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OZET

Bilimsel Zemin: Multipl skleroz'da hastalik aktivitesine spesifik bir belirteg
glnimuzde mevcut degildir.

Amag: Bu nedenle, tlimor nekrozis faktér-a (TNF-ct)’ nin multiple skleroz (MS)'da
relapslar dnceden haber verip vermedigini belirlemek ve interferon b (IFN-B)
tedavisinin TNF-co Uretim kapasitesini nasil etkiledigini saptamak Gzere bu
longitudinal prospektif ¢alisma planlandi.

Materyal ve Metod: Calismaya alinan 36 RRMS hastasi dért gruba ayrildi.
Grup la (n=10) relaps geciren ve IFN b tedavisi almayan, Grup Ib (n=16)
remisyonda olan ve IFN B tedavisi almayan, Grup Ila (n=5) relaps geciren ve IFN
B tedavisi alan, Grup Ilb (n=5) remisyonda olan ve IFN B tedavisi alan hastalardan
olusturuldu. Ortalama 16 haftalik izlem siiresinde periyodik olarak kan Grnekleri
toplandi ve 6rnekler fitohemaglltinin ile stimdle edildi. Aktive plazma 6rneklerinde
ELISA yontemiyle TNF-ar Uretim kapasitesi Slgtildii.

Bulgular: Calisma boyunca toplam 139 TNF-a. piki saptandi ve sadece 9 pik 7
hastada atad haber verdi. Diger 130 pikin %9.2" si olasilikla solunum yolu
enfeksiyonu, %4.6'st menstriel dénem ve %0.76" si allerjik reaksiyonla iliskili
bulundu. Relaps disinda saptanan bu 130 pikin  %85'inde neden saptanamadi.
Calisma boyunca remisyonda kalan ve IFN-B tedavisi alan grupta (Grup Ib)
ortalama TNF-ar Gretim kapasitesi, remisyonda kalan ve tedavi almayan hastalara
(Grup Ib) gére daha disiktl (p<0.05).

izlenimler: Elde edilen bu veriler TNF-o. (iretim kapasitesinin interferon B
tedavisinden etkilendigini, ancak ataklari haber vermede duyarli bir belirtec
olmadigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: multipl skleroz, timdr nekrozis faktér-alfa, hastalik
aktivitesi, interferon beta 1b.
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ABSTRACT
Tumour Necrosis Factor-Alpha Alone is not Predictive of Relapses in Multiple
Sclerosis.
Background: A specific marker of disease activity in multiple sclerosis (MS} has not
yet been identified.
Objective: For this reason this longitudinal prospective study has been carried out in
order to determine whether tumour necrosis factor-a (TNF-ct) is a predictor of relapse
in MS patients and to evaluate the effect of interferon B (IFN-B) therapy on the TNF-
a production capacitiy.
Material and Methods: Thirty-six relapsing remitting MS (RRMS) patients were included
in the study and divided into four groups. Group la consisted of 10 relapse presenting
patients who were not receiving IFN-B16. In Group Ib (n=16), the patients were
remitting RRMS without any medication. Group la (n=5), consisted of patients who
were under IFN-31b therapy and presented relapse. In Group Iib, there was 5 remitting
MS patients receiving IFN-B1b. Blood samples were collected once a week for about
16 weeks and the samples are stimulated by phytohemagglutinine. The TNF-c. production
capacitly of the activated white blood cells was measured by the ELISA method.
Findings: A total of 139 TNF-o. peaks were determined during the follow up and only
9 peaks predicted relapses in 7 RRMS patients. The other 130 TNF-oL peaks were
possibly related with infections of the respiratory tract (9,2 %), menstrual period (4,6%)
and allegic reactions (0,76 %). No reasons could be determined in the 85% of the
130 peaks. The mean TNF-. production capacity of the Group llb was lower than
Group /b (p<0,05).
Conclusion: The results of this study indicated that TNF-oL production capacity was
affected by IFN-B1b treatment, but the periodical measurement of TNF o. production
capacity in RRMS patients did not seem to be a sensitive marker in predicting the relapses.

Key words: multiple sclerosis, tumour necrosis factor-alpha, disease activity,
interferon-beta 1b.

