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ABSTRACT

Evaluation of Normal Appearing White Matter by Proton Magnetic
Resonance Spectroscopy in Multiple Sclerosis

Background: Recent pathological and Proton Magnetic Resonance
Spectroscopy (P-MRS) studies have indicated that presence of axonal
damage in normal appearing white matter (NAWM) may be an important
cause of disability in multiple sclerosis (MS).

Objectives: To investigate the axonal damage in NAWM of MS patients
by using P-MRS which determines the biochemical metobolites and in
addition, to find the relationships between axonal damage and clinical
parameters of relapsing remitting (RR) MS patients.

Patients and Methods: 57 MS patients (41 relapsing-remitting, 8
primary progressive; PP, and 8 secondary progressive, SP), and 10 healthy
subjects as a control group, underwent cranial MR imaging (MRI) and
single voxel P-MRS study. The metabolic ratios of N-acetylaspartate
(NAA)/ creatine (cr), chofine (Che)/cr and myoinositol (mi)fcr in the NAWM
of MS patients and in the normal white matter (NWM) of control group
were determined. For the RR-MS patients, the associations between the
NAA/cr ratios of NAWM, and clinical disability (EDSS) and disease
duration were investigated.

Results: There were a significant decrease (p<0.01) in NAA/cr ratios in

Keywords: Muitiple sclerosis, normal appearing white matter, axonal damage, proton magnetic
resonance spectroscopy

both NAWM of MS patients as a general group and subgroups, than
control group, but no significant differences were found for the other
metabolite ratios. The lowest NAA/cr ratio was detected respectively in PP-
MS, SP-MS and RR-MS patients. The NAA/cr ratios of RR-MS patients were
significantly negatively correlated (r =-0.29, p<0.05) with the EDSS, but
not with the duration of disease. The NAA/cr ratios in both patients who
had duration of disease < 5 five years and more than 5 years, were found
significantly fower than control group (p<0.05).

Conclusions: In this study axonal damage, as assessed by decreased
NAA/Cr ratios, found in NAWM of MS patients, supported the axonal
damage In MS is not only confined to lesions and occurs even in the
white matter which appears normal on cranial MRI. In addition to this,
results of the RR-MS patients studied here, indicated that axonal damage

in NAWM may be associated with disability.

OZET

Bilimsel zemin: Son zamanlarda yapilan patoloji ve Proton Manyetik
Rezonans Spektroskopi (P-MRS) calismalar, Multipl sklerozda (MS)
normal gériniml beyaz madde (NGBM) de akson hasari varliginin,
dizabilitenin ortaya cikmasinda énemli bir neden olabilecegine dikkat
cekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Multipl skleroz, normal gorinimli beyaz madde, aksonal zedelenme, proton
manyetik rezonans spektroskopi
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Amaclar: MS hastalarinin NGBM'de, P-MRS ile biyokimyasal metabolitleri
belirleyerek, aksonal zedelenmeyi arastirmak, ve buna ek olarak relapsing
remiting (RR) MS hastalaninin, klinik parametreleri ile aksonal zedelenme
arasindaki iliskiyi incelemektir.

Hastalar ve yéntem: 57 MS hastasina (41 relapsing-remitting, 8 primer
progresif; PP, ve 8 sekonder progresif; SP), ve 10 saglkli kisiden olusan
kontrol grubuna, kranial MR gérinttlemesi (MRG) ve single voxel P-MRS
calismalar yapildi. Hastalann NGBM'de ve kontrol grubunun normal
beyaz maddesinde (NBM), N-asetilaspartat (NAA)/Kreatin (kr), Myoinositol
{ml)/kr ve Kolin (Ko)/kr metabolit oranlari belirlendi. RR-MS hastalarinda,
NGBM'de NAA/Kr oranlar ile klinik dizabilite (EDSS) ve hastalik stresi
arasindaki iliski incelendi.

