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OZET

Koral, G. (2022). Deneysel Otoimmiin Myasthenia Gravis (DOMG) Modelinde B
Lenfosit Genlerinin Hastalik Gelisimine Etkisi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Sinirbilim ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Myasthenia gravis, kas zayifligina neden olan otoantikorlar ile karakterize, nadir bir
otoimmiin norolojik hastaliktir. MG olgularinin yaklasik %85’ inde hastalik postsinaptik
nikotinik asetilkolin reseptoriine (AChR) karsi gelisen antikorlara bagli olarak ortaya
cikarken, geriye kalan MG olgularinin yaklasik yarisinda, kasa 6zgii reseptor tirozin
kinaza (MuSK) karsi1 gelisen antikorlar saptanmaktadir.

Bu projede immiin sistem ile iligkisi nispeten daha iyi bilinen FCRLB ve daha az bilinen
KCNS3 geninin MG patogeneziyle baglantis1 ve hastaligin tedavisi i¢in olasi bir aday
olup olamayacagi deneysel hayvan modeli olusturularak arastirildi.

Projemizde 8 haftalik, disi Balb/c farelerinde MuSK antijeni kullanilarak deneysel
otoimmiin myasthenia gravis modeli (DOMG) olusturuldu. Farelerin klinik durumlari
ve hastalik gelisimleri diizenli bir sekilde kontrol ve test edildi. FCRLB (FCRL2) ve
KCNS3 (Kv9.3) genlerinin lentiviral partikiil tasiyicili sShRNA kullanilarak susturulmasi
hedeflendi. Sonrasinda bu susturmanin, antikor yapimi, kasta kompleman depozitlerinin
birikimi ve lenf nodu hiicrelerinde immiin sistem hiicre profillerine etkisi
degerlendirildi.

Sonug olarak, FCRLB gen susturulmasinin farelerin klinik durumlarinda iyilesmeye
neden oldugu KCNS3’iin ise farelerdeki kas gii¢siizligii ile néromiiskiiler bileskedeki
19G ve C3 birikmini arttirdigi tespit edildi. Ayrica FCRLB’nin antikor yapan B hiicreleri
tizerinde baskilayici bir etki gosterebilecegi gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Miyastenia gravis, FCRLB, KCNS3, deneysel otoimmiin
miyasteniagravis, MuSK.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2021-37695
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ABSTRACT

Koral, G (2022). The Effect of B Lymphocyte Genes on Disease Development in
Experimental Autoimmune Myasthenia Gravis (EAMG). Istanbul University, Institute
of Health Science, Department of Neuroscience, Master of Science Thesis. Istanbul.

Myasthenia gravis is a rare autoimmune neurological disease characterized by
autoantibodies causing muscle weakness. In approximately 85% of MG cases, the
disease occurs due to antibodies against the postsynaptic nicotinic acetylcholine
receptor (AChR), while antibodies against muscle-specific receptor tyrosine kinase
(MuSK) are detected in approximately half of the remaining MG cases.

In this project, the association of FCRLB, which is relatively well known to be related to
the immune system, and KCNS3 gene, which is less known, with the pathogenesis of
MG and whether it can be a possible candidate for the treatment of the disease was
investigated by creating an experimental animal model.

In our project, experimental autoimmune model of myasthenia gravis (EAMG) was
induced using MuSK antigen in 8 week old female Balb/c mice. The clinical status and
disease development of the mice were regularly checked and tested. The FCRLB
(FCRL2) and KCNS3 (Kv9.3) genes were silenced using lentiviral particle carrier
shRNA. Afterwards, the effects of this silencing on antibody production, accumulation
of complement deposits in the muscle, and immune system cell profiles in the lymph
node cells were evaluated.

As a result, it was determined that silencing the FCRLB gene caused an improvement in
the clinical conditions of the mice, while KCNS3 increased the accumulation of IgG and
C3 at the neuromuscular junction with muscle weakness in mice. It was also observed
that FCRLB could exert a suppressive effect on antibody-forming B cells.

Key Words: Myasthenia gravis, FCRLB, KCNS3, experimental autoimmune
myasthenia gravis, MuSK.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TYL-2021-37695



1. GIRIS VE AMAC

Myastenia gravis (MG), T hiicresine bagimli olarak oto-antikor aracili gelisen bir
otoimmiin hastaliktir. MG, c¢ogunlukla noromiiskiiler bileskenin (Neuromuscular
junction, NMB) postsinaptik membranindaki nikotinik asetilkolin reseptorlerine
(AChR), daha az siklikla kasa 6zgii tirozin kinaza (muscle specific kinase, MuSK) ve
diger NMB proteinlerine karsi olusan antikorlarla meydana gelir. MG, hem otoimmiin
bozukluklar i¢in bir prototip hem de sinaptik islevi anlamak igin bir model haline

gelmistir®

Asetilkoline bagli myasthenia gravis daha yaygin goriilmekle birlikte MuSK-
MG, daha sik ve siddetli miyastenik krizlerle birlikte seyreder. Solunum kaslarini da
yogun olarak etkilemesiyle hayati riski arttirmaktadir. Semptomlari kontrol altinaalmak
icin uzun siireli, yiiksek doz steroidler ve diger immiinosupresanlara ihtiya¢ duyulur,
diger myasthenia gravis tiirlerinde uygulanan tedaviler MuSK-MG’de genellikle daha

az etkilidir.

MuSK-MG hastalarinin, hastalik aktivitesinin periferik bellek B hiicre
popiilasyonu ile iliskili oldugu bildirilmistir ©¥ . MuSK-MG'de siklikla kullanilan
rituksimab ile elde edilen olumlutedavi yanit, bu bellek B hiicrelerinin etkin bir sekilde
baskilanmasi ile iliskilendirilmistir ©®). Maalesef standart tedavi yontemleri (steroidler,
plazma degisimi, vb.) B hiicre popiilasyonlarina etki ederken antikor yapimini
degistirmiyor olusu ile hastalik seyrinde spesifik etki gostermedigi  seklinde

yorumlanabilir.

Deneysel otoimmiin myasthenia gravis hayvan modeli ise hastaligin
immiinpatolojisini anlamak i¢in uygun bir altyap1 olusturmaktadir. “Knock out” fare
modelleri ile yapilan calismalar MG igin yeni tedavi modelleri planlamamizi
saglamaktadir. B hiicre iliskili genleri baskilamanin hastaligin tedavisinde nasil etki
yapacagini arastirmak da ¢aligmanin amacini olusturmaktadir. Bu sekilde yeni ve daha

etkin bir tedavi stratejisi gelistirmek miimkiin olabilecektir.

Klinik deneylerde bir lentiviral uygulama sisteminin kullanilmasinin 6niinde
hala bazi engeller olsa da, lentiviriis tasiyicili shRNA ile gen susturma, yalniz

myasthenia graviste degil bir¢ok otoimmiin hastaligin tedavisine iliskin ¢caligmalarda



hedeflenebilecek bir tedavi veya hastalik mekanizmasini anlamaya yardimci bir
prosediir ortaya koyabilir. Bu sebeple, daha once myasthenia gravis hastaliginda
arastirtlmamis ancak multiple skleroz hastalarinda anlamli olarak farkli eksprese
edildigi bulunan (differentially expressed genes) FCRLB ve KCNS3 genlerinin MuSK-
MG deneysel otoimmiin hayvan modelinde nasil bir etki yaratacaginin molekiiler ve

immiinolojik olarak incelenmesi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diinden Bugiine Myasthenia Gravis

Retrospektif olarak incelendiginde myasthenia gravisin (myo: kas, asthenia:
zayiflik, gravis: siddetli) ilk tanimlanmasi, Thomas W.illis tarafindan 1672’de
yayinlanmis “De Anima Brutorum “da goriilmektedir. Willis, yayininda bulunan klinik
raporda, uzuvlar1 ve dili lizerinde uzun siireli paraliz yasamis kadin hastadan
bahsetmektedir. Alint1 yapilmasi gerekirse raporda, “Bir siire boyunca rahat ve ¢abasiz
konugabilen hasta uzun siiren diyalog sonrasinda konusma yetisini kaybetmekte ve

ancak 1-2 saat sonra konusabilir hale gelmistir.” seklinde tanimlanmistir @ |

Yaklasik iki yiizy1l sonra Erb ve Goldflam®@?®), myasthenia gravisin klinik
ozelliklerini detayli olarak agiklamislardir. Bu yiizden, 1895°te Jolly tarafindan siddetli
kas giigsiizliigii anlamina gelen myasthenia gravis ismini alana kadar hastalik “Erb-

Goldflam hastalig1” olarak anilmistir.

1901 yilina gelindiginde Campbell ve Bramwell @ 60, Oppenheim © ise 58
hastanin Klinik raporlarint inceledikleri derlemeler yazmislardir. Bu, hastaligin
taninmasinda oldukga faydal1 olmustur. 1921 yilinda Loewi ©® ve sonrasinda Dale’in ()
arastirmalari sayesinde ise néromiiskiiler sinir iletiminin, asetilkolinile uyarildigi agiga
cikmistir. Asetilkolin reseptorii ve protein yapisi 1962°ye kadar gizemini korumustur.
1962°de Chang ve Lee® | yilan toksini olan alfa bungarotoksinin néromiiskiiler
bileskeye spesifik olarak baglanarak iletimi geri doniissiiz bloke ettigini kanitlamistir.
Bu bilgi 1s1ginda ise myasthenia grvais hastalarimin kaslarinda noéromiiskiiler
bileskelerdeki asetilkolin reseptorii (AChR) sayisinin sagliklilara gore azaldigi

bulunmustur ©.

Myasthenia gravis, antikor iliskili olarak agiklanan ilk norolojik hastalik
olmustur, bu nedenle immiinologlarin ilgisini erken donemlerden itibaren g¢ekmeye
baslamistir. Simpson®® , myasthenia gravisin néromiiskiiler bileskeye (NMB) spesifik
antikorlarin neden oldugu otoimmiin bir hastalik oldugu hipotezini ilk defa ortaya atan
kisidir. Kromatografi yontemlerin gelismesiyle birlikte AChR izolasyonu yapmay1

basaran arastirmaci sayisi artmistir®?

Patrick ve Lindstrom ®? tarafindan ilk defa tavsanlar, piirifiye edilmis AChR



ile immiinize edilmistir. immiinize edilen tavsanlarda kas gii¢siizliigii goriilmiis ve
asetilkolinesteraz verilerek bu giigsiizliik tedavi edilmistir. Deneysel otoimmiin
myasthenia gravis modelinin (DOMG) ilk uygulanisi bu c¢alismayla baslamistir.
Sonrasinda hasta serumlari veya izole antikorlarin kullanilmasiyla farkli organizmalarda

bu hastalik modeli indiiklenmeye devam edilmistir @),

Giiniimiizde hiicre kiiltiiri ve DOMG modelinin uluslararasi kabul edilen
giivenilir bir temel olmasi sayesinde ¢esitli teknikler kullanilarak hastaligin nedenleri,

etkiledigi mekanizmalar ile tedavi ve ilag arastirmalari siirmektedir.

2.2. Myasthenia Gravis

Myasthenia gravis (MG), kas gii¢siizligii ile karakterize olan kronik otoimmiin bir
hastaliktir. Patolojik otoantikorlar postsinaptik noromiiskiiler bileskede bulunan
proteinlere baglanirlar ve sinir iletimine engel olurlar. MG, hem otoimmiin bozukluklar
icin bir prototip hem de sinaptik islevi anlamak icin bir model haline gelmistir®® . B
hiicresi aracili bir hastaliktir. Cogu hasta nikotinik asetilkolin reseptdriine (AChR) kars1
gelisen otoantikorlara sahiptir. Ancak AChR otoantikorlar1 bakimindan negatif olan
hastalarin yaklagik %15-20’si kasa spesifik tirozin kinaza (muscle specific kinase
MuSK) kars1 gelisen otoantikorlara sahiptir® . Farkli otoantikorlara sahip olan veya
spesifik antikor bulunmamasina ragmen myasthenia gravis goriilen hastalar da vardir.

Bu alttiplerden ayr1 bir baslikta bahsedilecektir.

MG’ye otoimmiin olma &zelligini saglayan baslica kriterler, hastalarin biiyik bir
cogunlugunda belirlenen hastaliga 6zgii antijen ve buna 6zgiil olarak gelisen otoantikor
varligidir. Hastalik kadinlarda erkeklerden daha sik goriilmektedir (3:1 veya 4:1).
Saflagtirilmis antijenik yapilar veya antijene 0Ozgii 1gG tipi antikorlar, deney
hayvanlarina enjekte edilerek MG’nin deneysel hayvan modeli olusturulabilmektedir.
Ayrica otoantikorlarin transplasental gegisi de hastalik nedeni olabilmektedir. MG’nin
organa oOzgi oOzellik tasimasi ve patogenezinde onemli bir organ olan timusun
cikarilmasindan (timektomi), tedavide sikg¢a basvurulan immiinsiipresif ilaglar ve

plazmaferezden fayda saglanmasi da otoimmiinite kriterleri iginde yer alabilmektedir.



2.2.1. Epidemiyoloji

MG nadir bir hastaliktir. Bildirilen insidans ve prevalans oranlarindaki genis
cesitlilik, son 70 yilda esas olarak Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri'nde
gercgeklestirilen gesitli epidemiyolojik caligmalara dayanmaktadir. Bu artislar, hastaligin
daha iyi bilinmesine ve tanisal antikor testi, epidemiyolojik metodoloji ve hastaligin
tedavisinde daha yiiksek sagkalim saglayan gelismelere baglanmaktadir®®. Prevalansin
100.000 niifus basina 10 ila 20 vaka arasinda oldugu; bu oranin iyilesen tedavi ve
sagkalim nedeniyle zamanla artacagi tahmin edilmektedir.

MG insidansinda bimodal bir yas dagilimi vardir, 30 yas civarinda ve 50 yas

civarinda zirve yapar ve daha sonra insidansta siirekli bir artis olur ¢7-18) |

Otoimmiin bozukluklarin tipik 6zelligi olarak, myastheniagraviste de geng yas
grubunda, kadin hasta siklig1 daha yiiksektir ve ileri yas grubunda erkeklerde biraz

daha fazla sayida goriiliir @

Juvenil MG, 1 yasindan 6nce baslayan hastalik olarak tanimlanir. 18 yas ve tiim

MG vakalarinin kabaca %10"unu olusturur.

