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OZET

Bu calismada multipl skleroz hastalarinda
heyin-omurilik stvisinda immunoglobulin G sen-
tezindeki kantitatif ve kalitatif anormallikler
arastinlmtstir, BOS oérneklerinde yapilan agaroz
elektroforezinde oligoklonal hamlami varlig
arasurimigtir. 40 MS hastast ile ;5 normal
kigide, degisik formiiller kullanilarak kantitatif
IgG degerleri BOS'da IgG,
IgGlalhumin oram IgG sentez hizive IgGindek-

hesaplanmustir.

si sonuglan hasta ve kontrol grubunda kiyas-
lanntistir. Hasta grubunda biitiin kantitatif IgG
dgerlerinde onemli artislar bulunmustur. Oligok-
lonal bantlar MS hastalanilin %61 inden elde
edilen orneklerde saptannmustir. Kantitatif I1gG
anormalligi gésteren vaka sayist ise daha azdir.
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Yakin tarihlere kadar multipl skleroz (MS)

tanis1  ¢ok sayida gbsteren
muayene bulgularina ve hastaligin relaps ve remis-

lezyonun varligini
siyonlarla giden klinik seyrine dayanilarak konuyor-
du. Ancak son yillarda gelistirilen ndroradyolojik
goriintii sistemleri (bilgisayarli kranial tomografi ve

magnetic resonance imaging), elektrofizyolojik
yontemler (gorsel, isitsel ve somatosensorial
uyarilmis potansiyeller) ve beyin-omurilik sivist
analizleri  hastaligin  tanisina onemli katkilar

saglamistir (1).
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SUMMARY

Inthis study, quantitative and qualitative ab-

nonnalities of Ig G synthesis In cerebrospinal

Sfluid (CSF) wereinvestigated in MS patients.
Agarose electrophorctic patterns of CSF samples
wereinspected forthe presence of oligoclonal
bands. We calculated quantitative IgG values by
using different formulas in 40 patients andin 15
normal subjects. We compared die results for
IgG, IgG/albumin ratio, IgG index and IgG syn-
thesis rate in MS patients with those of normal
subjects. We foundimportantincreasesin all
quantitative values obtained from patients group
with the comparison of those from normal sub-

Jjects. Oligoclonal bands were present in
speeimems from 6l'70 of MS patients. Vicnum-
bcers of patients who shower quantitative IgG ab-
nonnalilics were less.

Key Words Multiple Sclerosis. Protein elect rop rests,
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index.
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MS hastalarinda santral sinir sisteminde
immunoglobulin G (IgG) sentezi artmaktatir. Kan-
titatif IgG Olg¢limlerinin MS tanisinda hassas ve
spesifik  yontemler oldugu ¢esitli arastirmalarla
gOsterilmistir. Santral sinir sistemindeki IgG sen-
tezindeki artma beyin-omurilik sivisinda (BOS)
IgG 'albumin oram, IgG indeksi ve IgG sentez hizi
gibi ¢esitli formiiller kullanilarak gosterilebilmek-
tedir (2-6). Daha sonra tanimlanan kalitatif 1gG
kantitatif degerler gibi MS

tanisint dogrulama agisindan Onemli bir ydntem

degisikliklerinin de
oldugu gosterilmistir. Konsantre BOS 6rneklerine
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clektroforcz uygulandigida IgG birbirinden ayn
bantlar olusturacak sekilde gbé¢ eder. Bu bantlar
oligoklonal bantlar (OKB) olarak isimlcndirilmck-
tedir (5,7).

Bu ¢alismada MS tanisi almis hastalarda BOS
ta kalitatif ve kantitatif IgG degerleri tayin edilerek
bu testlerin tani ac¢isindan 6nemi arastirilmistir,

METODVE MATERYAL

Caligma klinigimizce izlenmekte olan ve Rosc
(8) tarafindan tanimlanan kriterlere gore kesin ve
muhtemel MS tanisi konmus 40 hastadan olusan
hasta grubu ile ndrolojik muayeneleri normal olan
kontrol  grubunda

15 saglikli  bireyden olusan

yapilmistir.

Klinigimize yatirilarak yeniden degerlendirilen
hastalara biyokimyasal ve serolojik testlerden
bagka kranial bilgisayarli tomografi ile kord
lezyonunu diisiindiirecek bulgulari olan hastalara
myclografi  cekilerek  MS hastaligint  taklit
edilebilecek hastaliklar edilmistir.

Calismaya yalnizca kesin ve muhtemel grupta

ekarte

bulunan hastalar alinmis olup olas1 grupta bulunan
hastalar ¢alisma disinda birakilmigtir.