Bulgular: MS hasta grubunda ve alt gruplarda NGBM'de NAA/Kr oran,
kontrol grubuna goére anlaml dsiik bulunurken (p<0.01), diger
metabolit oranlarinda bir farkhiik bulunmadi. En distk NAAkr orani,
sirasl ile PP-MS, SP-MS ve RR-MS hasta alt gruplarinda gérdldd. RR-MS
hastalaninda, NAA/kr orani ile EDSS degerleri arasinda anlamli negatif bir
korrelasyon saptanirken (r =-0.29, p<0.05), hastalik stresi ile bu oran
arasinda bir iliski bulunmadi. Hastalik siiresi < 5yil olanlar ile, 5 yildan fazla
olan hastalarda NAA/kr orani, kontrol grubuna gére anlamli disik
bulundu (p<0.05).

izlenimler: Bu calismada; aksonal zedelenmenin bir gdstergesi olan dustik
NAA/Kr oranlarinin MS hastalarinin NGBM'de saptanmasi, MS'da aksonal
zedelenmenin sadece lezyonlara sinirl olmadigini ve kranial MRG'de
normal gériinen beyaz maddeyi de igine aldigini desteklemektedir. Buna
ek olarak RR-MS hastalarinda elde edilen veriler, NGBM'de olan aksonal
zedelenme ile dizabilitenin iliskili olabilecedine dikkat cekmektedir.

GiRIS

Multipl Skleroz (MS), merkezi sinir sisteminin
inflamatuar demyelinizan bir hastaligidir, ve geng
yetiskinlerde en sik norolojik dizabilite nedenidir.” Son
zamanlarda yapilan Manyetik Rezonans Gorintileme
(MRG) ve patoloji calismalari, akson kaybinin
hastaligin progresyonunda buytk bir rol oynadigina
dikkat cekmislerdir.””  Aksonal zedelenmenin
hastaligin baslangicindan itibaren gelistigi, fakat
beyindeki kompensatuar mekanizmalar nedeni ile
klinik olarak sessiz kaldigi, ve bu zedelenmenin
lezyonlara uzak olan normal gérinimli beyaz madde
de olabilecegi bildirilmistir."* '

Proton Manyetik Rezonans Spektroskopi (P-MRS) ile in
vivo ve noninvaziv olarak, beyinde etkilenen
bolgelerdeki biyokimyasal metabolitleri degerlendirmek
mumkundir, ve ozellikle néronal bir bilesik olan N-
asetilaspartat (NAA), MS'da akson patolojisinin invaziv
olmayan, en spesifik gostergesidir.”*"" MRS
calismalarinda; MS lezyonlarinda ve hatta normal
gorinimli beyaz madde de, NAA veya NAA/ kreatin
(kr) oranlarinda azalma gosterilerek, akson zedelenmesi
veya kaybi oldugu, ve bunun da hastaligin patolojik

prosesinde yer aldigi bildirilmistir."*** MS'da lezyonlara
oranla, normal gérinimli beyaz maddenin (NGBM)
daha genis bir alani kapsadigi, ve boylece NGBM'de
olan hafif bir patolojinin bile klinik dizabiliteyi
etkileyebilecegi dustunulmektedir."®

Bizim bu calismada amacimiz; MS hastalarinda
NGBM'de, P-MRS ile biyokimyasal metabolitleri
belirleyerek, aksonal zedelenmeyi arastirmak, ve buna
ek olarak, relapsing remiting MS hastalarinin, klinik
parametreleri ile NAA/kr oranlar arasindaki iliskiyi
incelemektir.

HASTALAR ve YONTEM

SSK Géztepe Egitim Hastanesi MS polikliniginde takip
edilen, Poser 8lcttlerine gore™ klinik olarak kesin MS
tanisi alan, 57 MS hastasina (34 kadin, 23 erkek) ve
10 saglikl bireyden olusan kontrol grubuna (7 kadin,
3 erkek), Kranial MRG ve P-MRS incelemeleri yapildi.
Butun hastalarin; hastalik streleri ve klinik
dizabiliteleri-EDSS  (Expanded Disability Status
Scale)24 degerleri ile belirlendi. Hastalar klinik
gidislerine gore alt gruplara® ayrldiginda 417
Relapsing Remiting MS (RR-MS), 8'i Primer Progresif
MS (PP-MS) ve 8'i de Sekonder Progresif MS (SP-MS)
grubunda yer aliyordu.