Dogu Asya'da okiiler hastalik siklig1 daha yaygin olarak bildirilmektedir ¢0
Hem yetiskinlerde hem de ¢ocuklarda MG insidansi ve prevalansinda nispeten esit bir
cografi dagilim vardir. Tim etnik kokenler MG'den etkilense de, Afrika kokenli
insanlarda, o6zellikle MuSK’a kars1 antikor pozitifligi gorece daha yiiksektir ¢122)
MuSK antikor pozitif hastaligi, ekvatora yakin cografi bolgelerde ise daha yaygin

goriinmektedir @

2.2.2. Klinik Belirtiler

MG'nin yaygin ancak spesifik olmayan bir 6zelligi, hastalarin yasadigi,
yorgunluk olarak adlandirilan zayifligin dalgalanan dogasidir. Hastalar tipik olarak
egzersizle veya giin gegtikce semptomlarin kétiilestigini bildirecek ve bu durum, isleyen

AChR'lerin kayb1 nedeniyle néromiiskiiler iletimin azaldigini gosterecektir.

Hastalarin ¢ogunun semptomlar1 (kabaca iicte ikisi), baslangicta okiiler
semptomlarla gelen pitozis ve/veya pupilla anormallikleri olmayan diplopidir @¥. Goz
kaslarinin zayifligi genellikle asimetrik ve degiskendir. Kranial sinir Ill, IV veya VI
lezyonlar1 diplopi paternlerine yol agarken, MG'li hastalar siklikla yatay, dikey veya

diyagonal diplopi kombinasyonu yasamaktadir. Benzer sekilde, pitozis derecesi ve goz



tutulumu zamanla 6nemli 6l¢iide degisebilir. Siirekli yatay ve dikey bakis, Cogan kapak
segirmesi degerlendirmesi ve perde isareti degerlendirmesi dahil olmak iizere

yorulabilir okiiler zay1flig1 dogrulamak igin birden fazla yatak basi manevrasi yapilabilir
(25)

Hastalarin yaklasik %75'inde, tipik olarak bagvuruyu takip eden ilk 2 ila 3 yil
icinde genel giigsiizlikk gelisir; anti-MuSK MG'de genel gii¢siizliige yayilim daha hizli

olabilir 19:26.27)

Hastalik jeneralize oldugunda bulbar, boyun ve proksimal ekstremite kas

tutulumuna egilim vardir 42829

Hastalar, yemek yeme siiresi arttikca ¢ene yorgunlugu nedeniyle ¢igneme
giiclugii gelistirebilir. Benzer sekilde, yutma, yutak veya dil kaslarinin zayifligindan
dolay1 etkilenebilir ve sivilar igin disfaji, katilardan daha sik goriliir. Konusma
yorgunlugu klinikte bir hastadan 50 veya 100'e kadar yiiksek sesle saymasi istenerek
degerlendirilebilir. Bifasiyal zayiflik, ifadesiz yiiz ifadeleri, giilimsemede gii¢liik, 1slik
calma ve goz kapaklarimi tam olarak kapatamama ile sonuglanabilir. Yiiz ifadesi
eksikligi hastalar i¢in sosyal bir sikinti kaynagi olabilir. MG'de boyun fleksiyon
zay1fligi baskindir @), Nadiren boyun ekstansor giigsiizliigiine bagli bas diismesi ile
basvurabilir; bu sunum daha ¢ok MuSK MG'de goriiliir ?®2®), MG hastalarinin %40
kadarinda solunum kas gii¢siizliigii ortaya ¢ikabilir ve bu da efor veya ortopne ile

birlikte dispneye neden olabilir @4

MG'li hastalarin yaklasik %15 ila %20'si miyastenik kriz yasar, miyastenik kriz
MuSK MG'de daha yaygindir. Klinik iyilesme gerceklesene kadar, invaziv olmayan

pozitifbasingli ventilasyon ile destek olunur 242630

2.2.3. Tam

AChR antikorlarinin tespiti i¢in serolojik testler, elektrofizyolojik inceleme ve
asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorlerine yanitin degerlendirilmesi ile birlikte genellikle
MG teshisi i¢in ilk adimdir ®Y. Ayni hastadan alinan seri numunelerin AChR antikor
titre testi, ilerlemelerini izlemek ve hastalik yonetimine rehberlik etmek i¢in 6nemlidir.
Ek olarak, AChR antikor titresi, annenin titresi 100 nM'nin iizerinde oldugunda gegici

neonatal MG'nin goriilmesi olasidir. 10 nM'nin altinda oldugu zaman risk olusturmadig1
kabul edilmektedir ¢2.



AChR antikor tespiti i¢in su anda en yaygin olarak kullanilan ydntem,
radyoimmiinopresipitasyon testidir (RIPA)®®. AChR i¢in oldukca spesifik bir
antagonist olan 125l-a-bungarotoksin ile insan AChR'sinin dolayli olarak
etiketlenmesine dayanir G - AChR antikoru icin uygulanan RIPA, ¢ok yiiksek
ozgiilligii (yaklasik %99) ve jeneralize MG durumunda yaklasik %85 ve okiiller MG'de
yaklasik %50 olan duyarliligi nedeniyle uzun yillardir MG tanisinda altin standart

olmustur G4

Nadir durumlarda, diger otoimmiin bozukluklari olan veya MG'si olmayan
timoma olan hastalarda AChR antikorlari bulunabilir > RIPA kantitatif sonug verir ve
hastalar1 izlemek i¢in otoantikor titresi belirlenmesini saglar. AChR antikorlar: igin
enzim baglantil1 immiinosorbent testi (ELISA) da mevcuttur ancak standart RIPA kadar
duyarli degildir ®® Rutin tanida RIPA kadar ilgi gormemistir. RIPA'ya radyoaktif
olmayan bir baska umut verici alternatif, hedef antijenin floresan ile etiketlendigi bir
floresan immiinopresipitasyon testidir (FIPA). Bu yontemin nispeten iyi bir duyarliliga
ve Ozgiilliige sahip oldugu gosterilmistir, ancak yine de RIPA kadar iyi degildir.
Radyoaktivitenin tehlikelerini elimine etmis olsa da 6zel ekipman ve uzmanlik

gerektirir. Bu da rutin tanry1 zorlagtirir @7

Ayrica ardisik sinir uyarim testleri ve tek lif elektromiyografi MG tanisinda
kullanilabilir. Timusun radyolojik incelemesi MG tanis1 koyulduktan sonra timoma
veya timik hiperplazi olup olmadigini arastirmak tizere yapilir. Mediastenin bilgisayarli

tomografisi ile hemen tiim timomalar saptanabilir.

2.2.4. Tedavi

Tanm1 degerine ek olarak otoantikor 6zgiilliigiiniin belirlenmesi de hastaligin
dogru tedavisi i¢in ¢ok énemlidir. Ilk olarak, AChR ve MuSK serum otoantikorlarinin
saptanmasi, MG i¢in pratik olarak kesin bir teshis saglayarak uygun tedavinin
baslanmasina olanak tanir. Ayrica, antikor titresinin izlenmesi, hastaligin ilerlemesini ve

tedaviye yanit1 takip etmede ¢ok faydali olur ¥

Terapotik yaklasim MG alt gruplar1 arasinda farklilik gosterir. MuSK-MG
hastalar1 daha siddetli semptomlara ve genel giigsiizliige sahip olma egilimindeyken bu
hastalarda tedavinin kesilmesi siklikla semptomlarin kétiilesmesine yol acar®® Ek
olarak, MuSK-MG hastalari, MG i¢in birinci basamak tedavi olarak yaygin olarak
kullanilan bir AChE inhibitorii olan piridostigmin ile tedavi edildiginde yan etkiler



gosterebilir ve bu hastalarda timektominin yararliligint destekleyen ¢ok az kanit vardir
“0- Bte yandan, genellikle plazma degisiminden (PLEX) biiyiik 6lciide yararlanirlar ve
diger MG alt gruplarina gore daha belirgin olarak rituksimab uygulamasina ¢ok iyi
yanit verirler®#?. Ayrica titin veya RyR antikorlar1 olan AChR antikoru pozitif
hastalar daha siddetli hastaliga sahip olma egilimindeyken, erken baslangicli MG’de

bunlar timoma gostergesidir ).

Seronegatif MG, MuSK-MG ve LRP4-MG hastalarinda genellikle AChR-
MG'de goriilen tipik timus patolojisinden yoksun olduklarindan timektominin yarari

stiphelidir ¥,

Ozellikle Japon hastalarda, Kv1.4 antikorlarinin varligi kardiyak fonksiyon
bozuklugu ve ciddi komplikasyonlarlailigkilendirilmistir, bu buna gore izlenmelidir. Bu
nedenle hastalara sadece klinik ve elektrofizyolojik muayene ile degil serolojik olarak
da tam konulabilmesi 6nemlidir. MG i¢in en yaygin tedavi stratejileri su anda AChE
inhibitorleri, immiinosupresif ajanlarin  kullanimi, timektomi, intraven6z

immiinoglobulin (IVIG) ve plazmaferezdir ¢4 .

Bununla birlikte, bunlar biiyiik 6l¢iide spesifik degildir ve bu nedenle, 6zellikle
yasam boyu gerekli olan immiinosupresif tedavi goz oniline alindiginda, ¢esitli yan
etkiler eslik edebilir. Yeni tedaviler, antijene 6zgii olmayr hedeflemelidir, yani
bagisiklik sisteminin ¢ogunlukla MG'de iyi bilinen spesifik otoimmiin bilesenlerini

hedef almalidir ©® .

2.3. MG’de Hastalik Altgruplarn

Hastalik 40 ya da 50 yasindan 6nce baslarsa erken baslangigh MG (EOMG)
olarak siniflanir. Erken ve ge¢ baslangi¢ sinir1 yakin zamana kadar 40 olarak kabul
edilmigse de son zamanlarda daha ¢ok 50 yas kullanilmaktadir. Bu grupta siklikla
timusta folikiil hiperplazisi goriinmektedir. Daha siklikla kadinlarda rastlanan bu alt
tipte timusta hiperplazi olmasi ve hastalarin timektomiye yanit vermesi gibi 6zellikler

stk bulunur ve EOMG en sik goriilen alt tiptir (Tablo 1).

Hastalik 40 ya da 50 yastan sonra basladiginda ge¢ baslangi¢cli MG (LOMG)
olarak gruplanabilir. LOMG’de kadin ve erkek dagilimi esittir. Bu grupta timusun
atrofisi daha sik gorilir. Hastalarin bir kisminda anti-riyanodine veya anti-titin (bir
iskelet kas1 proteini) gibi bagka otoantikorlar da bulunur.



Anti-AChR antikoru bulunmayan MG hastalarinin bir grubunda MuSK’a kars1
otoantikorlar bulundugu gosterilmistir. Anti-MuSK antikoru ile gelisen MG’de, timus
genel olarak normal ya da hafif degisiklige ugramis olarak degerlendirilmektedir.
MuSK-MG, daha ¢ok geng- orta yaslarda ve kadinlarda goriiliir. Hastaligin klinik olarak
AChR-MG’ye gore daha agir siddetli seyrettigi bildirilmektedir.

Hastalarin kii¢iik bir béliimiinde (yaklasik %10) hastalik okiiler kaslarla sinirli
kalir. Okiiler MG, jeneralize MG’ye gore hafif seyirli sayilir, fakat pitoz ve diplopi
belirtilerinden dolay: giinliik yasami etkiler. Okiiler MG’nin sik goriildiigii gruplar
prepubertal hastalar ve yash erkeklerdir.

MG’de siklikla timusta patolojik degisikliklere rastlanmaktadir. Timoma
timusun korteks, medulla veya her iki bolgesinden de koken alabilen, timik epitel
hiicrelerinin heterojen tiimorleridir. Timustaki anomalilerden biri timik timordiir
(ttmoma). Timomali1 hastalarin % 30’unda MG ortaya ¢ikarken, MG hastalarinin % 10-

15’inde timoma goriilmektedir. Timomali MG hastalarinin hemen hepsinde anti-AChR

pozitiftir.
Alttip Antikor Farkh bir antikor daha  Yas araligi Yiizdelik dagihm Timus patolojisi
bulunabilir mi ?
Erken baslangich Anti-AChR Nadir <50 yas 15-25 % Hiperplaji
Geg baslangich Anti-AChR Genel >50 yas 35-45 % Atrofi
Neonatal MG Anti-AChR Nadir Bebeklik 5-30 % ihtimalle Degisken
Timoma ile MG Anti-AChR Sik Herhangi 10% Lenfoepitelioma
MuSK-MG Anti-MuSK Nadir Herhangi 1-10 % Normal
LRP4 Anti-LRP4 Nadir Herhangi 1-5% Normal
Seronegatif Bulunmaz Degisken Herhangi 10-15 % Degisken
Okiiler Degisken Nadir Herhangi 15% Degisken

Tablo 1 Myasthenia graviste goriilen hastalik alttipleri

2.3.1. Asetil Kolin Reseptoriine Kars1i Otoantikorlarin Varhg: ile Gelisen
Myasthenia Gravis (AChR-MG)

Anti-AChR antikorlarina sahip MG, erken baslangicli MG (50 yildan once
baslayan semptom) ve geg baslangi¢li MG (50 yil sonra baslangigli) olarak ikiye ayrilir.
Her iki alt grupta da semptomlar geneldir. AChR-MG olmayan alt tiplerde, erken ve geg

baslangi¢ arasindaki ayrimin prognostik veya tedavi igin kanitlanmis bir degeri yoktur
(48)

AChR-MG'de erken baslangigli ve geg¢ baslangicli hastalik tipleri, timik patoloji,
HLA genotipi ve diger genetik degiskenler, otoimmiin komorbiditesi ve tedaviye yanit

acisindan farklilik gosterir. Ornegin, timektominin erken baslangicli MG'de net klinik
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faydalar1 vardir, ancak ge¢ baslangich MG'de faydalari daha tartismalidir ve
muhtemelen yoktur. Ayrica, immiinosupresif ilaglara verilen yanitin yani sira yan
etkilerin riskleri ve klinik 6nemi, erken baslangi¢li ve geg baslangicli formlar arasinda

farklilik gosterebilir #49-50-5152)

MG baslangici ¢ocuklukta ortaya ¢ikabilir. Cocukluk ve jiivenil MG'nin klinik
seyri, eriskinlerdeki erken baslangi¢li MG'ninkine benzerdir. Juvenil MG, Dogu Asya

popiilasyonlarinda en yaygin olanidir ¥

Neonatal myasthenia gravis, maternal antikorlarin transplasental gecisinin neden
oldugu antikor aracilt bir hastaliktir. Myasthenia gravisli annelerin yaklasik dortte ticii
anti-AChR antikorlarina sahiptir. MG'li annelerin ¢ocuklarinda, zamanin yaklasik %5

ila %30'unda neonatal myastheniagravis gelisir ©* .

