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OZET

Amag: Noroinflamasyon, amyotrofik lateral skleroz (ALS) hastaliginin ayirt edici
ozelligidir. Regiilator T hiicreleri (Treg'ler), bagisiklik tolerans: ve néroinflamasyonun
onlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. ALS hastalarinda regiilatdr Thiicresi ve FoxP3
proteininin ekspresyonunda onemli bir azalmanin gozlendigi gosterilmistir. ALS'de
FoxP3+ regiilator Thiicresi kaybinin ana nedeni bilinmemektedir. Bu ¢aligmada, ALS'de
FoxP3+ regiilator T hiicresinde otofaji diizensizliginin rolii arastirildi.

Yontem: Caligmaya 23 ALS hastas1 ve 24 saglikli kontrol dahil edildi. Periferik kandan
mononiikleer hiicreler (MNC’ler) elde edildi, ardindan regiilatdr T hiicreleri izole edildi.
Izole edilmis regiilatér T hiicreleri, FoxP3 ve LC3 antikorlari ile boyand ve hastalarda ve
kontrollerde FoxP3+ regiilator T hiicresindeki otofaji seviyelerini belirlemek i¢cin LC3
belirteci, akis sitometrisi ile incelendi.

Bulgular: FoxP3+ LC3+ hiicrelerinin ortalamasi hastalarda ve kontrollerde sirastyla 0,47
ve 0,45 idi. FoxP3+ LC3- hiicrelerinin ortalamasi hastalarda 0,15 ve kontrollerde 0,20 idi,
p=0,030 (p<0,05). Hastalarda ALSFRS-R diisiis orani ile otofaji diizeyi arasinda anlamli
bir iliski saptanmadi. Ayrica hizli ilerleyen ALS hastalari ile yavas ilerleyen ALS hastalar1
arasinda FoxP3+ regiilator T hiicresindeki otofaji diizeyinde anlamli bir fark bulunmadi.

Sonug: ALS hastalarinda FoxP3+ regiilator T hiicresindeki asir1 otofaji seviyeleri, artan
hiicre 6liimiiniin bir agiklamasi olabilir ve ndroinflamasyonun kotiilesmesine ve hastalik
baslangicina neden olabilir. Ancak hastaligin ilerlemesi ile FoxP3+ regiilator T
hiicresindeki otofaji diizeyi iliskili bulunmadi.

Anahtar Kelimeler: ALS, Regiilator T hiicreleri, Otofaji, Noroinflamasyon



ABSTRACT

Objective: Neuroinflammation is a hallmark of amyotrophic lateral sclerosis (ALS).
Regulatory T cells (Tregs) are essential in immune tolerance and prevention of
neuroinflammation. It has been shown that a significant decrease in regulatory T cell and
FoxP3 protein expression is observed in ALS patients. The primary cause of FoxP3+
regulatory T cell loss in ALS is unknown. In this study, the role of autophagy

dysregulation in FoxP3+ regulatory T cells in ALS was investigated.

Method: A total of 23 ALS patients and 24 healthy controls were included in the study.
Mononuclear cells (MNCs) were obtained from peripheral blood, then regulatory T cells
were isolated. Isolated regulatory T cells were stained with FoxP3 and LC3 antibodies and
analyzed by flow cytometry to determine autophagy levels in FoxP3+ regulatory T cells

in patients and controls.

Results: The mean of FoxP3+ LC3+ cells were 0.47 and 0.45 in patients and controls,
respectively. The mean of FoxP3+ LC3- cells was 0.15 in patients and 0.20 in controls, p
= 0.030 (p<0.05). No significant association between ALSFRS-R decay rate and
autophagy level in patients was found. Additionally, there was no significant difference
between the autophagy levels in FoxP3+ regulatory T cells in patients with rapidly
progressing ALS and in patients with slowly progresing ALS.

Conclusion: Excessive levels of the autophagy in FoxP3+regulatory T cells in ALS
patients could potentially be an explanation for increased cell death, worsening of
neuroinflammation and could potentially have been a contributing factor to the initiation
of the disease. However, disease progression cannot be attributed to the level of autophagy

in FoxP3+ regulatory T cells.

Key words: ALS, Regulatory T Cells, Autophagy, Neuroinflamation
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1. GIRIS

Motor noron hastaligi olan Amyotrofik Lateral Sklerozisin (ALS) etiyolojisi, tam olarak
bilinmemekte ve tam tedavisi bulunmamaktadir (Yoshino ve ark., 2006; Abe ve ark.,
2014). Bununla birlikte, mitokondriyal disfonksiyon, glutamat toksisitesi, oksidatif stres,
aksonal disfonksiyon, reaktif astrositozis, protein agregasyonu ve genetik faktorler
hastaligin baslamasina ve ilerlemesine katkida bulundugu bilinen etmenler arasindadir
(Bruijn ve ark., 2004; Wang Y. ve ark., 2007; Barber ve ark., 2010; Liu-Yesucevitz ve
ark., 2010). Bu faktorlerin sonucunda ortaya ¢ikan ndroinflamasyon, ALS etiyolojisinde
ozel bir yer tutmaktadir (Philips ve ark., 2011; Endo ve ark., 2016). Noroinflamasyon,
asir1 derecede immiin yanit sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Beyinde mikroglia, astrosit,
dendrit gibi hiicrelerin yani sira, periferden sizan B ve T lenfositler de noronlarin immiin
yanitinda dnemli gorev almaktadir (Matyszak, 1998; Galea ve ark., 2007; Gimsa ve ark.,
2013; Beardsley ve ark., 2014; Loftis ve ark., 2014). T lenfositlerden, regiilator T hiicreler
otoimmiinite, agirt immiin yanit, asir1 proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasi durumunda
immiin baskilayici olarak ortaya ¢ikmaktadir ve inflamasyona sebep olan faktdrlerin
azalmasinda etki gostermektedir (Kleinewietfeld ve ark., 2014). CD4+, CD25+, regiilator
T hiicreleri noro-koruyucu immiin yanitlari indiikler. Regiilator T hiicreleri, beyin immiin
yanitinda ve ndrogenezde dnemli olan mikroglia hiicrelerinin modiilasyonunda da rol
almaktadir (Beers ve ark.,, 2008; Beers ve ark., 2011). Regilatér T hiicre
popiilasyonlarindan FoxP3+ hiicreleri cok énemlidir. Ozellikle hizli ilerleme gdsteren
ALS hastalarinda, immiin baskilayici regiilator T hiicrelerinin sayisinin azalmasi ve islev
kayb1 goriilmektedir. Otofaji ise, regiilator T hiicreleri dahil olmak {izere tiim hiicrelerin
homeostazi ve sag kalimi i¢in essiz bir siire¢ olarak degerlendirilmektedir. Hiicre igi
homeostazinda ana katabolik siire¢ olan otofaji protein agregatlarinin yikiminda, Reaktif
Oksijen Tiirlerinin (ROS) azaltilmasinda, otoimmdiin yanitin baskilanmasinda, demir gibi
agir metal homeostazinda aktif rol oynamaktadir (Scherz-Shouval ve ark., 2007; Di
Gioacchino ve ark., 2008; Levine ve ark., 2011; Metcalf ve ark., 2012). Otofaji; efektér T
hiicrelerinin aktivasyonunda ve sag kaliminin uzatmasinda, TLR (“toll like” reseptorlerin)
inhibisiyonunda, Niikleer Faktor Kappa-B (NF-kB) yolagin baskilanmasinda ve regiilator
T hiicresinin iglevinde ¢ok 6nem tagimaktadir (Xu Y1 ve ark., 2007; Delgado ve ark., 2008;



Shi ve ark., 2008). Regiilator T hiicrelerinin 6zellikle otofajiye daha fazla bagimli oldugu
ve otofaji kaybimin ciddi otoimmiinite ile sonuglandigi gosterilmistir (Algassim,
2016).Yapilan bir arastirmada, gerekli otofaji genlerinden Atg7 veya AtgS'in Treg
hiicresine 0zel olarak delesyonunu, Treg hiicrelerinin kaybma ve inflamatuar
bozukluklarin gelismesine yol actig1 saptanmistir. Atg7 eksikligi olan Treg hiicrelerinde
apoptoz artmaktadir. Treg hiicreleri aktive olduktan sonra FoxP3 ekspresyonunu

kaybetmektedir (Wei ve ark., 2016).
Bu bilgilerin 15181nda:

- ALS hastalarinda, regiilatér T hiicrelerinin sayisinin azalmasi, bu durumun ALS
etiyolojisinde rol almasi ve hastaligin progresyonuyla korelasyon gostermesi

beklenmektedir.

- ALS hastaliginda, regiilator T hiicrelerinin fonksiyon kayb1 ile FoxP3 ekspresyon

azalis1 beklenmektedir.

- Hastaligin progresyonunun regiilatdr T hiicrelerinin islev kaybiyla da korelasyon

gostermesi beklenmektedir.

- Regiilator T hiicrelerinin sayisindaki azalista ve islev kaybinda rol alan ana

mekanizmalar arasinda otofajinin bulundugunu diisiinmekteyiz.
Bu dogrultuda:

- ALS hastalar1 ve saglikli bireylerden (kontrol grubunu olusturmak iizere hasta

grubu ile yas ve cinsiyet bakimindan uyumlu olmasma dikkat edilerek) kan alindi.
- Alinan kandan tek ¢ekirdekli hiicreler (PBMCs) izole edildi.
- PBMC hiicrelerinden regiilator T hiicreler manyetik kit kullanilarak izole edildi.

- FoxP3+ regiilator T hiicreleri saptanmak i¢in kit ile izole edilmis regiilator

Thiicreler FoxP3 markeri ile muamele edildi.

- Izole edilmis hiicrelerin otofaji durumu LC3 belirteclerle saptandi.



- Regiilator T hiicresindeki otofaji durumu hasta ve kontrol gruplarinda

karsilastirildi.

Regiilator T hiicresindeki otofaji durumu hasta grubundaki bireyler arasinda klinik

bulgularla birlikte degerlendirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Amyotrofik Lateral Sikleroz (ALS)

ALS, ilk kez 1869'da Jean-Martin Charcot tarafindan tanimlanan motor néron hastaliginin
en yaygin seklidir (Charcot, 1869). ALS, {ist motor néronlarin ve alt omurga motor
ndronlarimin segici dejenerasyonunun oldugu ndrodejeneratif ve dliimciil bir hastaliktir.
Bu motor ndronlarin kaybi, tiim istemli kaslarin ilerleyici felci ile sonuglanir ve ilk
asamada el ve ayak gibi organlar etkileyerek hastanin hareketini kisitlarken, sonraki
asamalarda yutma ve solunum organlarim1 da etkileyerek hastanin 6liimiine neden
olmaktadir (Kiernan ve ark., 2011). ALS’nin diinya ¢apindaki insidans1 yaklagik 100.000
kisi basina 2, prevalansi 100.000 kisi basina 6-9 kisidir (Longinetti ve ark., 2019; Brown
C. A.veark., 2021) ve yasam boyu risk yaklasik 350'de 1'dir (Brown C. A. ve ark., 2021).
Hastaligin insidansinin arttigina dair kanitlar vardir (Dorsey ve ark., 2018; Longinetti ve
ark., 2019). Bu durum, kismen degisen niifus demografisi ve dogru taniy1 destekleyen
gelismis klinik hizmetlerle agiklanabilir. Tiirkiye’de 2016, 2017 ve 2018 yili insidans
oranlari sirasiyla yiiz binde 3,7, 4,7 ve 5,4 rapor edilmistir (Uysal ve ark., 2021).

