesi olabilir.

Tiim bu kisithliklara karsin, calismamizin gerek ulusal gerekse uluslararasi 6zgiin
yanlart mevcuttur. Uluslararas1 literatiirde NAb’larin T2 lezyon hacmi temelinde MRG
lizerine etkilerini arastiran ¢alismalarin sayist yalnizca ikidir, Glkemizde ise T2 lezyon hacmi
Olcimi ilk defa bu galisma ile birlikte bilimsel platformda yerini almistir. Bu ¢alisma,
ulkemizde hem NAD tayininin yapildigi hem de NAb’larin klinik ve radyolojik bulgular
lizerine etkilerini arastiran ilk arastirmadir. Hastalarimizda saptanan NAb sikligi aym

metodolojiyi kullanan ve benzer tedavi siirelerini iceren galigmalara gore diisiik saptanmistir.
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Bu durum ilkemizdeki MS hastalarinin genetik ozellikleri ile de iliskili olabilir.
Calismamizda, NAb pozitif hasta sayisinin diisiikliigiine karsin, NAb varliginin olumsuz
etkileri saptanabilmistir. NAb pozitif oldugu belirlenen hastalarin yiiksek riskli oldugu ve bir
yillik takip siliresinde bile hastalarin en az yarisiin atak gecirdikleri belirlenmistir. MS,
alevlenmelerinin ve alevlenmelerden sonra geriye kalan engelliligin 6ngoriilemedigi bir
hastaliktir. IFNP tedavisi etkin bir koruyucu etkiye sahip olmakla birlikte pahali bir tedavidir.
Calismamiz NAb saptanmayan hastalarin 6énemli bir bolimiiniin tedaviden yararlandigini bir
kez daha gdstermistir. Ote yandan, NAb saptanmayan hastalarn da kiigiik bir boliim{iniin atak
gecirdigi izlenmistir. Bu hastalarda NADb aracili olmayan anti-interferon molekiler (non-NAb
mediated anti-interferon molecules) mekanizmalarinin (153) aydinlatilmas: gerekmektedir.
Daha oOnemlisi, IFNB tedavisine baslamadan once NADb gelistirebilecek hastalarin
belirlenmesidir. Calismamizin bu gereksinimi karsilayacak arastirmalara 151k tutacagi
inancindayiz. Bu baglamda antikor gelistiren ve gelistirmeyen hastalarda yapilabilecek
ornegin, HLA tiplendirmeleri gibi calismalar ile antikor gelistirme potansiyeli olan hastalar
onceden belirlenip, hem maliyeti yiiksek ve koruyuculugu az/hi¢ ol(may)acak bu tedavi
secenegi bireysellestirilebilir hem de NAb gelistirebilecek hastalarda Faz III ¢alisma
sonuglar1 yiiz giildiiriicii olan ve ¢ok yakin bir zamanda da kullanima girecek olan oral

immunosupresif/immunomodiilator (154,155) ilaglar ilk adim tedaviler olarak segilebilir.
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SONUCLAR

1. CcELISA ile BAb negatif saptanan hastalarin biri disinda timiinde NAb negatif
saptanmistir. BAb negatif 6rnekler giivenilir bir bicimde NAb negatifliginin gostergesidir. Bu
durum, BADb’in negatif olmasi halinde IFNB’nin tedavi etkinligi agisindan kusku
duyulmamasini saglamaktadir.

2. Calismamizda BADb pozitif hastalarin NAb pozitifligindeki yiikseklik istatistiksel
olarak anlamli saptanmistir. BAb pozitif hastalar, NAb gelistirebilecegi icin kliniginde sorun
olmasa bile ¢ok yakindan izlenmelidir.

3. IFNB-1b SC’nin neden oldugu BAb pozitiflik oraninin, IFNfB-1a SC ve IFNB-1a IM’ye
gore, IFNB-1a SC’nin neden oldugu BAb pozitiflik oranin ise IFNB-l1a IM’ye gore anlamh
yikksek oldugu belirlenmistir. IFNB preparatlarinin immiinogenetik potaniyellerine gore
gosterdigi bu farkliliklar literatiirdeki verilerle uyumludur.

4. NAD sikligi en ¢ok IFNB-1b kullanan hastalarda belirlenmistir. IFNB-1a IM kullanan
hastalarin hepsi NAb negatif saptanmustir.

5. Calisgmamizda NAD pozitiflik orani1 diger ¢aligmalara gore diisiik olarak saptanmistir.
Bunun nedeni calismadaki hastalarin tedavi siirelerinin NAb’larin kaybolma zamanina izin
verecek uzunlukta olmasi yanisira iilkemizdeki MS hastalarinin genetik 0zelliklerinin
farkliligindan dolay1 olabilir.

6. Calismamizda, BAb’larin atak hizi ve EDSS temelinde klinik iizerine etkilerinin
olmadig1 gosterilmistir. NAb’larin ise varligi halinde atak hizimi arttirdigi saptanmistir ve
istatistiksel anlamliliga ulagmamakla birlikte bir yillik izlemde NAb pozitif hastalarin
yarisindan fazlasinin atak gecirdikleri belirlenmistir.

