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Multipl Sklerozda
Anti-Interferon-Beta Antikorlar:

Anti-Interferon-Beta Antibodies in
Multiple Sclerosis: Review

OZET Giiniimiizde biyoteknolojik metotlar ile iiretilen 250°den fazla biyofarmasotik, farkl
spektrumdaki hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilmaktadir. Bu ilaglarin klinik yararlarina
karsin potansiyel immiinojenisiteleri nedeniyle hastalarin bir kisminda ézellikle nétralizan et-
kinlige sahip anti-drog antikorlar1 (ADA) nin sentezlenmesi tedavi etkinligini olumsuz y6nde et-
kileyebilen 6nemli faktorlerden biridir. ADA’lara iligkin gerek bilimsel gerekse klinik veri ve
deneyimler 6zellikle multipl skleroz (MS)’da anti-interferon-beta (IFN) antikorlar: tizerinde
yogunlagmistir. IFNB, MS tedavisinde en sik tercih edilen birinci basamak hastalik modifiye
edici tedavi uygulamasi olmasina kargin, hastalarin bir kisminda tedavi etkinligini olumsuz
yonde etkileyebilen anti-IFNp antikorlar1 gelisebilmektedir. Bu nedenle IFN tedavisi siiresince
ozellikle yiiksek titre ve kalici nitelikteki notralizan antikor (NAb) tespit edilen MS’li hasta-
larda tedavinin sonlandirilarak, IFN disinda alternatif tedavi segenekleri ile yeni bir tedavinin
diizenlenmesi gerektigi 6ne stiriilmektedir. Buna kargin gerek bu amagla kullanilacak laboratu-
var yontemleri gerekse IFNf'nin 6zellikle uzun donemli tedavi etkinligi tizerinde NAb’larin
olumsuz etkisinin gosterilmesine iligkin konularda hentiz tam bir uzlagsma yoktur. Bu derlemede,
IFNB’nin MS’de etki mekanizmalari, anti-IFNf antikorlarinin immiinolojik 6zellikleri ve labo-
ratuvar tanisi ile biyolojik ve klinik 6nemine iligkin bilimsel literatiiriin gézden gegirilmesi
amaclanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Multipl skleroz; interferon-beta; antikorlar, nétralizan;
miksoviriis rezistans proteinler

ABSTRACT Today, more than 250 biopharmaceutical agents produced by biotechnological meth-
ods are used for the treatment of the diseases in highly different spectrums. Despite the clinical
benefits of these drugs, one of the most important factors which impair the effectiveness of the
therapy in some patients is the production of antidrug antibodies (ADAs) with neutralizing ca-
pacity due to their potential immunogenicity. Both scientific and clinical experiences regarding
ADAs are concentrated in multiple sclerosis (MS) and especially on anti-interferon-beta (IFNp) an-
tibodies. Although IFN is the most preferred first-line immunomodulatory treatment in MS, in
some of the patients the production of ADAs may impair the therapeutic effect of IFNB. Hence,
in MS patients with especially persistant and high-titer neutralizing antibodies (NADb), it is rec-
ommended that IFNp treatment should be stopped and a switch to an alternative non-IFN ther-
apy should be considered. However, there is still no clear-cut consensus on neither laboratory
methods used for this purpose nor the negative impact of NAbs on the therapeutic effects of IFNf
for particularly extended periods of treatment. In this review, to overview the mechanisms of ac-
tion of IFNf in MS, the immunological properties of anti-IFNp antibodies, and the laboratory di-
agnosis in addition to their biological and clinical importance is aimed in the light of the relevant
literature.

Key Words: Multiple sclerosis; interferon-beta; antibodies, neutralizing;
myxovirus resistance proteins
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ultipl skleroz (MS), tiim diinya da farkh
‘ \ / I klinik alt tipleri ile birlikte yaklasik 2,5
milyon insani etkileyen, kompleks gene-
tik ve cevresel faktorlerin kontroliinde olusan,
dogal ve kazanilmig immiin yanitlar ile néral me-
tabolizmayi kontrol eden mekanizmalarin kargilikli
etkilesimi ile sekillenen, organa 6zgiin, inflamas-
yon, demiyelinizasyon ve aksonal hasarin olugtur-
dugu norodejenerasyon ve degisik derecelerde
ozirliiliik ile karakterize T hiicre aracili otoimmiin
bir hastalik olarak degerlendirilmektedir.'® Basta
viral enfeksiyonlar olmak iizere diger cevresel fak-
torlerin de bu heterojen otoimmiin mekanizmala-
rin olugmasinda etkin rol oynadig1 genel kabul
gormektedir.* Bu nedenle hastalifin patogenezinde
birden ¢ok gen ve ayni sekilde birden ¢ok gevresel
faktoriin karsilikl etkilesimi belirleyici olmakta-
dir’

1990’h1 yillardan beri rekombinant interferon-
beta (rIFNB), MS tedavisinde immiinmodiilator et-
kinligi dolayisiyla en sik tercih edilen birinci
basamak hastalik modifiye edici tedavi uygulamas:
olmasina kargin, hastalarin yalniz bir béliimiinde et-
kili olabilmekte, hastalarin dnemli bir bolimiinde
ise (%30-50) tedaviye istenilen diizeyde yanit alina-
mamakta, tedaviye ragmen klinik aktivite devam
edebilmektedir.®® Patogenetik nedenler diginda, te-
davi yanitsizliginin 6nemli nedenlerinden birinin
ise rIFNP preparatlarinin potansiyel immiinojenisi-
teleri nedeniyle kendilerine kars: sentezlenen IgG
tipinde anti-IFNp antikorlar1 oldugu belirtilmekte-
dir.>'6 Ozellikle nétralizan [Neutralizing antibodies
(NADb)] etkiye sahip anti-IFNf antikorlarinin
IFNP'nin reseptor iligkili aktivasyonuna engel ola-
rak, IFNB’nin biyolojik ve tedavi etkinligini olumsuz
yonde etkiledigi, bu nedenle MS’li hastalarda anti-
IFNP antikorlarinin neden olabildigi tedavi basari-
sizliginin 6nlenmesi ve daha etkin tedavi segenek-
lerinin zamaninda uyarlanmas: amaciyla, anti-IFN3
antikorlar1 ve/ya bu antikorlar ile iligkili in vivo-bi-
yolojik aktivite kaybinin belirlenmesini iceren la-
boratuvar yontemleri ile tani ve izleminin yararh ve
gerekli oldugu, 6zellikle yiiksek titre ve kalic1 nite-
likteki notralizan antikorlar ve/veya tam biyoakti-
vite kayb: tespit edilen hastalarda ise tedavinin
sonladirilarak IFNB disinda yeni bir tedavinin dii-

zenlenmesi gerektigi 6ne siiriilmektedir.6” 111719
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Buna karsin; konunun Amerikali ve Avrupali
taraflar1 arasinda, MS’li hastalarda IFNP tedavisi s1-
rasinda olusan NAb ve/veya biyolojik aktivite kay-
bina iligkin laboratuvar verilerinin klinik
uyarlanima iligkin konularda hentiz tam bir uzlas
mevcut degildir.*?! Elestiriler agirlikli olarak: 1-
NADb ve/veya biyoaktivite kayb1 varliginda IFN te-
davisinin degistirilmesi yoniindeki yaklasimi
stirekli destekler nitelikteki bilimsel ve klinik veri-
lerin heniiz tam ve yeterli diizeyde olmadigi, bu
amagla yapilan ¢aligmalarin bilimsel kanit diizey-
lerinin daha ¢ok sinif I ve II diizeyinde oldugu; 2-
NAb’larin ve/veya biyolojik aktivite diizeylerinin
tespitinde kullanilan laboratuvar metotlarinin
hangi hastalarda, ne zaman, hangi siklikla istene-
cegi ve standardizasyonlar ile laboratuvar verile-
rinin pozitif esik degerleri; 3-6zellikle NAb’larin
hastalarin uzun dénemdeki klinik sonuclar iize-
rindeki etkisinin tartigmali oldugu ve nihayet
NAb’larin koti klinik seyir iizerindeki etkisinin
20-23

acik olmadi@ yoniinde yogunlagsmaktadir.

§ rIFNB, MS'DE KLINIK KULLANIM VE
IMMUNMODULATOR MEKANIZMALAR

TiP I INTERFERONLAR

IFN’ler, ilk defa 1957 yilinda Alick Isaacs ve Jean
Lindenman tarafindan influenza viriisleri ile in-
kiibe edilmis tavuk yumurtas: embriyonlarinin
koryoallontoik membranlarindan elde edilen kiil-
tlr ist sivisinda influenza viriis enfeksiyonlarina
kars: viral interferansin gozlenmesi ile elde edilen
caligmalar sonucu kesfedilmigtir.?* Daha sonra ya-
pilan caligmalarda interferansin hiicrelerce sentez-
lenen biyolojik irtinlerle gerceklestigi, IFN’lerin
farkl: genler ile sentezinin diizenlendigi, antiviral
aktivite disinda antitiimdral, anti anjiyogenik, an-
tiproliferatif, apoptotik protein ve genleri aktive
edici, tersine antiapoptotik gen ve proteinlerin in-
hibe edici, hiicre biiytime inhibit6rii ve immiin dii-
zenleyicilik gibi organizmanin yararina olan
normal immiinolojik fonksiyonlar: yaninda, para-
doksal olarak organizmaya zarar verici nitelikteki
pro-inflamatuar ve otoimmiin patolojileri de tesvik
eden ¢ok yonlii immiinobiyolojik etkinliklere sahip
oldugu gosterilmistir.>>% Son 50 yildir bitytiyen si-
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tokin ailesi olarak kabul edilen IFN’ler; 6zellikle tip
I TFN’ler hepatit B viriis ve hepatit C viriis gibi kro-
nik viral enfeksiyonlardan MS’ye ve baz: kanser
tlirlerini de igeren farkh yelpazedeki hastaliklarin
tedavisinde klinik kullanim alanina sahiptir.?®
Amino asit sekans farkhiliklari ve dizilimlerine gore
Tip I, II ve IIT IFN’ler olmak {izere ii¢ gruba ayrilir.
Tip I IFN’ler; insanda dokuzuncu kromozomda lo-
kalize olup, 16kosit, makrofaj ve dendritik hiicre-
lerce sentezlenmekte, 13 farkli genle diizenlenen
IFN-q, fibroblastlarca sentezlenen tek bir genle dii-
zenlenen INFf ile IFN- o, -¢, -8, -x’i iceren en
buyitkk grubu olusturmaktadir.”® IFN-a ve INFf
viral enfeksiyonlara karsi immiin yanitta direkt
olarak indiiklenmesine kargin, I[FN- o, -¢, -6, -x’nin
rolleri az bilinmekte ve daha ¢ok gebelik siirecinde
maternal tanima ve immiin diizenlemede rol al-
diklar distintilmektedir. IFN-a ve INFf'nin amino
asit sekanslar1 arasinda %30 oraninda benzerlik

mevcuttur.?>?