*Bu calismanin ilk sonuglar 35. Ulusal Néroloji Kongresi‘nde sunulmustur
(24-28 Ekim 1999, Kusadasi).
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GIRIS

Multipl skleroz (MS) periferde miyelin basic protein (MBP)'e
karsi duyarli T lenfositlerin santral sinir sistemi (SSS)'ne go¢
ederek self antijen olan miyelini hasara ugrattklar otoimmun
inflamatuvar bir hastaliktir®. immun hiicreler ve onlarin
Urdnleri olan sitokinler, T lenfositlerin gerek periferde
duyarllasmasinda, SSS'ne gégiinde, gerekse SSS'nde miyelini
harap etmesinde énemli rol oynarlar’. immunkompetan
hicreler tarafindan Urtinlenen cesitli sitokinler arasinda
TNF-a. ve IL-1b endotel hiicre fonksiyonlarini modifiye eden,
inflamasyonun &nemli aracilaridir®, Keza TNF-a'nin
oligodendrosit kiiltirlerinde toksik etkisi oldugu®® ve
astrosit proliferasyonunu stimiile ettigi'® gosterilmistir.
Bircok calismada relapsing-remitting multipl skleroz (RRMS)'
da atak ve remisyon dénem-lerinde®478 primer progresif
MS (PPMS)'de hastaligin seyri sirasinda serum ve BOS'daki
sitokin konsantrasyon degisiklikleri incelenmis ve bu degerler
atak ya da prognozu belirlemede bir belirtec olarak
kullanilmaya calisilmistir. Ancak gintimuzde MS'de aktivite
belirteci olarak kullanilabilecek bir biyolojik parametre
meveut dedildir,

Beck ve ark'® hastaligin yeni bir atagini belirlemede
periferik kan hucrelerinin IFN-B ve TNF-o. Griinleme
kapasitesindeki artisin &nemli bir tani belirteci olabilecedini
iddia etmislerdir. Daha sonraki calismalarda hastali
monitdrize etmede ve relapsi belirlemede TNF-ar ve |L-1
drdnlemek lzere stimle edilmis periferik kan hiicrelerini
degerlendirmenin hastaligin cesitli dénemlerini belilemede
onemli bir tani araci olabilecegini bildirilmistir®. Chofflon
ve ark.'nin baska bir calismasinda da TNF-a Gretim
kapasitesinin periodik élciimuniin relapslar énceden haber
vermede ylksek duyarliida ve secicilige sahip bir ydntem
oldugu iddia edilmektedir.®

Bu prospektif longitudinal calismanin amaci, stimiile
edilmis periferik beyaz kan hiicrelerinin TNF-c. triinleme
kapasitesini lcmek, bu parametrenin klinik relapsin énceden
saptanmasinda belirleyici olarak kullanilip kullanilamayacagini
saptamak ve interferon B'nin TNF-at Griinlenme kapasitesi
uzerine etkisini belirlemektir.

MATERYAL VE METOD

Hastalar

Bu calismaya, Poser ve ark.’nin"" kriterlerine gére kesin
MS tanisi almis relapsing-remitting seyirli 36 hasta alindi.
Hastalar dort gruba ayinldi. Grup la (n=10) relaps geciren
ve IFN B tedavisi almayan hastalardan olustu. Bu 10 hastanin
5'i atak sirasinda calismaya alinirken, diger 5' ise calisma

suresi icinde atak gecirdi. Grup Ib'deki (n=16) hastalar
calisma boyunca remisyonda olan ve IFN B tedavisi almayan
hastalardi. Grup lla" daki (n=5) relaps geciren ve IFN B
tedavisi alan hastalarin 30 atak sirasinda calismaya alindi,
diger 2'sinde ise izlem sirasinda atak gelisti. Grup llb (n=5)
calisma boyunca remisyonda kalan ve IFN B tedavisi alan
hastalardan olustu. Relaps geciren tim hastalar 5 giin
boyunva i.v. metilprednizolon tedavisi uygulandi.

Longitudinal inceleme

Takip stiresince (ortalama 15,84+4,39 hafta) haftada 1
kez hastalarin ayrintili klinik muayeneleri olmak (izere yapildi
ve Kurtzke EDSS'ye gore skorland.. Yirmidort saatten uzun
stiren ve EDSS skorunda bir ya da daha fazla puan artisina
neden olan bir ya da birden cok semptom ve bulgunun
gelismesi (yeni yada eski belirtilerin k&tiilesmesi) objektif
atak olarak degerlendirildi.