7. NAD pozitif hastalarin T2 lezyon hacmi ve kontrast tutan lezyon sayis1 temelinde

MRG {izerine etkisi olmadig1 gosterilmistir.

Bu calisma verileri NAb gelisiminin ve interferon yanitsizliliginin immunogenetik temellerinin

arastirtlmasi konusunda yapilacak ¢aligmalara temel olusturacak niteliktedir.
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EK-1

MS’li Hastalardan Alinan Onam Formu

Multipl skleroz, merkezi sinir sistemini etkileyen ve 6ziirliilige yol agabilen dnemli bir
norolojik hastaliktir. Koruyucu tedavi olarak enjeksiyon yontemi ile IFN Beta tedavisi
kullanilmaktadir. Tedavinin baslangicindan sonra bazi hastalarda ilaca karsi , ilacin etkinligini
azaltan (antikorlar) gelisebilir. 2007 Eyliil ayina dek tlilkemizde bu maddelerin kanda
belirlenebilmesi miimkiin degildi. Dokuz Eyliil T1p Fakiiltesi Noroimmunoloji
Laboratuvarinda belirtilen tarihten itibaren bu incelemeler yapilabilmektedir. Rutin poliklinik
kontrolleriniz esnasinda ilacin tedavi etkinligini belirleme amaciyla tam kan 6rnekleri

incelenmektedir.
Kan alinmasi sirasinda karsilabileceginiz rahatsizliklar ve riskler:
1-) igne batmasina bagl olarak hafif bir ac1 duyabilirsiniz.

2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi veya enfeksiyon riski

vardir.

3-) Enjektoriin girisi ve ilerletilmesi sirasinda; olduk¢a az bir ihtimalle damarin delinmesi,
damar igerisine hava kabarcigi girmesi ve dolasima karismasi (emboli), damar g¢evresindeki
sinirlerin hasarlanmast ve cilt alt1 ya da damar ¢evresinde kanama ve kan kitlesi olusmasi

(hematom) ihtimali vardir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorununuzun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi

miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivencede oldugunuzu bilmelisiniz.
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Bu inceleme 6zellikle tedaviye ragmen atak gecirmeye devam eden ya da hastaligi
ilerleyen hastalarda onemli bir ara¢ olma potansiyelindedir. Bu incelemenin yapilmasti sizin
sagligimiz i¢in gerekmektedir. Sonuglar size bildirilecektir. Bu maddelerin (antikorlarin)
belirlenmesi durumunda alternatif tedaviler vardir, simdilik uygulanmayacak olmakla birlikte

yeni ila¢ dizenlemelerine gidilebilecektir.

Elde edilen verileri rizaniz dogrultusunda arastirma amagl kullanmak istiyoruz. Bu
islemi ve sonuglarin arastirma amagli kullanilmasini kabul edip etmemekte 6zgiirsiiniiz.
Izniniz durumunda bunun MS gibi ¢ok dnemli bir hastaligin tedavisi i¢in gok 6nemli bir
destek oldugunu bilmenizi isterim. Bu hem sizin sagliginiza hem de bilime biiyiik bir katki
saglayacaktir. Bu amacla calismaya 85 hasta dahil etmeyi ve 24 ay siireyle ¢alisma

kapsaminda tutmayi planlamaktayiz.

Hasta bu galismaya katilmayir ret etme ya da arastirma basladiktan sonra devam
etmememe hakkina sahiptir. Bu calismaya katilmaniz veya basladiktan sonra herhangi bir
sathasinda ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakimimiz1 etkilemeyecektir. Ayrica tibbi
durumunuza herhangi bir zarar verilmemek kosuluyla tarafimizca arastirma disi

tutulabilirsiniz.

Bu ¢aligmada yer aldigmiz siire igerisinde kayitlarmmizin yani sira iligkili saglik
kayitlariniz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz kurumun yerel etik kurul
komitesine ve Saglik Bakanligi’na agik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz
yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma verileri herhangi bir yayin ve
raporda kullanilirken bu yaymda isminiz kullanilmayacak ve veriler izlenerek size
ulasilmayacaktir. Bu c¢aligmaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir.

Calismaya katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Aragtirma sirasinda muhtemel bir zarar durumunda ya da bir saglhik sorunu ile
karsilagtiginizda; herhangi bir saatte, Dr. Derya Kaya’y1 0505 673 36 13 no’lu telefondan,
DEUTF Noéroloji AD’ na ait 232 4124050 no’lu telefondan arayabilirsiniz.

Yukarida bana arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar hakkinda bana
yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla,

hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.
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Hastanin
Adi1 soyadi:
Hastanin adresi:
Hastanin telefonu:
Tarih:
Imza:

Olur islemine Tamkhk Eden Kisi

Adi soyadz:
Tarih:
Imza:

Arastirma Yapan Arastirmaci

Ad1 Soyadz:
Telefon:
Tarih:

Imza:

Bilime yapmis oldugunuz katkilardan dolay1 tesekkiir ederiz.

Dr.Derya Kaya Prof.Dr. Egemen idiman

DEUTF /Ndroloji AD DEUH/NG&roloji AD
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