Tip II IFN’ler, tek iiyeli olup ilk defa 1965 y1-
linda kesfedilmis, insanda 12. kromozomda loka-
lize ve bir genle kontrol edilen, mitojenik aktiviteli
T hiicreleri ve NK hiicrelerden salinan IFNy ya da
immiin IFN olarak adlandirilan sitokinlerdir.?® En-
feksiyonlardan korunmadaki fonksiyonlar: yaninda
hipersensitivite reaksiyonlar1 ve otoimmiin patolo-
jilerde immiin hiicrelerin aktivasyonu ve immiin
yanitlarin olusmasinda en 6nemli endojen diizen-
leyici lenfokin olarak kabiil edilmelerine karsin
heniiz visseral leishmaniasis ile kronik grantiloma-
toz hastalik tedavisinde sinirhi klinik kullanima sa-
hiptirler.”® Son yillarda kegfedilen tip III IFN’lerden
IFNA ise biyolojik etkinlik a¢isindan tip I IFN’lere
benzemekle beraber, genel olarak daha sinirl say:-
daki hiicre ve dokularda sentezlenmekte, kendi
arasinda ise IFNA1 (IL-29), IFNA2 (IL-28A), IFNA3’i
(IL-28B) igeren alt gruplara ayrilarak adlandiril-
makta enfeksiyondan korunmada ve immiin yanit-
lar tzerindeki rolleri ile biyolojik 6zellikleri
hakkinda veriler heniiz yetersiz olmakla birlikte,
ozellikle enteroviriis enfeksiyonlarina karg: viral
replikasyonu engelleyici enzimlerin transkripsiyo-
nunu aktive ederek koruyucu nitelikteki antiviral
immiin yanitlarin olusmasinda spesifik rolleri ola-
bilecegi belirtilmektedir 3
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rIFNB VE GENEL OZELLIKLERI

Dogal IFNB, 166 amino asitten olusan, 25 kDa agir-
Iiginda, glikozile formda, 17. amino asit pozisyo-
nunda sistein igermeyen bir proteindir.’! IFNp
preparatlar rekombinant gen teknolojisi ile iretil-
mekte, rIFNf-1a insan genlerinden sekanslanarak
bir memeli hiicresi olan hamster over hiicrelerinde
sentezlenen glikozile halde ve insan IFNP molekii-
liine ait 166 aminositlik tiim sekansi iceren 23
kDA’luk bir peptitdir. rIFNB-1b ise bir bakteri (Esc-
herichia coli) hiicresinde rekombinant gen tekno-
lojisi kullanilarak sentez edilen 165 amino asitik
molekiiler agirligi 18,5 kDA olan bir peptit olup,
glikozile formda degildir. Insan IFNB molekiiliin-
den proteinin 17. amino asit pozisyonunda serin
yerine sistein mutasyonu ve N terminal 1 pozisyo-
nunda da metionin delesyonunu iceren iki amino

asit modifikasyonu ile ayrilir.3"%?

rIFNB MS'DE KLINiK KULLANIM VE
iIMMUNMODULATGOR MEKANIZMALARI

Ik rIFNB sentezi 1980 yilinda Weissmann ve ark.
tarafindan insan lokositlerinden izole edilen IFNB
genlerinin, pBR322 vektoriine klonlarak E. coli'ye
transformasyonu ile gerceklestirilmistir.® IFNf’nin
MS’de tedavi amaciyla ilk kez kullanimi ise 1982
yilinda Jacobs ve ark. tarafindan immiinmodiilator
etkinliginden ziyade, MS’nin etiyopatogenezindeki
virtislerin olasi rolleri nedeniyle, IFNf’nin antiviral
etkinligi baz alinarak insan fibroblastlarindan izole
edilen IFNf'nin 10 MS’li hastaya intratekal uygu-
lamas: sonrasi kontrol gruba gore hastalarda karak-
teristik klinik semptom ve ataklarin 6nemli 6l¢iide
azaldiginin tespit edilmesi ile baglamigtir.3

MS tedavisinde asil hedef, primer fazda hasta-
higin aktivitesi ve progresyonunun Onlenmesi
ve/veya yavaglatilmasi ile norodejenerasyonla ka-
rakterize sekonder progresif faza gecisin ve gelige-
cek ozirliligin engellenmesi, sonugta akson ve
miyelinin korunmasidir.®® Giiniimiizde bu amacla
en sik tercih edilen tedavi stratejisini, hastalik mo-
difiye edici tedavi segenekleri olusturmaktadir (Di-
sease- modifying treatments).>*¥ 1993 yilindan beri
MS tedavisinde onay almis dort farkl: ticari rIFNB
preparati klinik kullanima sahiptir. Bunlar; IFN-3-
la (i.m. Avonex® and s.c. Rebif®) ve IFN-f-1b (s.c.

Turkiye Klinikleri ] Neur 2014;9(1)
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Betaseron®, s.c. Extavia®)’dir. IFNf preparatlarinin
MS’de tedavi etkinligini belirlemek amaciyla yapi-
lan ¢ok merkezli, ¢ift kor, randomize kontrollii kli-
nik calismalarda, kullanimdaki rekombinant IFN(
preparatlarinin plasebo grubuna gore, relaps ora-
ninda ortalama %30, MR aktivitesi ve yiikiinde ise
ortalama %50-70 oranlarinda azalma sagladigs, has-
talarin progresyon ve ozirliiliikk hizinin yavagla-
mast ile yasam kalitesi ve siiresinin uzatilmasi
yoniinde tedavi etkinligine sahip oldugu gosteril-
migtir.3842

Genel olarak MS’deki immiinpatogenezin,
basta miyelin bazik protein (MBP) olmak tizere,
miyelin oligodendrosit glikoprotein ve diger miye-
lin proteinleri gibi self antijenlere karsi, spesifik
otoreaktif T hiicrelerinin otoimmiin aktivasyonu
sonucu bagladig kabul edilmektedir.** Olugan oto-
immiin siirece adezyon molekiilleri, kostimiilator
molekiiller (B7,CD40), inflamatuar sitokinler, B
hiicreleri, mononiikleer hiicreler gibi diger hiicre
ve sitokinlerin de bir “domino” etkisi ile katilma-
styla, periferdeki bu inflamatuar siirecin kan beyin
bariyeri (KBB)'ni asarak santral sinir sistemi
(SSS)’ne taginmas: takip eder.** Hastaligin sonraki
asamasinda astrosit ve mikroglia gibi SSS hiicrele-
rinin de devreye girdigi daha karmasik, kontrolii
zor bir immiin dongii ortaya ¢ikar. Olusan infla-
masyonun oligodendrosit, miyelin ve aksonlarda
hasara neden olmasi ile farkl: siddetlerde nérolojik
oziirliligin ortaya ¢ikmasi s6z konusudur.® Gii-
niimiizde hastaligin 6zellikle nérodejenerasyon ile
karakterize progresif fazinda edinsel yanitlardan zi-
yade, dogal immiin yanitlarin daha kritik rol oyna-
dig1 savunulmaktadir.® Bu agidan INFf'nin MS’de-
ki tedavi yararina iligkin molekiiler mekanizmalar
heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte, otoreaktif
T lenfosit aktivasyonu ile KBB’den aktive immiin
hiicrelerin, 16kosit ve makrofajlarin gecisinin en-
gellenmesi, antiinflamatuar sitokinlerin sentezinin
arttirilmas: ve/veya modiile edilmesi ile noral ko-
ruyuculuk (néroprotektif) saglayarak tedavi etkin-

ligi gosterebilecegi belirtilmektedir.*6+

IFNpnin MSde tedavi edici etkinliginin
onemli bir kism1 antiinflamatuar mekanizmalarin
aktivasyonu ve diizenlenmesi {izerinden gergekle-
sir. Bu mekanizmalarin en 6nemlisini, miyelin ki-
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Iifi proteinlerine kars: olusan Th1 yoniindeki ya-
nitlarin, Th2 y6niine modiilasyonuna imkén sagla-
yan sitokin balans: olusturur.>*>? INFf molekiiler
diizeyde bu etkinligini; Th1 yoéniindeki pro-infla-
matuvar siirecte yer alan IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-
18, TNF«, IFNy, osteopontin, prostaglandin E ve
siklooksijenaz-2 gibi sitokin ve molekiillerin trans-
kripsiyonel ve mRNA diizeyinde siipresyonu yolu
ile gerceklestirir. IFNp ayrica IL-4, IL-10, IL-27, IL-
1R antagonisti, serbest TNF reseptorleri, TGF-f ve
Treg’ler gibi antiinflamatuar ve immiinmodiilator
sitokin ve molekiillerin ise sentez diizeyinin artti-
rilmasi yoniinde immiinmodiilasyon saglayarak da
tedavi etkinligi gosterebilmektedir.*3

KBB 6zellikle dogal immiin hiicreler, sitokin-
ler, adezyon molekiilleri ve aktive T hiicrelerinden
olusan kompleks immiin trafik aginin SSS’ye geci-
sinde 6nemli bir igleve sahiptir. IFNf’nin KBB’nin
yapisal biitiinltigiintin korunmasina yonelik tedavi
edici etkinligi temelde iki mekanizma iizerinden
gerceklesir. Bunlardan ilki, T hiicrelerinin endotele
adezyonunun ikincisi ise 16kositlerin SSS’de eks-
travazasyonunun engellenmesini igerir.*’ IFNp te-
davisi hastalarda serbest halde bulunan vaskiiler
hiicre adezyon molekiilii-1 (sVCAM-1)’in serum
konsantrasyonlarinda artigina neden olur.*
sVCAM ligandi olan T hiicre adezyon molekiilii
beta integrinlerden VLA-4 ile endotele adezyon
yoniinden rekabet girerek aktive 16kositlerin en-
dotele adezyonunu engeller. Ayrica IFNB T hiicre
tizerindeki VLA-4iin sentez diizeylerinde azal-
maya neden olarak aktive immiin hiicrelerin SSS’ye
adezyonunu engelleyerek, KBB'deki immiin hiicre
trafigini diizenleyip, hastalarin beyin dokusu hasa-
rinin siddetinin azaltilmas1 yoniinde tedavi etkin-
ligi gosterir. Nihayetinde IFNP perifer ve SSS
arasindaki endotel hiicre bariyerinin yapisal bii-
tinliginiin korunmasinda 6nemli bir fonksiyona
sahiptir.>>>*

IFNP aktive immiin hiicrelerin KBB’ye geci-
sini engelleyerek SSS’de yeni lezyonlarin olusma-
sin1 sinirlamasinin yaninda, SSS i¢inde de lenfosit
trafigini diizenleyici etkinlige sahiptir.*® IFNf’nin
doku biitiinligiiniin korunmas: ve doku hasarinin
sinirlandirilmasina yonelik fizyolojik fonksiyonu-
nun direkt; antiviral, antiinflamatuar ve immiin-

25



Biilent CAKAL

MULTIPL SKLEROZDA ANTI-INTERFON-BETA ANTIKORLARI

modiilator etkilerinin ise indirekt bir sonucu ola-
rak noral koruma sagladif1 diigintilmektedir.**8
Mikroglia hticreleri aktive olduklarinda IL-12,
TNF-a, IL-1B gibi inflamatuvar sitokinler ile glu-
tamat, stiperoksit, nitrit oksit (NO) ve peroksinit-
rit gibi norotoksik etkili molekiiller salarak
patogenezde noérodejenerasyona onemli katkida
bulunurlar. IFNf’nin mikroglia hiicrelerince sen-
tezlenen norotoksik etkili metabolitlerin salinimini
engellemek ve mikroglia hiicrelerini apoptoza yon-
lendirici mekanizmalar araciligi ile klinik yarar
gosterebildigi belirtilmektedir.>% Nihayetinde
MS’li hastalarda uzun siireli IFN tedavisinin man-
yetik rezonans goriintiileme (MRG) yiikiinde azal-
maya neden oldugu ilacin antiinflamatuar ve
immiinmodiilator etkinligi yaninda néral koruyucu
etkinliginin de olabilecegi belirtilmigtir.®