ALS'nin altinda yatan sebepler hala tam olarak bilinmemektedir, ancak {ist ve alt motor
ndronlarin se¢ici 6liimiinii agiklayan birgok hipotez one siiriilmektedir. Nedensel teoriler
arasinda anormal protein islevi ve RNA islenmesi (Kabashi ve ark., 2008; Blair ve ark.,
2010; DeJesus-Hernandez ve ark., 2011), mitokondriyal fonksiyon bozuklugu (Crugnola
ve ark., 2010), néron hiicresinden baska hiicreler tarafindan tetiklenen 6liim (Haidet-
Phillips ve ark., 2011), asir1 uyarilma (Vucic ve ark., 2008; Wainger ve ark., 2014),
eksitotoksisite, (Shaw ve ark., 1997) ve metabolik fonksiyon bozuklugu (Dupuis Luc ve
ark., 2004) yer alir.

ALS'nin yaklagik %10'u ailesel olarak tanimlanir ve vakalarin geri kalan %90 sporadik
olarak kabul edilir (Rowland ve ark., 2001; Renton ve ark., 2014). Kromozom 9 agik
okuma ¢ergevesi 72 (C9orf72) (DeJesus-Hernandez ve ark., 2011; Renton ve ark., 2011),
Stiperoksit Dismutaz Tip 1(SODI1) (Rosen ve ark., 1993), TAR DNA Baglayic1 Protein
43 (TARDBP) (Kabashi ve ark., 2008; Sreedharan ve ark., 2008) ve Sarkomda Fiizyon



(Geisler ve ark.) (Kwiatkowski Jr ve ark., 2009; Vance ve ark., 2009) dahil olmak {izere
bir¢ok gendeki mutasyonlar ailesel ALS'ye neden olur ve sporadik ALS'ye katkida
bulunur. ALS'de, genetik duyarlilik, cevresel faktorlerle birlikte ortaya ¢ikar ve hastaligin
baslangicini tetikler (Al-Chalabi ve ark., 2014). ALS'ye katkida bulundugu 6ne siiriilen
potansiyel cevresel risk faktorleri arasinda profesyonal atletizm (Scarmeas ve ark., 2002;
Chio ve ark., 2005) B-metilamino-L-alanin (BMAA) (Masseret ve ark., 2013), pestisitler
(Kamel ve ark., 2012) ve yasam tarzi faktorleri (sigara icmek dahil) yer almaktadir
(Armon, 2003, 2009).

Cogu ALS hastasinda (~%97), TDP-43 proteinopatisi mevcuttur. Motor ndronlar hasar
gordiikce ¢ekirdekten TDP-43 proteini kaybi olur ve sitoplazmik agregasyon kompakt
veya ¢ile benzeyen morfolojiye sahip yapilara doniisiir (Neumann ve ark., 2006; Ling ve
ark., 2013). Bununla birlikte patolojik heterojenlik de mevcuttur: SOD1 ve FUS
genlerindeki mutasyonlarin neden oldugu ALS, farkli bilesimde sitoplazmik protein
agregatlarinin mevcut olmasina ragmen bir TDP-43 proteinopatisi degildir (Kato ve ark.,

2001; Hardiman ve ark., 2017).

ALS tani kriterleri arasinda revize edilmis El Escorial kriterleri (Brooks ve ark., 2000),
Awaji Shima kriterleri (de Carvalho ve ark., 2008) ve en son olarak basitlestirilmis Gold
Coast kriterleri (Shefner ve ark., 2020) yer almaktadir.

Glinlimiize kadar yalnizca ii¢ ilag klinik kullanim i¢in onaylanmistir: Riluzol (Rilutek,
Exservan, Tiglutik), Edaravone (Radicava) ve AMXO0035 (Relyvrio). Riluzol, ALS
(Bensimon ve ark., 1994; Lacomblez ve ark., 1996) i¢in FDA onayl ilk tedavi olmustur.
Presinaptik noronlar iizerindeki voltaj kapili sodyum kanallarin1 bloke ederek sinaptik
yariga glutamat salimimmi azaltigt ve bdylece eksitotoksisiteyi iyilestirdigi
diisiiniilmektedir (Kretschmer ve ark., 1998; Wang S.-J. ve ark., 2004)24. ilk deneme
sonuglari, hayatta kalma siiresinin ortalama yaklasik 3 ay uzatildigini gostermektedir.
Bununla birlikte, riluzol tedavisi alan ve almayan hastalar1 karsilastiran popiilasyon
caligmalari, 6 ila 19 ay arasinda degisen, hayatta kalma siiresinde 6nemli Olciide daha

biiylik artislar oldugunu belgelemistir (Andrews ve ark., 2020).



Ayda 14 giin intravendz olarak uygulanan bir antioksidan ajan olan Edaravone,
Japonya'daki cesitli calismalarda degerlendirilmistir. Edaravone'un hastaligin ilerlemesini
yavaglattigina dair kanitlar vardir ama hayatta kalmay1 etkiledigine dair herhangi bir bulgu

bulunmamaktadir (Abe ve ark., 2017; Sawada, 2017).
2.2. Hiicre Homeostazisinin Onemi

Homeostazi bir hiicrenin hayatta kalmasi i¢in sarttir. Hiicrenin hayatta kalmasini
etkileyebilen iki tlir homeostazi vardir; hiicre i¢i homesotazisi ve hiicrenin bulundugu
ortamin homeostazisi. Hiicre i¢i homeostazi i¢in otofaji, oksidatif fosforilasyon, protein
ubikitinasyonu, hiicrelerin hayatta kalmasi ve optimal isleyisi i¢in temel olan hiicresel
homeostazin korunmasinda 6nemli rol oynayan hiicresel siireclerdir. Hiicresel homeostaz,
stabil bir i¢ ortam saglayarak biyokimyasal siire¢lerin verimli ve tutarli bir sekilde
gerceklesmesini saglar. Hiicresel homeostazdaki bozulmalar hiicresel strese, islev
bozukluguna ve hatta hiicre Sliimiine yol acgabilir ve ¢esitli hastalik ve bozukluklara
katkida bulunabilir. Dolayistyla bu hassas dengenin korunmasi, organizmanin genel
saglig1 ve refahi icin ¢ok dnemlidir. Cok 6nem tastyan hiicre ¢evresi homeostazisinde ise,

immiin homeostazisi olduke¢a kritiktir.
2.3. Hiicre I¢i Homeostazisi ve ALS

ALS'de metabolik fonksiyon bozukluguna iliskin kanitlar 1970'ler ve 1980'ler boyunca
rapor edilmistir (Van den Bergh ve ark., 1978; Reyes ve ark., 1984). ALS hastalarinda
biliylime hormonu eksikligi (Morselli ve ark., 2006), glukoz intoleransi (Pradat ve ark.,
2010), instilin direnci (Reyes ve ark., 1984), hiperlipidemi (Dupuis L ve ark., 2008),
hipometabolizma (Cistaro ve ark., 2014) hipermetabolizma (Desport J.-C. ve ark., 2006)
ve viicut kitle indeksi (BMI) (Desport J. C. ve ark., 1999; Shimizu T. ve ark., 2012)
diizensiz metabolik homeostazin varliginin ve giderek kétiilestiinin isaretlerini
vermektedir. ALS'deki kusurlu metabolik homeostazin altinda yatan neden tam olarak
belirlenmemistir. Farelerde, hiicre dizilerinde ve insanlarda ALS ile iligkili genlerin
ekspresyonundaki mutasyonlar veya degismis gen ifadeleri siklikla metabolik

anormalliklerle iliskilidir (Dupuis Luc ve ark., 2004; Palamiuc ve ark., 2015).



Noronlar, 6zellikle aktif hiicrelerdir ve bu nedenle yiliksek metabolik gereksinime

sahiptirler. Norondaki metabolik siiregler

(Kawamata ve ark.) iyonlarin hiicre zar1 boyunca pompalanmasiyla baglantili olan zar alt1
glikolizi, (2) aerobik metabolizmay1 beslemek i¢in piruvatin iiretilmesine izin veren

aerobik glikolizi

(Kawamata ve ark.) Trikarboksilik Asit (TCA) dongiisii araciligiyla mitokondride
NADH/ATP iiretimini igerir (Aubert ve ark., 2007).

Aktif noronlar i¢in, aksiyon potansiyellerinin tiretilmesi i¢in gerekli olan metabolik talepte
bir artig (Sokoloff, 1999) ve bunlarin genis ylizey alan1 nemli bir metabolik yiike karsilik
gelir. Bu ihtiyacin, ATP iiretimi yoluyla karsilanmasi gerekir. Noronlar aerobik
metabolizmaya ve oksijen kullanimina son derece bagimlidir, ancak biiyiik bir ATP
deposuna ragmen, azalmis glikolitik ve/veya mitokondriyal fonksiyon ATP
kullanilabilirligini degistirir ve ndronlardaki glikoz ve oksijen yoksunlugu hiicre 6liimiiyle

sonuglanir (Goldberg ve ark., 1993; Lee Y. ve ark., 2012).
2.4. Immiin Homesotazisi, Néroinflamasyon ve ALS

Son yillarda, “ALS patofizyolojisinde noroinflamasyonun 6nemli bir rol oynadigi”

hipotezini destekleyen 6nemli kanitlar ortaya ¢ikmaya baslamistir.

ALS hastalardan elde edilen veriler, ALS hastaliginda bagisiklik sisteminin dengesiz
oldugunu gostermektedir. Bu verilere gore; 1) ALS hastalarinda immiin yanit saglikli
kontrollerden farklidir, 2) immiin yanit agisindan spesifik genotip/fenotip 6zelliklerine
sahip hasta alt gruplar1 tanimlanmistir, 3) immiin yaniti kriterleri ile daha iyi prognoz elde
edilmesi miimkiindiir 4) immiin yanita gore hastalik ilerlemesinin takibi miimkiindiir

(Beers ve ark., 2019).

ALS'de bagisiklik yanitin rolii farkli ¢alismalarda gosterilmistir. Fare ALS modellerinde
in vivo gorintiileme c¢aligmalari, presemptomatik fazlarda olan astrositlerin ve
mikroglialarin aktivasyonundaki degisiklikleri ortaya c¢ikaran ex vivo analizler ve

dogrudan bagisiklik yanitina bagli gesitli genlerin dahil oldugunu gdsteren c¢aligmalar



bulunmaktadir (Maruyama ve ark., 2010; Cirulli ve ark., 2015; Freischmidt ve ark., 2015;
Lai ve ark., 2019; Béland ve ark., 2020). ALS hastalarinin beynindeki noroinflamatuar
tepkilerin erken kanitlar1 hem sporadik olgularda hem de C9orf72 mutasyonu bulunan

hastalar i¢in yapilan otopsi ¢aligmalarinda rapor edilmistir (Kawamata ve ark., 1992;

Sasaki, 2011; Brettschneider ve ark., 2013).

ALS-FTSD’li hastalarda, hastalik seyri, siddeti, baslangi¢ yas1 ve bulgular1 agisindan ¢ok
heterojenlik goriilmektedir. ALS-FTSD'li kisilerde heterojenlige katkida bulunan
potansiyel faktorlerden biri bagisiklik fonksiyonu ve bununla ilgili inflamatuar
stireclerdir. Regiilator T hiicreleri ve interlokinler gibi inflamatuar aracilarin, hastaligin
ilerleme hiziyla iligkili oldugu daha 6nce gosterilmistir (Brettschneider ve ark., 2012; Lu

ve ark., 2016; Beers ve ark., 2017).

ALS'deki immiin diizensizligin temelini olusturan biyolojik mekanizmalar aydinlatilmay1
beklemektedir. Norodejenerasyon ve ndroinflamasyon arasindaki baglantiya iliskin
¢oziilmemis tavuk-yumurta ikilemi oOzellikle 1ilgi c¢ekicidir. Baskin  goriis,
ndroinflamasyonun norodejenerasyona gore ikincil oldugudur. Noroinflamasyon,
ozellikle proinflamatuar faktorlerin galibiyetinde ileri hastalik asamalarinda, hasarin
artmasina neden olmaktadir (Chiot ve ark., 2019). Proteostaz, aksonal tagima, RNA
metabolizmasi, mitokondri, hiicre iskeleti ve niikleositoplazmik tasimadaki islev
bozukluklar ile iliskili olarak 25'ten fazla ALS baglantili genden elde edilen kanitlar,
yukarida bahsedilen patolojik mekanizmalarin noronlardan kaynaklandigi fikrini
desteklemektedir (Brown R. H. ve ark., 2017; Hardiman ve ark., 2017). Ek olarak, néronal
patoloji, hastaligin ¢cok erken evrelerinde dahi bagisiklik sistemini harekete gegirmektedir.
Ornegin, genetik arka plana bakilmaksizin ALS vakalarmin %95'inden fazlasinda
patolojik bir isaret olan TDP-43 ve mutasyona ugramis SOD1 tasiyan ALS hastalarinda
bulunan birikmis SODI1 gibi proteinler, nodronlarda mikroglial aktivasyonu
indiiklemektedir ve bu da ndrotoksisiteyi indiikleyebilmektedir (Boillée ve ark., 2006;
Swarup ve ark., 2011).