Kranial MRG ve P-MRS Calismalari

Hastalarda ve kontrol grubunda, Kranial MRG ve
Single voxel P-MRS incelemeleri es zamanh olarak
yapildi. Kranial MRG, 1.5 T scanner (Signa Hi Speed,
GE medical systems, Milwaukee, WI) kullanilarak,
sagittal SE (spin echo) T+ adirlikl, transverse SE TTW
ve FSE (fast spin echo) PD (proton density)-Tz agirlikl,
koronal FLAIR (fluid attenuated inversion recovery)
gorintiler alindi. Yag baskili Transverse SE Ti ve
Koronal SE T1 gorlntuleri intravendz 0.1 mmol/kg
gadopontetate dimeglumine (Magnovist, Schering,
Berlin, Germany) verilmesinden sonra alind..

Single voxel P-MRS calismalar, PROBE/SV software
(GE, Milwaukee, WI) kullanilarak yapildi, ve boylece
kendiliginden parlama, suyun baskilanmasi ve
verilerin degerlendirilmesi mumkin oldu. T2-W aksial
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ve FLAIR koronal gorintuleri beyaz madde de voxeli
yerlestirmek icin kullanildi. Ortalama voxel alan
yaklasik 8 cm” olarak hesapland.

NGBM'de uzun ve kisa TE spektralari Point Resolved
Spektroskopi (PRESS) (TR:2000 ms, TE 140 ve 30ms,
96-128 acqusitions) kullanilarak yapildi. Ham verilerin
makinada degderlendirilmesinden sonra, spektra
kalitatif ve kantitatif olarak hesaplandi. NAA/kreatin
(kr), Koline (Ko)kr, myoinositol (mly/kr degerleri, pik
yapan bélgelerin oranlari kullanilarak élctldi. Saglikl
kontrol grubunun, normal beyaz maddesi (NBM)
icinde ayni protokol uygulandi.

Resim 1A ve B'de bir MS hastasinin, ve Resim 2A ve
B'de ise kontrol grubuna ait bir kisinin, Tz-agurlikli
aksial kesitleri ve P-MRS'leri gosterildi.

Biyokimyasal ¢alismalar

MS hastalarinda genel grup olarak ve hastalik alt
tiplerinde NGBM'de, NAA/kr, Koskr, mi/kr oranlar
belirlendi. Ayni metabolitler kontrol grubunun
NBM'de belirlendi. RR-MS hastalarinda NAA/kr
oranlari ile EDSS ve hastalik stresi arasininda ki iliski
incelendi.

istatistik calismalari
Bu calismada Graph Pad Prisma V.3 paket programi
kullanildi. Gruplar arasinda Kruskal Wallis testi, alt

grup karsilastiriimalarinda Dunn'’s Coklu
Karsilastirima testi, ikili grup karsilastinimalarinda ise
Man.Whitney-U testi kullanildi. Degiskenlerin
birbirleriyle olan iliskileri Pearson Korrelasyon testi ile
degerlendirildi. P <0.05, anlamliik degeri olarak
kabul edildi.

BULGULAR

MS hasta grubuna (N=57) ait yas ortalamasi
(36.14+8.54) ile kontrol grubunun (N=10) yas
ortalamasi (33.85+5.96) arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (p>0.05). Hasta grubunun ortalama
hastalik stresi 6.42+3.47 yil (2 -14 yil) ve ortalama
EDSS degeri 2.68+1.76 ( 2.0-6.0) bulundu.

MS hastalarinda NGBM'de NAA/kr orani, kontrol
grubuna gore anlamli dustk bulunurken (p<0.01),
mi/kr ve Ko/kr oranlarinda kontrol grubuna gére
anlamli bir degisiklik bulunmadi (p>0.05) (Tablo 1).

MS hasta alt gruplarinda NGBM'de NAA/kr orani,
kontrol grubuna gére anlamli dusik bulundu
(p<0.01), ve en dustk degerler sirasi ile PP-MS, SP-MS
ve RR-MS hasta grubunda gézlendi (Tablo 2). Alt
gruplarin mi/kr ve Ko/kr oranlari ile kontrol grubunun
degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05,
Tablo 2). MS hasta alt gruplarinin NGBM'de NAA/kr
oranlar arasinda anlamli fark gézlenmedi (Tablo 3).