2.3.2. Kasa Spesifik Kinaza Kars1 Otoantikorlarin Varhgi ile Gelisen Myasthenia
Gravis (MuSK MG)

Kasa Spesifik Kinaz myasteniagravis (MuSK-MG), genel kas giigsiizliigiine yol
acan noromiiskiiler iletimi bozan otoimmiin bir hastaliktir. AChR-MG, daha yaygin bir
myastenia gravistir ancak, MuSK-MG, daha sik ve siddetli miyastenik krizlerle birlikte
esas olarak bulbar ve solunum kaslarini etkiler. Semptomlar: kontrol altina almak igin
uzun siireli, yiiksek doz steroidler ve diger immiinosupresanlara ihtiyag duyulur,

tedaviler genellikle daha az etkilidir.

Fizyolojik kosullar altinda MuSK, néromiiskiiler bileskede (NMB) postsinaptik
AChR kiimelerinin gelisimi ve bakimi i¢in temel olan bir fosforilasyon kaskadini
diizenler. Motor sinir terminali tarafindan sinaptik araliga salgilanan Agrin, MuSK'u
aktive eden diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii ile iligkili protein 4'e (LRP4)
baglanir. MuSK-MG'de, monovalent MuSK’a spesifik 1gG4 tipi otoantikorlar, MuSK-
LRP4 etkilesimini bloke ederek MuSK aktivasyonunu onler ve AChR kiimelerinin
dagilmasina yol acar. Daha diisiik seviyelerde MuSK 1gG1, 2 ve 3 antikor alt siniflari da

mevcuttur ancak bunlarin hastaligin patogenezine katkilari tartismalidir @7,

Anti-MuSK antikorlarinin varligi genellikle daha siddetli ve yaygin kas zayiflig1
ve bazen de kas atrofisi ile iliskilidir ®> . MG'li anti-MuSK-pozitif hastalarin biiyiik
cogunlugu kadindir. MuSK-MG'de kas giicii diger MG alt tiplerinde oldugundan daha
az dalgalanir ve genellikle hastaligin erken evrelerinde bulbar ve yiiz kaslar1 da

tutulur®9 Uzuv zayifligt AChR-MG'ye gére daha az yaygindir ve okiiler kaslar
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korunabilir. Daha da 6nemlisi, MuSK-MG hastalarinda solunum gii¢liigii diger alt
gruplara gore daha olasidir® . Klinik goriiniim MuSK-MG siiphesine yol acabilir,

ancak bu alt grup igin spesifik, mutlak klinik kriterler yoktur.

2.3.3. Diisiik Yogunluklu Lipoprotein Reseptorii ile iliskili Protein 4 Kars:
Otoantikorlarin Varhg ile Gelisen myasthenia gravis (LRP4-MG)

LRP4 antikorlarina sahip MG, diger alt gruplara gére daha az karakterize edilir.
Bu gruptaki hastalar, hem ilk sunumda hem de hastalik progresyonu boyunca daha hafif

semptomlara sahip olma egilimindedir "%

Bu hastalar ¢ok nadiren solunum destegi gerektiren bir miyastenik kriz yasarlar.
Timoma bildirilmemistir. Birka¢ hastanin anti-AChR, anti-MuSK ve anti-LRP4
antikorlarinin bir kombinasyonuna sahip oldugu bildirilmistir; bu hastalar daha siddetli
MG'ye sahip olma egilimindedir ve baz1 goriislere gore ilgili AChR antikor alt grubuna

gore kategorize edilmelidir ©% .

2.3.4. Seronegatif MG

MG hastas1 olan ancak anti-AChR, anti-MuSK veya anti-LRP4 antikorlar1 i¢in
pozitif test sonucu olmayan hastalar, seronegatif MG'ye sahip olarak tanimlanir ve
jeneralize (okiiler olmayan) MG hastalarinin yaklasik %10'unu olusturur 60616263

Tan1 konulmasi kullanilan antikor testlerinin duyarliligina baglidir.

Seronegatif MG grubu, afiniteleri veya konsantrasyonlar1 tespit edilemeyecek
kadar diisiik antikorlar1 olan hastalar1, ilgili antijenlere karsi antikorlar1 olan heniiz
tammmlanmamis ve test edilemeyen hastalar1 ve aracilik etmeyen miyastenik

semptomlari olan hastalari igerdiginden heterojendir.

Bazi hastalarda tekrarlanan testler, artan antikor konsantrasyonu, epitop
yayilmasi veya artan test duyarliligi nedeniyle diger alt gruplardan birine gecis
olabilmektedir. ilk degerlendirmeden 6-18 ay sonra seronegatif MG'de tekrarlanan

testlerin yapilmasi 6nerilmektedir % .
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Sekil 1: Sinir-kas kavsaginin (NMJ) ve asetilkolin reseptérlerinin (AChR'ler) kiimelenme yolunun
sematik gosterimi.

(A) Sinaptik sonrasi kas membraninda, diisiik yogunluklu lipoprotein reseptériiile ilgili protein 4 (LRP4)
ve Kas Spesifik Kinaz (MuSK) gevsek bir tetramer olusturur ve bu asamada AChR'ler sarkolemma
boyunca dagilir. (B) Agrin, motor sinir terminali tarafindan sinaptik araliga salgilanir ve LRP4 ile
etkilesime girerek LRP4-MuSK tetramerinde bir konformasyonel degisiklik meydana getirir. Bu,
intrasitoplazmik alanindaki tirozin kalintilarinin bir oto-fosforilasyon dongiisii yoluyla MuSK
aktivasyonuna yol agar. (C) DOK7'nin alinmasi, MuSK fosforilasyonunu gii¢lendirir ve Crk, Ckr-1, Abl
ve Scr dahil olmak iizere gesitli ara proteinleri iceren agagi yonde fosforilasyon selalesini tetikler.
Kimelenme yolu, AChR'nin alt birimlerinin fosforilasyonu ve AChR kiimelerini alttaki aktin
filamentlerine sabitleyen rapsin alimiyla sonuglanir. LRP4, motor sinir terminalinde ACh vezikiillerinin
kiimelenmesini artiran retrograd bir sinyal araciligiyla presinaptik gelisime katilir. (D) Ekstraselliiler
matriks (ECM) yoluyla MuSK ayrica, AChR'ye baglanmasindan sonra asetilkolinin (ACh) hidrolizinden
sorumlu asetilkolinesteraz enzimine (AChE) tetramerler halinde baglanan ColQile de etkilesime girer.
doi:10.3389/fnmol.2020.00159.
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2.4, Noromiiskiiler Bileske ve Sinir Tletimi

Noromiiskiiler bileskeler (NMB), omurilik motor néronlarinin sinir terminalleri
ile norotransmiter olarak asetilkolini kullanan iskelet kasi lifleri arasinda olusan uyarici
kimyasal sinapslardir. iskelet kaslarindaki kas lifleri, dogrudan omurilikteki alt motor
noronlardan monosinaptik girdi alir. Bu nedenle, omurilikten ¢ikan motor néron

aksonlari, kas liflerini inerve etmek icin uzun mesafeler katederler 4 .

Iskelet kaslarinin ¢cogunda, bir kas lifinde bir NMB bulunur. Olgun bir NMB,
bir motor sinir terminali tarafindan inerve edilir; dolayisiyla kas lifi ile motor néron
arasinda birebir iliski vardir. Bununla birlikte, bir motor néron, aksonunu hedef kas
i¢cinde dallara ayirarak ¢oklu kas liflerini inerve eder. Bir motor noron tarafindan inerve

edilen bu kas lifleri grubuna motor tinite denir ¢

Motor sinir terminalleri, NMB'leri olusturmak i¢in sinaptik araliklar1 doldurur.
Motor sinir terminalleri ve kas lifleri, dogrudan temas etmez veya bir hiicre yapisma
kompleksi olusturmaz. Motor sinir terminallerinin hiicre zarlar1 ve kas lifleri, yaklasik
30 — 50 nm'lik sinaptik yarik adi verilen bir boslukla ayrilir. Sinaptik yarikta,
asetilkolinesteraz, her sinaptik iletimi sonlandirmak igin norotransmiter asetilkolini
hidrolize etmek i¢in birikir. Sinaptik yarik, bazal laminay: olusturan hiicre dis1 bir

matriks ile doldurulur 6566)

Kas liflerinin hiicre zar1 olan sarkolemmanin ekstrasinaptik alani, bazal
membran olarak da adlandirilan bag dokusu tabakasini oOlusturan i¢ bazal lamina
tabakasi ve dis retikiiler lamina tabakasi ile ¢evrilidir. Bazal lamina kollajenler,
fibronektinler, lamininler, nidojenler ve perlekandan olusur ©7. Hiicre dis1 matriks
proteinleri, sinaptik yarikta i¢ ige ge¢mis bir alan olusturur. Bu proteinler, NMB'lerin
sinaptik 6ncesi ve sonrasi uzmanlagmasinin organizasyonu ve siirdiiriilmesi igin iglevsel

rollere sahiptir ©® .

Saglikli bir NMB'nin sinir terminali, neredeyse tam bir ortiisme ile bir
asetilkolin reseptor kiimesi bolgesini kaplar. NMB'lerin sinaptik vezikiilleri, asetilkolin
icerir ve presinaptik zarin yakininda lokalize olur. Spesifik olarak, sinaptik vezikiiller
presinaptik zarin aktifbolgelerinde birikir. Aktif bolgeler, sinaptik vezikiillerin biriktigi
ve norotransmiter asetilkolinin ekzositotik salinimi ig¢in presinaptik membran ile

kaynastig1 sinaptik vezikiil salma bolgeleridir ¢°79
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Aksiyon potansiyelleri presinaptik terminallere ulastiginda, voltaj kapili
kalsiyum kanallar1 acilir ve aktif bolgelerde kalsiyum akisini indiikler. Kalsiyum
konsantrasyonundaki artis, SNARE proteinlerinin konformasyonel bir degisikligine ve
kenetlenmis sinaptik vezikiillerin presinaptik zar ile kaynasmasina neden olur.
Asetilkolin ekzositozla salinir, difiizyonla sinaptik yarik boyunca yayilir, postsinaptik
zarda yogunlasan asetilkolin reseptorlerine baglanir ve kas liflerinin kasilma igin

depolarizasyonuna neden olur V.

2.4.1. Agrin- LRP4 ve MuSK Yolag

NMB organizasyonunun molekiiler mekanizmalar1 incelenmistir, ve bu bilgiler
myasthenia gravisin daha iyi anlasilmasina katkida bulunmustur. Proteoglikan olan
agrin, sinir terminallerinden salgilanir ve diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii ile

iliskili protein4 (LRP4) ve MuSK'dan olusan postsinaptik reseptorlere baglanir 273,

Bu sinyallesme sitozolik proteinler Dok-7 ve rapsin'i asetilkolin reseptorlerinin
kiimelenmesini saglar ve postsinaptik hazirliklar i¢in indiikler. Myasthenia graviste
transmembran proteinler, asetilkolin reseptorleri ve MuSK, otoantikorlarin hedefi haline

p (73-74)

geli

MG’de ¢ogunlukla AChR’ye karsi gelisen otoantikorlar fonksiyonel AChR’lerin
sayisinin  azalmasina, aksiyon potansiyeli kaybina ve noromiiskiiler iletinin
zayiflamasina sebep olmaktadir. Anti-AChR antikorlar1 3 mekanizma ile néromiiskiiler
iletiyi etkilemektedir. Birincisi, NMB’de kompleman baglanmas1 ve aktivasyonu ile
meydana gelen lizistir. Bu AChR kaybina ve néromiiskiiler iletinin zayiflamasina neden
olmaktadir. Bu durumda normal postsinaptik membran katlanmasinda bozulma ve
voltaj kapili Na+ kanallar1 sayisinda azalma ve kas lifi aksiyon potansiyelinin esik
degerinde artma meydana gelmektedir. ikinci mekanizma antikorlarn AChR
molekiiline ¢apraz baglanmasiyla, endositoz meydana gelmekte AChR’nin
internalizasyonu ve degradasyonu ortaya cikar, antijenik modiilasyon adini alir.
Sonuncusunda ise AChR’nin ACh baglama bolgesine dogrudan baglanan antikorlar,

fonksiyonel olarak reseptoriin bloke olmasina sebep olmaktadir.
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2.5. MuSK MG’nin Patofizyolojisi

MuSK, hiicre dis1 alana, transmembran sarmal alana ve tirozin kinaz aktivitesine
sahip sitoplazmik alana sahip bir kas membran proteinidir. Hiicre dis1 alani, g
immiinoglobulin-benzeri bolge (1g) ve sistein agisindan zengin bir alan igerir. Bu alan
Frizzled benzeri alan olarak da adlandirilir. MuSK antikorlarinin ¢gogu, MuSK hiicre dist

alaninin Ig benzeri bolgelerine baglanir 737,

AChR antikorlarinin aksine, MuSK antikorlar1 komplemani aktive etmeyen ve
Fab kol degisimi nedeniyle fonksiyonel olarak énemli olan 1gG4 alt simifina aittir 78,
Patojeniteleri, MuSK'nin ilk Ig benzeri alanina baglanma yoluyla MuSK ve kollajen Q
veya LRP4 arasindaki etkilesimlerin inhibisyonundan ve ardindan hem agrin kaynakli
hem de agrinden bagimsiz AChR kiimelenmesinin azalmasindan kaynaklaniyor gibi

goriinmektedir 7989

Asagida goriilecek Sekil 2.A gorselinde, MuSK-MG'de, IgG4 alt sinifinin
otoantikorlart MUSK'nin ektodomainine baglanir ve LRP4 ile etkilesimini dnler ve asag1
yondeki sinyalleri bloke eder. Fosforilasyon kaskad: bu nedenle engellenir ve AChR
kiimelerininnihai dagilmasina neden olur. LRP4'in aracilik ettigi retrograd sinyalleme
kaybi, aksi takdirde AChR-MG'de karakteristik olan MuSK-MG hayvan modellerinde

gozlenen ACh vezikiillerinin presinaptik adaptifartisinin olmamasini da agiklayabilir.