I rlFNB PREPARATLARININ
IMMUNOJENISITESI VE
IMMUN YANIT MEKANIZMALARI

Normalde rekombinant gen teknolojisi kullanila-
rak insan genomunun kopyalanmasi sonucu sen-
tezlenen protein esash biyolojik tiriinler insanlarda
tedavi amaciyla kullanildiklarinda immiin sistemin
tolerans gostermesi beklenirken, bu preparatlara
kars1 tedavi sirasinda anti-drog antikorlarin sen-
tezlendigi bilinmektedir.5' insan dig1 kaynaklardan
elde edilen adenozin deaminaz ve mikrobiyal
streptokinaz gibi proteinler tedavi amaciyla kulla-
nildiklarinda, non-self diizeyde klasik immdiin ya-
nitlar1 aktive etmelerine karsin, insan orijinli
protein bazl tedavi tiriinleri ise agirlikli olarak to-
lerans kirilmasi yolu ile antikor yanitlarini aktive
ederler.®? Buna kargin insan protein bazh rekombi-
nant tedavi ajanlarina karg: toleransin nasil kiril-
di1g1 ve immiin aktivasyonun nasil gerceklestigi
hentiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bununla bir-
likte bir proteinin yineleyen epitoplara sahip ol-

mast ile sekillenen agregat (kiimelenme, katlanma)
yapisinin monomerik yapilarina gore daha giiglii
bir immiin stimtilan 6zellik gosterdigi bu nedenle
tedavi amaciyla kullanilan proteinlere kars1 immiin
yanitlarin olugsmasinda bu proteinlerin yabanci
veya otolog olmasindan ziyade protein agregasyo-
nun miktar: ve biiyiikliigiiniin kritik 6neme sahip
oldugu belirtilmektedir (Tablo 1).6"¢* rIFNf prepa-
ratlarindaki protein agregasyonun immiinojenite
ve immiin bellek {izerine etkisini belirlemek ama-
ciyla rIFNP’ya kars1 immiin toleran transgenik fa-
reler {izerinde yapilan c¢aligmalarda; her iig
preparatin BAb ve NAb olusumunu indiikledigi
buna karsin transgenik farelerdeki antikor sentezi-
nin preparatlarin immiinojenisitelerinin diizeyine
bagli oldugu, NAb ve immiinolojik bellek gelisme-
den immiin toleransin kirilabildigi, bu nedenle
IFNP’ya karg: gelisen immiin yanitlarin, klasik T
hiicre bagimli yanitlardan biiyiik 6l¢iide farkl ge-
listigi bildirilmektedir.5'%3¢ Dolayisiyla rIFNf pre-
paratlarinin iretim teknolojisine bagh olarak
sekillenen protein agregasyonunun; preparatlarin
immiinojenitesinin belirlenmesinde kritik 6neme
sahip oldugu, klasik T hiicre bagiml yanitlarin aki-
vasyonundan ziyade agirlikli olarak B hiicre tole-
ransinin  kirilmasi yolu ile hiimoral immiin
yanitlari uyararak antikor sentezlenmesinde kritik
o6neme sahip oldugu anlasilmaktadur.

Immiin sistem protein yapili yabanci antijen-
lere kars1 T hiicre bagimh [T cell depent (TD)], po-
lisakkarit ve lipid gibi diger antijenlere karsi ise T
hiicre bagimsiz [T cell independent (TI)] immiin
mekanizmalar araciligiyla hiimoral yanitlar olus-
turabilmektedir. TD antjenlere kars: sentezlenen
antikorlar gelisimleri i¢in T hiicre yardimina gerek
duyan, izotip doniisiimii saglayabilen, sentezleri
periferik lenfoid organlarin folikiiler merkezinde
gerceklesen, afiniteleri yiitksek ve immiin bellege
sahip olmalarina kargin, TT antijenlere kars: sen-

TABLO 1: rIFNP preparatlarinin immiinojenitesini etkileyen faktérler.6!

Faktorler Ozellikler
Proteine bagh faktérler
Tedaviye bagh faktorler
Hastaya bagh faktorler

Uretim teknolojisine bagh faktérler

Sekans yapisl, glikozilasyon

Uygulama yolu, dozu, stresi, sikli§i

HLA allel genleri, genetik defekt

Formiilasyon (Agregasyon), Uretim ve sonrasi slregler
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tezlenen antikorlar ise, T hiicre yardimina gerek
duymayan, izotip déniisimii sinirli, sentezleri pe-
riferik lenfoid organlarin marginal zonunda ger-
ceklesen, antikor afiniteleri diigiik veya kismi,
immiin bellek 6zellikleri ise zayif ya da bulunma-
yan antikorlar olup, TI antijenler ayrica kendi ara-
larinda immiinojenisitilerine gére TI-1 ve TI-2
olmak {izere iki gruba ayrilmakta, TI-1’ler i¢in an-
tikor sentezi icin tek sinyale, TI-2’ler i¢in ise izo-
tip donlisimi igin iki sinyale gereksinim
duyulmaktadir.®*’” Rekombinant insan proteinleri
TD ve/veya TI antijen gibi davranarak antikor sen-
tezine sebep olabilmektedir. NAb pozitif kisilerde
zaman i¢inde seronegatiflesme gozlemlenmesi
NAb’larin immiin bellek 6zelliklerinin zayif oldu-
gunu buna karsin IgM’den ziyade IgG tipi anti-
korlarin sentezlenmesi ve izotip doniisimiiniin
varligi ise bir ikinci sinyal gereksinimi gostermekte
dolayisiyla rekombinant insan protein agregatlari-
nin tekrarlayan epitoplara sahip olmasi ve yuka-
rida 6zetlenen niteliklerinin insan immiin sistemi
tarafindan agirlikl olarak TI-2 antijenleri gibi al-
gilanarak bu 6zellikler de antikor sentezlenildigi
anlagilmaktadir.®! Insan B hiicre marjinal zonlari-
nin TI antijenlere kars1 antikor yanitinda énemli
rol oynadig1 dalak ve lenf nodillerinin marjinal
zonlarindaki B hiicrelerinin bu tedavi edici insan
proteinler ile ilk karsilagan yer ve hiicreler olabi-
lecegi bu nedenle de B hiicrelerinin bu preparat-
lara karsi, 6nce IgM tipinde daha sonra noétralizan
etkiye sahip IgG tipinde antikorlar iireten plazma
hiicrelerine doniistiikleri ve bu doniisiim i¢in ge-
rekli ikinci sinyalin B hiicre aktivasyon faktorii ta-
rafindan saglandig1 6ne siiriilmektedir.®'%8 IFNf-1a
ve IFNB-1b arasindaki amino asit sekans ve gliko-
zilasyon farkliliklar1 preparatlarin immiinojenisi-
telerinin farkli diizeylerde olusmasina neden
IFNB-1b'nin glikozile
formda olmasi proteinin daha yiiksek oranda agre-

olmakta, nihayetinde
gasyon egilimi gostermesine bu nedenle de immii-

nojenisitesinin artmasina neden olabilmek-
tedir.'>*% Tedavi edici proteinlere karg: antikor
yanitlarinin olusmasinda ayrica bireyin HLA II ve
IFNP gen repertuvari ile patern taniyan reseptor-
leri [pattern-recognition receptors (PRR)] kodla-
yan genlerdeki tekli niikletoid polimorfizmlerinin

de belirleyici olabildikleri gosterilmigtir.”*72
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NAb’larin IFNP molekiiliinde baglandig1 spesi-
fik epitoplarinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir
caligmada, IFNf’nin amino asit sekans dizilimine
gore anti-IFNp antikorlarinin baglandig: 1-12, 121-
132 ve 151-162 amino asit rezidiilerinde ¢ epitop
bolgesi tespit edilmistir.” NAb’lar ve diger antikor-
lar (BAb) 121-132 rezidiileri tizerindeki epitopa esit
oranda baglanmalarina karsin, NAb’lar BAb’lara
oranla 1-12 ve 151-162 lokasyonundaki epitoplara
daha giiclii bir afinite ile baglanmaktadir. Bu ne-
denle belirtilen iki epitopun NAb baglanmasinda
kritik 6neme sahip oldugu gosterilmis, ancak mole-
kiiliin N terminal bolgesindeki 1-12 rezidiilerine,
IFNp-1a ile tedavi edilen hasta NAb’larinin IFNf-
1b ile tedavi edilen hasta NAb’larina gore daha be-
lirgin baglanma paterni gosterdigi ayrica, yine 1-12
amino asit rezidiilerine kargi, IFNf-1a ile tedavi edi-
len hastalarda, IFNf-1b ile tedavi edilen hastalara
gore daha yiiksek titrelerde NAb’larin olustugu sap-
tanmigtir.”” Bu bulgular anti-IFN-1b antikorlari-
nin molekiliin N-terminal bolgesine diisiik afinite
gostermesinin nedeninin IFNB-1b’nin N terminal
sonlanma bolgesinde metionin icermemesinden
kaynaklandigini destekler niteliktedir. Sonug ola-
rak, NAb’larin BAb’lara oranla IFNf’ya baglanma
afinitelerinin daha yiiksek oldugu ve epitop spesifi-
telerinin farkli oldugu ayrica NAb’larin IFNP mo-
lekiiliine baglanma paternleri agisindan farkliliklar
icerdigi, gerek NAb’larin kendi arasinda gerekse
diger antikorlardan (BAb) kantitatif farkliliklar ya-
ninda kalitatif farkliliklar gosterdigi iki IFNB-1la
preparat: arasinda ise subkutan (sc) IFNB-1a’ya karst
olusan antikorlarin IFNf’ya baglanma afinitesi in-
tramuskiiler (im) IFNB-1a’ya gore daha yiiksek olup
bu durumun preparatlarin iiretim teknolojilerinden
kaynaklandig1 belirtilmektedir (Tablo 2).%7® So-
nucta IFNB-1a ile tedavi edilen hastalardaki NAb’lar
IFNB-1b ile tedavi sirasinda olugsan NAb’lara oranla
daha ge¢ olugmasina kargin daha kalici nitelikte,
buna karsin IFNB-1b’ye karsi olusan NAb’lar ise
daha erken donemde sentezlenmekte ve tedaviyi ta-
kiben daha fazla geri doniisiim egilimi gosterebil-
mektedirler.”*”

Ozetle rIFNf’'nin sentez ve iiretim teknoloji-
sine baglh olarak sekillenen protein agregasyonu-
nun miktar1 ve ¢apinin, preparatlarin immiino-
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TABLO 2: Farkli IFNB preparatlarina karsi olusan NAb'larin karakteristik 6zellikleri.'%
IFNB Preparatlari
Ozellik im IFNB-1a sc IFNB-1a sc IFNB-1b
Seropozitiflik orani En distk NAb pozitifligi Orta dlizeyde pozitiflik Yuksek NAb pozitifligi
(%2-6) (%12-28) (%27-45)

NAD titreleri

Tedavi devaminda kalicilik

IFNB-1b'den daha yiksek
Tedaviile azalma egiliminde
seranegatifiesme daha az
Tedavi sonlandiriimasi sonrasi kalicilik Diisik titrelerde seronegatiflesme
Yiiksek titreler kalict

IFNB'nin reseptér spesifik epitoplarina En Ylksek

baglanma afiniteleri®®

IFNB-1b’den daha yiksek
Tedaviile azalma egiliminde ama

seronegatifiesme IFNB-1b'den daha dustk

Diisik titrelerde seronegatiflesme
Yilksek titreler kalici
IFNB-1b’den daha yiksek

IFNB-1a’den daha diisik

Tedavi ile azalma egjiliminde ve
seronegatiflesme orani IFNB-1a'dan
daha yiksek

Diislk titrelerde seronegatiflesme
Yiksek titreler kalici

En distik

jenitesini belirledigi, bu preparatlara kars: gelisen
immiin yanitlarin diizeyi, siddeti ve yoniiniin be-
lirlenmesinde ise B hiicre toleransini kontrol eden
mekanizmalar ile marjinal zon B hiicrelerinin
6nemli oldugu, transgenik fare modelli ¢caligmalar-
dan elde edilen son veriler ise IFNf’ya kars: geli-
sen immiin yanitlarin bellek olusumu zayif, afinite
olgunlasmasi sinirli 6zellik gosteren polisakkarit
agilar i¢in tanimlanan TI-2 immiin yanitlar ile
yakin benzerlik gosterdigi yoniindedir.