Probe=p 2000730 ¢ avy

Hach.8 Ratio
NA " .71
cr o8 REF

ch 9 0.00
[ 1 % 0.48

Hgo N 1760.99

voxel Loc. & Dims,

L 4.2 P 19.8 3 45,8
0.2 .2 20.0

Resim 1A ve B. Bir RR-MS hastasina ait Kranial MRG'de T2-agirlikli aksial
kesit ve P-MRS gériintileri.
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probe-p 2000/30

Ratio
L] L L] 1.9
cr 49 REF
ch 42 0.87
nl 29 .59
H20 103118 2099.23

RMS Noise Cr SNR
1.58 31.68

Voxel Loc. & Dims.

R 28.1 P 48.5 5 62.9
20.2 20.2 20.0

Resim 2A ve B. Kontrol grubuna ait Kranial MRG'de T2-agirlikl aksial
kesit ve P-MRS goruntileri.

Tablo 1. MS hasta grubunda ve kontrol grubunda metabolitlerin karsilastirilmasl.

MS Hastalari (N=57) Kontrol Grubu (N=10) MW p
NGBM NBM
NAA/kr 1.64+0.19 1.88+0.18 106 <0.01
ml/kr 0.73£0.12 0.67+0.06 183.5 >0.05
Ko/kr 0.92+0.16 0.98+0.09 212 >0.05

Tablo 2. MS hasta alt gruplar ve kontrol grubunda metabolitlerin karsilastinlmas

PP-MS SP-MS RR-MS Kontrol Grubu KW p
(N=8) (N=8) (N=41) (N=10), NBM
NAA/kr 1.56+0.26 1.61x0.13 1.66+0.18 1.880.18 9.92 <0.01
mi/kr 0.77£0.12 0.74+0.15 0.72+0.12 0.67+0.06 3.19 >0.05
Ko/kr 0.97+0.16 1.01+0.19 0.89+0.16 0.98+0.09 1.65 >0.05

Tablo 3. MS hasta alt gruplarinin NAA/Kr oranlarinin ikili gruplar halinde karsilastiriimas

Dunn's Coklu Karsilagtirma Testi (NAA/kr) P value
RR /PP P>0.05
RR / SP P> 0.05
PP/ SP P> 0.05
RR / Kontrol P < 0.05
PP / Kontrol P < 0.05
SP / Kontrol P <0.05
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RR-MS hastalarinda, NGBM'de NAA/kr oranlari ile EDSS arasinda, anlamli negatif bir iliski bulundu.

(p<0.05, r = -0.29, Grafik 1).
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Grafik 1. RR-MS hastalarinda EDSS ile NAA/kr oranlar

RR-MS hastalar, hastalik stresi < 5yil olanlar ve 5
yildan fazla olanlar seklinde iki gruba ayrildiginda
(Tablo 4 ve 5), her iki grupta da NGBM'de NAA/kr
orani, kontrol grubuna goére anlamh dustk

bulunurken (p<0.05), tim RR-MS grubunda hastalik
siresi ile NAA/kr orani arasinda anlamli  bir
korrelasyon saptanmadi ( p>0.05, r = -0.03).

Tablo 4. RR-MS hastalarinin hastalik stresine gére ayrilmasi ve kontrol grubu

Hastalik siiresi < 5yil Hastalik siiresi > 5 yil Kontrol Grubu Kw p
(N=22) (N=19) {N=10)
NAA/kr 1.67+0.19 1.64£0,17 1.88+0.18 6.16 <0.05

Tablo 5. RR-MS hasta grubunda, hastalik stiresine gére NGBM NAA/kr oranlarinin ikili karsilastinimasi

Dunn's Coklu Karsilastirma Testi (NAA/kr)

P value

<5Yil/>5Yl
<5 Yl / > Kontrol
=5 Yil / > Kontrol

P>0.05
P<0.05
P<0.05

TARTISMA

Multipl Sklerozda kranial MRG, makroskopik
lezyonlarl géstermede yiksek duyarhliktadir, fakat
mikroskopik degisikliklerin (aksonal zedelenme,
kicUk inflamasyon veya demyelinizasyon odaklari
gibi), makroskopik lezyonlarin disina uzanip
uzanmadigini goéstermede duyarsizdir."*'*™® P-MRS

ise MS'da lezyonlar ve NGBM ile iliskili patolojinin
karekterizasyonu igin kimyasal bir gosterge saglar."*™