Hasta ve kontrol grubundaki bireylerden simiil-
tane olarak alinan serum ve BOS &rnekleri
biyokimyasal analizleri yapilincaya kadar -20°C de
Ankarada
Radyoloji

saklanmistir.  Biyokimyasal analizler
Diizen klinik

labarotuvannda yapilmistir. Serum ve BOS'ta al-

Biyokimya ve

bumin ve IgG  diizeyleri immunoturbidimetri
yontemi ile tayin edildi (9). Analizden 6nce serum
ornekleri IgG Ol¢iimii igcin 50 defa, albumin igin
100 defa diliic edildi. immunoturbidimetrik 6lgiim
COBAS BI10 Cecntrifugal Analyzer (Rochc) ile

yapildi.

Bulgular ii¢ ayr1 formiile gore degerlendirildi.
BOS'da IgG ve albumin diizeyleri kullanilarak
IgG/albumin orani tayin edildi. Hem BOS ve hem
de serum Orneklerinde IgG ve albumin diizeylerin-
den yararlanilarak vc asagida yazili formiillere gore
IgG indeks ve IgG sentez hizi Dbilgisayarla
hesapland1 (3).

(IgG BOS (IgG) serum
1«G indeks=

(alb) BOS (alb) serum
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P (1gGmerum
IgG senter huzt (mg/gling= [eGHBOS e
369

{albj scrumy 5(1gG serum) b
(aib) BOS  ——— e —;fg(‘-———u X(’O,-B)j){j

30 /

Tourtellotte tarafindan tanimlanan bu son
formiilde 369 ve 230 sirasiyla IgG ve albumin igin
normal serum/BOS oranlarini, 043 albuminile IgG

{alb)yserum ¢

nin molekiil agirliklar1 arasindaki orani, 5 desilitre
olarak giinlik BOS prodiikseyinunu ifade etmek-
tedir.

Hasta grubundan alinan BOS o6rnekleri liyofil--
ize edilerek 20 veya 40 defa konsantre edildi.
Paragon agaroz jel -elektroforez plaklar1 (Be-
ekman) vc elektroforez sistemi (Electrophoresis
Power Supply, Bcckman) kullanilarak 100 voltta 30
dakika siireyle elektroforez ve daha sonra agir zin-
(ATAB) kullanilarak
sasyon uygulandi. Antikor ile agorosa fikse olan
IgG bantlar1 ve %5 asetik asit ile fikse edilmis
protein bantlar1 Paragon mavisi ile boyandi. Boya
artiklar1%35 asetik asit ile yikiyarak elimine edildik-
ten sonra 90°C firinda kurutuldu ve agorose plagi
elcklroforczi  ve IgG

cir antikoru immunofik-

seffafiagtirildi.  Protein
bantlari mono, poli vc oligoklonal olarak degerlen-

dirildi.
BULGULAR

Rose tarafindan tanimlanan kriterlere gore,
calisma kapsamina aldigimiz 40 hastadan 31 tanesi
kesin, 9 tanesi muhtemel MS grubundadir. 16
tanesi kadin, 24 tanesi erkek olan hastalarimizin
yaslar1 15 ile 52, hastalik siiresi 6 ay ile 15 yil
arasinda degigmektedir.

BOS ta kalitatif IgG degerlendirmesi: Kon-
santre BOS o6rneklerinde elektroforez ve immunfik-
sasyon yapilan 36 hastadan 22 tanesinde (%61)
oligoklonal bantlarin varligi saptanmistir (Tablo 1,
Sekil 34,5 ve 6). 3 vakada poliklonal bantlar deger-
lendirmeyi engellemistir. Diger vakalarda bantlar
monoklonal idi.

BOS da IgG'nin kantitatif degerlendirilmesi:
Hasta ve kontrol gruplarinda her vakada IgG/alb
orani, IgG indeks ve IgG sentez hizi (mg/'glin)
metod ve materyel bdliimiinde  belirtilen
formiillere gore bilgisayarla hesaplanmistir (Tablo

2). Hasta ve kontrol gruplarinda kantitatif IgG
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Tablo 1. Hasta Grubunda BOS Orneklerinde Kalitalif ve Kantitatif IgG Degerleri. Kisaltmalar K:Kesin,
M: Muhtemel, OKB: Oligoklonal bant f :Artmis N: Normal