Sekil 2.B kisminda goriilecegi iizere MuSK otoantikorlar1 tarafindan ColQ-
MuSK baglanmasi blogunun, NMJ'de ECM'den AChE kaybina yol agabilecek patojenik

bir mekanizma oldugu one siiriilmiistiir.

Sekil 2.C’ de ticari veya klonlanmis (monospesifik) MuSK antikorlarinin iki
degerlikli baglanmasinin, MuSK dimerizasyonuna ve aktivasyonuna neden olarak
ektopik, ekstra sinaptik AChR kiimelerine yol agtig1 6ne siirtilmiistiir. Bitisik motonéron
terminallerinden yoksun olacaklari i¢in bunlar ndéromiskiiler iletimde yer almazlar.
Ektopik AChR kiimelerinin olusumu i¢in, AChR sinapslardan da alinabilir ve bdylece
NMJ'yi AChR'den tiiketir.

Sekil 2.D’de gorildigi gibi in vivo MuSK antikorlar1 (IgG1-3), Clq'yi
toplayabilir ve klasik kompleman yolunu aktive ederek NMJ'de kompleman aracili
hasara neden olabilir. Sekil 2.E’de ise MuSK antikorlar1 ayrica MuSK'y1 capraz
baglayabilir boylece MuSK'u kas zarindan etkili bir sekilde tiikketebilir ve agrin-LRP4-
MuSK-DOK?7 sinyal iletiminin kaybina neden olabilir.
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2.5.1. MuSK’a Kars1 Gelisen Otoantikorlarin Patolojik Mekanizmasi

MuSK antikorlarinin patojenitesinin en ilgi ¢ekici yonlerinden biri, antikorlarin
kendi dogasinda bulunur. 1gG1-3 antikorlarinin aksine, 1gG4'ler fonksiyonel olarak
monovalenttir. Bunun nedeni, CHs; omurgasindaki IgG1 ve 1gG4 arasindaki tek amino
asit farkliliklarinin daha biiyilik stereomerik esneklige izin vermesidir. Sonug olarak,
zincir igi (intrachain) distilfid kopriileri, indirgeme kosullar1 altinda olusur. IgG4'tin iKi
yarim molekiiliinii arasinda kovalent baglanti olmadan birakir Y, CH3 alanindaki diger
tek amino asit farkliliklari, agir zincirler arasindaki kovalent olmayan etkilesimleri
azaltir. Bu durum, her bir yar1 antikorun IgG4 yar1 antikor havuzundan rastgele segilen
diger yar1 antikorlarla degis tokus yaptigi Fab-kol degisim (Fab-arm exchange)
fenomenine izin verir 2, Bu degisim baska bir antikorun agir ve hafif zincirinin igG4
izotipinde yer degistirmesiyle lgG4’iin kimerik hale gelmesine sebep olmaktadir. Bu
ozelliklerle anti-MuSK antikoru varliginda NMB’de kompleman birikimi ve AChR
kaybt meydana gelmez. Bu bulgular MG’nin bu iki alt tipinde farkli patolojik

mekanizmalar ile hastalik olusumuna isaret etmektedir.

Sonug olarak, 1gG4 MuSK antikorlarinin tiimii olmasa da ¢ogu, antijenleri igin
divalent degil, monovalenttir . 1gG4'iin CH; alanindaki tekli amino asit farkliliklari,
onu kompleman kaskadini aktive etmek i¢in C1qg'ya veya bagisiklik hiicrelerini aktive
etmek i¢in FCY'R'ye baglanamaz hale getirir. Bunun yerine, IgG4 antikorlar1 yalnizca bir

proteinin islevini bloke edebilir veya diger proteinlerle etkilesimini engelleyebilir .

2.5.2. Kompleman Sistemi

Kompleman sistemi hem dogal hem de antikor aracili bagisiklikta 6nemli bir rol
oynar. Mikroorganizmalar1 taniyip ortadan kaldirarak konagi enfeksiyona karsi
savunmak icin hareket eder ve antikor yanitlarini artirarak dogustan gelen ve adaptif
bagisiklik arasinda bir baglanti olusturur. Ayn1 zamanda bagisiklik komplekslerinin ve

6lii veya modifiye edilmis kendi hiicrelerinin uzaklastiriimasinda da rol oynar )

Kompleman kaskadi, plazmada ve hiicre yiizeylerinde bulunan 30'dan fazla
protein igerir ve aktivasyonu sirali ve dikkatli bir sekilde diizenlenir. Kaskadin
baslamasini, amplifikasyon takip eder ve membran atak kompleksinin (MAC) olusumu

ile sonuglanir ©5-86)
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Ug farkli kompleman yolu vardir: klasik yol, lektin yolu ve alternatif yol ve her

birininbir C3-konvertaz olusumuna yol acan farkli bir baglatma mekanizmasi vardir.

Baslatmay1 takiben, C3 konvertaz C3'i C3b'yi olusturmak tizere boldiikge,
kompleman kaskadi amplifiye edilir, bu daha sonra iiretim yerine yakin baska ylizeye
bagli konvertaz kompleksleri olusturur. Terminal kompleman aktivasyonu, C3b ve bir
C3 konvertazin bir C5 konvertaz olusturmak ftzere birlesmesiyle baglar. C5
dontstiiriictiler, C5'i C5b ve C5a'y1 olusturmak iizere pargalayarak MAC olusturma
siirecini baslatir. C5b daha sonra MAC'i olusturmak icin C6, C7, C8 ve C9'un birden
¢ok kopyasiyla birlesir ®),

MAC'ler, hiicre zarlarina giren, gozenek olusumuna ve nihayetinde ¢ekirdeksiz
hiicrelerin hiicre lizisine ve ¢ekirdekli hiicrelere zarar veren lipofilik protein

kompleksleridir &,

2.5.3. B Hiicrelerin Rolii
B hiicre deplesyon tedavisi MuSK MG'de etkili olmaktadir, ancak AChR MG'de

; (88-89)

daha az etkili gortinmektedi . Bu gozlem, otoantikorlara yol acan altta yatan B

hiicre popiilasyonlarinda farkliliklar olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kendine kars1 bir bagisiklik tepkisinin gelismesinden kaginmak igin, iki ayri
tolerans mekanizmasi, gelisimleri sirasinda B hiicrelerini seger ©® . Birincisi, erken
olgunlasmamis ve olgunlasmamis B hiicresi gelisim asamalar1 arasinda kemik iliginde
merkezi bir tolerans kontrol noktasidir. Bu, kendi kendine tepkimeye giren antikorlar
ifade eden biiyiik bir B hiicresi popiilasyonunu ortadan kaldirir % . ikinci kontrol
noktasi, olgun naif B hiicre bolmesine girmeden 6nce kendi kendine tepki veren yeni
gégmen (emigrant/transitional) B hiicrelerini eler. Bu tolerans mekanizmalarinin

biitiinliigiindeki eksiklikler otoimmiin hastaliklarda goriilebilir ©¢29%)

MuSK-MG hastalar1 derin B hiicre patolojisi sergiler ve MG hastalarinin

hastalik aktivitesi bellek B hiicrelerinin yeniden popiilasyonu ile iliskilidir ©.

CD27+ bellek B hiicreleri, otoimmin ve inflamatuar bozukluklarin
patogenezinde yer almistir ©®®. Ayrica MG hastalarinda MuSK-MG'de siklikla
kullanilan rituksimab ile elde edilen olumlu tedavi yanit1 ve siirekli Klinik iyilesme,

CD27+ bellek B hiicrelerinin etkin bir sekilde baskilanmasi ile iliskilendirilmistir ©®°7) .
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2.6. Hastalik Mekanizmasini Anlamaya ve Tedaviye Yonelik Yaklasimlar

Genel anlamda, myasthenia gravis, hastalarin 6nemli bir b6liimiinde tam ve stabil bir

remisyonun saglanabildigi, tedavi edilebilir birka¢ norolojik bozukluktan biri olarak

kabul edilir. Bununla birlikte, MuSK-MG, semptomlarin agirligi ve genellikle tedaviye

zay1f yanit vermesi nedeniyle tedaviyi zorlastirir.

MG tedavisi her hasta i¢in kisisellestirilmelidir. Dogru MG alt gruplandirmasi, tedaviyi

secerken ilk adimdir. Otoantikor paterni, baslangi¢ yasi, timus patolojisi ve kas

zayifliginin derecesi, bu tiir alt gruplama icin esastir. Tedavi semptomatik ve

immiinosupresif ilaglari, destekleyici 6nlemleri ve bazen timektomiyi igerir. Tedaviyi

gercek semptomlara uyarlamak ve yeni alevlenmeleri onlemek igin 6zel takip gereklidir

#% MG de mevcut tedaviler Tablo 2°de 6zetlenmistir.

Tablo 2 Myasthenia gravis tedavisi i¢in kullanilan ilag ve uygulamalar

Symptomatic

Treatment Mechanism Negative Aspects
Pridogstigmine Acethylcholinesterase inhibitor Not beneficial for MuSK-MG
Neostigmine Acethylcholinesterase inhibitor Shorter half-life

Ambenonium chloride

Acethylcholinesterase inhibitor

Less effective

treatments . A .
K+ channel blocker/increasing the presynaptic release of
3-4 diaminopyridine ACh vesicles Needs more controlled clinical trials
Prednisone Broad action on the immune system Long-term steroid usage-adverse effects
Prednisolone Broad action on the immune system Long-term steroid usage-adverse effects
Immunosuppressants |Azathioprine Steroid-sparing agent Takes 6-15 months for an optimal effect
Rituximab CD20+ B cell depleting Risk of precipitating other autoimmune disorders
Mycophenolate mofetil Steroid-sparing agents Carries a teratogenic risk
Cytotoxic Methotrexate Single immunosuppressive agents High risk of adverse effects
immunosuppressants |Cyclosporine Single immunosuppressive agents Adverse effects- only beneficial in AchR-MG
IVIG Intravenous immunoglobulin infusion Less efficacy in MuSK-MG

Immunoactive

Plasma exchange (PLEX)

Takes autoantibodies out of system

Time consuming and repetative

treatments Salbutomol B-adrenergic agonists Needs more randomized clinical trials
Ephedrine B-adrenergic agonists Needs more randomized clinical trials
Invasive approach [Thymectomy Removal of thymus (whole or partial) Effective only on AchR-MG
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2.7. MG’de Aday Genler: FCRLB ve KCNS3

2.7.1. Fc Reseptor Benzeri Yap1 B (Fc receptor-like = FCRLB)

FCRLB, Fc reseptor ailesine aittir. Fc reseptorleri, immiinoglobulin (Ig) sabit
bolgelerine baglanma yetenekleri araciligiyla fagositoz, antikora bagimli hiicre
sitotoksisitesi, ani asir1 duyarlilik ve immiinoglobulinlerin transsitozunda yer alir (Sekil
3).

FCRL3 Colligation Colligation of FCRL3 with BCR

J FCRL2 Colligation '
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Sekil 3 FCRL'lerin BCR sinyallesmesi ve B-hiicre fonksiyonunun iizerindeki diizenleyici etkileri

Fc reseptor benzeri yapi ailesinin 5 iiyesi vardir. Bunlar arasinda hedef genimizolan FCRLB de vardir.
FCRLB sinyali, BCR sinyalini ¢ogunlukla MAPK yolu araciligiyla modiile eder. FCRLB ve BCR'nin
birlikte baglanmasi, SHP-1'in FCRLB'nin ITIM'lerinde tirozin kalintilarina alinmasi yoluyla BCR
sinyalinin inhibisyonuna yol agar ve BCR ile tetiklenen kalsiyum mobilizasyonunu ve ¢oklu downstream
sinyal yollarinin fosforilasyonunu inhibe eder. (Syk, p38, JNK, ERK ve MAPK'ler.).

FcY reseptori Il (FCYR) nakavt (KO) farelerin, EAMG indiiksiyonuna direngli
oldugu onceki caligmalarda bulunmustur. Bu da dolasimdaki immiin kompleksin
EAMG indiiksiyonunu sadece klasik kompleman yolunu aktive ederek degil, aymi
zamanda FcYR'ler araciligiyla immiin hiicre aktivitelerini de degistirerek etkiledigini
diistindiiriir. FCYRIII'in inflamasyonu tesvik etmedeki kritik rolii nedeniyle, FCYRIII
KO fareleri, ¢esitli otoimmiin bozukluklara direnglidir. Yine daha once yapilan

caligmaya gore; FCYRII KO fareleri ayrica wild type farelere kiyasla 6nemli dlgiide



21

daha diisiik klinik insidans degerlerine ve dinamometre ile Olglilen daha yiiksek

ortalama kavrama kuvvetlerine sahipti ©® .