Buna karsin, diizensiz bagisiklik ve/veya inflamatuar yanitlarin bazi durumlarda ilk
tetikleyici olabilecegi ve norodejenerasyondan once gelebilecegi yoniinde ciddi kanitlar
vardir. Bu teoriyi gliglendiren kanitlar arasinda, ALS ile iliskili baz1 genlerin dogrudan
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immiinomodiilatorler  oldugunun  gosterilmesidir.  Bunlar  arasinda  C9orf72,
Silindiromatoz (CYLD), TANK baglayici kinaz 1(TBK-1) ve Organ Tedarik ve Nakil Ag1
(OPTN) proteinlerini kodlayan genler bulunur (Maruyama ve ark., 2010; Renton ve ark.,
2011; Cirulli ve ark., 2015; Freischmidt ve ark., 2015). Benzer sekilde, daha yiiksek IL-6
ve IL-6R seviyeleriyle iliskilendirilmis bir interlokin (IL)-6 reseptori (IL-6R)
polimorfizminin (Asp358Ala), potansiyel olarak ALS hastaligimmin seyir degistiricisi
olmas1 da bu teoriyi giiclendirmektedir (Wosiski-Kuhn ve ark., 2019). Benzer sekilde,
C9orf72, merkezi sinir sisteminin (CNS) yerlesik bagisiklik hiicreleri olan mikrogliada
yiiksek diizeyde eksprese edildiginden, mikroglianin 6zellikle normal C9orf72 protein
fonksiyonundaki herhangi bir degisiklikten etkilenebilecegi ve dolayisiyla bagisiklik
sistemin fonksiyon karisikligini tetikleyebilecegi ileri siiriilmiistiir (Trageser ve ark.,
2019). Bu hipotez nakavt C9orf72 fare modelleriyle kanitlanmistir (O’rourke ve ark.,
2016; McCauley ve ark., 2020). Hem asir1 hem de etkisiz bagisiklik yanitinin bu genlerle
iliskili olmast ve ¢ogunun ayni zamanda otofaji gibi diger bazi hiicresel yollara da
katilmas1 dikkat ¢ekicidir; bu nedenle, ALS patogenezinde hangi fonksiyonlarinin en

onemli oldugunu ay1rt etmek zordur.

ALS'de, bagisiklik sisteminin islev bozuklugunun birincil veya ikincil role sahip olmasi,
ndroinflamasyonun bu hastaligin merkezinde yer aldigi gercegini degistirmez.
Noroinflamasyon ALS etiyolojisinde 6zel yer tutmaktadir. Noroinflamasyon, klinik
oncesi modellerde ve ALS hastalarinin merkezi sinir sisteminde hem histolojik hem de
goriintiileme ¢aligmalarinda belirgin olan patolojik bir isarettir (Appel ve ark., 2021).
Ancak, noroinflamasyona neden olan sebepler ve mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir (Upadhyay ve ark., 2016). Noroinflamasyon, asir1 derecede immiin yanit
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Mikroglia, dendritik, makrofaj, B lenfositler gibi antijen
sunan hiicreler, periferik kandan sizan T-lenfositler noéroinflamasyonda 6nem tasimaktadir

(Gimsa ve ark., 2013; Beardsley ve ark., 2014).
2.5. Immiin Homeostazisinde Regiilatér T hiicrelerinin Onemi

ALS hastalarinda ve hayvan modellerinde yapilan ¢caligmalardan elde edilen ¢ok sayida
kanit, dogustan gelen ve edinsel bagisikligin, hastaligin seyrini diizenlemede belirgin bir
rol oynadigin1 gostermektedir (Beers ve ark., 2019; Lyon ve ark., 2019; Béland ve ark.,
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2020).  Merkezi sinir sistemindeki baglica bagisiklik hiicreleri mikroglialardir
(Kettenmann ve ark., 2011). Mikroglialar genellikle dinlenme ve aktif olmak tizere iki
durumda tanimlanir. Dinlenme halindeki mikroglialar, sinaptik islemlerinde, ndrogenezde
ve inflamatuar yanitlar1 tetiklemeyen ndronal aglarin modiilasyonuna katilmada olduk¢a
aktiftir (Nimmerjahn ve ark., 2005). Mikroglial aktivasyon ve ardindan gelen inflamatuar
yanitlar, CNS hasarina (néronal dokiintii, hiicre dist ATP ve/veya toplanmis proteinler)

yanit olarak tetiklenmektedir.

Mikroglia aktivasyonu siirecinde hiicre ¢ikintilarin kisalmasi, hiicre gévdesi boyutunda
artis ve ¢ogalma artist ile beraber goriilmektedi, bu siire¢ “mikroglioz” olarak

bilinmektedir. Aktive edilmis mikroglia hiicreleri yliksek fagositik yetenege sahiptir.

Mikroglioz’a niikleer faktor xB (NF-«kB), interferon diizenleyici faktor (IRF3),
rapamisinin memeli hedefi (mTOR) ve diger sinyal yolaklar1 aracilik eder. Hasarin
boyutuna ve siiresine bagli olarak mikroglia, agirlikli olarak proinflamatuar veya anti-
inflamatuar fenotipe polarize olur. Geleneksel olarak M1 olarak bilinen proinflamatuar
mikroglia, tiimor nekroz faktorii (TNF), IL-1f ve IL-6, interferon-f (IFN-B) ve
kemokinler CCL2 ve IL-8 (monositler i¢in kemoattraktanlar ve notrofiller), gibi sitokinler
salgilar, hasar sensorlerini artiracak sekilde diizenler ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
nitrik oksit (NO) tiretir (Béland ve ark., 2020). Buna karsilik, M2 olarak da bilinen anti-
inflamatuar mikroglia, inflamasyonu baskilar, baz1 hasar sensorlerini azaltarak diizenler,
sitokin IL-4, IL-13 ve IL-10 yardimi ile doku rejenerasyonunu destekler ve kismen hiicre
dokiintiilerini ve toplanmis proteinleri fagositozla saglar (Gravel ve ark., 2016). Mikroglia
disinda diger birka¢ makrofaj popiilasyonu meninksleri, perivaskiiler bosluklar1 ve koroid
pleksuslar1 doldurur (Goldmann ve ark., 2016). Mast hiicreleri, CNS'de, inflamatuar bir
yanit1 diizenlemek i¢in mikroglia ile karsilikli iletisime gecer (Jones ve ark., 2019).
Makrofajlar ve mast hiicreleri, aksonlara ve sinir terminallerine yakin bir yerde
konumlandiklari i¢in periferik sinirlerde agik¢a daha belirgin roller iistlenirler (Gupta ve
ark., 2018). Astrositler ve kan beyin bariyeri (BBB) endotel hiicreleri de immiinolojik
acidan Onemli faktorlerin Onemli bir kaynagini temsil eder. Mikroglia'nin reaktif
astrositlerin fonksiyonlarin etkiledigi, astrosit fenotipini ndroprotektiften nérotoksik hale

getirdigi gosterilmistir (Ferraiuolo ve ark., 2011; Pehar ve ark., 2017; Filipi ve ark., 2020).
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Norodejeneratif siire¢ sirasinda mikroglia ve astrositler, ¢ok sayida periferik bagisiklik
hiicrelerini yonetmektedir. B hiicreleri, T hiicreleri, dendritik hiicreler periferaldan
merkezi sinir sistemine sizmaktadir (Beers ve ark., 2019; Béland ve ark., 2020). Regiilator
T hiicreleri de periferaldan merkezi sinir sistemine sizmaktadir. Dogal olarak olusan
reglilator T hiicreleri (Treg), CD4 + CD25 + T hiicre popiilasyonu i¢inde bir alt
popiilasyon olarak ilk kez 1995 yilinda tanimlanmistir. 1995'te, timektomize fareleri
otoimmiiniteden koruyabilen yiiksek seviyelerde IL-2Ra (CD25) eksprese eden timiis
tiirevli CD4 + T hiicrelerinin bir alt grubu olarak kesfedilmistir (Sakaguchi ve ark., 1995)..
2003 yilinda FoxP3, Treg hiicrelerinin yeni bir spesifik belirteci olarak tanimlanmis olup
ekspresyonunun, baskilayici aktiviteler i¢in gerekli ve yeterli oldugu vurgulanmistir
(Fontenot ve ark., 2003; Hori ve ark., 2003). Bu transkripsiyon faktorii, 700'den fazla gene
baglanir ve siirekli yliksek ifade seviyesi, regiilator T hiicrelerinin sagligini korur (Zheng
ve ark., 2007). FoxP3 ekspresyonu, regiilator T hiicrelerinin gelisimi i¢in vazgegilmezdir
(Fontenot ve ark., 2003). CD3, CD4, CD25, CD127 ve FoxP3 belirtegleri, insan Treg
hiicrelerini tanimlamak i¢in minimal olarak gerekli belirteglerdir (Santegoets ve ark.,

2015b).

Regiilator T hiicrelerinin immiin sistemdeki en Onemli islevleri arasinda; saldirgan
effektor T hiicrelerini baskilama, mikroglia ve antijen sunan hiicrelerini regiile etme, pro-
inflamatuar sitokinlerin salgilanmasini baskilama bulunmaktadir (Li ve ark., 2006; Liu G.
ve ark., 2011). CD4+ CD25+ FoxP3+ regiilator T (Treg'ler) lenfositleri immiin baskilayici
ve viicut antijenlerine kars1 tolerans saglayici hiicrelerdir. Treg hiicrelerinin disfonksiyonu
ise otoimmiin hastaliklarin gelisiminde ¢cok 6nemli bir rol oynamaktadir (Viglietta ve ark.,
2004; Sakaguchi, 2005; Bluestone ve ark., 2015). Regiilator T hiicrelerinin azalmasi ve
islev kaybinin dogal sonucu ndroinflasyonun artmasi ve motor ndronlarin kaybidir.
FoxP3+ regiilator T hiicreleri ALS hastalarinda azalmakta ve islev kayb1 gostermektedir
(Sheean ve ark., 2018). FoxP3+ regiilator T hiicrelerinin infiizyonlar1 hastaligin
ilerlemesini yavaslatir ve hayatta kalma siiresini uzatir, saldirict T lenfositlerinin
proliferasyonunu ve mikroglia aktivasyonunu baskilar (Henkel ve ark., 2013). Insanda
ALS‘de faz 1 denemesi olarak gerceklestirilen “regiilator T hiicreleri ile tedavi” basari ile
tamamlanmistir. Faz 1 ALS calismasinda, subkutan interlokin (IL)-2 ile birlestirilmis

cogalmis diizenleyici T-lenfositlerin (Tregs) otolog inflizyonlar1 giivenli ve iyi tolere
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edilmistir. Treg baskilayict fonksiyonunun arttigi ve calisma sirasinda hastaligin
ilerlemesinin stabilize edildigi bildirilmistir. Ancak, bu hiicrelerin izolasyonu ve in vitro
olarak ¢ogaltmasi zordur. Ayrica ¢ogalan hiicrelerde 6liim orani yiiksektir (Thonhoff ve
ark., 2018a). 2022’de faz 1 sonuclarin giivenirligi teyit edilmistir (Thonhoff ve ark.,
2022).