Multipl sklerozda patoloji incelemelerinde, lezyonlarda
belirgin olmak (zere NGBM'de aksonal zedelenme
gorilmus, ve P-MRS ile bu bolgelerde NAA veya
NAA/kr orani distk seviyelerde bulunmustur.#'%¢#2
Bunlara ek olarak, MS'da NGBM’'de anormallikler
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olabilecedi, bu bdlgede Magnetizasyon Transfer
oraninin artmasi, Ti-agirlikli gorintilerde anormal
hipointens sinyallerinin  olmasi, water—diffizyon
katsayilarindaki degisiklikler ve progresif beyaz madde
atrofisinin gériilmesi ile de éne stralmustar.“*”

Bu calismada, MS hastalarinin NGBM'de aksonal
zedelenmenin bir gostergesi olan NAA/kr oraninin,
kontrol grubuna gore anlamli distk bulunmasi, ve
diger incelenen biyokimyasal metabolitlerde (ml/kr ve
Ko/kr) bir degisiklik saptanmamasi, MS'da aksonal bir
zedelenme veya disfonksiyonun, inflamatuar
lezyonlarin disina uzanabilecegine isaret etmektedir.
Bu sonug, MS’'da patolojinin heterojen oldugunu,
myelinin yaninda aksonlarin zedelendigini ve aksonal
zedelenmenin sadece lezyonlarla sinirli kalmadigini,
kranial MRG'de normal gérinen beyaz maddeyi de
icine aldigini desteklemektedir."""***** NGBM'de olan
aksonal zedelenmenin mekanizmasi blylk oranda
bilinmemektedir.*” Bunun, lezyonlarda ki akson
kaybina sekonder olarak mi (wallerian dejenerasyonu
veya lezyonlardan agida gikan, yayilabilir nérotoksik
faktorler araciligi ile), veya daha yaygin primer bir
akson patolojisinden dolayimi ortaya ¢iktigi hentiz
belli degildir."#*%"

Calismamizda dikkat ceken diger bir bulgu, MS hasta
alt gruplarinda NGBM'de NAA/kr oranin kontrol
grubuna gore anlamli dusuk bulunmasi ve en belirgin
azalmanin PP-MS hasta grubunda olmasiydi. Bu
azalma, PP-MS hastalarinda daha fazla aksonal
zedelenmenin bir gostergesi olabilirdi.  PP-MS
hastalarinda yaygin primer bir aksonal zedelenmenin
olabilecegi patolojik bir prosesin, bu hastalarda diger
alt gruplara oranla kranial MRG'de gorilebilir
lezyonlarin azligina ragmen, artmis olan dizabiliteyi
aciklayabilecedi &ne strtlmektedir.***”

Son zamanlarda yapilan ~ MRS calismalarinda,
NGBM'de saptanan aksonal zedelenmenin, klinik
dizabilitede  6nemli bir ~ roli  olabilecedi
bildirilmistir.“*"*"” NGBM’'de NAA veya NAA/kr
oranindaki degisiklikler ile klinik dizabilite arasindaki
iliski, RR-MS hasta grubunda, diger progresif gidis
gosteren hastalara gore daha glcli bulunmus ve bu
hastalarda aksonal zedelenmenin hastaligin erken

doneminde ortaya cikabilecegi éne strilmistdr.™

Bizim calismamizda ise RR-MS hastalarinin NGBM'de
NAA/Kr oranlari ile klinik dizabilite arasinda anlamli
negatif bir iliski bulunurken, hastalik stiresi ile boyle bir
iliski bulunmadi. Fakat, hastalik stiresi 5 yil veya daha az
olan hastalarda, kontrol grubuna gore anlamli dusik
NAA/kr oraninin bulunmasi, RR-MS hastalarinda
NGBM'de aksonal zedelenmenin hastaligin sonraki
dénemlerine sinirl olmadigini distndrdd.

Bu calisma, MS hastalarinda NGBM'de aksonal
hasarlanmanin olabilecegine ve bu hasarlanma ile
dizabilitenin ilerlemesi arasinda onemli bir iligki
olabilecedine dikkat cekmektedir.
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