I ANTI-IFNB ANTIKORLARI VE
IN ViVO BIYOLOJIK AKTIVITE

Tedavi amaciyla kullanilan rIFNf’nin immiinojen
karakterli oldugu ve anti-IFNf antikorlarinin sen-
tezine yol actig1 ilk kez 1980 yilinda insan 16kosit
IFN’leri ile tedavi edilen nazofaringeal karsinomlu
hastalarda bildirilmistir.” IFNp tedavisi alan MS’li
hastalarda ise ilk anti-IFNf antikorlarinin varlig:
1996 yilinda "The IFNB Multiple Sclerosis Study
Group tarafindan g yil siire ile IFNB-1b tedavisi
uygulanan hastalar: kapsayan ¢ok merkezli bir bir
caligma sonucu rapor edilmistir.”’

BAGLAYICI ANTIKORLAR (BAb)

Tiim anti-IFNf antikorlar1 IgG tipinde olup, IFNB
molekiiliinii baglayic1 6zellikleri nedeniyle BAb ola-
rak adlandirilir. BAb’lar MS’li hastalarin yarisindan
fazlasinda (%10-90) siklikla tedavinin ilk yilinda (3-
12 ay) sentez edilmekte, ELISA ve Western blot gibi
basit laboratuvar metotlari ile tanimlanabilmekte-
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dirler.” BAb’lar IFNf'nin reseptoriine (IFNAR) bag-
lanmasina engel tegkil etmeyen reseptor baglanti
bolgesi disindaki epitoplara ve/ya IFNP molekiiliine
daha diisiik afinite ile baglandiklarindan, IFNf’nin
in vivo biyolojik etkinliginde azalmaya yol agmadig:
kabul edilen antikorlardir.">” BAb’larin genelde
NAb’lardan daha 6nce olusmast ayrica yiiksek tit-
rede BAb varliginda NAb’larin goriilmesi nedeniyle
IFN tedavisi alan MS’li hastalarda anti-IFNf anti-
korlarinin laboratuvar tani ve izleminde BAb’larin
tarama testi olarak kullanilarak BAb pozitifligi sap-
tanan hastalardan bir sonraki asamada, NAb varlig
ve/veya biyolojik aktivitenin degerlendirilmesi 6ne-
rilmektedir.'® BAb seropozitifligi saptanan hastalarin
sadece bir kisminda (1/3) nétralizan aktiviteye sahip
NAb’lar geligir.208!

NOTRALIZAN ANTIKORLAR (NAb)

NAb’lar, tek bir B hiicre klononundan sentezlenen
diistik afiniteli BAb’larin, IFNf’'nin reseptor akti-
vasyonu i¢in kritik 6neme sahip epitoplarina karg:
antijenik stimiilasyonlara parelel olarak immiinglo-
bulin genlerinin yogun degisken bolgelerinde
(hypervariable region) klonal diizeyde gen diizen-
lenmesini iceren somatik hipermutasyonlar sonrasi
kazanilan afinite olgunlagmasi ile daha spesifik bag-
lanabilen nétralizan aktiviteye sahip antikorlardir.®
Dolayisiyla NAb’'lar BAb’lardan farkl olarak IFNB
molekiiliintin reseptoriine baglanma bolgesindeki
epitoplara daha giiclii baglanma afinitesine ve mo-
lekiiler paterne sahip antikorlar olmalar: nedeniyle
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IFNP'nin reseptdr fonksiyonlari ile iligkili hiicre i¢i
biyolojik aktivasyonunu ve tedavi etkinligini not-
ralize etme kapasitesine sahiptirler ($ekil 1).” IFNf
tedavisi sirasinda olusan dzellikle yiiksek titrede ve
kalic1 NAb’larin, NAb negatif hasta gruplarina gore
radyolojik olarak (MRG) lezyon yiikiinde artiga, kli-
nik olarak relaps siddeti, hiz1 ve oraninda artiga, re-
misyon siirelerinde kisalmalara ve hastaligin
ozurlulik diizeyi ve progresyonunda da artisa yol
acarak, IFNf’nin tedavi etkinligini olumsuz y6nde
etkileyebildikleri gosterilmigtir.” 16

NAb’lar, IFNp tedavisi baglangicindan genel-
likle 9-18 ay sonra olugmaktadir; bu siire NAb’larin
IFNf’ya baglanabilme afinitelerinin olusmasi i¢in
gerekli olup yiiksek titre ve kalic1 6zellikteki NAb
olusmas: i¢in gegen siire, diisiik titrede ve serone-
gatiflesme gozlenen NAb’lara gore daha uzundur.®
Tedavi baglangici sonras: ilk 18 aylik donemde sik-
likla IFNB’ya kars1 daha disiik afiniteli ve serone-
gatifllesme eglimi daha yiiksek antikorlarin
olusmasi nedeniyle tedavinin 18. ayindan once
NAb’larin tedavi tizerindeki etkilerini degerlendir-
menin uygun olmadig: belirtilmektedir.® Ayrica te-
davinin ilk 24 ayinda NAb olusmayan hastalarda
bundan sonraki tedavi siirecinde NAb olusmas:
beklenmez, bu tip olgular NAb negatif olarak kabul
edildiginden sonraki dénemlerde NAD testi yapil-
mas1 6nerilmez, ancak artan hastalik aktivitesi s6z
konusu oldugunda 24 ay sonrasinda da NAD testi-

nin yinelenmesi 6nerilmektedir.'874

ANTI-IFNB ANTIKORLARININ SEROPOZITIFLIK ORANLARI

Anti-IFNP antikorlarinin seropozitiflik oranlari
proteinin yapisina, tedavi semasina ve hastaya bagh

hucre

hicre

SEKIL 1: BAb ve NAb'larin IFNB'ya baglanma patenleri (antijenik epitopa)
farklidir.”
BAb ve NAb'lar IFNB'ya baglanma paternleri (antijenik epitopa) agisindan farklilik gdsterirler.
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faktorlere, ayrica bu amacla tasarlanan ¢aligmalarda
izlenen hastalarin klinik 6zelliklerine ve kullani-
lan laboratuvar metotlarina bagh olarak farklilik-
lar gosterebilmektedir.®*# Ote yandan NAb’larin
varligini degerlendirmede kullanilan yaklagimlar
da seropozitiflik oranlarinm etkilemektedir. Nitekim
baz arastiricilar NADb pozitifligi kriteri olarak has-
tanin ardigik iki serum 6rneginde NAb varligini po-
zitiflik kriteri olarak kabul etmelerine karsin,
bazilari ise tek bir serumda saptanan NAb pozitif-
ligini NAb varlig1 i¢in yeterli kabul etmektedirler.’
IFNP tedavisi alan MS’li hastalarda NAb seropozi-
tifligi oranlar1 kullanilan preparata baglh olarak %2-
47 arasinda degisebilmektedir. Bu amacla yapilan
farkli caligmalarda Betaferon i¢in %28-47, Rebif 22
pg ve 44 g icin sirasiyla %12 ve %28, Avonex icin
ise %2-6 oranlarinda NADb seropozitifligi bildiril-

mektedir 41,73,77,78,84,85,87

NAb’LARDA SERONEGATIFLESME

Hastalarin bir kisminda (%30) tedaviyi takiben or-
talama iki-yedi y1l sonra tekrarlayan ardisik iki NAb
testi ile negatif oldugu gosterilmek kosulu ile
NAb’lar seronegatiflesebilmektedir.”* Seronegatif-
lesme egilimi daha ¢ok IFNB-1b ile tedavi edilen
hastalar ile tedavinin erken déneminde sentezlenen
zay1f afiniteli, diisiik ve orta titreli NAb’larda teda-
viyi takiben gozlenebilmektedir.®*’* Rekombinant
IFNB-1b preparatlarina karsi olusan NAb’larin,
IFNf-1a preparatlarina kars: olusan NAb’lara gore
daha erken seronegatiflesmesi veya diisiik titrelere
dontisme egilimi, IFNB-1b’nin N-terminal bolgesi-
nin metionin icermemesi dolayisiyla bu preparata
kars1 olusan NAb’larin molekiiliin N terminal bol-
gesine daha disiik afinite ile baglanmasiyla agik-
lanmaktadir.'>1%82 Ayrica IFNB-1b’nin IFNB-1a’ya
gore protein total yiikiiniin 5,5-11 kat daha fazla ol-
masinin da kaybolan immiinolojik toleransin tekrar
ve daha erken gelismesinde etkili olabilecegi belir-
tilmektedir.®*’4”> Tedavinin ozellikle ilk 6-12.
ayinda olusan NAb’larin tedaviyi olumsuz yonde et-
kilememesi, epifenomen olarak adlandirilmakta bu
paradoksal durum tedavinin baslangicinda olusan
distik afiniteli NAb’larin IFNB'nin reseptoriine bag-
lanmasini engellemekte yetersiz kalmalar1 ve im-

miinolojik tolerans varlig: ile agiklanmaktadar.'*"
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Seronegatif serostatiiye sahip hastalarda NAb’larin
olas1 olumsuz etkisinin gézlenmeyeceginin bildiril-
mesine karsin, yiiksek ve kalici NAb titreleri tespit
edilen hastalarda tedavinin sonlandirilmas: sonrasi
yillarca NADb pozitiflii devam edebilmektedir.®*7

IN Vivo BiYOLOJIK AKTIVITE VE ONEMI

IFNf’nin in vivo biyolojik aktivite diizeyi IFN
uyart/yanit genlerinin [[FN-stimulated genes (ISG)]
ekspresyon diizeylerinin dl¢limii ile degerlendiri-
lir. IFN’lerin antiviral, antiproliferatif ve immiin
diizenleyici fonksiyonlarindan sorumlu olan {32
mikroglobulin, neoprotein, Viperin, 2’-5 oligoade-
nilat sentetaz (OAS), neopterin, “tetratricopeptide
repeatsl (IFIT-1)”, TRAIL ve miksoviris direng
proteinleri (MxA, MxB) gibi proteinlerin sentezin-
den sorumlu olan ISG’lerin transkripsiyon ve son-
ras1 translasyonu amaciyla gerekli olan promotor
aktivasyonu i¢in IFN stimiilasyonuna yanit ele-
menti [IFN stimulated response element (ISRE)]
adi verilen spesifik DNA dizilerinin aktivasyonu
gereklidir.>>>3# JSRE’ler ise IFN’lerin reseptorleri
ile ligasyonu sonucu olusan hiicre i¢i sinyal ileti
mekanizmalarinin harekete ge¢mesi ile olusan sin-
yal ileti kompleksinin niikleusa translokasyonu
yolu ile aktive olur.”” Bu nedenle tip-1 IFN’lerin
tlim biyolojik fonksiyonlarini gerceklestirebilmesi
i¢in 6ncelikle hiicre yiizeyindeki kendilerine spe-
tip-1 IFN
(IFNAR)'ne baglanmas1 ve aktivasyonu kritik

sifik  heterodimerik reseptorleri
oneme sahiptir.?’ MxA 75 kD agirhiginda kromo-
zom 21q22.3’de lokalize Mx1 geni tarafindan kod-
lanan viral enfeksiyonlara karsi dogal immiin
yanitta rol olan 6nemli bir antiviral proteindir.”
Insanlardaki MxA protein ve MxA mRNA ekspres-
yon diizeyleri normal fizyolojik siire¢ dahilinde
viral enfeksiyonlar haricinde diisiik diizeyde ve sta-
bil olup, tipl IFN varliginda ise doza bagh olarak
insan mononiikleer hiicrelerdeki ekspresyon dii-
zeyleri artig gosterir.>>88