FCRLB ise Fc reseptoriine benzer B hiicre proteinidir. Benign multiple skleroz
hastaliginda yapilmis bir ¢alismada, B hiicreleriyle iliskili farkli miktarda eksprese
edilen FCRLB geni mikroarray ile tanimlanmistir ©®. Neonatal Fc reseptorii ise, 19G
molekiillerinin yar1 dmriiniin uzatilmasinda merkezi bir rol oynar. FcRn'nin birincil
islevi, hiicreler i¢inde IgG'min geri doniisimii ve transsitoz yoluyla lizozomal
bozulmadan IgG ve albiiminin kurtarilmasidir. Bu reseptoriin antagonizmi, toplam IgG
ve patojenik otoantikor diizeylerinin azalmasiyla sonuglanan IgG katabolizmasina

neden olur | Bu yiizden bir tedavi yaklagimi olarak ilgi cekici goriilmektedir.

2.7.2. Potasyum Kapih Kanal S Ailesi 3. Uyesi (Potassium voltage-gated channel
subfamily S member 3 (Kv9.3) = KCNS3)

Voltaj kapili potasyum kanallari, iyon kanallarinin en biiyiik ve en ¢esitli sinifini
olusturur ve hem uyarilabilir hem de uyarilabilir olmayan hiicrelerde bulunur. Ana
islevleri, dinlenme zar potansiyelini diizenlemek ve aksiyon potansiyellerinin seklini ve
sikligin1 kontrol etmekle iliskilidir. Alfa alt birimleri 2 tiptir: kendi baslarina islevsel
olanlar ve elektriksel olarak sessiz olan ancak belirli islevsel alfa alt birimlerinin
aktivitesini modiile edebilenler. Bu gen tarafindan kodlanan protein kendi basina
islevsel degildir ancak potasyum voltaj kapili kanal proteinlerinin diger tyeleri
heteromultimerler olusturabilir. Ilgili yolaklar: arasinda enerji metabolizmasinin

entegrasyonu ve potasyum kanallari bulunmaktadir. Hipoksik durumlarda diiz

kaslardaki eksitasyon degerlerini daha negatife kaydirdigi bilinmektedir @0V .
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Sekil 4 STRING protein-protein etkilesimi atlasindan elde edilen verilere gére KCNS3 geninin
etkilesimde oldugu protein kodlayici genler
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Insan protein atlas1 ve protein-protein etkilesimi analizlerinden elde edilen verilerde
goriildiigii gibi KCNS3, KCNBL1 ile voltaj kapili heteromer potasyum kanali olusturur.
En ¢ok bulundugu doku cizgili kaslardir. Ozellikle noronlar ve kas hiicrelerinde
homeostatik elektriksel uyarimda ve ekzositozla iligskilendirilmistir. Protein haritalamasi
yapildiginda ise naif ve hafiza B hicrelerinde bulundugu, RNA ekspresyonu
incelendiginde ise, en yakin etkilesiminin Immunoglobulin Kappa ve Lambda ile
oldugu goriilmektedir. Heniiz KCNS3 {izerinde fonksiyonel bir deneysel arastirma
yapilmasa da KCNS3 geninin susturulmasinin MG patolojisinin anlagilmasinayardimci

olacak farkli bir arastirma alani oldugu 6ngoriilmektedir.

2.8. Deneysel Otoimmiin Myasthenia Gravis Hayvan Modeli (DOMG)
Otoimmiin bozukluklarin hayvan modelleri iki ana kategoriye ayrilabilir: 1)
Hayvanlarda kendiliginden bir otoimmiin hastalik gelistirdigi spontan modeller, 2)

Otoimmiin hastaligin yapay olarak taklit edildigi indiiklenmis modeller.

Myastenia gravis (MG) tizerinde yapilan ¢alismalar, hem aktif hem de pasif
immiinizasyon ile indiiklenebilen bir hastalik modeli oldugunu gostermistir. Antikor

aracil1 hastaliklar konusundaki anlayisimiz sekillendirmeye yardimei olmustur %%,

Pasif transfer, otoantikor aracili hastaliklarin akut etkilerini degerlendirmenin
en iyi yoludur ve MG'de hastalarin tiiretilmis antikorlarmi incelemek igin yaygin olarak
kullanilmistir, hastaligin altinda yatan immiinolojik faktorleri daha genis bir sekilde
aragtirmak igin 6zellikle yararli olmustur. Sinirlamalar1 ise insan ve kemirgen bagisiklik
sistemlerinin islevi ve farkli fare tiirleri arasindaki olas1 farkliliklardir. Ornegin,
C57B1/6 fareleri, AChR ile aktif immiinizasyona ¢ok duyarliyken, AKR/J fareleri
direnclidir %), Bu yiizden DOMG hayvan modeli olustururken kullanilacak hayvanin
tiirtini, segilecek immiinizasyon yéntemini ve igerigini dogru olarak se¢mek, hastaligi
yansitan bir model olusturma konusunda ¢ok 6nemlidir. Ayrica, hedef antijenin bir
biitiin protein olarak kullanilmasi siklikla yiiksek antikor titrelerine neden olur, ancak
protein farkli bir tiirden izole edilmis ise, antikorlarin tiimi mutlaka fare antijeni ile
capraz reaksiyona girmez veya hastaliga neden olan epitoplarin iiretilmesine neden
olmaz. Bu nedenle, aktif bagisiklama modelleri her zaman insan patolojisi ile ilgili

degildir, ancak uygun bir klinik ve fizyolojik fenotip liretmede basarili olduklarinda,



23

deneysel tedavileri test etmek i¢in uygun olan uzun vadeli bir hastalik modeli saglar
(107)

2.9. Lentiviral Partikiiller ile tasinan shRNA ile in vivo Gen Susturma

ShRNA tasiyan lentiviris, klinik oncesi ¢aligmalarda gen manipiilasyonu igin
yaygin olarak kullanilmistir. Gen transferi igin gii¢lii bir aragtir ve bu hiicrelerin gen
manipiilasyonunun diger teknikler kullanilarak elde edilmesinin genellikle zor oldugu
diistiniildiigiinde, otoimmiin hastaliklarin ilk terap6tik hedefi olan bagisiklik hiicrelerini
ve hematopoietik kok hiicrelerini verimli bir sekilde iletme yeteneginde umut vaat
etmektedir %2,

Lentiviriis, insan immiin yetmezlik viriisinden modifiye edilmis viral bir
vektordiir. Gen transferi igin giiglii bir aragtir ve gelecekte otoimmiin hastaliklarin ilk
terapotik hedefi olan bagisiklik hiicrelerini ve hematopoietik kok hiicrelerini verimli bir

sekilde iletme yetenegi nedeniyle umut vaat etmektedir %%

Kollajen kaynakl1 artrit modelinde lentiviral dagitim sistemi ile birlikte spesifik
SshRNA kullanarak terapotik hedeflerin ekspresyonunun sistemik ve lokal yikimini
basariyla gerceklestirilmistir. Sonucunda artrit siddetinde bir azalma goriilmiistiir,

iistelik bu lentiviral partikiillerin tek intravendz enjeksiyonu ile saglanmistir %4,

Klinik deneylerde bir lentiviral uygulama sisteminin kullanilmasinin 6niinde
hala baz1 engeller olsa da, bu sistem myasthenia gravis tedavisine iliskin ¢alismalarda
da hedeflenebilecek bir tedavi veya hastalik mekanizmasini anlamaya yardimei bir
prosediir ortaya koyabilir. Bu sebeple ¢alismamizda DOMG MuSK modelinde FCRLB
ve KCNS3 genlerini shRNA teknolojisi kullanarak susturmayi ve klinik iyilesme

saglayip saglamayacagini test etmeyi hedefledik.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneysel Otoimmiin Myasthenia Gravis Hayvan Modeli

3.1.1. DOMG Modelinin Olusturulmasi

Deneysel otoimmiin myasthenia gravis hayvan modeli aktif immiinizasyon ile
yapildi. Immiinizasyon i¢in kullanilacak MuSK antijeni Oxford Universitesi’den Prof.
Dr. Angela Vincent’tantemin edildi. izole ekstraseliiler MuSK molekiiliiniin (stok-0,88
mg/ml) saflig1, immiinizasyon oncesi jel elektroforezi ile kontrol edildi ve fare basina
45 ug/ul konsantrasyonda PBS ve Complete Freund’s Adjuvant (CFA-100 png)
(Mycobacterium Tuberculosis H37Ra Dessicated, BD, 231141) (Adjuvant Incomplete
Freund, BD, 263910) ile 1:1 oraninda homojenize edilerek hazirlandi. immiinizasyon
islemi Oncesi anestezik olarak 1:5 oraninda PBS ile sulandirilmis propofol
intraperitoneal olarak fare basina 50 mg/kg kullanildi. Fare basina toplam 200 pl
hacimde olacak sekilde, ilk immiinizasyonda omuzlar ve arka pati iglerine; ikinci
immiinizasyonda ise omuzlara ve kalgalara subkutan olarak enjekte edildi. Modelin
olusmasi i¢in 28 giin aralikla iki enjeksiyon gergeklestirildi. Kontrol grubu olarak ise

sadece CFA ile enjeksiyonu yapilan fareler kullanildi.

DOMG modeli olusturulmasiigin 8-10 haftalik, disi Balb/C fareler tercihedildi.
Deneyimizde 22 adet fare kullanildi. Farelerde hastalik modelinin olusturulmasi,
bakimlar1 ve gozlemleri istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii,
Laboratuvar Hayvanlar1 Anabilim Dali’nda gergeklestirildi. Bu ¢alisma, Istanbul
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimince desteklendi (TYL-
2021-37695) ve Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
(HADYEK) 2020/29 no’lu karariyla onaylandi.

3.1.2. Klinik Skorlama ve Ol¢iimlerin Yapilmasi

Myasthenia gravisteki gézlemlenen semptomlar egzersiz ve yorgunluk sonrasi
artis gostermektedir. Bu yiizden fareler 40 defa kafes lizerinde siiriiklenerek egzersiz
yaptirilmakta ve ardindan gozlenmektedir. Gozlemlerde farenin tiiy temizligi, sosyalligi

ve hareketliligi, agirlik degisimi ve kas giicli g6z 6niine alinir ve uygun olan skor verilir.

Klinik skor 0 oldugunda fareler hareketli bir sekilde ¢cevreyi incelemeye devam

eder. Skor 1 oldugunda egzersiz sonras: sirtta kambur olusumu gézlemlenir. Ancak
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sonrasinda hareketli hale geri doner ve sosyaldir. Genellikle tiylerinde bakimsizlik
goriilmez. Skor 2’ye ulastiginda egzersiz dncesi de kambur goriiniir haldedir. Egzersiz
sonras1 kamburu daha dramatik bir hal alir. Ozbakimda ve hareketlilikte azalma goriiliir.
Skor 3’te egzersiz Oncesi ve sonrast dramatik bir kambur gézlemlenir. Hareket,
sosyallik ve kas giicii diiser ve agirliginda 2-3 giinde 1-2 gram diisiis gorilebilir. Suya
ve pellet mamaya ulasmasi zorlastigindan dehidrate olur ve zayif goriiniir. Dehidrate
olusu derisinin ¢ekildiginde hizla eski halinin almamasindan ve diskisindan
anlasilabilir. Aci i¢inde olup olmadig1 gozlerini kismasi ve biiztismiis viicut durusuyla
da karakterizedir. Aci ¢eken ve agirhiginin %20’sinden fazlasini kaybetmis olan fare
sakrifiye edilir. Skor 4 farenin kafeste 6li halde bulunmasidir. Bu durumda fare
kafesten ivedilikle uzaklastirilmali ve kafes degisimi, yapilmalidir. ikinci
immiinizasyondan yaklasik 10 giin sonra semptomlar hizla ilerlemeye basladigindan
fareler hergiin kontrol edildi. Klinik skorlama ve 6l¢timler ise ilk 28 giin haftada bir,

sonrasinda haftada 2 kere yapildi.

Agirlik 6lgiimii hastaligin ilerleyisini gozlemede 6nemli bir veri saglar. Farelerin
metabolizma hizlarindan dolayi viicut agirliklar: ¢ok degiskendir. Saglikli bir veri elde
etmek icin deneylerde hep ayni tartinin kullanilmas1 6nemlidir. Projemizde hep ayni

saatte ve ayni tartiyla 6l¢iim yapilmistir.

Kas giictinliin 6l¢timii i¢in Imada DST-50N cihazi (Muromachi- MK380Si)
kullanildi. Fareler klinik skorlama i¢in yapildig1 gibi egzersize tabi tutuldu. Sonrasinda
fare zaman kaybedilmeden dinamometrenin 1zgarasina yerlestirildi ve kuyrugundan ¢ok
kuvvetli olmayacak sekilde ¢ekildi. Farenin tiim patilerinin 1zgaraya tutunmus, sabit bir
pozisyonda olmasina dikkat edildi. Her olgiimde esit glic uygulamak ve yapan
aragtirmacinin degismemesi 6nemlidir. Calismamizda her fare igin 7 defa 6l¢iim yapildi.
Maksimum ve minimum degerler elenip kalan 5 Olgiimde elde edilen degerlerin

ortalamasi alindi. Boylece giivenilir bir sonug elde edilmesi hedeflendi.

3.1.3. sShRNA ile DOMG Farelerinin Tedavisi (in vivo Gen Susturulmasi)

3.1.3.1. In vivo shRNA Optimum Uygulama Dozunun Belirlenmesi: Lenf Nodu
Hiicrelerinde FCRLB ve KCNS3 Genlerinin shRNA iceren Lentiviral
Parcaciklarla Susturulmasi

Bu denemeler, daha onceki projelerde kullanilan immiinize olmamis donmus

fare lenf nodu hiicrelerinde yapildi. FCRLB ve KCNS3 genlerinin susturulmasi igin
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SantaCruz Biotechnology firmasindan lentiviral parcaciklarla tasinan shRNA (sc-
145153-V, sc-60914-V, sc-108060) satin alindi. 500.000 hiicre i¢in 100.000 IFU,
50.000 IFU ve 25.000 IFU shRNA konsantrasyonlari kullanildi. Transdiiksiyon
medyumu protokole uygun sekilde hazirlandi. 24 saat ekim medyumu i¢inde inkiibe
edilen hiicrelerin medyumu transdiiksiyon medyumu ile degistirildi ve shRNA’lar
kuyulara eklendi. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi medyum, tam medyum (complete
medium) ile degistirildi. Tam medyum RPMI igerisinde %1 FBS ve %1 Penisilin-
streptomisin igerecek sekilde hazirlandi. 48 saatlik bir inkiibasyondan daha sonra tekrar
medyum degisimi yapildi ve transfekte olmayan hiicrelerin ayristirilmasi i¢in kuyu
basina 10 pg Puromisin dihidroklorid (sc-108071) eklendi. 7. giin hiicreler kuyulardan
toplandi. Tripan mavisi ile canliliklar1 tespit edildi. En yiiksek canli hiicre sayisinin

oldugu 100.000 IFU uygulamasinin optimum doz olduguna karar verildi.