Orneklerin Toplanmasi ve tam Kan Stimiilasyonu
TUm hastalardan haftada bir, atak geciren hastalardan
tedavi 6ncesinde ve tedavi boyunca 1.,2.,3.,4.,5. glnlerde
ve daha sonra yine haftada bir olmak Gzere vendz kan
alindi. Serum &rnekleri sabah saat 08-09 arasinda hastalar
acken alindi. EDTA'li tiplere alinan 2ml venéz kan ornegi
10ug/ml fitohemaglitinin (FHA) ile 370C ‘de 2 saat inkiibe
edildikten sonra santrif(j edildi ve elde edilen aktive plazma
calisma glintine kadar —=700C" de sakland.

Sitokin Degerlendirmesi

Periferik kan hicrelerinin TNF-a. iiretim kapasiteleri
immunoradyometrik olarak incelendi. 125! ile isaretlenmis
antisitokin antikorlar ile aktive plazma érnekleri oligoklonal
sistem ile kaplanmis propiletilen tiplerde 12 saat oda
sicakliginda inklbe edildi. Daha sonra antikor ile baglanmis
fraksiyon bir gamma sayicisiyla sayildi, rekombinant sitokinin
standart baglanma egrisiyle iliskili olarak sitokin seviyesi
pikogram/ml olarak ifade edildi®.

TNF-a. PIKI: Calisma boyunca remisyonda kalan ve interferon
kullanmayan 16 hastanin (Grup Ib) ortanca TNF-c. degeri
{(73pg/ml) belirlendi. Analizin gtivenilir olabilmesi icin bu
degerin iki kati (146pg/ml) esik deger olarak kullanildi ve
bu degerin lzerindeki élglimler TNF-ct piki olarak kabul
edildi.

TNF-o indeksi

TNF Grlnlenmesinin atakla iliskisini belirlemek tizere asadida
formili verilen indeks kullanildi ve her iki grupta
TNF-c. indeksi ayri ayri hesapland.
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TNF-c. Urtnlenme indeksi = Relapsta ortalama TNF-a
{irtinlenmesi/ Remisyonda ortalama TNF-a. Grinlenmesi

istatistikler ve Degerlendirme
Gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda nonparametrik
Wilcoxon ve Mann Whitney U testleri kullanildi.

SONUCLAR

Hastalarin demografik 6zellikleri Tablo 1'de sunulmustur.
Grup Ib'ninTNF-c (retim kapasitesi Grup Ilb'den daha
yiksek bulundu (Tablo 2) (Mann-Whitney-U, p<0.05). Ancak
Grup la ile Grup lla arasinda ne TNF-a indeksleri ne de TNF-
o Uretim kapasiteleri acisindan anlamli bir fark saptanmadi
(Tablo 2). Grup la ve lla'nin TNF-at Gretim kapasiteleri
relapsin ilk giiniinde remisyon doénemlerine gére daha
diistik bulundu (p<0.05). intravendz metilprednizolon
tedavisi boyunca her iki grubun TNF-a Gretim
kapasitelerindeki duistis devamlilik gosterdiyse de 0. ve 5.
giinler arasinda anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 3).
Calisma boyunca toplam 139 TNF-a piki saptandi ve
bunlardan 9'u, 7 hastada objektif relapstan yaklasik 1-30
giin 6nce yiiksek bulundu. Baska bir deyisle, TNF-a’nin
periodik 8lciimil toplam 16 atak gegiren hastanin (Grup la
ve lla) 7'sinde (%43,5) atagi énceden haber verdi. Piklerin
%93,5'i ataklarla iliskisiz bulundu. Hastalarin ¢ogunlugunda
gdzlenen bu TNF-a yikselmelerini agiklayabilecek olasi
nedenler Tablo 4'de gosterilmistir.

Tablo 1. Hastalarin demografik dzellikleri.

GRUP | (n=26)  GRUP Il (n=10)
Yas 35.4£10 32.1483
Cinsiyet 5 erkek, 21 kadin 10 kadin
Ortalama hastalik stresi (yil)  5.9+6.7 6.3+4.1
Ortalama izlem suresi (hafta) 16.32+3.42 15.36+5.38
Calisma basinda ortalama 1.5+0.9 1.9£0.1

Tablo 2. Gruplara gére ortalama TNF-a Gretim kapasiteler| (UK) ve TNF-
a indeksleri sunulmustur (p<0.05).