Vaka Tani IgG indeks Sentez 11. OKB Vaka Tam IgG indeks Sentez 11. OKB
(mg/giin) (mg/giin)
1 K ; ; + 21 K N N -
2 K N N - 22 K N N +
3 K N N - 23 K N N -
4 K N N + 24 K N N -
5 M N N - 25 K N N +
6 K t i + 26 M N N
7 M N N + 27 K i ¢ +
8 K N N + 28 K t t
9 M N N - 29 K t i -
0 M N N + 30 K N N
11 K N N - 31 K i t +
12 M N N + 32 K i h +
13 K N N - 33 K i t +
14 K t t + 34 K i t +
15 K i ) + 35 K N 1 +
16 M N N + 36 K H H +
17 K N N - 37 K N N -
18 K N N + 38 K N N +
19 K N N + 39 M t N =
20 M N N 40 K A

degerleri arasindaki farklarin 6nemliligi t testi kul-
lanilarak arastirilmistir (Tablo 2). Ayrica herbir
deger igin st smnir kontrol grubundan elde edilen
ortalamalara standart sapmanin iki kati eklenerek
(X +2SD) bulunmustur (Tablo 2).Hasta grubun-
daki her vakanin kantitatif IgG degerleri iist sinir
dikkate alinarak godzden gegirilmistir. Bu degerlen-
dirme sonucunda elde ettigimiz bulgular sunlardir:

1. Hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla
¢ok Onemli IgG artist (P<0.01)
(Tablo 2). IgG artis1 gosteren hasta sayisi 20 olup
bu, biitiin hastalarin %50'sini meydana getirmek-
tedir (Sekil 2).

saptanmistir

2. IgG/alb orani hasta kontrol

grubuna kiyasla onemli artis gostermistir (P<0.05,

grubunda

Tablo 2). IgG/alb oraninda artma saptanan hasla
sayist 19 olup bu, biitiin hastalarin %47.5 ini
meydana getirmektedir (Sekil 2).

3. Hasta IgG indeksi kontrol

grubuna kiyasla Onemli artig gdstermistir (P<0.05,

grubunda

Tablo 2). Indeksinde artis gdsteren vaka sayist 15
olup, biitiin hastalarin %37. ini olusturmaktadir
(Sekil 2).
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4. IgG sentez, hizi hasta grubunda kontrol
grubuna kiyasla Onemli artis gdstermistir (P<0.05,
Tablo 2). Hastalarimizdan 14 tanesinde (%35) sen-
tez hizinda artma gozlenmistir (Sekil 2).

Kalitatif ve kantitatif IgG degerlerini birbir-
leriyle kiyasladigimizda su sonuglara vardik. OKB
(-) olan 3 hastada BOS da IgG artis1 vardi. Bunlar-
dan 1 tanesinde ayrica IgG indeksinde de artma
vardi. IgG indeksi ve sentez hizi degerleri normal
oldugu halde OKB saptadigimiz vaka sayist 12 olup
bunlardan 9 tanesi immiinosupressif tedavi (Kor-

tizon veya Azathioprine) altinda idi.

Hem hasta ve hem de kontrol grubunda iki ayr1
formiille (IgG

hesaplanan degerler arasindaki korrelasyon istatis-

indeksi ve IgG sentez hizi)

tiksel olarak arastirilmistir. Hasla grubunda kor-
relasyon katsayis1 0.98, kontrol grubunda ise 0.84
olup her iki grupta da ¢ok Onemli korrelasyonlar
vardir. Ayrica her iki grupta regresyon ¢izgisinin
egimi 0.03 olup birbirinin aynidir (Sekil 1). Hasta
grubunda Y =0.03X +0.60, Kontrol
Y =0.03X+0.58'dir.

grubunda
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Tablo 2. Hasta ve Kontrol Grubunda Kantitatif IgG Degerlerinin Istatistiksel Mukayesesi

Kontrol grubu

Hasla grubu

n=15 ri=40
X Sil ss X + 2SS X sn SS t P
1gG (mg/dl) 1.36 0.15 0.58 2.52 5.51 0.82 5.18 3.08 <0.01
1gG/ab 0.08 0.01 0.03 0.14 0.22 0.03 0.21 2.56 <0.05
1gG indeks 0.36 0.04 0.14 0,64 0.96 0.16 1.04 221 <0.05
1gG sentez.
hizi (mg/giin) -6.29 0.88 3.42 0.55 8.04 4.05 25.60 2.15 <0.05

Kisaltmalar: X:Ornalama, SiEStandart lna, S8 Standart sapmayt Hade cimckediy,

Y={036X +G.584
r {1848
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Sekil 1: Hasta ve kontrol gruplarinda IgG indeksi ile 1gG sen-

tez hiz1 (mg/giin) arasindaki korrelasyonu gostermek-
tedir. Korrelasyon katsayisi: hasta grubunda 0.98,
kontrol grubunda 0.85'dir.