3.1.3.2. Farelere shRNA Tedavi Uygulamasi

Deneysel otoimmiin myasthenia gravis hayvan modelinde kullanilan MuSK
molekiiliiniin in vivo yikima ugramasi ve MusK-reaktif lenfositlerin de yasamlarinin 28
giin i¢inde biiyliik oranda sonlanmasi sebebiyle immiinizasyonlar 28 giin aralikla
yapilmalidir. ikinci immiinizasyondan 3 saat sonra FCRLB ve KCNS3 genleri igin
SshRNA uygulamas: intraperitoneal sekilde yapildi. In vivo’da kullanilacak shRNA-
lentiviriis partikiillerinin miktari, yapilan in vitro deneyler ve genlerin hedef dokulardaki
ekspresyon seviyeleri géz oniine alinarak secildi. In vitro denemelerde 100.000 IFU
kullanilan doz, farelere 100 pul hacimde serum fizyolojik i¢inde ¢6ziilerek 1 defa enjekte
edildi. Bu teknigin shRNA lentiviral partikiilleriyle daha once uygulanmamis olmasi

nedeniyle fareler gozetim altinda tutuldu ancak bir yan etki gézlenmedi.

3.1.4. Farelerin Sakrifiye Edilmesi ve Doku Orneklerin Saklanmasi
Ikinci immiinizasyondan 28 giin sonra fareler sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen

farelerden kardiyak kan, kas, dalak ve lenf nodu toplandi.

Kardiyak kan alinabilmesi igin sevofloran ile anestezi uygulandi. Abdomen
acild1 ve kalpten kan alindi. Alinan kan 6rnekleri RNA izolasyonu i¢in EDTA’h tiipe

ve serumu ayrilmak tizere kuru tiipe aktarildi.

Dalak ve lenf nodlar1 %10 FBS igeren RPMI (Gibco, 11875093) igerisine alind1

ve hiicreler izole edilinceye kadar 4°C’de bekletildi. Lenf nodu hiicreleri in vitro
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caligmalarda kullanilmak tizere izole edldi. Dalak ise lamlarin piriizli yiizeyi
kullanilarak mekanik olarak pargalandi. Pargalama esnasinda %10 FBS iceren RPMI
kullanildi. PBS ile yikama yapildi ve tripan ile sayilarak %20 DMSO igeren FBS

icerisinde donduruldu.

Kas ornekleri noromiiskiiler bileskenin immiinfloresan isaretlemesi ve ileride
uygulanacak olan western blot teknigi i¢in saklandi. Kaslar ve dil 6rnegi; cryotiiplere
alind1 ve -20°C ye sogutulmus izopentan igerisinde sivi azota batirildi. Donan kas
ornekleri -80°C derin dondurucuda saklandi. Immiinfloresan boyama icin kullanilacak
kas ornekleri OCT (Optimal cutting temperature compound) igerisine gomiildi ve
izopentan igerisinde sivi azot kullanilarak donduruldu. Cryostat ile yapilacak kesim

islemine kadar -80°C derin dondurucuda sakland.

3.1.5. Lenf Nodu Hiicrelerinin izolasyonu

Sakrifikasyon oncesi her fare igin yaklasik 5 ml %10 FBS-RPMI igeren tiipler
hazirlandi. Farelerden lenf nodlar: toplanarak petri tizerinde, 40um cell strainer iginde
dokular ezilerek hiicreler mekanik olarak izole edildi. Yaklasik 10 ml hacimde toplanan
hiicreler 1800 rpm 4°C de santrifiij edildi. Ustsivi atildi ve yikama igin pellet 1 ml PBS
ile ¢oziildii. 1800 rpm 4°C de santrifiij edildi. Pellet 1 ml FBS ile ¢6ziildii ve canlilik
boyasi olan tripan mavisi ile hiicreler sayildi. Hiicre sayisina goére cryotiip basina
maksimum 15 milyon hiicre/ml olacak sekilde %20 DMSO-FBS (Dimethyl sulfoxide -
Fetal Bovine Serum) icinde donduruldu. Immiinfenotipleme ve RNA izolasyonu

yapilincaya kadar sivi azotta saklandi.

3.2. Serumda MuSK’a Spesifik Antikor Diizeyinin Belirlenmesi

Farelerin serumlarindaki MuSK’a spesifik 1gG’sinin miktar1 homemade ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) teknigi kullanildi. Sakrifiye edilen farelerin
kanlar1 alind1 ve serumlar1 ayrildi. Etkili bir kaplama olmasi i¢in Maxisorp plak tercih
edildi. Kuyu basina, 0,5 pg MuSK antijeni 100 pl hacimde karbonat bikarbonat
tamponu i¢inde hazirland1 ve plak kuyularina dagitildi ve 4 °C de geceboyu bekletildi.
Ertesi giin %0,5 Tween 20 igeren PBS (yikama soliisyonu) ile yitkama yapildi. Spesifik
olmayan baglanmalarin engellenmesi amaciyla plak, %5 FBS igeren PBS (Phosphate-
buffered saline) (bloklama soliisyonu) ile 90 dakika 4 °C de inkiibe edildi. Kullanilacak
serumlarin  MuSK-IgG miktarinin yiiksek oldugu optimizasyon c¢aligmalarinda

goriildigi icin serumlar 1/50.000 oraninda diliie edildi. Serum diliisyonu i¢in bloklama
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soliisyonu kullanildi. Bloklama sonrasi yikama yapilmadan serum ornekleri eklendi ve
37 °C de 90 dakika inkiibe edildi. Yikama soliisyonu ile 3 defa yikandi. HRP isaretli
fare IgG’sine karsi tasarlanmis sekonder antikor (ab97023), bloklama soliisyonu
igerisinde 1/5000 oraninda diliie edildi ve 100 pl hacminde kuyularakonularak 37 °C de
90 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 yikama soliisyonu ile 3 defa yikand1. Kuyu
basina 100 pul TMB eklenerek renk degisimi gozlemlendi. 2 molar H,SO; kullanilarak
renk degisimi uygun bir anda durduruldu. 450 OD’de spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.
Biitiin 6rnekler duplike ve ayni plakta tek seferde calisildi. Standart 6rnek diliisyonu
olmamas1 nedeniyle optik densite degerleri kullanilarak karsilastirma yapildi. Ornek

konulmayan negatif kontrol kuyularinda (blank) renk degisimi goriilmedi.

3.3. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Calisma gruplarinda shRNA tedavisinin validasyonu i¢in FCRLB ve KCNS3
genlerinin expresyon diizeylerini belirlemek tizere donmus dalak hiicrelerinde RNA
izolasyonu yapildi (QIAGEN, RNeasy Mini Kit, Cat no:74106). izole edilip -80°C de
saklanan dalak hiicreleri 37°C ye 1sitilmis su banyosunda ¢6zdiiriildii ve %10 FBS
iceren RPMTI’a alinarak yikama yapildi, DMSO hiicrelerden uzaklastirilmis oldu.
Hiicrelerden, kit protokoliine uygun sekilde RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen
RNA’larin kalitesinin 6l¢tiimii Thermofisher Nanodrop kullanilarak 6lgiildii ve cDNA

sentezi yapilincaya kadar -80°C’de saklandi.

cDNA sentezi Applied Biosystem’in High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit’l kullanilarak yapild1 (4368814) (Tablo 3). Ornek sayisina gore, Kit
protokoliinde belirtilen; 10X RT Buffer, 25X dNTP mix, 10X RT Random Primers,
MultiScribe Reverse Transcriptase ve niikleaz igermeyen su kullanilarak karigim
(master mix) hazirlandi. Konsantrasyonlar: gozetilerek RNA eklendi ve son hacim
niikkleaz icermeyen su ile 20 pl ye tamamlandi. 25°Cde 10 dakika, 37°C de 2 saat,
65°C’de 5 dakika tutulacak sekilde tasarlanan sentez planiyla BioRad Thermal cycler

cihaziyla cDNA’lar sentezlendi.

Tablo 3 : cDNA sentez reaksiyonu igin bilesenler ve miktarlar

Miktar (pul)
10x RT Buffer 2
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25X dNTP Mix (100 mM) 0.8
10x RT Random Primer 2
MultiScribe Reverse Transkriptaz 1
Nucleaz olmayan H,0O 4,2
Total Reaksiyon Hacmi 10 ul

3.4. Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ PZR)

Referans gen i¢in farelerde yiiksek ekspresyonu kanitlanan RPLPO geni
kullanildi. Referans gen primeri Bezmialem Vakif Universitesi, Saglhik Meslek Yiiksek
Okulu, Dr. Ogr. Uyesi Beyza Servet Goncii’den temin edilmistir. FCRLB ve KCNS3
i¢in kullanilan primer ise Ensemble kullanilarak tasarlandi. Transkripsiyon tablosundan
kodlanan sekanslar incelendi. Primer3 kullanilarak gen dizisi igerisinde, guanin/sitozin
oran1 %55’e yakin, erime sicakliklart (Tm) genler arasinda uyumlu olacak sekilde
forward ve reverse primerler bulundu. Bulunan primerler NCBIl’a baghi olan
PrimerBlast ile aratildi. Dizinin spesifik olarak baglanma oraninin diisiik olup olmadig1
kontrol edildi. Varyant goriilmeyen primerler segilkerek iiretilmesiiginsiparis verildi.
Primerlerin dogru annealing 1sis1 i¢in gradiyent yapildi ve jel elektroforezi ile olusan
bantlar kontrol edildi. Jel elektroforezinde goriilen dogru sicaklik, GZ PZR’de
kullanildi.

GZ-PZR islemi CFX96 Touch Real-Time PCR cihazinda (Bio-Rad
Laboratories), LightCycler® 480 SYBR Green I Master kiti (Roche) kullanilarak tiretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirildi (Tablo 4). Tiim genler i¢in 6rnekler
¢ift calisildi. Kullanilan primerlerin dizileri Tablo 5’de yer almaktadir. Her kuyucuga,
toplam hacmi 10 ul olacak sekilde, 2x Sybr Green I floresan boyasi/enziminden 5 pl,
1000 ng (2 pl) cDNA ve her gen i¢in dizayn edilmis primerlerin forward ve reverse
orneklerinden 800-1000 nM (0,5 pl) olusan karisim hazirlandi. Ornekler PZR cihazina
yerlestirilerek Tablo 4’te belirtilen agamalara tabi tutuldu. Olusan amplifikasyon egrileri

ve erime tepe noktalari (melting peak) degerlendirildi.
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Tablo 4: Gergek zamanli PZR reaksiyon kosullar

Asama Sicakhk (°C) Siire (dk:sn) Siklus
Denatiirasyon 95 10:00 1
Amplifikasyon 95 00:15 35

60 00:15

72 00:20
Erime Egrisi 95 00:10 1
analizi 65 00:05 1

97 1
Sogutma 4 w 1

Tablo 5: Gergek zamanli-PZR'de kullanilan primer setleri

Genler Forward primer (5'-'3) Reverse primer (5'-'3)

FCRL2 AGGAGCTCGAATCGTACTGG TCGGGATGGAAGTGACTGAC

KCNS3 TGTAGGGCTTCGGTCTCTITG GATGCTGGTGAGACTGGACT

RPLPO TGAGATTCGGGATATGCTGTTGG CGGGTCCTAGACCAGTGTTICT

3.5. Noromiiskiiler Bileskenin Immiinfloresan isaretleme ile Degerlendirilmesi

Dondurulan kas dokularindan, -24°C de, 7 um kalinlikta, cryostatta seri kesit
alindi. Alinan kesitler -20°C de sogutulmus aseton igerisinde fikse edildi. PBS ve %0,4
TritonX iceren PBS (PBS-T) ile yikandi. Fiksasyondan etkilenebilen molekiillerin
formawsyonunun diizelmesi igin permeabilizasyon basamagi uygulandi, boylece daha
dogru baglanmalar hedeflendi. Permeabilizasyonigin 10 dakika siireyle %1 FBS igeren
PBS ve 10 dakika PBS-T ile muamele edildi. Spesifik olmayan baglanmalarin 6niine
gecgilmek igin %10 FBS igeren PBS-T ile 30 dk bloklama yapildi. Boyama i¢in Dylight
488 isaretli C3 (NB200-540G Novus) ve FITC isaretli IgG (ab96871 Abcam) ve
asetilkolin reseptorlerini isaretleyen a-bungarotoxin (BTX T1175 Invitrogen) antikorlar:
kullanildi. Segilen antikorlar %1 FBS i¢eren PBS-T ile diliie edildi ve karanlikta, oda
sicakliginda 2,5 saat inkiibe edildi. %1 FBS igeren PBS-T ile yikand1 ve DAPI (D1306
Invitrogen) ile kapatilip floresan mikroskobunda incelenmesine kadar karanlik ve nemli
ortamda 4 °C de saklandi.
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Her kesitteki BTX pozitif noromiiskiiler bileske isaretlenmeleri Olympus BX61
floresan mikroaskobunda sayildi ve 20x ile ¢ekilen goriintiiler vsi. formatinda saklandi.
Analizleri i¢in OlyVia programinda BTX ve C3 veya IgG pozitif néromiiskiiler
bileskeler sayildi. Seri kesitlerdeki toplam BTX isaretli bileskelerinin, ¢ift pozitiflikle

oran1 yizdelik veri olarak analizde kullanildi.