GRUPLAR Ortalama TNF-o. UK (pg/ml) TNF-c. indeksi
Grup la (n=10} 97.45+56 0,39
Grup [b (n=15) 134.1£148* -

Grup lla (n=5) 120.2+54 0,42
Grup Ilb (n=5) 89.9+103* —

Tablo 3. Grup la ve lla'nin remisyon déneminde, relapsin 0. ve 5.
ginlerindeki ortalama TNF-a tiretim kapasiteleri sunulmustur
(*,**p<0.05).

GRUP la (n=10) GRUP lla (n=5)

Remisyonda ortalama

TNF-at Uretim kapasitesi (pg/ml) ~ 97.45£56" 120.54+54**
Relapsin 0. Glntnde ortalama

TNF-o. Gretim kapasitesi (pg/ml) ~ 61£76* 33.3£33%%
Relapsin 5. Glnlinde ortalama

TNF-c Uretim kapasitesi (pg/ml) ~ 37.9261.9 18.4+14

Tablo 4. Remisyonda saptanan artmis TNF-c. Oretim
kapasitesinin olasi nedenleri gosterilmistir.

TNF-c. Piki (%)

Enfeksiyon 9.2
Menstriel dénem 4.6
Allerjik reaksiyon 0.76
Nedeni belirlenemeyen 85.4

TARTISMA

TUmér nekrozis faktoér-a immun hicrelerin Urettigi bir
sitokindir. TNF-ct’'nin en énemli hlicresel kaynagi makrofajlar
olmasina ragmen T ve B lenfositler de aktive edildiklerinde
TNF-c, Gretebilirler. TNF-o. inflamatuar reaksiyonlarda immun
hiicrelerin ekstravazasyonunu arttirarak, T hicre aktivasyo-
nunu kontrol ederek, ylzey antijenlerinin ekspresyonunu
arttirarak ve IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi diger proinflamatuar
sitokinlerin salinmasina yol acarak etkisini gosterir. Saglkl
bir $55'de yalnizca néronlar dustik seviyede TNF-ar retirken,
travma, enfeksiyon (malarya, HIV, bakteriel lipopolisakkarid),
iskemi ve otoimmun hastaliklarda astrosit ve mikroglia da
néronlarla birlikte yiiksek miktarda TNF-a sentezleyebilir.
Uzun siireli ve yilksek miktarda sentezlenen TNF-a'nin
$55'nde hasara yol actigi bilinmektedir. Ozellikle MS'da
TNF-c'nin rolil hakkinda bircok gors ileri strtimustdr.
Yapilan bircok calismada TNF-a'nin MS hastalarinin beyin
omurilik sivilarinda yiiksek miktarda bulundugu ve bunun
da hastalik siddetiyle iliskili oldugu bildirilmektedir."' Hatta
artmis TNF-. Uretiminin santral sinir sistemine sinirh olmayip
MS' |i hastalarin periferik monontkleer hiicrelerinde de
TNF-a. ve lenfotoksin ekspresyonunun arttigi gosteril-
mistir314, Bu sitokin artiginin relapslarla ve relaps siddetiyle
iliskili bulunmasi TNF-a’ nin bir hastalik aktivite belirteci
olabilecedini distindirmustir.@+# Gergekten de MS
hastalarinin kanlarinda élctilen TNF-c. artisinin relapsi ortaya
cikmadan énce haber verebilecegi ve buna yonelik erken