TARTISMA

MS hastalarinda BOS'ta kalitatif IgG anormal-
ligi (OKB varlig1) lan1 yontemi olarak kullanilmak-
tadir. Konsantre BOS o6rneklerinde eleklroforez
uygulandiginda IgG birbirinden
olusturacak sekilde go¢ eder ki bunlar oligoklonal
bantlar olarak isimlendirilmeklcdir (10). Normal
BOS
tanamiyan bu bantlar MS hastalarinin konsantre

ayrt  bantlar

insanlarin serum ve orneklerinde sap-
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Sekil 2. Hastagrubunda kantitatif IgG degerlerinde artma

gOsteren vaka sayisini gostermektedir.

BOS orneklerinde kullanilan yonteme gore %70 ile
90 arasinda degisen oranlarda gosterilebilmcktedir
5).

BOS o6rneklerinde OKB varligt MS i¢in karak-
bir

sarkoidoz,

bulgu olmasina ragmen = sifiliz,

subakut

panensefalit vc Guillain Barre sendromu gibi bazi

teristik
kronik menenyjit, sklerozan
immiinolojik ve inflamatuvar hastaliklarda da sap-
tanabilmektedir (7). Klinik olarak kesin MS tanisi
OKB bulun-

masina ragmen MS hastaligin1 taklit edebilen has-

almig hastalarin biyliik yiizdesinde

Tirkiye Klinikleri Tip Bilimleri ARASTIRMA Dergisi C.8, S.6, 1990

Turkish Journal of RBSBARCH in Mcdical Sciences V.8, N.6,

1990



Multipl Skleroz Hastalarinda Beyin Omurilik Sivisina Ait Kalitatif ve Kantitatif immunoglobulin Dcgerleri/TUNALI, LALELI-

1 1
4 —_ - - _— - - - -
2 2
- = - - ' "1
3 3
- - - } - - - -
4 &
— l- -y - - . - - - S -
5 L
- - - o - P - - -
L] "
| |=| .
7 7
* * % » % * %%
Sekil 3,4,5: Multipl sklerozlu hastalarimizda beyin-omurilik

sivist  Orneklerinde yiiksek rezolusyon elektroforez
bulgudan. 1. siitunda (*) da BOS'da mevcut tiim
proteinlerin, 2. stitunda (**) ise *y agir zincir antikoru
ile fiksc edilebilen IgG tipi proteinlerin dagilimi
gorilmektedir. IgG  kolonunda (**) oligoklonal

bantlarin varlig1 dikkati ¢ekmektedir.
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Sekil 6. 1ki ayn multipl skleroz hastasindan bir tanesinde
(FG) IgG kolunu birden fazla sayida (oligoklonal)
bant goriiniimii verirken diger hastada (OO) yalnizca
tek bant (monoklonal) gézlenmistir.

(.aliklarda bu bantlarin saptanamamasi bu testi has-
talik tanisinda 6nemli kilmaktadir (5,7).

Biz bu ¢aligmada vakalarimizin %61'inde OKB
saptadik. Oranin literatiirde belirtilen oranlardan
daha diistik olmasini, kullandigimiz yonteme ve
orneklerimizdcki konsantrasyon nispetinin diisiik
olmasina bagladik. Literatiirdeki diger caligsmalar-
da Ornekler 80-100 defa konsantre edildigi halde,
c¢alismamizda Ornekler 20-40 defa konsantre edil-
migtir.

MS hastalarinda OKB saptama yiizdesi kul-
lanilan yonteme gore degisebilmektedir. Agaroz jel

Tiirkiye Klinikleri Tip Bilimleri ARASTIRMA Dergisi C.8. S.6,1990
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elektroforezinde OKB larin rezoliisyonu zayif
oldugundan poliklonal IgG bantlar1 OKB't mas-
keliyebilmcktedir. Bu da
%20'sinde sonuglarin yorumlanmasini gii¢lestir-
karsilik
lama(IEF) yontemi kullanildiginda OKB saptama

vakalarin  yaklasik

mektedir.  Buna izoelektrik  fokus-
orant %90'a ¢ikmaktadir (10). Yani bu yontemin

rezoliisyonu  yiiksek oldugundan  agaroz jel
elektroforezi ile gosterilcmiyen OKB't bu ydntem
ile gosterebilmek miimkiin olmaktadir (11,12).