Sonug olarak, FoxP3+ regiilator T hiicrelerinin 6liimii, ndroinflamatuar yanitin artigi ve
ALS hastaligin ilerlemesinde ¢ok 6nemlidir. ALS hastaliginda regiilatér T hiicrelerinin
oliim nedenleri bilinmemektedir. Onceki arastirmalara dayanarak otofajinin, regiilator T
hiircrelerinin sagkaliminda ve aktivasyonunda ¢ok etkin oldugu dikkat ¢ekmektedir.
Regiilator T hiicresindeki otofaji bozulmasi bu hiicrelerin 6liimiine neden olabilmektedir
(Algassim, 2016; Wei ve ark., 2016). Asagida ALS’de onemli olan immiin hiicreleri
gosterilmistir (sekil 2.1).

Kan-Beyin Beriyerinde Endotel Hiicrelerin Etkilenmesi ve Periferik immiin Hiicrelerin Sizmasi

icreleri

Anti inflamatuar

< i
Mast
/ Hicreler
W

Merkezi Sinir Sistemi

Periferik

Sekil 2.1. ALS’de 6nemli olan immiin sistem hiicreleri
2.6. Treg Hiicrelerinde Otofajinin Onemi

Otofaji hiicre i¢i homeostazinda en 6nemli katabolik siirectir. Otofaji; hiicresel homeostazi
ve hiicre korunumuna ek olarak, mikro ¢evredeki spesifik proteinlerin homeostazinda da
etkilidir. Diger taraftan otofaji, ndronal sinyallesme ve ndron aktivitesinde de rol

almaktadir. Ornegin, hipotalamik néronlarda besin alimmin diizenlenmesi igin otofaji
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gereksinimi bilinmektedir. Bunlara ek olarak, otofajinin sinaps olusum siireci i¢in 6nemli
oldugu ortaya konulmustur. Otofaji, ndrotransmitterlerin salgilanmast ve dendritik
spinlerin gelisimi i¢in de gerekmektedir. Dendritik spinler postsinaptik yapiy1
icermektedir. Post sinaptik yapi, ndrotransmitterler araciligiyla aktive edilen reseptorleri

icermektedir (Nikoletopoulou ve ark., 2018).
2.6.1. Otofajinin Molekiiler Diizenlenmesi

Otofaji Treg hiicrelerinde aktiftir ve soy stabilitesini ve sag kalimin destekler. Otofajide
iki temel gen olan Atg7 veya Atg5'in Treg hiicresinde spesifik olarak delesyonu, Treg
hiicrelerinin kaybina, daha fazla tiimér direnci ve inflamatuartuar bozukluklarin
gelismesine yol agar. Atg7 eksikligi olan Treg hiicrelerinde apoptozun arttig1 ve FoxP3
transkripsiyon faktorii ekspresyonunun kaybedildigi gosterilmistir (Wei ve ark., 2016).

Otofaji siireci, fagoforun olusumuyla baslar ve otofagozomun yikima ile biter. Bu siirecte
ATG (autophagy related genes) ve reseptor/adaptor proteinleri ortaya c¢ikmaktadir.
Bugiine kadar, memelilerde otofajide yer alan ¢ok sayida gen tanimlanmistir (He ve ark.,

2009).

Otofagozom ¢ekirdeklenmesi otofajinin ilk agamasidir. Memelilerde ULK1/2 (mayada
Atgl ve C. Elegans’ta UNC-51) kinazlar, ATG13 (mayada Atgl3), FIP200 ve ATG101
ile kompleks olarak sitozolde bulunmaktadir. Bu kompleks mTOR yolag: tarafindan
inhibe edilmektedir (Ganley ve ark., 2009; Karanasios ve ark., 2013). Acliktan sonra,
ozellikle endoplazmik retikulum (ER) membranlarinda biriktirilen ULK1/2 kompleksi,
adenosin monofosfatla aktive olan protein kinaz (AMPK)’a bagl olarak aktive edilmekte
ve pre otofagozom yapinin (PAS) olusumunda rol oynamaktadir (Kim ve ark., 2011).
Aktif ULK1/2 kompleksi, VPS34’{in ¢agirilmasi ve aktivasyonu i¢in ¢ok onemlidir.
VPS34 veya PIK3C3 kompleksi olarak da bilinen sinif III PI3-kinaz (PI3K-III), bir lipit
kinaz kompleksidir ve Fosfatidilinositol3P (PI3P) {iretmek igin fosforinositlerin
fosforilasyonunu saglar (Simonsen ve ark., 2009). PI3K-III’lin inhibisyonu (6rnegin 3-
metiladenin veya wortmannin ile) ve daha sonra PI3P’nin azalmasi otofajiyi inhibe
etmektedir (Plowey ve ark., 2011). PI3P iiretimi sayesinde, “Beclinl-VPS34” kompleksi,
ATGI18 (memelilerde WIPI12) (Polson ve ark., 2010) ve omegasome proteini DFCP1
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(Axe ve ark., 2008) gibi otofagozom biyogenezinde rol oynayan énemli otofaji proteinleri
icin bir platform saglamaktdir. Beclinl memelilerde, Atg6 / Vps30 (vakuolar protein
siralama 30) ortologu sayilmakta ve simif III PI3-kinaz kompleksinin bir alt birimidir.
Beclin 1 baglangicta bir anti-apoptotik protein olan Bcl-2’nin bir etkilesim ortagi olarak
tanimlanmistir (Liang X. H. ve ark., 1998). Aclik zamaninda “Beclinl-Bcl2” etkilesimi
azalmakta ve bdylece Beclin 1 otofajiyi aktiflestirmektedir (Chang ve ark., 2010). Bu
nedenle, Bcl-2 sadece bir anti-apoptotik degil, ayn1 zamanda bir anti-otofajik proteindir.
Alternatif olarak, Bcl-2 otofajiyi tetikleyebilen sitozolik kalsiyum yiikselmesini inhibe
ederek otofajiyi bastirir (Hoyer-Hansen ve ark., 2007). Baska bir Beclin 1 partneri, UV
1s1mast direnci ile iligkili gen (UVRAG)’dir (Liang C. ve ark., 2006). UVRAG smif 111
PI3-kinaz kompleksinin bir iiyesi ve pozitif bir otofaji regiilatorii olarak gosterilmistir
(Mizushima, 2007). Ayrica, Ambral adli bir WD-40 bdlgesi iceren proteinin, bir Beclin
1 etkilesimli protein oldugu ve pozitif olarak Beclin 1 bagimli otofajiyi diizenledigi

gosterilmistir (Maria Fimia ve ark., 2007).

Otofagozom gelismesi ve kapanmasi ise sonraki asamada gerceklesir. Otofagozom iki
ubikiitinasyon benzeri sistemin aracilig1 ile ger¢eklesmektedir: birinci sistem Atgl2-AtgS
konjugasyonu sistemi ve ikinci sistem “mikrotiibiil iligkili protein 1 11k zincir 3”
(MAPILC3) veya kisaca LC3, (mayada Atg8) lipidasyon sistemidir (Sekil 1) (Kirisako
ve ark., 2000; Mizushima ve ark., 2001). Ilk sistemde Atgl2, Atg7 (E1 benzeri bir enzim)
tarafindan aktive edilir, daha sonra Atgl0 (E2-benzeri enzim)’a transfer edilir. Sonunda,
Atgl2 kovalent olarak Atg5 proteinine konjuge edilir (Mizushima ve ark., 2001). Daha
sonra, Atgl2-Atg5 konjugat ile, Atgl6 (memelilerde ATG16L1) bir kompleks olusturmak
icin etkilesime girer (Fujita ve ark., 2008). Maya sisteminde, Atgl2-Atg5-Atgl6
kompleksi (Memelilerde ATGI12- ATGS5-ATG16L1 kompleksi) otofagozomlarin
yiizeyinde yer almaktadir (45, 46). Ikinci sistemde, Atg8’in bir memeli homologu olan
LC3 proteini ¢ok 6nem tasimaktadir. LC3 otofagozom i¢ zarmin iizerinde tanimlanmistir
(Kawamata ve ark.). LC3’ilin substrat1 olan p62/SQSTMI1’in bir reseptdr olarak islev
gordiigli onerilmistir (48). Otofaji yetersizligi olan hiicrelerde p62/SQSTM1 belirgin bir
sekilde birikir (49). LC3 sentez edildikten sonra ATG4B tarafindan boliinmektedir.
Islenmis protein sitozol icerisinde serbest kalmaktadir. Daha sonra, LC3-1 ATG7 (El

benzeri enzim) tarafindan aktive edilir, ATG3’e (E2 benzeri enzim) transfer edilir ve

14



fosfatidiletanolamin (PE) lipit molekiiliine kovalent olarak baglanir. Lipid konjuge LC3
formuna LC3-II adi verilir. (50). LC3-II olarak adlandirilan, LC3’{in lipid modifiye
formunun, otofagozom membran geniglemesi ve fiizyon olaylarina dahil oldugu
diisiiniilmektedir (51). Bu nedenle, LC3 lipidasyonu ve LC3-1’den LC3-II’ye doniigiimiin
yant sira sitozolik LC3’iin otofagosomlara alinmasi, yaygin olarak giivenilir bir otofajik
aktivite markeri olarak kullanilir. ATG12-ATG5-ATG16L1 kompleksinin, LC3
lipidasyonu i¢in E3 benzeri bir enzim olarak hareket ettigi, 2 sistemin arasinda dogrudan

bir baglantt ve birbirine bagimhilik yarattigi disiiniilmektedir (52) (sekil 2.2).

FAKTORLERI
| ACLIK i
MTOR 1 $
@ Q

ULK Kompleksi

Aktif LC3- I

Aktlf ATG12

FAGOFOR
(pre otofagozom)

Beclin 1

VPS34 (PIK3C3) komplek5|

OTOFAGOZOM

Sekil 2.2. Otofajinin ana agamalar1 ve dnemli molekiilleri
2.6.2. Hiicre Homeostazisinde Otofaji

Otofajinin artik hiicresel homeostazin korunmasinda ¢ok ¢ok etkin oldugu bilinmektedir.
Otofajinin, kargoyu otofagozomlara tanimlamak ve hedeflemek i¢in farkli hiicresel

mekanizmalarin kullanildigi oldukea segici bir siire¢ oldugu degerlendirilmektedir.

Otofaji stres altinda hiicrelerin hiicresel biitiinliigiin korunmasina katkida bulunabilir.
Organele 0Ozgii veya substrata 0zgii otofajinin diger formlar1t da tanimlanmistir.

Mitokondri yikimi (mitofaji) ve denatiire proteinin yikimi (agrefaji) i¢in bu tiir segici
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otofaji yollar1 bulunmaktadir. Bunlara ek, olarak peroksizomlarin (Deosaran ve ark.,
2013), ribozomlarin (MaclIntosh ve ark., 2011) ve endoplazmik retikulum fragmanlarinin
(Cebollero ve ark., 2012) segici otofajik yikimi da gerceklesmektedir. Proteinlere ek
olarak, lipitler (Liu K. ve ark., 2013) ve RNA (Fujiwara ve ark., 2013) dahil olmak iizere
cesitli hiicresel biyomolekiillerin par¢alanmasinda otofajik siireclerin de rol oynadigi

gosterilmistir.