Yapilan bircok caligmada, MxA’nin IFNf’'nin
anti-IFNP antikorlar ve nadiren diger faktorlerle
iligkili reseptor aktivasyonun engellenmesi sonucu
gerceklesen biyolojik aktivite kaybini en iyi yansi-
tan biyolojik tan1 markeri oldugu gosterilmigtir.%-
% Hastalardaki NAb varlig ve titreleri ile biyolojik

30

aktivite diizeyini gosteren MxA mRNA diizeyleri
arasinda oldukga giiclii bir korelasyon oldugu, NAb
titrelerindeki artiga bagh olarak IFNf’nin biyolojik
aktivite diizeyini gosteren MxA mRNA ekspresyon
diizeylerinde azalma ve/veya kayip tespit edildigi
gosterilmigtir.'>909197 100 M[xA ekspresyon diizeyleri
ile hastalarin atak oranlar1 arasinda da anlamli bir
korelasyon oldugu ayrica yeni relaps riskinin be-
lirlenmesinde NAb’lar ile karsilastirildiginda prog-
nostik degerinin kismen daha iyi oldugu
belirlenmigtir.871%2 Son yillarda yapilan ¢aligma-
larda ise tedavi 6ncesi endojen IFNf sentez diizey-
leri ile hastalarin klinik aktiviteleri arasinda 6nemli
bir korelasyon oldugu belirtilmektedir.'® IFNp sen-
tezinde rol alan genlerdeki bireysel varyasyonlarin
tedavi yanitlarini etkiledigi bu nedenle bazal dii-
zeyde farmakogenetik farkliliklarin tedavi 6ncesi
tespitinin tedaviye uygun hastalarin sec¢imi ve te-
davi yanitlarinin daha objektif ve etkin bir sekilde
degerlendirilmesi i¢in 6nemli ve gerekli oldugu 6ne

siiriilmektedir.193-105

Ozetle MxA mRNA diizeylerinin relaps varligs,
kontrast tutan lezyon sayisi, relaps orani ve relaps
hiz ile iligkili oldugu ayrica tedaviye yanitsiz hasta-
larin tespiti amaciyla tek bagina tarama ve/veya tani
testi olarak da kullanilabilecegi belirtilmektedir.

I LABORATUVAR TANI

MS’li hastalarin IFNfB’ya kars: tedavi yanit diizeyle-
rinin degerlendirilmesi amaciyla kullanilan labora-
tuvar deneyleri, anti-IFNf antikorlar1 ve IFNf'nin
in vivo biyolojik aktivitesinin belirlenmesine yone-
lik deneyler olarak gruplandirilabilir. Bu agidan
BAD deneyleri ile sentez edilen anti-IFNf antikor-
larinin varlig ve titreleri, NAb deneyleri anti-IFNB
antikorlarinin nétralizasyon diizeyleri, gen eks-
presyon deneyleriyle ise IFNB’nin reseptor iligkili
in vivo biyolojik aktivite diizeyleri 6l¢tiliir.

ANTi-IFNB ANTIKOR DENEYLERI
BAb’larin Laboratuvar Tanisi

Tim anti-IFNP antikorlar1 6ncelikle BAb 6zelligi
gosterdiginden ve yiiksek titrede BAb’larin olasi
noétralizan kapasitesi nedeniyle BAb deneyleri daha
¢ok tarama ve konfirmasyon amaciyla kullanilabil-
mektedir.'® RIA y6ntemi, BAb’larin laboratuvar ta-
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nisinda analitik duyarliliga en yiiksek yontem ola-
rak kabul edilir.'® Fakat bu yéntemin kullanim
glicliikkleri nedeniyle bu amagla giiniimiizde daha
¢ok solid fazli immiinometrik (ELISA, immiinob-
lot) yontemler tercih edilmektedir. BAb’larin tanis
amaciyla kullanilan ELISA y6nteminin direkt ve
antikorlarin yakalanmasi (capture, cEIA) seklinde
tamimlanan iki uygulamas: mevcuttur. Direkt ELI-
SA’da, antijen direkt olarak plaga baglandigindan
kismen konfirmasyo- nunda denatiirasyon ve da-
g1lma meydana gelmekte bu nedenle diisiik afiniteli
BAb’larin tanimlanmasinda sorunlar yasanabil-
mektedir. cELISA yonteminde antijenin konfir-
masyonel ve linear yapist daha stabil kalabildigin-
den antikorlar antijene daha yiiksek afinite ile
baglanabilmektedir. Bu nedenle cELISA y6ntemi-
nin duyarhiligi indirekt ELISA’ya gore daha yiiksek
olmasina kargin, cELISA’da plag: kaplamak i¢in ge-
rekli olan monoklonal antikorlarin ticari olarak
elde edilememesi bu yontemin rutin laboratuvar-
larda kullanimi sinirlamakta, direkt ELISA’nin ise
ticari olarak ulasilabilir ve standardizasyon imka-
ninin olmasi bu yontemin en azindan rutin klinik
laboratuvarlarda kullanimini daha uygun kilmak-
tadur.'?’

RIiPA ve Colmn Deneyleri:

Her iki yontem deney diizenegindeki radyoaktif
isaretli IFNf’ya kars1 hasta serumlarindaki BAb’la-
rin bir dedektdr vasitasiyla saptanarak kantitasyonu
esasina dayanir.'® Yontemlerin radyoaktivite icer-
mesi nedeniyle rutin laboratuvar uygulamalar si-
nirhdir.

NAb'larin laboratuvar Tanisi

Anti-IFNp antikorlarinin nétralizasyon kapasite-
lerinin olgtilmesi amaciyla CPE, MxA protein in-
diitksiyon ve lusiferaz raport6r gen deneyleri kulla-
nilabilmektedir.

Sitopatik Etkinlik Deneyi (CPE)

CPE deneyinde anti-IFNp antikorlarinin nétrali-
zasyon kapasiteleri, [IFNf’nin in vitro antiviral ak-
tivitesininin 6l¢iilmesi ile belirlenir. CPE deneyi,
sitopatik etkinlige sahip bir viriisiin tiretildigi hiicre
kiiltiirti ortamina belirli oranlarda IFNp ve hasta se-
rumu eklenmesiyle, hasta serumlarindaki anti-
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IFNp antikorlarinin IFNp'nin reseptor iligkili anti-
viral etkinligini nétralizasyon kapasitesine paralel
olarak viriisiin artan sitopatik etkinliginin kantite
edilerek 6l¢iilmesi esasina dayanir.””!” Deneyde
hasta serumlarinda IFNB’ya karg: olusmus NAb’la-
rin varliginda IFNP’nin antiviral etkinligi nétralize
olmakta ve bu notralizasyon derecesine paralel ola-
rak viriisiin iiremesi ile hiicrede olusan sitopatik et-
kinligi artmaktadir. Sonug olarak hiicre kiltiirii
ortamindaki virlisiin sitopatik etkinlik derecesi
hasta serumlarinda IFNf’ya karg: olusmus notrali-
zasyon antikor kapasitesi ile orantili olarak tespit
edilir. CPE deneylerinde tercihen ensefalomiyo-
kardit virtis (EMCV) ve A549 (human lung carci-
noma cells) hiicreleri kullanilmakta, ayrica bu
hiicreler yerine “human Wistar Institute Susan
Hayflick (WISH)” hiicreleri ve Sindbis viriis ya da
WISH hiicreleri ile vesicular stomatitis viriis de
kullanilabilmektedir.!® NAD titrelerinin hesaplan-
masinda Diinya Saglik Orgiitii énerileri dogrultu-
sunda, IFNf’nin virlisin sitopatik etkinligi
tizerindeki %50 azalmay1 1 LU (Laboratory Unit)
NAD cinsinden hesaplamaya imkén saglayan Ka-
wada formilt kullanilir.'”” Kantitasyon sonuglari
LU cinsinden ifade edilmektedir. Genellikle 20
LU/mL ve tstiindeki NAD titreleri pozitif titre ola-
rak kabul edilir. Yontemin en 6nemli avantaji du-
yarliliginin yitksek olmasi ve IFNP'ya karsi
kompleks hiicresel cevaplar1 degerlendirebilme im-
kéan1 saglamasidir.”” CPE deneyi IFNB’ya kars: olu-
san NAb’larin tanisinda altin standart olarak kabul
edilmesine karsin deney i¢in 6zel laboratuvar do-
nanimi ve ekipman gerektirmesi, zaman alic1 ol-
masl, yogun is glicii gerektirmesi, laboratuvarlar
arasi standardizasyonunun zor ve potansiyel biyo-
lojik zararl etkileri nedeniyle rutin klinik labora-

tuvarlarda uygulanmasi sinirhdir.'%6197

MxA Protein indiiksiyon Deneyi

Notralizan antikorlarin kantitasyonu ve tanisi ama-
ciyla kullanilan ikinci yontem, MxA protein in-
diiksiyon deneyidir. Yontem IFNB’nin reseptor
aktivasyonuna parelel olarak indiiklenen hiicresel
MxA proteininin varlig1 ve miktarinin hasta se-
rumlarinda 6l¢iilmesi esasina dayanir.””'® Bu ne-
denle hasta serumlarinda 6lgillen MxA protein
diizeyleri anti-IFNf antikorlarinin nétralizasyon
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kapasitesini yansitir. Bu amagla hasta serumlar:
once A549 hiicreleri iceren ELISA plaklarinda 12-
24 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonras: hiicreler
liziz edilerek MxA proteinin varlig1 ve konsantras-
yonu ELISA yo6ntemi ve Kawada formiili kullani-
larak 6l¢tliir.”>!%7 Yontem son yillarda hiicrelerin
lizizi sonucu agiga ¢ikan MxA’'nin dl¢iilmesinde
ELISA yerine hiicrelerdeki MxA'nin mRNA diize-
yinde 6l¢tilmesine imkan veren gercek zamanli po-
limeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) yontemi ile
modifiye edilerek de uygulanabilmek- tedir.!®
MxA protein indiiksiyon deneyi olduk¢a duyarh ve
ozgiildiir. CPE deneyinden daha kisa siirede analiz
imkan1 saglamasi, daha az donanima ihtiya¢ du-
yulmasi, viriis kullanimina gerek olmamasi, CPE
bazli deneylere gore laboratuvarlar aras: farklilik-
larin ve yalanci negatiflik oranlarinin nispeten
daha az olmas: gibi avantajlar1 vardir."'''? Bununla
birlikte MxA protein indiiksiyon testlerinin hiicre
bazli olmasi ve inkiibasyon sonras1 MxA protein-
lerinin tespiti i¢in ELISA metodu kullanildiginda,
ticari olarak eldesi miimkiin olmayan anti-human
MxA antikorlarina ihtiya¢ duyulmasi, RT-PCR
yonteminin ise yine hiicre bazli ve pahali olmasi
nedeniyle rutin klinik laboratuvarlarda uygulama-