Delmotte ve arkadaslar1 (13) agaroz jel
elektroforezi ile IEF yontemlerini 120 ES has-
tasinda kiyasladilar.  Elektroforez yontemi ile
vakalarin %65 kadarinda OKB saptadilar. IEF
yontemi uyguladiklarinda bu oranin %95'e ¢iktigini
gozlediler.

BOS o6rneklerinde OKB'in saptanmasinda IgG
miktarinin da &nemi vardir. Orneklerde IgG mik-
tarinin az olmast bantlarin silik ¢ikmasina, fazla
olmast bantlarin birbirine karismasina neden ol-
maktadir. Bu bakimdan elektroforez plaklarina
konan ornekte IgG miktarinin ortalama 30 mik-
rogram olmas1 Onerilmektedir (12). Literatiirdeki
calismalarda elektroforez Oncesi konsantrasyon
nispeti 80 ile 100 defadir.

Santral sinir sisteminde IgG sentezinde artma
oldugu 40 yildan beri bilinmektedir. MS has-
taliginda IgG aktif demyelinize plaklarin cev-
resinde bulunan perivaskiiler lenfosit ve plazma
hiicreleri tarafindan sentez edilmektedir. Yani
BOS daki IgG artis1 kan-beyin engclindeki hasar-
dan degil intratekal sentez artisindan kaynaklan-
maktadir (6).

BOS'taki IgG seviyesinin kantitatif olarak
degerlendirilmesinde BOS IgG/alb orani, IgG in-
deksi ve IgG sentez hizi gibi ¢esitli formiillerden
yararlanilmaktadir. Ozellikle 1gG indeks ile IgG
sentez hizinin MS tanisini dogrulama agisindan
biiylik 6nem tasidigi cesitli arastirmalarla ortaya
konmustur (2-5,6,14). Ancak hastaligin aktivitesini
gosterme acisindan BOS daki IgG seviyesinin
degerlerinden daha degerli oldugu ileri siiriilmek-
tedir (15).

Son zamanlarda tanisini dogrulama agisindan
IgG indeks ve IgG sentez, hizi sik basvurulan
testlerdir. Ancak bu iki testten hangisinin digerin-
den daha iistiin oldugu konusunda fikir birligi yok-
tur. IgG sentez, hizinin {istiin oldugunu belirten
arastirmacilar oldugu gibi (3), IgG indeksinin
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istiin oldugunu ¢iinkii 6l¢iim hatalarinin IgG sen-
tez hizinin nihai sonucglan {izerine olumsuz et-
kisinin daha fazla olacagini belirten arastirmacilar
vardir (4).

Biz hem hasta ve hemde kontrol grubunda kan-
titatif IgG degerlerini tayin ettik,Kontrol grubunda
IgG indeksi i¢in saptadigimiz st simmir 0.64 olup
literatiirde belirtilen 0.66 degerine c¢ok yakindir
(2,15). Diger kantitatif dl¢ciimler icin saptadigimiz
ist sinir degerleri ise literatiirde bildirilenlerden
daha diistuktiir (2,15).

Gerek IgG sentez hizinda ve gerekse 1gG sen-
tez hizinda artma gosteren vaka sayis1t hemen
hemen birbirinin aynm1 idi. Zaten bu iki deger
arasinda hem hasta grubunda hem de kontrol
grubunda ¢ok Onemli korrelasyonlar bulunmustur.
Bu bulgulara dayanarak heriki degisik formiiliin
hastaligin tanisinda esil derecede Onem tasidigi
kanisina vardik.

Hasla grubunda gerek IgG indeksinde ve
gerekse IgG sentez hizinda artma gosteren vaka
sayis1 tim vakalarin %35 ile %3.5 ini meydana
getirmekte olup bu oranlar, literatiirdeki %86 ile
%97 arasinda degisen oranlara kiyasla belirgin
derecede daha diisiiktir (2,5,6). Biz bu O6nemli
farki Ol¢limlerin bazi hastalarda immiinosupressif
tedavi  altinda  iken bagliyoruz.
Immiinosupressif tedavinin intratekal IgG sen-
tezini azalttigi bazi1 arastirilmalarla gosterilmistir
(2,16). Eleklroforez sonrasinda oligoklonal bantlar
saptandig1 halde IgG sentez hiz1 ve IgG indeksinde
artma gozleyemedigimiz 9 hasta immiinosupressif

yapilmasina

tedavi gormekteydi.

Sonu¢ olarak beyin-omurilik sivisinda IgG
anormalliklerinin kalitatif ve Kkantitatif tayinlerinin
MS tanisint dogrulama acisindan biiyik Onem

tasidig1 kanisina vardik.
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