3.6. Akim Sitometrisi

Akim sitometrisi i¢in dondurulan lenf nodu hiicreleri kullanildi. Dondurulmus
hiicreler su banyosunda ¢ozdiirtildii. %10 FBS-RPMI igerisine alinarak 1500 rpm 4°C
de 8 dakika santrifiij yapild1 Hiicreler boyama i¢in 3 ayr1 fenotipleme tiipiine ayrildi.
Toplam hacim 100 ul’den az olacak sekilde floresan isaretli anti-fare antikorlarieklendi
ve 30 dakika, oda sicakliginda, karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi PBS ile 1
ml igerisinde 2200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilen hiicrelerin tstsivisi atildi ve
hiicreler PBS igerisinde ¢oziilerek akim sitometrisi degerlendirmesi i¢in BD FACSAria
Il (Flow Cytometry Cell Sorter Becton Dickinson ) ve Novocyte (ACEA Biosciences)

cihazlari kullanildi. Analizler FlowJo ve NovoExpress yazilimlari kullanilarak yapildi.

Tablo 6: Akim sitometresinde kullanilan floresan isaretli monoklonal antikorlar

;gisty;ci gl:::ts an Marka Katalog No
CcD27 FITC Biolegend 124207
CD25 PE Biolegend 101904
CD3 PerCP/Cy5.5 | Biolegend 100217
CD8a APC Biolegend 100712
CD4 APC/Cy7 Biolegend 100414
CD27 FITC Biolegend 124207
CD138 PE Biolegend 142504
CDld PerCP/Cy5.5 Biolegend 123514
CD24 PE/Cy7 Biolegend 101822

CD19 APC Biolegend 152410



CD38

CD5

PDL1

CXCRS

ICOSL

CD21

APC/CYT
AlexaFluor700
PE-Cy5

FITC

PE

APC/Cy7

3.7. Istatistiksel Analiz
Hayvan modeli sonucunda elde edilen klinik ve molekiiler sonuglarin gruplar

Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend

Biolegend

102728

100636

124343

145520

107405

123417
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arasi1 Karsilastirilmasinda parametrik veriler igin ANOVA testi kullanildi. Altgruplar

arasindaki ikili karsilastirmalar ise Student t-testi ile yapildi. Periferik kan hiicrelerinin

alttiplerinin belirlenmesinde ve analizinde FlowJo ve Cell Quest (BD) analiz

programlari ile kullanildi. Akim sitometrisi sonuglarinda da ikiden fazla grup bulunan
durumlarda ANOVA kullanildi. ikili karsilastirmalar icin de Kruskal-Wallis ile

karsilagtirma yapildi. Elde edilen verilerde standart sapmaylaberaber ortalama deger ve

aralik ile verildi. Istatistiksel anlamlilik, p degerinin 0,05°ten az olmas1 durumunda

anlaml1 kabul edildi. Istatistiksel analiz ve grafiklerigin GraphPad Prism 9.4.0 programi1

kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Agirhik, Kas Giicii ve Klinik Skorlarin Degerlendirilmesi

Indiiklenen MuSK-MG hayvan modelinde, agirlik, kas giicii ve klinik skorlar
ikinci immiinizasyona kadar haftada bir, sonrasinda haftada iki kere olmak iizere
gergeklestirildi. Bu 6lglimlerde standardizasyon énemli oldugu igin 6lgtimler hep aynm
kisi tarafindan, ayni saatte yapildi. ShRNA uygulanacak kafesler rastgele secildi ve
farelerin hangi ShRNA’nin uygulandigi, kafes tizerindeki bilgilerin arasina eklenmedi.
Bununla tarafsiz 6l¢iim ve gozlemlerin yapilmasi hedeflendi. Elde edilen sonuglarda
genel olarak shRNA uygulanmayan MuSK-MG grubu (no treatment) ile MuSK
immiinizaSyonunun yaninda protein kodlamayan rasgele shRNA pargalari igeren

enjeksiyonu alan scrambled gruplar: arasinda fark bulunmada.

Farelerin agirlik Glglimlerinin grup i¢i ortalamalari alindi ve zaman iginde
degisimleri karsilagtirildi. Tiim verilerde sakrifikasyon oncesi sonuglarda gruplar arasi
farkin arttign gozlemlendi. Agirlik verilerinde son Ol¢iimde FCRLB geninin
susturuldugu grupta agirlik ortalamasi 25,8+1,7 gr idi. KCNS3 geninin susturuldugu
grupta ortalama 20,2+2,3, scrambled grubunda 23,4+1,1 ve shRNA uygulanmayan
MuSK-MG no treatment grubunda 19,1+1,7 gr olarak 6l¢iildi. Agirlik 6l¢timlerinin
zaman i¢indeki degisimi Sekil 5’te gosterilmistir. Son o6l¢iimdeki FCRLB ve no
treatment arasindaki fark anlamli bulunmustur (p=0,004). KCNS3 ve FCRLB gruplar1
arasinda da anlamli fark olusmustur (p=0,0025).

Weight -8 No treatment
30+ —#- Scrambled
e = KCNS3
e,
*——t-:.,:\—\:‘-. ** —& FCRL-B

|
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Weeks before
2nd immunization

14
2-
34
44

|

‘Weeks after 2nd immunization

2nd immunization -

Sekil 5: DOMG modeli olusturulan fare gruplarinda haftalik agirlik degisim grafigi
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Kas giicii verilerinde, son olgiimde FCRLB geninin susturuldugu grupta
ortalama kas giicii 278,9+18 gr, KCNS3 geninin susturuldugu grupta ortalama
163,4+41,8, sadece lentiviriis verilen scrambled grubunda 250,6+36,2 ve SshRNA
uygulanmayan MuSK-MG no treatment grubunda 218,2+38,6 olarak ol¢iildii. Kas giicii
(grip strenght) olgtimlerinin zaman igindeki degisimi Sekil 6’da gosterilmistir. Son
ol¢iimdeki FCRLB ve no treatment gruplari arasindaki fark anlamli bulunmustur
(p=0,0036).

Grip strength test results ®- No treatment
300 Scrambled
FCRL-B
KCNS3
200
[}
£
&
'~
o
100
Mo treatment n: &
KCNS3n: 8
Scrambled n: &
FCRL-Bn: @

Weeks before Weeks after 2nd immunization

2nd immunization

Second immunization

Sekil 6: DOMG hastalik modeli gelistirilen fare gruplarinda kas giiciiniin haftalik 6l¢ctim grafigi
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Hastalik modeli gelisiminde en 6nemli gosterge olan klinik skor grafigi ise asagidaki
Sekil 7°de gosterilmektedir. Son 6l¢iimdeki FCRLB ve KCNS3 ile scrambled gruplari
arasindaki fark anlamli bulunmustur (p=0,005 , p=0,03).

4_
-o- No treatment
-+ KCNS3
3+ -m Scrambled
n »
2 * - FCRL-B
o
o4 *
(7]
w 27 B
=2
£
o
1+ * %k
— Mo treatment n: 4
Vs KCNS3n: 8
,/ > Scrambled n: &
5 FCRL-B n
I e
3 2 1

UOIJBZIUNWIW] PUODES o

Sekil 7: Klinik skorlarin zaman igindeki degisim grafigi

4.2. DOMG Hayvan Modelinde shRNA ile Gen Susturma

DOMG modelinde genellikle farelerin hastalik belirtisi gostermeye baslamasi,
ikinci immiinizasyonun 10-14 giin sonrasina denk gelmektedir. Bu yiizden lentiviral
tagtyicili sShRNA’larin ikinci immiinizasyondan sonra uygulanmasina karar verildi.
Myasthenia gravis modelinde siRNA ile gen susturma®®® daha 6nce uygulanmis
olmasina ragmen, ShRNA ile in vivo gen susturulmas: daha 6nce denenmemisti. Bu
yiizden uygun dozun belirlenmesi igin hiicre kiiltiirtinde, kontrol (CFA ile immiinize)
farelerinden elde edilen lenf nodu hiicrelerinde deneme yapildi. Kullanilan en yiiksek
doz olan 100.000 IFU’nun hiicrelerde efektif bir transfeksiyona ulagsmay1 basardigi ve

hiicre morfolojisine zarar vermedigi gozlemsel olarak dogrulandi.

In vivo uygulamada ise, ShRNA’nin intraperitonal olarak verilmesine karar
verildi. Bu, etkiyi azaltabilecek bir se¢im olsa da yan etkiyle karsilagsma ihtimalinin

minimize edilmesi hedeflendi. Dalaklardan izole edilen hiicrelerde hedef genlerin
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ekspresyon miktarlar1 gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile olgiildii ve
karsilastirildi. Referans gen olarak RPLPO geni kullanildi ve sonuglar ShRNA
uygulamasi yapilmamis MuSK-MG (no-treatment) fareler ile normalize edildi. Gruplar
arasinda one-way ANOVA testi uygulandiginda FCRLB (p=0,0437) ve KCNS3
(p=0,0321) genlerinin ekpresyonlarinin, spesifik hedefe yonelik shRNA kullanilan
hiicrelerde, scrambled shRNA uygulanan hiicrelere kiyasla anlamli derecede
baskilandigi bulundu. Sekil 8 ve sekil 9°da segilen genlerin, aralarinda fark olmamasina
ragmen ekspresyonlarinin scrambleda gore baskilandigi ve boylece etkili bir tedavi
uygulamasinin etkin olarak yapilabildigini gosterilmektedir. Lentiviral tagiyicili shRNA
uygulanan iki gende de etkilesimli olarak baskilanma goriilmesi, genlerin baglantilar

olabilecegini diisiindiirmektedir.

0.0437 FCRLB 0.0321 KCNS3
25— 25—
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36 15 é‘i 15+
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o° H° & 2”&
& & & N @
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Sekil 8: FCRLB ve KCNS3 geninin dalak hiicrelerinde ekspresyonu
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4.3. Serumdaki MuSK’a Kars1 1IgG Miktarimin Degisimi

MG hayvan modelindeki serumda bulunan MuSK’a kars1 IgG miktar1 klinik durumla
dogrudan korelasyon gostermese de paralel oldugu goriilmektedir. Ne kadar fazla 1I9G
bulunursa farenin klinik skoru o kadar yiiksek degildir. Ciinkii hastalik siddetinde tek
etkili olan etken olusan otoantikorlar degildir. Ayrica farkli deney hayvanlarinda
patojenik (néromiiskiiler iletiyi bozma etkisi olan) olan antikor gruplarinin toplam
antikor popiilasyonu igindeki oranlari farklidir. Bununla birlikte gruplar arasinda,
immiin sistemin immiinizasyona verdigi cevabin siddetinin incelenmesinde 6nemli bir
belirtegtir. Sakrifikasyonda alinan kan 6rneklerinden serum ayrilmis ve homemade
ELISA yontemiyle immiinizasyonda verilen MuSK antijenine karst olusan IgG’lerin
miktar1 Ol¢lilmiistiir. Her farenin oOlgiilen MuSK-IgG miktar1  Sekil 10’da
gosterilmektedir. FCRLB ve no treatment gruplari arasindaki farklilik anlamli iken
(p<0,0001), FCRLB ve scrambled gruplar1 arasindaki fark anlamli bulunmamuistir.
Bulunmustur. Hem no treatment (p=0,0053) hem de scrambled (p=0,0014) ile KCNS3

grubu arasinda anlamli fark goriilmiistiir.

¥k k%

2.5 —
B Scrambled
A
A ® FCRLB
- A
2.0 . ® KCNS3
8 LA A No treatment
L ]
é 1.5_ ®
o™ ——
. H
‘g 104 ]
L
= [ ] =
U 5_ ® Mo trestment n: 4
an ® KCNS3 n: 8
Scrambled n: &
FCRL-Bn: 6
0.0 T T T T
[ 7] o] 5
F & F &
& G - &
G < 2
o @
= o
-

Sekil 9: Farelerin serum 6rneklerindeki MuSK’a kars1 gelisen IgG diizeyi



38

4.4. Kastaki C3 ve 1gG Birikimlerinin Kantitatif Belirlenmesi

Deney gruplarindaki kas ornekleri uygun sekilde dondurulup cryostat ile kesildi ve
floresan isaretli antikorlarla boyandi. A-bungarotoxin (BTX) ile néromiiskiiler bileske
isaretlendi (kirmizi), néromiiskiiler bileskenin isaretlendigi alanlarda kompleman 3 (C3)
ve 1gG birikiminin varligi incelendi (yesil). Her dokudan 3 seri kesit alindi1 ve boyandi.
Floresan mikroskobunda tiim alanlardaki néromiiskiiler bileskeler sayildi ve goriintiileri

alindi. Sekil 11°de demonstratif pozitif ve negatif goriintiiler derlenmistir.

BTX- IgG BTX-C3

BTX- 1gG Positive BTX Positive - 1IgG Negative BTX- C3 Positive BTX Positive- C3 Negative

Sekil 10: Noromiiskiiler bileskede olusan C3 ve IgG birikimlerinin 6rnek gorselleri

BTX ile isaretlenmis alanlarin, IgG ve C3 antikorlar ile ¢ift pozitiflik gosterme
yiizdeleri kor olarak sayildi ve hesaplandi. Sekil 12 ve 13°te bu yiizdelerin gruplar arasi
karsilagtirilmasi ifade edilmistir. Scrambled grubuna gére FCRLB ile tedavi edilen
farelerde 19G ve C3 birikimlerinin anlamli olarak azaldigi bulunmustur (p<0,0148,
p=0,0007). KCNS3 shRNA ile tedavi edilen grupta ise IgG ve C3 birikimlerinin
scrambled grubuna gore anlamli (p=0,0477 , p=0,0291) yiiksek saptanmistir. Scrambled
grubunda no treatment grubuna gore yiiksek anlamlilikta fark goriilmesi beklenen bir

sonu¢ degildir, ve DOMG’li farelere rasgele ShRNA sekanslari (scrambled)
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uygulanmasinin heniiz bilinmeyen bir mekanizma ile kas giicii siddetini azaltici etkisi
oldugunu gostermektedir. Bunun yaninda shRNA tasiyan lentivirislerin verildigi
FCRLB ve KCNS3 gruplariyla da scrambled grubu arasinda anlamli fark olugsmasi gen

susturmanin DOMG siddetini degistiren bir etki olusturmay1 basardiginin gostergesidir.
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Sekil 11: NMB'de 1gG ve C3 birikimi

4.5. Lenf Nodu Hiicrelerinin Immiinfenotiplemesi
Lentiviral tasiyicili shRNA ile hedef genlerimizin susturulmasinin MuSK-MG

hastaligi iizerindeki klinik ve molekiiler etkileri incelendi. MuSK ile immiinize DOMG
farelerinde uygulama sonrasindaki immiinolojik degisimleri incelemek igin farelerin
lenf nodlarindan izole edilen hiicrelerde floresan bagli monoklonal antikorlar ile
isaretleme yapildi ve akim sitometrisi yontemi kullanildi. Bunun igin 3 ayr1 panel
tasarlandi. ilk panelin hedefi T hiicreleri ve alttiplerini, ikinci panel B hiicre ve
alttiplerini hedefleyen bir analiz olusturmakti. Ugiincii paneldeki hedefimiz ise
otoimmiin hastaliklarla iligskilendirilen lenfoid organlardaki etkin B hiicre profillerini

belirlemekti.