lar1 sinirh olmaktadir. 10112

Lusiferaz Raportdr Gen Deneyi

NAb’larin tespiti amaciyla CPE ve MxA protein in-
diiksiyon deneylerine ek olarak yakin zamanda lu-
siferaz  raportér gen deneyi gelistirilmis-
tir 11013 Depey, IFNBmin anti-IFN antikor-
lar1 ile iligkili reseptor aktivitasyon diizeyinin 6l-
¢iilmesi amaciyla ISG’lerin promotor aktivitesinin
Olctilmesi esasina dayanir. ISG’lerin promotor akti-
vitesi ise ISG’lerden birine ait promotorun rapor-
tor gen olan lusiferaz i¢in promotor olarak
kullanilmasi tizerinden belirlenir. Bu amagla deney
diizenegi oncelikle lusiferaz geni ve onun trans-
kripsiyonel kontrolii amaciyla tip IFN’lara spesifik
erken yanit genlerinden 6-16’ya ait promotoru ile
ISRE’nin bir vektore klonlanarak insan fibrosar-
koma HT 1080 hiicre hattina (klonHL116) tran-

senfeksiyonu icerecek sekilde hazirlanir.!'¢17

Bir sonraki asamada yukarida belirtilen deney
diizenegine IFNP ile inkiibe edilmis hasta serum-
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lan1 ve lusiferaz substrati olarak lusiferin eklenerek
olusan kemiluminesens reaksiyonunun yogunlugu
luminometre ile dl¢iiliir. Dolayisiyla 6l¢tilen reak-
siyonun siddeti hasta serumlarinda nétralizan anti-
korlarin varlig1 ve titresine paralel olarak olusan
ISG’ye ait promotor aktivitesini yansitir. Bu de-
neyde de antikor titrelerinin hesaplanmasi ama-
ciyla CPE deneyinde oldugu gibi, Kawada formiilii
kullanilir. Deneyin CPE deneyi ile kargilagtirildi-
ginda duyarliligin ve 6zgiilliigiiniin %100 olmas1
daha kisa siirelerde sonug¢lanmasi ve 6zellikle de
ISG’lerin sentezinin transkripsiyonel diizeyden zi-
yade promotor aktivite diizeyde dl¢iilmesine imkan

vermesi avantajlarim olugturmaktadir.'®

Gen Ekspresyon Deneyleri (MxA mRNA Gen Ekspresyonu)

Gen ekspresyon deneyleri, IFN tedavisi uygula-
nan MS’li hastalarin periferal kan 6rneklerinde
IFNB enjeksiyonu sonrasi IFNf’ya spesifik biyolojik
yanit olarak indiiklenen, MxA geninin ekspresyon
(mRNA) diizeyinin hasta kanlarinda (in vivo) mo-
lekiiler biyolojik bir yontem kullanilarak kantitatif
olarak 6l¢tilmesi esasina dayanir.**>!%2 Deney ki-
saca; mRNA’nin stabilizasyonu ve hiicrelerin lizizi
amaciyla 6zel tiiplere alinan hasta kan 6rneklerin-
den izole edilen mRNA’nin revers transkriptaz
araciligiyla cDNA’ya cevrilerek RT-PZR y6ntemi
ile analiz edilmesini kapsar.""' RT-PZR uygulama-
larinda herhangi bir genin ekspresyon diizeyinin
Olciilmesi amaciyla rolatif kantitasyon yontemi
kullanilabilmektedir.'® Yontemin standart egri ve
komparatif C222°T metodu olmak tizere iki farkls
yaklagimi bulunmaktadir. Rolatif standart egri me-
todu plazmide kodlanmis ekspresyon diizeyi bili-
nen bir eksternal standart yardimi ile olusturulan
egri baz alinarak, bilinmeyen drnekteki hedef ge-
ninin ekspresyon diizeyinin kantitatif olarak 6l¢iil-
mesi amactyla kullanilir.'”® Komparatif Cp244¢T
metodunda ise hedef genin ekspresyon diizeyi ile
reaksiyonun normalizasyonu saglamak amaciyla
kullanilan referans (internal, endojen standart)
genin ekspresyon diizeylerinin matematiksel bir

formiil yardim ile kargilastirilmas: esasina daya-
nA1r, 119120

Bu yontemin en biiyiik avantaji, hastada IFNJ
tedavisine kars1 in vivo biyolojik yanitlar: tanimla-
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yabilmesi ve IFNf enjeksiyonu dncesi ve sonrasi
MxA mRNA gen ekspresyon diizeyindeki biiyiik
farkliliklar: nispeten basit diizeyde degerlendire-
bilme imkan: saglayabilmesidir.”>? RT-PZR yon-
teminin uygulanmasi i¢in 6zel laboratuvara ihtiyag
duyulmamasi, teknik alt yap1 ve ekipman ihtiyaci-
nin daha az olmasi, ticari olarak elde edilebilirligi,
uygulamasinin daha kolay, sonuglarin analizinin
daha kisa siirede yapilabilmesi ve laboratuvarlar
arasi standardizasyonun daha kolay saglanabilir ol-
mast nedeniyle de klinik rutin laboratuvarlar i¢in
kullanimim daha uygun kilmaktadir. MxA mRNA
Olctimleri IFNP ve reseptorii arasindaki iligkiyi gos-
termekte daha fazla analitik duyarliliga sahip ol-
masina karsin son IFN enjeksiyonu ile hastalara
ait kan 6rneklerinin toplanmasi arasindaki zama-
nin kisith olmas: ve NAb’lar ile kiyaslandiginda
hastalarin 6zellikle klinik bulgular: tizerine olan et-
kilerine iliskin verilerin heniiz yeterli diizeyde do-
kiimante edilmemis olmasi ise yoOntemin
dezavantajlarin olugturmaktadir.”® MS’li hastalarda
IFNP enjeksiyonu sonrast MxA mRNA diizeyleri
kullanilan IFNf preparatlarina bagh olarak, ii¢ ile
15 saat arasinda artig gostermekte, 15. saatten sonra
tekrar diismeye baslamaktadir. Bu nedenle MxA
mRNA gen ekspresyonu analizi i¢in hasta kanlari-
nin son IFN enjeksiyonunu takiben en az dokuz,
en gec 15 saat, ortalama 12 saat i¢inde alinmasi ge-

rekmektedir.

Laboratuvar izlem Stratejisi

MS’li hastalarin IFNf’ya karg: tedavi yanit diizey-
lerinin degerlendirilmesi amaciyla en sik kullani-
lan biyolojik markirlar BAb, NAb ve MxA olmasina
kargin, anti-IFNf antikorlar1 ve bu antikorlar ile
iligkili biyoaktivite kaybinin tespitinde kullanila-
cak laboratuvar yontemleri ve esik degerler ile
izlem stratejisi konusunda heniiz net bir uzlas
mevcut degildir. MS’de anti-IFN antikorlar1 kon-
sorsiyumu [The Neutralizing Antibodies on Inter-
feron Beta in Multiple Sclerosis) (NABINMS)]
tarafindan bu amacla 6nerilen laboratuvar izlem
stratejisi, kullanilacak yontem ve esik degerler ile
laboratuvar verilerinin klinik uyarlanimina iliskin
pratik algoritma Tablo 3 ve 4’te gOsterilmistir.
Ozetle, NABINMS, IFNB tedavisinin birinci-ikinci
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yilinda hastalarin NAb ve/veya MxA mRNA dii-
zeylerinin belirlenmesini, NAb ve/ya biyoaktivite
kaybi tespit edilen hastalarda testlerin ii¢-alt1 ay
aralarla tekrar edilmesini, 6zellikle diisiik ve orta
titreli NAb’larin varliginda ise NAD testlerine ek
olarak MxA mRNA diizeylerinin de 6l¢iilmesini
onermektedir. NAb’larin tespiti amaciyla ise yuka-
rida belirtildigi tizere farkli laboratuvar yontemleri
ve izlem stratejileri tercihen kullanilabilmek-
tedir. Bu agidan lusiferaz raportér gen deneyinin
mevcut ve yakin gelecekte yukarida belirtilen ta-
nisal avantajlarindan dolay: tedaviye yanitsiz has-
talardaki NAb’larin tespiti amaciyla referans test

olarak tanimlanacag1 ve kullanilacag: anlagilmak-
tadir 1011

I ANTI-IFNB ANTIKORLARININ KLINIK ONEMI

MS’li hastalarda IFNf tedavisi sirasinda olugan anti-
IFNB antikorlarinin klinik 6nemini belirlemek
amactyla yapilan ¢alismalarda 6zellikle yiiksek tit-
rede ve kalic1 nitelikteki NAb’larin; NAb negatif
hasta gruplarina gore, radyolojik olarak lezyon yii-
kiinde, klinik olarak relaps siddeti, hiz1 ve oraninda
artiga, remisyon siirelerinde kisalmalara, tartigmali
olmakla birlikte hastalifin oziirlilik diizeyi ve
progresyonunda da artiga neden olarak IFNf’nin in
vivo biyolojik etkinligi ve paralelinde tedavi etkin-
liginin azalmasina ve/veya tamamen yok olmasina
yol acabildikleri gosterilmistir.®!%14:1677.89,121-123
NAb’larin hastalarin tedavi etkinligi {izerindeki
olumsuz etkileri disinda immiin kompleksler ile
iligkili endojen homolog proteinler ile endojen
IFNP arasindaki olas: ¢apraz reaksiyonlar sonucu
anafilaksi ve serum hastaliklar1 gibi yagsami tehdit
edebilen immiin reaksiyonlara da neden olabildigi
ayrica klinisyenlerin tedavi yanitlarini daha objek-
tif ve daha etkin bir sekilde degerlendi-

TABLO 3: NABINMS konsorsiyumu NAb pozitifligi
tanimlama kriterleri.”

rIFNB Preparati
NAb Titresi IFNB -1a IFNB -1b
Negatif <20 LU <20 LU
Dilstk/orta 20-100 LU 20-400 LU
Yiksek >100 LU >400 LU
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TABLO 4: NAb titrelerinin klinik uyarlanimina iliskin algoritma.’
iyi klinik seyir? Orta diizeyli hastalik aktivitesi® Kati klinik seyir®
Negatif NAb titresi
Laboratuvar Oneri On iki ay sonra tekrar et On iki ay sonra tekrar et Tekrarlama
Tedavi 6neri Degistirme Mevcut tedaviyi degerlendirerek  stirdiir* Tedaviyi degistir
Dusik NAb titresi
Laboratuvar Oneri Ug-alti ay sonra tekrar et, ejer persistan ise  Ug-alti ay sonra tekrar et, eer persistan ise ~ Tekrar etme, ek bilgi amaciyla
MXxA diizeyini degerlendir MxA diizeyini degerlendir MxA diizeyi degerlendirilebilir
Tedavi éneri Eger MxA biyoaktivitesi yok ise, Eger MxA biyoaktivitesi yok ise, Tedaviyi degistir
IFNP harici tedavileri degerlendir IFNP harici tedavileri degerlendir
Ylksek NAb titresi
Laboratuvar Oneri Ug-alti ay aralikla tekrar et Ug-alti ay aralikla tekrar et Tekrar etme
Tedavi éneri Eger MxA biyoaktivitesi yok ise, Eger MxA biyoaktivitesi yok ise, Tedaviyi degistir
IFNB harici tedavileri degerlendir IFNB harici tedavileri degerlendir