Aglik sirasinda (6rnegin, glikoz veya biiyiime faktorlerinin yoksunlugu veya hiicresel
enerji ylkiinlin tiilkenmesi) otofaji, hiicresel makromolekiillerin bozulmasi1 ve geri
doniisiimii yoluyla hiicrenin hayatta kalmasini uzatir. Bu siireg, besin eksikligi durumlari
sirasinda Oncii molekiil havuzlarini yeniler (Mizushima ve ark., 2011). Otofaji proteini
Atg5’ten yoksun olan fareler, aglhigin 6ldiiriicii etkilerine kars1 duyarlidir (Kuma ve ark.,
2004). Otofajinin Beclin 1 veya Atg5 yikimi veya 3-metiladenin gibi kimyasal inhibitorler
tarafindan inhibisyonu, a¢ HeLa hiicrelerinde apoptozu ve kaspaz-3 aktivasyonunu
destekleyebilir (Boya ve ark., 2005). Bu calismalar, aglik sirasinda hiicrenin hayatta

kalmasini uzatmak i¢in otofajinin bir rol oynadigini 6ne stirmistiir.
2.6.3. Mitofaji

Otofaji, mitofaji olarak adlandirilan segici bir siirecte hasarli veya islevsiz mitokondrinin
uzaklastirilmasinda 6nemli bir homeostatik fonksiyon gergeklestirir (Youle ve ark., 2011).
Mitofaji, eritrosit olgunlasmasinda ve hiicresel homeostazin korunmasinda énemli bir rol
oynar. Mitofaji yoluyla mitokondri dongiisiiniin artmasi, kimyasal veya fiziksel stresin
(6rnegin hipoksi) bir sonucu olarak ortaya c¢ikabilir (Zhang ve ark., 2008). Mitofaji,
mitokondri sayisint metabolik gereksinimleri karsilayacak sekilde diizenleyebilir.
Mitokondri, eritrosit olgunlagsmasi sirasinda yalnizca BH3 proteini Nix/Bnip3L1
tarafindan uzaklastirilir. Nix, dis mitokondriyal membranda lokalize olur ve LIR motifi
aracilifiyla memeli Atg8 homologlariyla dogrudan etkilesime girer [68]. Hasarli veya
islevsiz mitokondri, fosfataz ve tensin 16 homologu (PTEN) ve PTEN ile indiiklenen
kinaz proteini 1 (PINK1) ve Parkinson protein-2 (PARK?2) vasitasi ile yikilmak iizere
otofagozoma alinir, bu siirecte PTEN, PINK1, PARK 2 gibi proteinler rol oynamaktadir
(Narendra ve ark., 2008; Geisler ve ark., 2010). Ilgili PINK1 ve PARK2 genlerindeki

mutasyonlar, Parkinson hastaliginin resesif ailesel formlari ile iliskilidir (Morris, 2005).
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Farelerde PINK1 ve PARK2 delesyonlar1 mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile
iligkilidir (Trancikova ve ark., 2012). Mitokondriyal membran potansiyelinin kayb1 ve
mitokondriyal reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artan iiretimi, mitofaji i¢in baslangi¢

sinyalleri saglayabilir.
2.6.4. Proteostaz ve Agrefaji

Otofaji, agrefaji olarak adlandirilan secgici bir siiregte, her yerde bulunan protein
agregatlarinin ortadan kaldirilmasi i¢in bir mekanizma saglayarak hiicresel protein
homeostazisini (proteostaz) koruyabilir (Lamark ve ark., 2012). Son ¢alismalara gore,
otofaji, protein yikimi i¢in ubikuitin-proteozom sistemine ek bir mekanizma olarak
caligmaktadir (Kirkin ve ark., 2009; Komatsu ve ark., 2010). Agrefaji, ubikuitinle iliskili
(UBA) bir bolge araciligiyla ubikuitinlenmis proteinlerle etkilesime girebilen segici
otofaji kargo adaptorii p62/SQSTM1’i (p62) gerektirir (Shaid ve ark., 2013). Ayrica p62,
LIR (LC3-etkilesimli bolge) motifi araciligiyla LC3 ile etkilesime girebilir ve bdylece
ubikuitinlenmis proteinlerin otofagozomlara hedeflenmesini kolaylastirabilir. Segici
otofaji adaptorii BRCA1 geninin komsusu (NBR1) ubikuitin pozitif protein agregatlarinin
olusumunu tesvik eder, bunlarin agrefaji yoluyla sekestrasyonunu ve uzaklastirilmasini

kolaylastirir(Kirkin ve ark., 2009).
2.6.5. Otofaji ve Apoptoz

Otofajinin hiicresel hayatta kalmada yaygin olarak kabul edilen roliine ragmen, otofaji
ayn1 zamanda cesitli hiicre 6liim yollarinin, 6zellikle de apoptozun diizenlenmesiyle de
iliskilendirilmistir. Otofaji, hayatta kalma veya strese adaptasyonla iliskili diizenlenmis
bir programdir. Bununla birlikte, otofagozom olusumunun artmasina, 0lmekte olan
hiicrelerde siklikla rastlanir. Dolayisiyla otofajinin asir1 aktivasyonu, kontrolsiiz
parcalayict siiregler yoluyla apoptotik hiicre Sliimiine katkida bulunabilir (Galluzzi ve

ark., 2008).

Otofaji ve apoptozun morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri farklidir. Otofajiye giren
hiicreler, otofajik keseciklerde (yani otofagozomlar ve otofagolizozomlar) bir artis

gosterir. Otofajik hiicrelerde kismi kromatin yogunlagsmasi goriilirken, DNA
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fragmantasyonu meydana gelmez. Ancak, iki siire¢ her zaman birbirini diglamadigindan
ve ayni hiicre tipinde eszamanli olarak meydana gelebildiginden, otofaji ve apoptoz

arasindaki ayrimlar tam olarak belirlenmemistir (Galluzzi ve ark., 2008).

Son ¢aligmalar, apoptoz yolaklarim1 diizenledigi iyi bilinen faktdrlerin, ayn1 zamanda
otofajiyi diizenleyen faktorler ilizerinde diizenleyici potansiyeline sahip oldugunu ve

bunun tersinin de gecerli oldugunu gostermektedir.

Proapoptotik proteinlerin aktivitesini antagonize ederek apoptozun alt yolaklarini
diizenleyen antiapoptotik B-cell leukemia/lymphoma-2 (Bcl-2) ailesi proteinleri, otofaji
alt yolaklarin1 da diizenleyebilir. Beclin 1, Bcl-2 ve Bcl-XL dahil olmak {iizere
antiapoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleriyle etkilesime girer. Bcl-2 ailesi proteinlerinin Beclin 1°e
baglanmasi, Beclin 1’in siif III PI3K kompleksi ile iligkisini 6nleyerek otofajiyi inhibe
eder (Pattingre ve ark., 2005; He ve ark., 2010). BNIP3, antiapoptotik Bcl-2 ailesi
proteinlerini harekete gegirerek ve proapoptotik aracilarin Bax/Bad bagimli mitokondriyal
salimimin tesvik ederek apoptozu tetikleyebilen, yalnizca BH3 ten olusan bir proteindir.
BNIP3 ayni1 zamanda Bcl-2 ve Beclin 1 arasindaki etkilesimi bozarak mitofajiyi de uyarir
(Zhu ve ark., 2013). Bu etkilesimler, otofaji ve apoptozun Bcl-2 ailesi proteinleri
tarafindan koordineli olarak diizenlenebilecegini gdstermektedir. Deneysel kanitlar ayrica
apoptoz efektdor molekiillerinin aktive edildikten sonra otofajiyi baskilayabildigini
gostermektedir. Ornegin, Beclin 1, apoptozun aktivasyonu sirasinda kaspazlar tarafindan

boliinebilir ve inaktive edilebilir (Luo ve ark., 2010).

Belirli Atg proteinlerinin otofaji/apoptoz diizenlemesinde ikili rol oynayabilecegini 6ne
stiren caligmalar vardir; 6rnegin otofajik protein AtgS, mTORI1 proteini ile etkilesime
girerek ekstrinsik apoptoz yolaklarini etkileyebilir. Ayrica, otofajiyi diizenleyen AtgS5,
proapoptotik bir kesme {irlinii (tAtgS) olusturmak i¢in kalpaine bagli boliinmeye maruz
kalabilir. Bu boliinme iiriinii, Bel-XL gibi antiapoptotik proteinlere baglanarak ve bunlari
inhibe ederek apoptozu tesvik eder (Yousefi ve ark., 2006). Ek olarak, Atgl2 intrinsik
apoptoz yolagmin bir efektorii oldugunu gosteren ¢aligsmalar vardir (Rubinstein ve ark.,
2011). Atgl2, antiapoptotik Bcl2 ailesi proteinlerine (6rn., Bel-2 ve Mcl-1) baglanabilir
ve onlar1 etkisiz hale getirebilir ve bdylece bir proapoptotik diizenleyici olarak gorev
yapabilir (Rubinstein ve ark., 2011).
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Ayrica otofaji genleri ve proteinleri kaspazlarin regiilasiyonunda da rol oynayabilir.
AtgdD enzimi, Atg4 ailesinden biri proapoptotik kaspaz-3 i¢in bir substrat olarak
tanimlanmistir (Betin ve ark., 2009). Otofajik protein Atg3, TNFa’nin indiikledigi apoptoz
sirasinda parcalanan bir kaspaz-8 substrati olarak tanimlanmistir (Oral ve ark., 2012).
Sonug olarak, otofaji ve apoptozun birbirini nasil etkiledigi duruma gore degismektedir.
Hem antiapoptotik (6rn., Bcl-2) ve hem proapoptotik (6rn., kaspaz-3) molekiiller, Beclin
1 ile etkilesime girerek otofajiyi baskilayabilir. Ayrica, diger kaspaz bagimli olaylar, anti-
otofaji veya prootofaji olarak ortaya ¢ikabilir. Ornegin Atg4D’nin kaspaz ile islenmesi
prootofajidir, oysa Beclin 1’in kaspaz islenmesi antiotofajidir. Belirli uyaranlara yanit
olarak bu yollarin her birine veya her ikisine birden baslama kararini kontrol eden kesin

hiicresel mekanizmalar belirsizligini koruyor.
2.6.7. Timor Baskilayic1 pS3, Otofaji ve Apoptoz arasinda iliskiler

Bir tiimor baskilayici gen iiriinii olan p53, hiicre dongiisii ve apoptozun bilinen bir
diizenleyicisi olup, Bcl-2 ailesi proteinlerinin (6rn., Bax, Bid) ve apoptozla iliskili diger
gen hedeflerinin (6rn., Apafl) ekspresyonunu modiile eder. P53’{in niikleer formu, hem
otofajiyi hem de apoptozu uyarabilen ‘“hasar diizenlenmis otofajik modiilatér”
(DRAM)’iin ekspresyonunu hedefler (Crighton ve ark., 2006). Ayni1 zamanda, p53,
mTOR yolagini baskilayan AMPK’nin ifadesini arttirarak otofajiyi indiikleyebilir (Feng
ve ark., 2005). Son caligmalar, p53’iin genetik veya farmakolojik inhibisyonunun ayni
zamanda otofajiyi de aktive edebildigini gostermis olup p53’°lin sitoplazmik formu bir
otofaji inhibitdrii olarak tanimlanmistir. Otofajiyi indiikledigi bilinen kimyasal uyaranlar,
p53’iin proteozomal bozulmasini destekleyebilir (Tasdemir ve ark., 2008).Interferon-y
(IFN-y) ile hiicresel uyarim, p53’iin deasetilasyonunu indiikleyerek Bmf ekspresyonunun
baskilanmasina, Beclin 1 ve Bcl2 arasinda kompleks olusumunun azalmasina ve

otofajinin artmasina yol agar (Contreras ve ark., 2013).
2.6.8. Otofaji ve Apoptozun Karsilikli Baglantis

Bazen otofaji, apoptozun artmasina neden olabilmektedir. Ornegin, sigara dumani
ekstresine (Neumann ve ark.) maruz kalan epitel hiicreleri ekstrinsik apoptoz yolunun

aktivasyonuyla 6lmektedir (Chen Z.-H. ve ark., 2008; Chen Z.-H. ve ark., 2010b). Hiicre
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Oliimiiniin, Fas’a bagl 6liime neden olan sinyal kompleksinin (DISC) aktivasyonunu ve
kaspazlarin (-8,-9,-3) aktivasyonunu ile gerceklestigi tespit edilmistir. CSE’ye maruz
birakilan epitel hiicreleri, es zamanli olarak artan otofagozom olusumu ve epitelyal
hiicrelerde LC3B-I’in LC3B-II’ye islenmesinin artmasiyla yanit vermistir. Otofaji
proteinleri Beclin 1 veya LC3B’nin yikilmas, in vitro CSE’ye maruz kalmaya yanit olarak
apoptozu inhibe ettimistir; bu, artan otofajinin epitelyal hiicre Sliimii ile iliskili olarak
meydana geldigini diisiindiirmektedir. Daha ileri ¢alismalar, LC3B’nin bu modelde
ekstrinsik apoptozda diizenleyici bir faktdr olarak hareket edebilecegini ortaya
cikarmistir. LC3B’nin, lipid sal proteini kaveolin-1’e bagimli bir sekilde, DISC’in temel
bileseni olan Fas ile bir kompleks olusturdugu bulunmustur. CSE’ye maruz kalma,
apoptoz sinyallerinin aktivasyonuyla baglantili olarak LC3B’nin Fas’tan hizli ayrismasina
neden olmustur. Sonug olarak, CSE kaynakli toksisitenin 6zel bir modelinde LC3B’nin
proapoptotik bir rol oynadigini ortaya koymustur, ancak bu modelde otofaji hangi
mekanizma ve yolaklar {izerinden apoptozu arttirdig1 heniiz bilinmemektedir (Chen Z.-H.
ve ark., 2008; Chen Z.-H. ve ark., 2010b). DRAM upregiilasyonu ile p53°e bagh otofaji
apoptozu arttirir (Lee J.-S. ve ark., 2009). Trofoblastlarda TNFa., otofajiyi indiikleyerek
intrinsik apoptoza yol agabilir (Cha ve ark., 2014).