4.5.1. B ve T Hiicrelerinin Dagilimi
MG’de T lenfosit yanitina bagimli ve B hiicreleri {izerinden ilerleyen bir

immiinpatoloji  oldugu bilinmektedir. Lentiviral partikiil igeren shRNA’larin
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kullanilmasi, bir immiin yanit olusturma ihtimalini dogurmustur. Ancak Sekil 14’te
goriilebilecegi gibi lentiviral partikiil uygulanmayan no treatment grubuyla diger gruplar
arasinda anlamli bir fark olugsmamistir (ANOVA p=0,627). CD3" T hiicrelerinin
oranlar1 ise Sekil 15°te goriilmektedir. Klinik skorlarda iyilesmenin goriildiigii FCRLB
geninin susturuldugu grupta diger gruplara gore daha fazla CD3" T hiicre yiizdesi
goriilmektedir. Gruplar aras1 farklar one-way ANOVA ile analiz edilmistir ve farkin

anlamliliga yakin oldugu bulunmustur (p=0,0716).
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Sekil 12: CD19+ B ve CD3+ T hiicrelerinin dagilim1

4.5.2. B Hiicresi Immiinfenotiplerinin Gruplar Arasindaki Dagilim

B hiicre oranlar1 arasinda fark yoktur ve CD19"CD27" bellek B hiicrelerinde
(p=0,9067) ve KCNS3 grubundaki farelerin B regiilator hiicrelerinde
(CD19*CD24**CD38" ve CD19*CD5'CD1d") fark gozlenmemistir.
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Sekil 13 : B hiicre alttiplerinin dagilim1
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Sekil 14: Bla hiicrelerinin dagilimi

Bla hiicre altgrubu, antikor iiretimine katkida bulunan bir B lenfosit alt tiiriidiir.
Enfeksiyon ve agilanma durumlarinda aktiflesir. Yardimct T hiicreler aktif olmadan da
Bla hiicreleri aktiflesip antikor iiretimini saglayabilir ve IgM altipi antikorlar1 IgG’den
daha ¢ok dretirler. Otoimmiin hastaliklarda dalakta birikimleri gorilir. Deney
gruplarimiz arasinda myasthenia gravis semptomlarinin en az goriildiigii FCRLB geni
susturulmus olan grubumuzda Bla hiicre popiilasyonunun, scrambled grubuna gore

anlamli olarak azaldigi bulunmustur (p=0,0241).

CD19*ICOSL" hiicreler CXCRS5 pozitifligine gore ikiye ayrilmaktadir. CXCR5*
hiicreler germinal merkezde T hiicreler ile etkilesime giren yiiksek afiniteli ve uzun
omirli antikorlar iireten, etkin bir B hiicre alttipidir. Bu hiicre altgurubunda, gruplar
aras1 farkliliklar ANOVA ile karsilastirildiginda anlamli bulunmustur (p= 0,0164).
KCNS3 susturulan grupta bu hiicrelerin, scramble grubuna gore anlamli olarak yiiksek
oldugu gorilmektedir (p=0,043). Ancak FCRLB ile go6zlenen farklilik anlamliliga

ulagmamistir.
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Sekil 15: ICOSL eksprese eden B hiicrelerinin dagilim1
PDL1 ekspresyonu yapan B hiicrelerinin T hiicre yanitlarini baskiladigi
bilinmektedir. CD19*ICOSL*CXCR5" hiicrelerde PDL1 ekspresyonu incelendiginde
PDL1 eksprese etmeyen hiicrelerin KCNS3 grubunda scrambled grubuna goére anlamli
artmis olmasi (ANOVA p=0,0075, p=0,0190) bu grupta klinik kétiilesme ve serumdaki
antikor miktar1 ile de iliskili oldugu diistiniilmiistiir. Hastalik patogenezinde baskilama

yoniinde aktivite olmadigi seklinde yorumlanmastir.
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Sekil 16: PDL1 eksprese eden B hiicre alttiplerinin dagilim1

4.5.3. T Hiicresi Alttiplerinin calisma gruplari arasindaki dagilimi

Total T hiicre popiilasyonu oranlar1 incelendiginde FCRLB susturulan grupta diger
gruplara gore daha yiiksek bir oran goériilmektedir. Yardimci T hiicrelerinin gruplar
arasinda bir farki olmasa da bellek yardimci T hiicrelerinde shRNA ve lentiviriis
uygulamasi yapilan gruplarin oranlarinda tedavi almamis farelere gore artis oldugu
goriilmektedir (p=0,0154). Sitotoksik T hiicrelerinde KCNS3 grubunda scrambled

grubuna gore anlamli bir azalma gériinmektedir. No treatment grubunda da bu

hiicrelerin yiizdesinin en az oldugunu gormek, hastalik patolojisiyle baglantisi
olabilecegini diisiindiirmektedir. FCRLB grubu, T hiicre popiilasyonlarinin genellikle
diger gruplarin ortalamasina uyum saglasa da regiilator T hiicrelerininyiizdesinde diger

gruplara gore anlamli olarak azalma oldugu belirlenmistir (p=0,0083).
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5. TARTISMA

Aragtirmamizdaki hedef, otoimmiin hastaliklarda farkli miktarlarda eksprese edildigi
bilinen FCRLB ve KCNS3 genlerinin myasthenia gravis fare modelindeki etkisinin

belirlenmesi ve fonksiyonunun aydinlatilmasidir.

KCNS3’iin, Kv9.3 adiyla ve yalnizca potasyum kanal proteini olarak bilinen
fonksiyonunun incelendigi en giincel arastirmalar 2000°lerin basinda yapilmistir. Gen
ekspresyon analizleri ve protein-protein etkilesim haritalar1 sayesinde, iizerine arastirma
yapilmamis genler hakkinda da tahminlerde bulunmamizi saglayan veriler giindeme
gelmistir. KCNS3 iin KCNBL1 ile heteromer bir kanal olusturdugu bu analizler sayesinde
bulunmustur. Voltaj kapili potasyum kanallari, yavas etkili ve kontrollii kanallardir.
Aksiyon potansiyelinin olusmasinda ve nérotransmitterlerin salinmasinda gorev alirlar.
Bu kanallar1 olusturan proteinlerin iretilmesini saglayan bir genin susturulmasi,
potasyum kanallarinin olugsma oranini azaltmis olur. Bu durum, denge i¢inde ¢alisan
voltaj kapili kalsiyum, sodyum ve potasyum kanallar1 arasindaki dengenin bozulmasina
sebep olabilir. Postsinaptik néronlarin sinir ug¢larindaki iyon dengesi pozitife kayar ve
aksiyon potansiyeline ulagsmasi zorlagir. Buna bagli olarak da noromiiskiiler bileskedeki
uyarimin Sikliginin azalmasi beklenebilir. KCNS3’iin susturulmasi sonrasinda shRNA
verilmemis MuSK immiinize fare (no treatment) grubuna gore klinik skorunun daha
yiiksek ve Kkas giiciiniin daha diisikk olmasini agiklayabilecegi diistiniilebilir. Ancak bu
akillara klinik olarak daha hasta gériinen farelerin serumlarindaki MuSK’a kars1 olusan
IgG antikorlarinin miktarinin neden no treatment grubuna gore daha diisik oldugu
sorusunu akla getirmektedir. Bunun olas1 bir agiklamasi, KCNS3 shRNA uygulanan
farelerde patojenik o6zelligi olan antikor sayisinin daha yiiksek olmasi olabilir.
Calismamizdaki farkli tedavi gruplarina ait farelerin serum antikorlar1 ile yapilacak

mekanistik caligmalarla bu savin dogrulanmasi gerekmektedir.

DOMG hayvan modelinin olusturulmasi asamasinda her fareye esit miktarda MuSK
antijeni, immiin sistemlerini tetikleyecek CFA ile homojenize edilip verilir. MuSK
antijeninin viicutta yikilmasi ve MusK-reaktif lenfositlerin yasam siirelerinin dolmasi
birka¢ hafta i¢inde tamamlandigi i¢in immiinizasyonlar 28 giinde bir tekrarlanir.
Farelerin hastaliga verdigi immiin yanit, hastaliklarinin siddetini belirler. Serumda

olglilen MuSK-IgG miktar1 klinik skorla dogrudan korale degildir ancak verilen antijene
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karst olusturdugu I1gG miktarinin disikliigii daha az immiin yanit verdigini ve
otoimmiinitenin yikici etkilerini azalttigini distindiirmektedir. KCNS3’iin protein-
protein etkilesim haritasinda immiinglobulin Kappa ve Lambda ile en yakin etkilesimi
gosterdigi bulunmustur. Bu bulgu, KCNS3 geni susturulmus farelerde kas zaafinin
artmasina ragmen serumlarindaki MuSK-IgG miktarinin tedavisiz farelere oranla diisiik

seyretmesi bulgusunu agiklamakta bir ipucu verebilir.

Literatiirde, Fc reseptor benzeri gen ailesi ile ilgili yayin bulmak ¢ok zor degildir.
FCRLB ise bu gen ailesinde olmasina ragmen yakin zamanlarda ilgi odagi olmaya
baslamistir. FCRLB geni tarafindan kodlanan FCRLB, basta mature B hiicreleri olmak
tizere dalak, tonsil ve germinal merkez olusumlarinda yogunlukla salgilanir. Bu B hiicre
baglantisi da, B hiicre iliskili otoimmiin hastaliklar {izerinde etkili bir gen ve molekiil
olabilecegini diisiindiirmektedir. Yaptigimiz calismada FCRLB baskilanmasi ile
tedaviye yonelik olumlu bir sonu¢ dogurdugunu soéyleyebiliriz. KCNS3’iin aksine
FCRLB geni susturulmus ve MuSK ile immiinize edilmis farelerde myasthenia gravis
hastalik modeli gelisiminin kismen engellenmis oldugu gézlenmistir. Ozellikle sShRNA
enjeksiyonunu takip eden iki haftada (hastaligin agirlagsmasi beklenirken) farelerde gii¢
ve kilo artis1 kantitatif olarak o6lgiildii, hiperaktiviteyi diisiindiiren hareket artiglari ise
deney notlar1 arasina kaydedildi. Deney sonuna kadar klinik skorlar 1’in altinda kalmay1
sirdiirdii. Sakrifikasyon sonra toplanan serum o6rneklerindeki MuSK-IgG seviyeleri
gruplar arasindaki en diisiik ortalamaya sahipti. Bu a¢idan bakildiginda FCRLB’nin

myastheniagravis hastaliginin tedavisi igin uygun bir hedef olabilecegi varsayilabilir.

Immiinfenotipleme sonuglar1 gdz oniine alindiginda ise, CD19* B hiicrelerinin genel
popiilasyonunda gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi goriilmektedir. CD19*CD5*
Bla hiicrelerinin oranlarinin diger gruplarda birbirine yakinken FCRLB grubunda daha
az oldugu belirlendi. Buna karsin FCRLB grubunda CD3" T hiicrelerinin yiizdesi diger
gruplara gore daha yiiksek gortinmektedir. CD3*CD4* yardimc1 T hiicreleri gruplar
arasinda farkli degilken CD3*CD4'CD27" hafiza yardimeci1 T hiicrelerinin yiizdesi,
FCRLB grubunda KCNS3 grubundan daha azdir. CD3*CD4'CD25™ regiilator T
hiicrelerinde ise durum tam tersidir. Yalnizca KCNS3 grubunda goriilen bir artis s6z
konusudur. CD3*CD8* sitotoksik T hiicrelerinin yiizdesi scramble ve KCNS3 grubunda
FCRLB grubuna gore azalmistir.
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Calismamizin sinirliliklart olmakla beraber, MG hastalig1 penceresinde bu iki gene
kars1 yeni bir bakis a¢isi olusturmustur. En onemli sinirlama gruplardaki 6rnek-fare
sayisinin az olmasi ve sadece CFA ile immiinize edilen ve hastalik gelistirmeyen
grubun bu ¢alismada yer almamis olmasidir. Ayrica yalnizca deney sonunda toplanmis
olan periferik kan ornekleri, shRNA uygulamasinin etkisini gostermek icin yetersiz
kalmistir. Deney siiresi igerisinde birkag kere kuyruk kani alinarak serum antikor
diizeyleri, immiinfenotipleme yapilarak gen susturmanin immiin hiicreler {izerindeki
etkileri ve sitokin ekspresyon diizeylerinin ile GZ-PZR ile degerlendirmesi hastaligin
klinik seyrini anlamak i¢in 6nemli olacaktir. Kas 6rneklerinde western blot yontemi ile
MuSK ve AChR proteinlerinin ekspresyonunun gosterilmesi hem DOMG’nin
validasyonu hem de shRNA uygulamasinin néromiiskiiler bileske ilizerinden etki edip
etmedigini anlamakta yardimci olabilir. Ayrica kasta KCNS3 gen ekspresyonunun veya
proteininin belirlenmesi kas zaafiyetlerini igeren diger otoimmiin hastaliklar i¢in de yeni

bir hedef tedavi stratejisi uygulamasinin 6niinii agabilecektir.
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