* Tedavi degistirme karari hastanin radyolojik ve klinik bulgulari baz alinarak degerlendirilir.
aiyi klinik seyir; relaps yok ve MR aktivitesi sinirli veya yok (kontrast tutan lezyon ve veya yeni T2 lezyonu), orta diizeyli hastalik aktivitesi; Tedavi sirasinda bir relaps, MR aktivitesi

sinirli veya yok, °kétd klinik seyir; bir veya daha fazla relaps ve yogun MR aktivitesi.

rebilmeleri i¢in hastalarin NAb serolojileri hak-
kinda bilgi sahibi olmalar1 gerektigi belirtilmekte-
dir.”176278 Bu nedenle MS’li hastalarin IFNp tedavisi
sliresince olusan anti-IFNp antikorlarinin ve/veya
in vivo biyolojik aktivite diizeylerinin belirlenme-
sini iceren laboratuvar yontemleri ile tan1 ve izle-
minin yararh ve gerekli oldugu nihayetinde NAb
pozitifligi saptanan hastalarda IFNp tedavisi disinda
yeni bir tedavinin diizenlenmesi gerektigi dne sii-
rﬁlmektedil'.é’7’17-19’78’11'124

Buna karsin NAb’larin hastalarin IFNf tedavi-
sine karg1 klinik yanitlar: tizerindeki etkisini de-
gerlendirmek amaciyla yapilan ¢aligmalarin
sonuglar1 ve 6ngiiriileri, caligan hasta grubunun kli-
nik 6zelliklerine, bu amacla kargilagtiralacak rad-
yolojik ve klinik verilere, kullanilan IFNP
preparatina, calisgmanin bilimsel dizaynina gore de-
gisiklik gosterebilmektedir. Bu agidan konunun
Amerikali ve Avrupali taraflar1 arasinda MS’li has-
talarda IFN tedavisi sirasinda olusan NAb ve/veya
biyolojik aktivite kaybina iligkin laboratuvar veri-
lerinin klinik uyarlanimina iliskin konularda heniiz
tam bir uzlag1 mevcut degildir. Her iki yaklagimda
IFNP tedavisi sirasinda anti-IFNf antikorlarinin
olustugu, i.m. IFNf-1a’ya kars1 diger preparatlara
gore NAb seropozitifligi oraninin daha az olduguna
dair genel kabule karsin 6zellikle yiiksek titrede ve
kalici nitelikteki NAb’larin ise IFNp tedavisinin

radyolojik ve klinik etkinligini olumsuz y6nde et-
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kilemesinden ziyade azaltabilecegi yoniinde kismi
ortak goriige sahiptir.’®? Dolayisiyla NAb ve/veya
biyoaktivite kaybi varliginda IFNp tedavisinin son-
landirilarak degistirilmesi yontindeki yaklagima sii-
rekli destekler nitelikteki
verilerin heniiz tam ve yeterli diizeyde olmadig:

bilimsel ve klinik

ileri stirtilmektedir.?>? Elegtiriler agirlikli olarak
bu amagla yapilan ¢aligmalarin bilimsel kanit dii-
zeylerinin daha ¢ok sinif I ve II diizeyinde olmasi
(istatistiksel giictintin zayiflig1), NAb’larin ve/veya
biyolojik aktivite diizeylerinin tespitinde kullani-
lan laboratuvar metotlarinin hangi hastalarda, ne
zaman, hangi siklikla yapilacagi, maliyeti ve stan-
dardizasyonlar ile laboratuvar verilerinin pozitif
esik degerleri ve tedavi yanitlarina dair etkilerini
degerlendirmek i¢in segilecek radyolojik 6zellikle
de klinik parametler konusunda heniiz uluslararas:
bir uzlasinin olmamasi ve nihayet NAb’larin kotii
klinik seyir {izerindeki etkinliginin agik olmamasi
yoniinde yogunlagmaktadir.®? Hentiz IFNf nin
MS’de tedavi yararindan sorumlu gen ve proteinle-
rin bilinmemesi yani sira IFNf’nin reseptor ligand
etkilesiminin tedavi etkinligi tizerindeki rolii ve
mekanizmalarinin da heniiz agik olmadig ayrica
bu amagla kullanilan biyolojik belirte¢ ve yéntem-
lerin (CPE, MxA mRNA ekspresyonu ve MxA in-
diiksiyonu) hi¢birinin uluslararas: bir validasyonu
ve herkes tarafindan kabul edilmis bir onay: da
mevcut olmadigindan IFNB'nin tedavi etkinligi de-
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gerlendirilmesindeki rollerinin tartismali oldugu
dolayisiyla laboratuvar verilerinin tek basina teda-
vinin klinik etkinliginin degerlendirilmesi ama-
ciyla uyarlanmasinin zor oldugu yoniinde elestirel
yaklagimlar da vardir. Bu nedenle hastalarda NAb
ve/veya biyolojik aktivite kayb: tespit edildiginde
tedavinin yeniden diizenlenip diizenlenmeyecegi
bilimsel ve klinik diizeyde tartisilmaya devam et-
mektedir

Yukarida belirtilen elestiriler dogrultusunda
anti-IFNf antikorlar1 ve biyolojik aktivite diizey-
lerinin belirlenmesini iceren laboratuvar izlem
stratejisi, standardizasyonu ile laboratuvar verile-
rinin klinik uyarlanimina iligkin uluslararas: algo-
ritmalarin ve yonergelerin olusturmas: amaciyla,
Avrupa 6. Gerceve Programi Ozel Hedefli Arag-
tirma Projeleri kapsaminda, NABINMS kurulmus-
tur. NABINMS konsorsiyumunun farkli IFNB
preparatlarina iliskin NAb pozitifligi tanimlama
kriterleri ile laboratuvar izlem stratejisi ve labora-
tuvar verilerinin hastalarin klinik statiilerine gore
klinik uyarlanimina iliskin pratik algoritma 6neri-
leri Tablo 3 ve 4’te belirtilmistir.”

Anti-IFNP antikorlar1 (BAb ve NAb) MxA
protein ve MxA mRNA diizeylerinin IFNf’'nin te-
davi etkinligi iizerindeki etkilerinin berlirlenmesi
ve degerlendirilmesi amaciyla hastalarin klinik
[yillik ortalama relaps oranlari, ilk relaps icin gecen
slire, genisletilmis 6ziirliilitk durum skalasi (EDSS)
skorlar1)] ve radyolojik 6l¢tim (yeni T2 lezyon sa-
yis1, T2 lezyon voliimii ve Gadolinum (Gd) tutan
lezyon artig1) verileri baz alinmaktadir.”® Buna kar-
sin NAb’larin yeni T2 lezyon sayist T2 lezyon vo-
limi ve Gd tutan lezyon artis1 gibi radyolojik
6l¢tim sonuglarina iligkin olumsuz etkisi daha agik,
tutarli ve ikna edici olmasina karsin, atak orani, re-
laps aktivitesi ve fiziksel oziirliilitk gibi klinik bul-
gular tizerindeki potansiyel etkisine iligkin ¢eligkili
ve tutarsiz veriler icerdigi, ek olarak yiiksek titre
ve kalici serolojik 0Ozellik gosteren NAb’larin,
IFNP'min indiikledigi MxA ekspresyon diizeyle-
rinde azalmay: predikte edebilmesine kargin, kli-
nik ve progresyon iizerine 6zellikle de uzun siireli
olumsuz etkinliginin gosterilmesine dair verilerin
acik ve tutarli olmadig: 6ne siirtilmektedir.”! Ay-
rica IFNf’nin EDSS iizerindeki etkinliginin ¢ok
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acik olmamasi ek olarak EDSS 6l¢timlerinin met-
rik, kismen subjektif ve klinik degisimi tanimlama
siirecinin yavas olmasi nedeniyle de NAb’larin
EDSS skoru iizerinden klinik etkisinin tam olarak
degerlendirilebilmesi zor olmaktadir.”#

Klinik ve radyolojik bulgular {izerinden sapta-
nan bu belirgin ayrigsmanin nedenine iliskin olarak
MRG’nin gerek hastalik aktivitesinin belirlenme-
sindeki prognostik degerinin gerekse diger klinik
ol¢timlerden daha objektif ve daha belirgin 6l¢iim-
leme imkén1 saglamasi nedeniyle istatistiksel giicii-
niin daha yiiksek olmasi dolayisiyla NAb’larin
olumsuz etkisini daha kolay ve hizlh tespit edebil-
mesi eger daha biiyiik hasta gruplari ve daha uzun
stireleri kapsayan ¢aligmalar tasarlanir ise NAb’la-
rin olumsuz etkisinin hastalarin klinik 6l¢timleri
tizerinde de gosterilecegi belirtilmistir."” Buna kar-
sin biiyiik hasta gruplarimi iceren, Kuzey Amerika
ve Avrupa’dan kot klinik seyir, Avustralya’dan ise
rutin tani amaciyla NAb serolojisi belirlenen yak-
lagik 7000 hastay1 kapsayan bir ¢alismada, NAb’lar
ile kot klinik seyir arasinda herhangi bir iligki sap-
tanmadig, benzer sekilde Rot ve ark. tarafindan,
IFNB tedavisi alan %76’s1 rutin, %14t koti klinik
seyir ve %10’u ise diger sebeplerden dolay1 NAb is-
temi yapilan yaklagik 3000 MS’li hastay: kapsayan
diger bir calismada da, hastalarin %31’inde NAD se-
ropozitifligi, %17’sinde ise MxA mRNA kaybs tes-
pit etmelerine karsin kotii klinik seyir ve rutin
tarama amaciyla test istenen bu iki grup arasinda
NAD ve/veya biyoaktivite kayb1 acgisindan istatis-
tiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedigi gos-

terilmigtir,!-23126

Fakat her iki ¢alismanin da bilimsel metodo-
lojisinden kaynakli sinirlamalar nedeniyle bilimsel
kanit diizeyinin diisiik oldugu dolayisiyla kesin
kanit icermedigine dair elestiriler goz 6niine alina-
rak “The Betaseron Efficacy Yielding Outcomes of
a New Dose (BEYOND)” tarafindan; NAb’larin te-
davi iizerindeki etkisinin belirlenmesi ve istatistik-
sel gliciiniin de yiiksek olmas:i amaciyla, 26 iilke,
198 merkezde, 2:2:1 oraninda sirastyla 500 ve 250
pg sc IFNB-1b ile 20 mg sc glatiramer asetat (GA)
tedavisi alan 2244 RRMS’li hastanin 3,5 yil siire-
since izlendigi, NAb’larin tespiti amaciyla MxA in-
ditksiyon  testinin  kullanildigi,  prospektif
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randomize kontrollii olarak planlanan ¢aligmada,
tedavi stiresince NAD pozitif ve negatifligi saptanan
hastalar arasinda, ilk relaps i¢in gegen siire, yillik
relaps oranlar1 yeni relaps riski ve EDSS skorunu
iceren iceren klinik 6l¢timler tizerinde NAb’larin
istatistiksel olarak anlamh oranda olumsuz bir et-
kisinin tespit edilememesine karsin, 6zellikle yiik-
sek titre NADb varligina paralel olarak hastalarin
yeni T2 lezyon sayis1 artist ve T2 lezyon voliimii
degisikligi gibi radyolojik 6l¢timleri iizerinde ista-
tistiksel olarak anlamli oranda olumsuz etkisinin
oldugu tespit edilmistir.?! Bununla birlikte ¢alig-
mada yalnizca IFNB-1a 500 pg ile tedavi edilen has-
talarda Ozellikle yiiksek titre NAb’larin, NAb
negatiflere oranla ilk relaps i¢in gegen siire (p:
0,002) ile EDSS skoru iizerine (p: 0,037) istatistik-
sel olarak anlamli oranda olumsuz etkisinin tespit
edildigi gosterilmesine karsin, bu veriler Goodin ve
ark. tarafindan NAb’larin hastalarin klinik bulgu-
lar1 tizerine tutarl ve ikna edici olumsuz etkisini
aciklamakta yetersiz oldugu yoniinde yorumlan-
mugtir.”!