2.6.9. Otofajiye Bagh Hiicre Oliimii

“Otofajik hiicre olimii” veya tip II programli hiicre oliimii terimleri daha Once,
otofagozom olusumundaki artiglarla iligkili olarak ve kaspazlardan bagimsiz ortaya ¢ikan
apoptozdan farkli hiicre 6liimiinii ifade etmek icin kullanmaktadir (Shen ve ark., 2011).
Bir¢ok ¢alismada apoptozdan farkli olarak otofajinin bir hiicre Sliimii efektorii oldugu
kanitlanmistir.  Kaspaz inhibitorii olan z-VAD-fmk ile veya kaspaz-8 ve kalpain
inhibitorleriyle tedavi edilen hiicreler, esasen otofajik vakuollerin garpict birikimleriyle
karakterize edilen apoptotik olmayan bir yolakla dliirler (Martinet ve ark., 2006; Chen S.-
Y. ve ark., 2010a; Wu Y.-H. ve ark., 2022). Otofajinin bu modellerde sitotoksisiteye
katkida bulundugu ileri siiriilmektedir (Xu Yue ve ark., 2006); bununla birlikte, otofaji
proteinlerinin yikilmasim1 da kullanan zit ¢alisma, otofajinin kaspaz inhibisyonu
zamaninda apoptotik olmayan hiicre 6liimiine neden oldugunu 6ne siirmiistiir (Wu Y.-T.

ve ark., 2008).
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2.6.10. Otofaji ve Nekroz

Tiimor hiicrelerinde yapilan deneyler, hiicrelerde otofaji ve nekroz arasinda g¢apraz
siniyallesme olasiligin1 ortaya koymustur (Mathew ve ark., 2007). Otofaji, metabolik
strese yanit olarak timor nekrozunu ve iltihaplanmay1 sinirlamak i¢in koruyucu bir iglev
saglar. Otofaji, metabolik stresi tamponlamak icin gérev yaparken, apoptoz ve otofajinin
kombine islevsiz hale gelmesi, in vitro ve in vivo nekrotik hiicre Olimiinii tesvik
etmektedir (Degenhardt ve ark., 2006). Otofaji, hiicre canliligini siirdiirmek i¢in yeterli
ATP {iretimine izin veren bir metabolik geri bildirim sistemini entegre etmektedir (Loos

ve ark., 2013).

Glinlimiizde, spesifik genlerin nekroptoz olarak adlandirilan nekroz siirecini
diizenleyebilecegi konusunda fikir birligi vardir. Kinaz reseptoriiyle etkilesime giren
protein 1 (RIP1) ve RIP3, nekroptozda anahtar sinyal molekiilleridir. Bir arastirmada
L929 hiicrelerinin 6zgiin bir kaspaz inhibitdrii olan zZVAD ile muamele edilmesi, otofaji
ve hiicre 6liimiinii indiiklemekte olup, bu 6liim siireci RIP1’1 gerektirmektedir, bu da
otofajinin nekroptozda rol oynadigmmi gostermektedir (Yu ve ark., 2004). Cesitli
modellerde otofajinin nekroptozu diizenledigi gosterilmistir (Bell ve ark., 2008; Bonapace
ve ark., 2010). Spesifik bir nekroptoz inhibitorii olan nekrostatin-1’in (Nec-1) sadece
nekrozu degil ayn1 zamanda otofajiyi de baskiladig1 gosterilmistir (Wang Y.-Q. ve ark.,
2012). Bu gozlemler, otofajinin nekroptoz tarafindan indiiklenebilecegini hiicre 6liimii
sirasindaki  hiicresel stresin otofajinin indiiklenmesine yol agabilecegi olasiligini

arttirdigin1 gostermektedir.
2.6.10. Otofaji, inflamazom ve Piroptoz ile Karsihkh iliskileri

Son ¢aligmalara gore, otofajik proteinler ve inflamazom iliskili proinflamatuar sitokinlerin
olgunlagsmasi1 arasinda baglanti vardir (Saitoh ve ark., 2008; Zhou R. ve ark., 2011).
Inflamazomlar, yeni bir inflamatuar sinyal mekanizmasi olusturan ve IL-1B, IL-18 ve IL-
33 gibi farkli proinflamatuar sitokinlerin olgunlagmasin1 ve salgilanmasini ydneten

sitozolik multiprotein kompleksleridir (Schroder ve ark., 2010).
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Lipopolisakkaridler (LPS)’e yanit olarak, atgl6ll veya atg7 genleri silinmis
makrofajlarda proinflamatuar sitokin salgilanmasi (IL-1f ve IL-18) artmistir. Buna karsin,
atgl6ll veya atg7 eksikliginin, LPS ile uyarilan makrofajlarda TNF ve IFN- tiretimini
veya NF-kB yolu aktivasyonunu etkilemedigi gosterilmistir. Beclin 1 ve LC3B genleri
eksik olan farelerden izole edilen makrofajlar ve monositlerde IL-1p ve IL-18’in artan
aktivasyonu da gozlemlenmistir (Saitoh ve ark., 2008; Nakahira ve ark., 2011). Bu
deneyler, otofajik proteinlerin, mitokondriyi stabilize ederek ve/veya otofaji yoluyla
mitokondriyal kalite kontroliinii slirdiirerek inflamatuar yolagin aktivasyonunu azalttigini
gostermektedir. Otofaji hasarinin, NLRP3 inflamatuar yolagin aktivasyonunu arttirdigi
gosterilmistir. Otofaji hasar1 mitokondriyal ROS iiretiminin artmast ve mitokondriyal
membran gecirgenliginin artmasi1 dahil olmak iizere mitokondriyal fonksiyon
bozukluguna ve inflamatuar yolagin aktivasyonuna sebep olmaktadir (Saitoh ve ark.,

2008; Nakahira ve ark., 2011).

Otofajinin inflamazom aktivasyonda negatif diizenleyici rollerine ek olarak, inflamazom
yolaklarinin uyarilmasini, GTPaz RalB aktivasyonunu ve otofagozom olusumunu

destekleyebilmektedir (Shi ve ark., 2012).

Piroptoz, kaspaz-1’e bagli asir1 iltihaplanmaya yanit olarak inflamatuar hiicrelerde
tetiklenir ve 6len hiicrelerden proinflamatuar sitokinlerin (6rn., IL-1B, IL-18 ve IL-33)
salmmasma yol acar. Son ¢aligmalar, makrofajlarin, piroptozun baglangicini
geciktirmenin bir yolu olarak, inflamatuar aktivasyona paralel olarak otofajiyi de aktive

ettigini ileri siirmektedir (Byrne ve ark., 2013).

Inflamazom  tarafindan otofajinin negatif diizenlenmesinin aksine, yapilan bazi
caligmalara gore, bazen viriisler tarafindan tetiklenen otofaji kaspaz-1 aktivasyonunu ve
IL-1B ve IL-18 salgilanmasini arttirmaktadir (Cai ve ark., 2023). Otofaji ve inflamasyon
arasindaki iliskiler sekil 2.3.’te gdsterilmistir (Sekil 2.3)

3. Regiilator T hiicrelerinin Izolasyonu ve Saflig

Treg’ler periferik kandan (PB) (Safinia ve ark., 2016), gdbek kordon kanindan (UCB)
(Brunstein ve ark., 2011) veya timustan (Dijke ve ark., 2016) biiyiik dlgcekte izole
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edilebilir. CD3, CD4, CD25, CD127 ve FoxP3, belirtegleri insan Treg hiicrelerini
tammlamak icin gerekli belirteglerdir (Santegoets ve ark., 2015a). Ozellikle, FoxP3+
hiicre saflig1 onemli bir faktdr olarak dikkate alinmalidir. PB’de, FoxP3+Treg’ler tim
dolagimdaki CD4+ T hiicrelerinin %5-10’udur. UCB ve timusta Treg’lerin sayis1 daha
yiiksek olsa da biiylik sayida elde edilmesi zordur. Saf ve kabul gbren sayida FoxP3+
regiilator T hiicreleri elde etmek i¢in farkli yontemler gelistirilmistir. Kapali ve steril bir
sistemde hiicrelerin klinik 6l¢ekli izolasyonu manyetik metodu kullanan “CliniMACS”
sistemi (CliniMACS TM Instruments, Miltenyi Biotec) bu ydntemlerden birisidir.
CliniMACS sisteminin, Treg’lerin izolasyonunda birka¢ grup tarafindan kullanilmis
olmasina ragmen, Di lanni ve arkadaslar1 tarafindan bildirildigi lizere, hiicrelerin sadece
%80’1, FoxP3+ hiicreleri igermektedir (Di lanni ve ark., 2012). FoxP3+ olmayan
hiicrelerin varlig, 6zellikle antijene spesifik hiicrelerin elde edilmesi planlanmigsa siireci
negatif olarak etkileyebilmektedir. Manyetik yontemler farkli belirtegleri kullanarak
regiilatér T hiicreleri izole etmeye c¢alismaktadir. Onceki arastirmalara gdre CD4+
CD25Yiksek hiicrelerin %51,82 +8,03’{i FoxP3 pozitifken, CD4 + CD25yiiksek CD1274stk
hiicrelerinin %82,12 + 5.5’1 FoxP3 pozitiftir. Ayrica, Liu ve ark. CD4 + CD25 +
CD127diisiik hiicrelerde FoxP3 ekspresyonunu % 86.6 olarak ve CD4+ CD25ytiiksek
hiicrelerde %22 olarak rapor etmistir (Liu W. ve ark., 2006). Bu sebeple bu arastirmada
ilk asamada CD4+ CD25yiiksek CD127diislik markerleri kullanan kit kullanildi.

Treg’lerin aragtirmada ve klinikte daha saf izole edilmesi i¢in kullanilan diger bir yontem
de akis sitometri (flow cytometry) temelli saflagtirmadir. Bu yontemde secilen hiicre
belirteclerinin ekspresyonuna gore hiicreler izole edilebilir. Akis sitometrisi kullanmasi
FoxP3+ hiicrelerin safligin1 6nemli 6l¢ilide arttirmaktadir (>98-99%). Bugiine kadar, akis
sitometrisi ile saflagtirilmig Treg’ler klinik arastirmalarda kullanilmistir (Zhou X. ve ark.,

2010).