“_

tedavi yaklagimlarinin denenebilecegi fikri gecen 10 yil
icinde oldukga fazla ilgi gérmUstir. Bu hipotezi destekleyen
iddiali sonuglar olmakla birlikte elde edilen sonuclarin baska
arastirmalar tarafindan tekrarlanmamis olmasi bu konuda
dikkati ceken bir eksikliktir.24®
Bu calismada otuzalti MS hastasinda ortalama 16 hafta
boyunca periyodik olarak TNF-o iiretim kapasitesi Olctlmis
ve bu sire boyunca 139 TNF-at piki saptanmistir. Bu piklerden
ancak 9'u klinik ataktan 1-30 glin dncesinde saptanmis
olup diger 130 pikin de bir kismi olasilikla enfeksiyon,
menstriel donem ya da allerjik reaksiyonlarla iliskili
bulunurken %85'inin nedeni belirlenememistir. Bu calismada
atak olusan 16 hastanin yalnizca 7' sinde (%43.5) TNF-a.
piki atadr haber vermistir. Oysa Chofflon ve ark.'nin?
calismalarinda MS' li hastalarin TNF-o. tretim kapasite
dlcimindn relapsi %74.6 6zgiillik ve %100 duyarlilikla
haber verdigi bildirilmektedir. Ayrica, TNF-a Gretim
kapasitesinin hem relapstan 6nce hem de relaps sirasinda
yuksek oldugu belirtimektedir. Bu calismada yine Chofflon
ve ark.'nin’ calismasindan farkli olarak remisyon dénemindeki
TNF-ot Uretim kapasitesi relpasin ilk giintinde bazal seviyenin
de altina diismUstir, Olasilikla klinik atagin baslamasindan
énce periferdeki immun aktif T lenfositler bozulan kan
beyin bariyeri araciligiyla santral sinir sistemine gecmekte
ve periferden elde edilen 6rneklerde bu aktivasyona iliskin
deliller azalmakta ya da ortadan kalkmaktadir. Ayrica,
relapsin 0. gln ile iv metiprednizolon tedavisinin 5.
glnlnde dlctilen TNF-a. Uretim kapasitesi arasinda anlamli
bir fark olmamasi, kortizon tedavisinin TNF-ct. tirtinlenmesini
etkilemedigini dustindirmustir. Bilindigi lizere atak tek bir
parametreye bagl olmadigi icin olasilikla kortizon
diger immun molekdiller (diger sitokinler, kemakinler, MMP,
adezyon molekdlleri) tGzerine etki g&steriyor olabilir.
Yapilan bu calismay digerlerinden ayiran en énemli fark
interferon B1b tedavisinin TNF-a. Griinlenmesine etkisinin
degerlendirilmesidir. Bilindigi gibi interferon B, otoimmun
kaskad tetikleyen antijen sunumunu inhibe ederek ve
dolayisiyla da interferon-8'nin neden oldugu sitokin salinimin,
MHC ve kostimulator molekdllerin ekspresyonunu azaltarak
etkisini géstermektedir.'*"® Bu ¢alismada izlem boyunca
remisyonda kalan ve interferon tedavisi géren hastalarin
TNF-a. Gretim kapasiteleri tedavi almayan gruba gére daha
distik bulunmustur (p<0.05). Elde edilen bu sonug, herbir
grup icin belirlenen TNF-cv Gretim indeksleri ile korele
olmamakla birlikte, immunomodulatuar tedavinin TNF-ct
Uretim kapasitesini baskilayarak immunolojik atag:
kismen de olsa frenledigini gostermektedir.

Sonug olarak bu calisma, periferik kan hiicrelerinin
TNF-a Gretim kapasitesi ile klinik MS atagdi arasinda siki bir
baglanti olmadigi sonucunu gostermektedir. Bu veri
literatlrde bugtine kadar sunulan sonuclarla uyumlu degildir.
Atakta beklendigi tizere TNF-a (retim kapasitesinde bir
artls saptanmamig, tersine klinik atak olustigunda Gretim
kapasitesinin diistigd ve olasilikla periferdeki immunolojik
aktivasyonun klinik olarak atagin ortaya cikisindan énce
sonlandigi gézlemlenmistir. Bu veri interferon alan ve
almayan hastalar icin benzerlik gostermis ve yine
kortikosteroidin bu sitokinin Grtnlenisini etkilemedigi
saptanmistir. Belirtildigi Uzere bu calismayr diger
calismalardan ayiran en 6nemli ézellik, degerlendirmelerin
hem interferon alan hem de almayan hastalarda yapilmis
olmasidir. Sonuglarimiz interferon-8'nin zellikle remisyon
dénemlerinde immunolojik aktiviteyi baskiladigini ve
immunomodiilasyonun etkili oldugunu géstermektedir.
Ancak ilag alan hastalarda da ataklarin olusmasi atagin
ortaya cikisinda baska immun molekdillerin de sorumlu
olabilecegini distindiirmektedir.

Kan ya da beyin omurilik sivisinda periyodik sitokin
takipleriyle relapsi énceden belirlemeye yénelik prospektif
longitidinal calismalarin standardize edilmesi oldukca
guctlr ve siki hasta-hekim iliskisi gerektirir. Ayrica sitokin
drdnlenmesi pek ¢ok etmene badl oldugundan ve
stabilizasyonu gugligiinden dolayi kesin yorumlar yapmak
herzaman mimk{n olmamaktadir.
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