Goodin ve ark. BEYOND c¢alismasinda ulagilan
bulgularin, IFNB-1b’ye karg: olusan NAb’larin kli-
nik 6l¢iim sonuglari iizerine tutarh bir etkisinin gos-
terilemedigi buna karsin radyolojk dl¢iimler tizerine
olan etkisinin ise acik ve net bir sekilde gosterildigi
bes yillik BENEFIT caligmasi ile Reder ve ark., ta-
rafindan IFNB-1b tedavisinin uzun dénemli etki ve
glivenilirliginin arastirilmasi amaciyla 16 yili kap-
sayan, NAb pozitifliginin 6zellikle bes-sekiz yil
sonra %76 oraninda seronegatiflestigi ve RRMS’li
hastalarda IFNB-1b tedavisinin klinik yararlanim ve
giivenirlirligi yaninda NAb’larin uzun dénemde
hastalarin klinik ve MRG sonuglari tizerine olumsuz
etkisinin olmadigina dair ulastig: verileri destekler
nitelikte oldugunu ifade etmistir.'”!?® Goodin ve
ark., BEYOND calismasinda elde edilen klinik ve
radyolojik 6l¢ctimler arasindaki farklilik ile karakte-
rize bu durumu, klinik-radyolojik paradoksolarak
nitelendirerek, MxA ve NAb’lar ile IFNB-1b’nin te-
davi etkinligi arasinda olduk¢a karmasik bir iligki
oldugunu 6ne siirmelerine karsin, klinik radyolojik
Ol¢limler arasindaki bu farkliligin sebebinin agik ol-
madigini, her ne kadar bu durum pratikte sessiz
beyin lezyonlarinin varlig ile agiklanabilir olma-
sina karsin yapilan bir¢ok calismada MRG ve relaps
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orani arasinda bir korelasyon oldugu gosterildigin-
den bu ayrismanin nedenine dair bir agiklamanin
spekiilatif olarak degerlendirilebilecegini belirtmis-
lerdir.”! Nihayetinde IFNB’nin tedavi etkinligi iize-
rine olumlu etkilerinin uzun déneme yayildigs,
hastalarin biiyiik bir kisminda NAb varhigina rag-
men, IFNB’nin tedavi etkinliginin klinik ve radyo-
lojik bulgular tizerinden gozlemlenebildigi ayrica
hastalarin biiyiik bir kisminda NAb’larin zaman ice-
risinde seronegatiflestigi, hastalarin uzun doénem-
deki fiziksel ve kognitif bulgular {izerinde NAb
pozitifligi ve negatifligi arasinda gozlemlenen bir
iligki olmadig1, bu nedenle hastalarin kisa dénem
tedavi kararinda tek basina CPE ve/veya MxA bi-
yomarkiri ile tanimlanan NAb pozitifliginin baz
alinmasindan ziyade hastalik aktivitesinin deger-
lendirilmesi gerektigi, sonug olarak IFN ile ilgili
tedavi kararinda NAD statiistine bakilmaksizin kli-
nik seyri iyi olan hastalarda tedavinin devami, buna
kargin klinik seyri kotii olan hastalarda ise benzer
sekilde hastanin NAD statiisiine bakilmaksizin al-
ternatif tedavilerin degerlendirilmesi gerektigi 6ne
stiriilmiistiir.?!

Serensen ise BEYOND calismasinda NAb’la-
rin sadece MRG bulgular: tizerine olumsuz etkisi-
nin gosterilmesine karsin klinik bulgular tizerinde
tutarli etkisinin gosterilememesine iligkin birincil
sebebin, NAb’larin hastalik aktivitesinin yalnizca
kiiciik bir bolimiinden sorumlu olmas: ile agikla-
nabilecegini keza, IFNp’'nin relapslar tizerinde has-
talarin sadece yaklasik %30 unda olumlu etkinlige
sahip oldugu ayrica im IFNB-1a ile tedavi edilen
hastalarin %5’inden daha azinda NADb gelistigi goz
oniine alindiginda bu hastalardaki NAb’larin re-
lapslarin sadece kiiciik bir kismindan sorumlu ol-
dugu nihayetinde hastalarin ¢ogunlugunda
hastalik aktivitesinin tedaviden bagimsiz olarak
hastaligin dogasi geregi kendiliginden gelisen var-
yasyonlardan kaynakladigi, diger bir major sebe-
bin ise biiyiik sayilarda hasta iceren ¢aligmalarin
alt gruplara ayristirilmasi sonucu istatistiksel gii-
cliniin kaybolabildigi ve nihayetinde tip II hata
olasiliginin giiclendigi dolayisiyla klinik sonuglar
iizerinde NAb’larin tutarh etkisinin gdsterileme-
digi BEYOND calismasinda da yalnizca sc IFNf-
1b’ye 500 pg tedavisi alan hastalarda bu etkinin
gosterilip sc IFNB-1b’ye 250 pg alanlarda gosteri-
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lememesinin istatistiksel olarak tip II hata ile a¢ik-
lanabilir oldugunu belirtmektedir.'” Bu agidan
yiiksek titre ve kalici nitelikteki NAb’larin tam bi-
yoaktivite kaybina ve tedavi yanitsizligina neden
olmasina karsin diisiik titreli NAb’larin varliginda
ise IFNf’n1in biyoaktivitesinin kismen ya da tama-
men korunabildigi, bu hastalarda IFNf’nin tedavi
etkinliginin mevcut oldugu ayrica ilk 6-12 ay
icinde olusan diisiik afiniteli NAb’larin IFNp teda-
visi tizerinde olumsuz etkisinin olmadig1 ve 6zel-
likle IFNB-1b ile tedavi edilen hastalarin %40’1inda
NAb’larin ortalama dort yil icinde seronegatifles-
tigi sonug olarak BEYOND calismasinda oldugu
gibi, NAb pozitifligi tanimlama kriteri olarak bir
kez pozitifile genelde pozitiflik prensibinin IFNB-
1b ile tedavi edilen hastalarda olusan NAb’larin et-
kilerini degerlendirmek i¢in uygun olmadig:
ayrica IFNf’nin MRG, relaps orani ve EDSS sko-
rundaki progresyon iizerinde farkl etkileri dikkate
alindiginda bu bulgularin paradokstan ziyade
makul olarak degerlendirilmesi gerektigi belirtil-
mektedir.'” BEYOND g¢aligmasinda, NAb’larin
radyolojik ve klinik 6l¢iim sonuglar: iizerindeki
farkli etkisinin paradoks olarak nitelendirildigi
buna karsin IFNp'nin MRG {izerindeki daha belir-
gin, relapslar tizerinde daha az belirgin etkisi ile
hastalik progresyonu iizerinde etkisinin agik ol-
madigina dair caligmalarda hicbir zaman ilacin kli-
nik bulgular {izerine etkisiz olduguna dair bir
iddiada bulunulmadig: diger bir deyisle zay:f te-
davi etkinliginin azalmasi ve/veya kaybolmasinin
gosterilmesinin zor oldugu yoniinde elestirel yak-

lagimda bulunulmaktadir.!®

Ozetle bilimsel literatiir genel olarak irdelen-
diginde, ozellikle yiiksek titre ve kalic1 nitelikteki
NAb’larin in vivo biyoaktivite kaybina neden ola-
rak IFNf’nin tedavi etkinligini olumsuz yonde et-
kiledigi dolayisiyla tedavinin sonlandirilarak
alternatif tedavi secenekleri ile yeniden diizenlen-
mesi gerektigini iceren hipotezi destekleyen bilim-
sel verilerin sayisinin daha fazla olmas: yaninda
bilimsel kanit diizeyinin de artma egiliminde ol-

dugu anlagilmaktadar.!?+130
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[ SONUG

MS’nin patogenezi geregi gerek hastalarin bireysel
bazda klinik seyrinin IFNp tedavisinden bagimsiz
olarak sekillenebilmesi tedavi yanitlarina ragmen
hastalarda klinik aktivite ve progresyon gozlenmesi
gerekse IFNf’nin kontrol gruba gore hastaligin pa-
tolojik stireglerinin yalniz bir boliimii ve bir grup
tizerinde sinirli olumlu etkisi ve IFNP’'nin her bir
hastadaki olas1 immiinmodiilator etkinliginin ve te-
davi yanit diizeylerinin farkl olabilmesi, hastalarin
IFNP’ya karg: tedavi yanit diizeylerinin belirlenme-
sini ve tedavinin her yoniiyle her zaman ve her has-
tada klinik yararinin net olarak degerlendirilebil-
mesini zorlagtirmaktadir. Tedavi 6ncesi her bir has-
tada endojen IFNf’'nin molekiiler bazda MS im-
miinpatogenezindeki roliiniin aydinlatilmas: 6nemli
gortinmektedir. Bu nedenle IFNf déhil tiim protein
bazli tedavilerde asil hedefin, tedavi éncesi do-
nemde bu tedavilerden optimal yarar saglayacak
hastalarin bireysel bazda se¢imine imkan veren ge-
nomik esash laboratuvar tam1 yontemlerinin uygu-
lanmasina yonelik stratejilerin gelistirilmesi daha
efektif bir yaklagim olarak gortinmek- tedir. Ayrica
klinisyenler i¢in biyoterapétik tedavilerine yanitsiz
hastalarin belirlenmesi ve bu hastalarda efektif tedavi
planlamalar i¢in uluslararas: diizeyde kilavuzlarin
yayinlanmasina ihtiya¢ duyuldugu anlagilmaktadar.

Sonug olarak, IFNp tedavisi alan MS’li hasta-
larda anti-IFNf antikorlar ve/veya MxA mRNA’na
diizeylerine ait laboratuvar verilerinin hastalarin
tedavi yanitlarinin her zaman ve her yoniiyle de-
gerlendirilmesinde tek bagina sinirh bir prediktif
degere sahip goriinmesine karsin, gerek olasi
komplikasyonlarin engellenmesi gerekse klinis-
yenler i¢in hastalarin bireysel bazda tedavi ve kli-
nik yanitlarinin daha objektif ve daha etkin bir
sekilde degerlendirilmesi ile 6zellikle alternatif te-
davilerin daha erken planlanmasinda hastanin
diger tiim klinik ve paraklinik verileri ile birlikte
kullanildiginda kritik 6neme sahip yardimec: biyo-
markirlar olarak rutin klinik pratikte analiz edil-
mesinin yararh ve gerekli oldugu anlagilmaktadir.
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