Regiilator T hiicrelerinin dliimiinde ya da islev kaybinda immiin yanit bozulmakta ve
inflamasyon artmaktadir. ALS hastalarinda sinir sistemine sizan T lenfositlerin sayisi
artmaktadir (Engelhardt vd., 1993). Ancak, bu hastalarda regiilatér FoxP3+ T hiicrelerinin

say1s1 azalmakta ve aktivasyonu bozulmaktadir (Beers vd., 2011). Bu hastalarda FoxP3+
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regiilator T hiicresinin  azalmasinin  nedeni ve mekanizmast tam olarak

aydinlatilamamustir.

Sonug olarak, ALS hastalarinda regiilator T hiicrelerinin azalmasi ve iglev kaybi otofaji
diizensizligi ile korelasyon gdosterebilmektedir. Bu arastirmamizda ise otofaji
diizensizliginin, regiilatér T hiicresinin kaybinda olas1 rolii incelenmistir ve bdylelikle bu
aragtirmanin  sonucunda ALS etiyolojisinin aydinlatilmasina katkida bulunulmasi
amaclanmistir. Boylelikle, ALS tedavisine yonelik yeni hedeflerin belirlenebilmesine

olanak saglayabilecek nitelikte bulgulara erisilmesi hedeflenmistir.

Y

‘ Proinflamatuar Sitokinlerin Salgilanmasi ’

[ Proinflamatuar Sitokinlerin Olgunlagmasi

[ Mitokondri Stabilizasyonunun Arttirmasi ] [ Inflamazom Olugmasi }

Inflamatuar Azaltmasi

Piroptoz

Sekil 2.3. Otofaji ve inflamasyon
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3. GEREC ve YONTEM

ALS hastalarinin regiilator T hiicresindeki say1 diisiisii ve islev kaybinda Otofaji
diizensizliginin roliinii incelemek iizere, uygulanan deneysel asamalar asagida

anlatilmaktadir.

Bu calisma icin Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan onaylanmistir (Say1: 70904504/540, Tarih: 28.11.2018).

3.1. Hasta ve Kontrol Grubu Kriterleri

Hasta grubu i¢in revize edilmis El Escorial kriterlerine gére ALS hastalig1 tanis1 alan 23
hasta secilirken, kontrol grubuna akraba olmayan 24 saglikli birey dahil edildi. Hasta ve
kontrol gruplar1 yas ve cinsiyet agisindan benzerdi. Hem hasta hem de kontrol gruplar
noroloji uzmani tarafindan 6zenle secildi. Tiim hastalar poliklinik hastasi idi ve hi¢birinde
PEG (Perkiitan Endoskopik Gastrostomi) veya NIV (Non-invazif Ventilasyon)
gerekmemekteydi. Ayrica hastalar MiTos ve King evreleme yoOntemlerine gore

degerlendirildi (tablo 1).

Hasta grubu yaglar1 42 ile 77 arasinda degisen 13 erkek ve 10 kadindan olusturuldu.
Kontrol grubu yaglar1 32 ila 70 arasinda degisen 16 erkek ve 8 kadindan olusturuldu.

ALSFRS-R diisiis hizina gore hasta grubu igerisinde iki alt grup olusturuldu:

1. Hizli ilerleyen hastalar

ii. Yavas ilerleyen hastalar.

Hizli ilerleyen hastalar, ayda 0,5 ALSFRS-R diisiis puanina esit veya daha yliksek hizla
ilerleyen hastalar olarak tanimlandi. Yavas ilerleyen hastalar ise, ayda 0,5 ALSFRS-R
diisis hiz1 puanindan daha az bir hizla ilerleyen hastalar olarak tanimlandi. Hastalar
hastaligin ilerlemesine gore iki gruba ayrilirken diigiis orani icin bir esik olarak 0,5
puan/ay varsayilmistir. Clinkii bu deger orta seviyenin iist sinir1 olan D50'de yaklasik 40
aya karsilik gelmektedir. Bu sekilde hizli/orta derecede ilerleyen hastalar1 bir grupta,
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yavag ilerleyen hastalar1 diger grupta gruplandirdik. Hasta grubumuzda ortalama diisiis

orani 0,4285 olarak belirlendi.

Kontrol goniilliilerinin veya hastalarin hi¢birinde baska kronik veya gecici inflamatuar
hastalik ge¢misi yoktu, kanser tanis1 da yoktu ve kan toplama sirasinda tip 1 diyabet,
romatoid artrit ve grip gibi inflamatuar veya otoimmiin hastaliklarla ilgili ilag¢
kullanmiyordu.Tan1 aninda tiim hastalarin klinikte ndrolojik muayeneleri yapildi. Higbir
hastada belirgin demans belirtisi goriilmedi. Caligmaya katilmayr kabul eden her

katilimcinin yazili, imzali onam formu alindi.
3.2. Hasta ve Kontrol Gruplarimin Sayisi

ALS hastaligimin ¢ok yaygin olmamasi nedeni ile anlamli hasta ve kontrol sayisini
belirtmek {izere yapilan istatistik analiz sonucunda 23 ALS hastas1 ve 24 saglikli birey
olmak {izere toplam 47 kisinin projede yer almasi uygun bulunmustur. Daha Once
regiilator T hiicresinde LC3 6l¢iimii yapilmamistir. Bundan dolay1 6rneklem biiytikliigiinii
teorik yaklagimla hesapladik. Iki grup arasinda alfa 0,05 diizeyinde 1 standart sapma fark1
%80 gii¢ ile saptamay1 amacladik. Bunun i¢in her grupta 17 hasta gerekmektedir. %15
kayip (drop-out) olacagini varsayarak her grup i¢in en az 20 hasta hesaplandi. Kontrol

bireylerinin yas ve cinsiyet acisindan ALS hastalar1 ile uyumlu olmasina dikkat edildi.
3.3. Periferik Kan Al

Arastirmaya katilan ALS hastalar1 ve kontrol grubuna dahil edilen bireylerden 15 ml kan
ornegi K3-EDTA’l1 tiiplere (Merck, NJ, US) alindu.

3.4. Tek Cekirdekli Hiicrelerin Elde Edilmesi

Kan alindiktan sonra 8 saat i¢inde periferal kandan mononiikleer hiicreleri (PBMC) elde
edildi. PBMC’lerin izole edilmesi yogunluk gradienti olusturan Lymphoprep™ (stem cell
Technologies, WA, US) soliisyonu ve sanjtrifiij (Beckman Coulter, IN, US) kullanilarak

gerceklestirildi. Periferal Kandan Lenfosit izolayonu asamalar asagida verilmistir.
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II.

I1I.

IV.

VL

VIL

VIIIL.

IX.

X.

Hastalardan EDTA’11 tiiplere alinan periferal kan 6rnekleri 50’lik falkona (BD, UK)

alimdi.

Falkon’daki kan’in iizerine 1/1 oraninda Easysep Buffer (Stem Cell Technologies,

WA, US) eklendi.
Yeni bir falkon’a kanin 1,5 kati olacak sekilde lenfoprep eklendi.

Lenfoprep bulunan falkon’un {izerine pipet yardimiyla kan, falkonu egerek iki faz

olusacak sekilde eklendi.
Ornegi, 800 x g de 24°C de 20 dakika santrifiij edildi.

Santrifiijden ¢ikan ve 3 fazdan olusan 6rnegin st sar1 kismi pipet yardimryla atildi.

Orta fazda bulunan seffaf goriiniimlii lenfositlerimizi yeni bir falkona aktarildi.

Ardindan 1/1 oraniinda Easysep buffer eklendi ve 1.300 rpm de 24 C de 10 dakika

santrifiij edildi.

Santrifiijden ¢ikan 6rnegin iist siipernatant’inin bilytik bir kismi1 yavasga dokiildi ve

dipte kalan kisim yavasca karistirildi.

Elde edilen lenfosit hiicrelerin tizerine 1/1 oraninda PBS (Thermofisher, NJ, US) besi

yeri eklenip Cryo tiipe aktarildi.

-80°C de saklandh.

3.5. Tek Cekirdekli Hiicrelerin Kriyojenik Saklamasi

4ml kriyoprezervasyon besi ortami hazirlandi. Besi ortaminda 3.2ml L-Glutamin

icermeyen RPMI (Thermofisher, NJ, US) ve 0.8ml DMSO (Merc, GE) bulunmaktadir.

Besi ortami buzda tutuldu ve 4°C’e ulastig1 zaman, damla damla siispanse olan tek

cekirdekli hiicrelere eklendi. Ardindan, siispanse olan hiicreler kriyojenik tiiplere aktarildi

ve direkt -80°C’ye kaldirild1. Kullanilacagi zaman hiicreler ¢ozdiirtildii.

3.6. Dondurulmus Tek Cekirdekli Hiicrelerin Cozdiiriilmesi
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Kriyojenik tiipte tek ¢ekirdekli hiicreler ve %20’lik S-RPMI (FBS) (Thermofisher, NJ,
US) yikama soliisyonu 37°C’deki su banyosuna alindi. Tek ¢ekirdekli hiicreler
cozlindiikten sonra yikama sollisyonuna aktarildi. 10 dk. 500 g’de, oda sicakliginda
santrifiij edildi. Bu asama iki kere tekrarlandi. Ilk yikamada Pasteur pipeti kullanilarak,
¢oziilmiis tek ¢ekirdekli hiicreler, icerisinde 10 ml'lik yikama solusyonu bulunan 15ml'lik
polipropilen tiipiinde karistirilip santrifiij edildi. Siipernatant daha sonra aspire edildi.
Ikinci yikamada, 10ml yikama soliisyonu eklenip tek cekirdekli hiicreler Pasteur pipeti
kullanilarak yeniden siispanse edildi. Tekrar santrifiij edilip siipernatant aspire edildi.
Yeniden siispansiyon haline getirildi ve hiicreler daha sonra polipropilen (12x75mm

yuvarlak tabanh) tiiplere aktarildi.
3.7. Hiicre Canlilig: Testi

(Coziilmiis mononiikleer hiicrelerin canliligi Tripan mavisi kullanilarak test edildi;
hiicrelerde calillik oran1 yaklagik %90 olarak saptandi. Canlilik agisindan test edilen hiicre

stispansiyonunun bir kismi1 100 g’de 5 dakika boyunca santrifiijlendi ve siipernatanti atild1.

L 1 ml PBS’de hiicre peleti yeniden siispanse edildi.

PBS gibi serum igermeyen besi yeri kullanmak onemlidir ¢iinkii serum
proteinleri tripan mavisi ile boyanir ve yaniltict sonuglar dogurabilir.

II. 1 birim %0,4 tripan mavisi (Merc, GE) ve 1 birim hiicre siispansiyonunu
karistirildi.

I1I. Karigim oda sicakliginda ~3 dakika inkiibe edildi. Daha uzun inkiibasyon
stireleri hiicre 6liimiine ve canlilik sayimlariin azalmasina yol acacagindan,
hiicreler tripan mavisi ile karistirildiktan sonraki 3 ile 5 dakika iginde
say1lmalidir.

IV.  Bir hemasitometreye bir damla tripan mavisi/hiicre karigimi uygulandi.
Hemasitometre binokiiler mikroskope yerlestirildi ve hiicrelere odaklandi.

V. Renksiz (canli) ve renkli (cansiz) hiicreleri gdstermektedir. Ciinkii tripan
mavisi 6lmiis hiicrelerin igine girer ve boyar.

VI.  Canli hiicrelerin yiizdesi agagidaki denklemden hesaplandi:

1 ml karisimda canli hiicrelerin sayisi

Canli hiicre (%)= x 100

tim hiicrelerin sayisi
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3.8. Regiilator T hiicrelerinin Izolasyonu

Regiilator T hiicresinin izolasyonu i¢in hazir manyetik boncuk kiti “EasySep™ Human

CD4*CD127"°“CD25" Regulatory T Cell Isolation Kit” (Stem Cell Technologies, WA,

US) kullanildi. Tiim agamalar {iretici firmanin 6nerdigi gibi yapildi. Regiilatér T hiicre

izolsyonunda dondurulmamas (taze) tek ¢ekirdekli hiicreler ve dondurulmus tek ¢ekirdekli

hiicreler kullanildiginda herhangi bir fark gozlemlenmedi.

Kit ile Treg izolasyonu

II.

I1I.

IV.

VL
VIL

VIIIL.

IX.

XI.

XII.
XIIIL

Besi yeri icerisinde bulunan ¢éziinmiis hiicreler flow tiipiine aktarildi.

Tiip tizerine ilk olarak, 13 ul CD25+ eklendi ve nazikge pipetaj yapilip 5 dakika
inkiibasyona birakildi.

Ardindan Releasable Rapid Spheres vortexlenip 8 ul eklendi ve pipetaj yapildi.
Sonrasinda 13 ul CD4+ eklenip pipetaj yapildi.

Karisim, magnet (Stem Cell Technologies, WA, US) iizerine alinip 5 dakika
inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 miklatis {izerinde siipernatant dokiildii.

Ardindan 2.5 ml Easyep Buffer eklendi, alt iist edildi ve 5 dakika inkiibasyon’a
birakilip yine miknatis iizerinde siipernatant dokiildii. (Bu asama 3 kez
tekrarlandi).

Ardindan yine 2.5 ml Eaysep Buffer eklendi.

Sonrasinda 25ul Release Buffer eklendi ve alt iist edildi.

CD127°den 13 pl eklenip pipetaj yapildi ve 5 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 3ul Dextran eklenip alt iist edildi ve 5 dakika inkiibayona
birakildu.

Ardindan 6rnek magnet iizerine alinip 5 dakika inkiibe edildi.

Magnet iizerindeki siipernatant, yeni bir tiipe alindi ve buz iizerinde inkiibe

edildi.

3.9. Otofaji Belirteci (LC3)’nin Western Blot ile Incelemesi

3.9.1. Protein izolasyonu: Hem taze hem dondurulmus hiicrelerden izole edilmis

regiilator T hiicresinden protein izolasyonu gergeklestirildi.
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T hiicrelerden protein izolasyonu:

I. T hiicreleri, 1000 x g de 24°C de 5 dakika santrifiij (Beckman Coulter, IN, US)
edildi ve ardindan siipernatant atildi.
II.  Ornek iizerine 200 ul PBS eklendi ve 2500 rpm (Beckman Coulter, IN, US) de 24
C de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant atildu.
II.  Ornek iizerine 300 pl Liziz Buffer (Thermofisher, NJ, US) eklendi ve 5 dakika
buzda stirekli karistirilarak inkiibe edildi.
IV.  13.000 x g de +4°C de 10 dakika santrifiij (Beckman Coulter, IN, US) edildi.
V.  Santrifiij sonrasi siipernatant yeni bir tiipe alind1 ve iizerine %50’lik Gliserolden
(Merc, GE) 200 pl eklendi.
VI.  lzole edilen protein’in yogunlugu 6lgiildiikten sonra -20°C de saklandu.

3.9.2. Brad Ford Protein Ol¢iimii

Ik asamada standart egri bilinen bir protein konsantrasyonundan olusturuldu ve
bilinmeyen numune test edilerek standart egri ile karsilastirildi. Bunun i¢in asagidaki
asamalar gergeklestirildi.

Standart solusyonu hazirlamasi (1pg/pl BSA hazirlanmasi):

I.  Stok BSA konsantrasyonu 10ug/ul dir.
II. 0.1 gBSA (Merc, GE) 10 ml distile suda ¢oziildii.
III.  Busolosyondan 100ul alinarak 1ml’ye distile su ile tamalandi.

Brad Ford solusyonu hazirlamast:

Brad Ford solusyonu son konsantrasyonu 1x olacak sekilde 3ml solusyon distile
suile 15 ml’ye tamamlandi.

Egrinin olusturulmasi:

I.  Gliserolda saklanan proteinler -20 °C’ den ¢ikarildu.

II. 96 koyucukluk paletin ilk siralar1 bos birakildi. Ikinci siranin ikinci koyucugundan
baslanarak, asag1 dogru 3’lii olacak sekilde 1ug/ul BSA’dan 1, 3, 5,7, 9, 11, 13,
15ul konuldu.

III.  Proteinden de asag1 dogru 3’lii seklinde 1ul 6rnek konuldu.
IV.  Her koyuya mikro pipet ile 100 ul Brad Ford solusyonu konuldu.

V.  Degerler alindiktan sonra, excel programinda egri grafigi cizildi.

VI.  BSA degerleri x verisi ve ornekler verileri y verisi olarak yerlestirildi. Tablo 3.1.
Sekil 3.1)
VII.  Brad Ford excel’i yardimi ile konsantrasyonlar belirlendi (Tablo 3.2).
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Tablo 3.1. Standart egri i¢in elde edilen degerler

BSA 0 0,5 1 3 5 7 9 11
Protein 0,171 0.23 0,276 0,467 0,506 0,601 0,686 0,745
Protein 0,186 0,262 0,352 0,487 0,567 0,619 0,695 0,735
Protein 0,165 0,261 0,349 0,501 0,557 0,638 0,672 0,73
Ortalama 0,174 0,251 0,325666667 0,485 0,543333333 0,619333333 0,684333333 0,736666667
BSA-Boya 0 0,0806 0,155266667 0,3146 0,372933333 0,448933333 0,513933333 0,566266667
Grafik Bashg

3

2

* ! ey

BSA-Boya pg/ul
Sekil 3. 1. Standart egri
Tablo 3.2. Numunelerin protein miktarlari
Ornek1 Ornek 2 Ornek 3 Ornek4 Ornek 5 Ornek 6 Ornek 7 Ornek 8 Ornek 9 Ornek10 Ornek11 Ornek12

(")lg:iim 1 0,314 0,327 0,199 0,21 0,172 0,231 0,307 0,224 0,3 0,361 0,479 0,326
(")lg:iim 2% 0,255 0,416 0,243 0,24 0,224 0,198 0,347 0,215 0,31 0,35 0,403 0,32
(")lg:iim 3 0,247 0,413 0,25 0,261 0,25 0,247 0,43 0,293 0,338 0,329 0,38 0,354
Ortalma 0,272 0,38533333 0,230666667 0,237 0,215333333 0,225333333 0,361333333 0,244 0,316 0,346666667 0,420667 0,333333
BSA-boya ortalamsi 0,1016 0,21493333 0,060266667 0,0666 0,044933333 0,054933333 0,190933333 0,0736 0,1456 0,176266667 0,250267 0,162933
1 ug/uLL 0,6329736 2,80568693 -0,159427733 -0,0380114 -0,453383067 0,261673067 2,345582933 0,0961856 1,4764976 2,064408267 3,483062 1,808795
25 ug/uLl 8,91047383 10,6583313 16,9319611 12,1100077 7,177592 13,82136
LD hacmi 2,22761846 2,664582826 4,23299028 3,027501924 1,794398 3,455339
TOPLAM YUKLEME HACMi 22,2761846 26,64582826 42,32990287 30,27501924 17,94398 34,55339
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3.9.3. SDS Jelde Protein Yiiriitiilmesi
SDS Jel
SDS jelin igerigi (Merc, GE) tablo 3.3 te gOsterilmistir.

Tablo 3.3. SDS jelinin igerigi

Icerik Miktar
Distile Su 4.0 ml
Tris Bufer (1.5M, PH 8.8) 2.5ml
Akrilamid : Bis Akrilamid 3.33ml
10% SDS 100 pl
10% APS 50 ul
TEMED 15 pl
Toplam 10 ml

- SDS jeli hazirladiktan sonra 6rnekler Brad Ford tablosuna gore yiiklendi
3.10. Otofaji belirteci (LC3) ’nin Flow Sitometri ile incelemesi

Flow sitometrisi, tutulmayan hiicrelerinin igeriginin taninmasi ve 6l¢iilmesi i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Tutulmayan hiicrelerde Western blot’a gore daha Pratik ve
uygundur. Ciinkii flow sitometresi adherent olmayan hiicrelerin incelenmesi igin

tasarlanmas.
3.10.1. LC3 Markeri ile Boyama

Bu agsamada Mouse anti-Human Lambda Light Chain Secondary Antibody, APC
(Invitrogen, Thermofisher, NJ, US), kullanild1 ve regiilatér T hiicreleri LC3 markeri ile
boyandi.

Hiicreler, 2500 rpm de 30° C de 5 dakika santrifiij (Beckman Coulter, IN, US) edildi ve
stipernatant’1 atild1. Hiicrelerin tizerine 100 pl hiicre yikama tamponu (Thermofisher, NJ,
US) eklendi ve Flow’da hiicre varlig1 teyit edildi. Ardindan 2500 rpm de 30° C de 5 dakika

santrifiij edildi ve slipernatant’1 atildi.100 pl hiicre yikama tamponu (Thermofisher, NJ,
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US) eklenip pipetaj yapildi. Daha sonra, 5 ul LC3 Antikoru eklendi ve karanlikta 30
dakika inkiibe edildi.

3.10.2. FoxP3 Markeri ile Boyama

Phycoerythrin (PE) anti-human FOXP3 Antibody, Clone 206D (Biolegend, SD, US)
antikorii kullanildi. LC3 ile boyanmis hiicreler lizerine 500 pl hiicre yikama tamponu
(Thermofisher, NJ, US) ekleyip 2500 rpm de 30 C de 5 dakika santrifiij edildi.100 pl
Fiksasyon soliisyonu eklenip 60 dakika karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, 500
ul 1 x Permebilizasyon solusyonu eklenip 2500 rpm de 30°C de 5 dalkika santrifiij edildi
(Bu asama 2 kez tekrarlandi). Santrifiijden ¢ikan 6rnegin siipernatant’t dokiiliip {izerine
100 pl 1 x Perm ve ardindan 5 pl FoxP3 boyasi eklendi (Her asamada pipetaj yapildi).
Oda 1sisinda ve karanhikta 30 dakika inkiibasyona birakildi. Ardindan 500 pl 1x
Permebilizayon eklenip 2500 rpm de 30° C de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant’t
dokiildii ve 6rnegin tizerine 500 pl hiicre yikama tamponu (Thermofisher, NJ, US) eklenip

pipetaj yapildi. Boyanmis T hiicreleri Flow sitometri cihazinda okutuldu.

3.10.3. Flow Sitomitri Cihazinda Okutma

LC3 ve FoxP3 ile boyanmis regiilator T hiicreleri flow sitomitri cihazina okutmak tizere
her ornek flow sitometreye uygun Sml’lik tiipe transfer edildi. Cyto Flex (Beckman
Coulter, IN, US) cihazi kullanildi. Flow sitometri analizi i¢in BD FACSDiva 8.0 yazilimi
kullanildi.

3.11. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tip Bilisimi
Anabilim Dali’ndan bir uzman tarafindan yapildi. Hasta ve kontrol gruplari arasindaki
otofaji diizeylerini karsilastirmak igin Student t-testi kullanildi. Tki grubun istatistiksel
analizi ve gorsellestirilmesi i¢in R paketinin 3.4.1 siiriimii kullanilarak yapildi. Hastalarda
ALSFRS-R yipranma hizi ve otofaji arasindaki iligki Spearman Korelasyon testi
kullanilarak incelendi. Ayrica Pearson korelasyon testi, hastalarda ALSFRS-R toplam
(ALSFRS-R total) ile otofaji arasindaki korelasyonu incelenmesi i¢in kullanildi. Hizli
ilerleyen ALS ve yavas ilerleyen ALS hastalar1 arasinda otofaji diizeyindeki herhangi bir
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farki degerlendirmek i¢in FoxP3+LC+ hiicrelerde Student t-testi uygulandi (degerler
normal dagilim gosterdigi icin), FoxP+3LC- hiicrelerinde Mann-Whitney U testi

uygulandi (degerler normal dagilim gostermedigi i¢in) kullanilmistir.
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4. BULGULAR

ALS hastalar1 ile ALS olmayan saglikli kontroller arasinda FoxP3+ regiilator T
hiicrelerinin otofaji seviyelerini karsilastirdik. Bu amagla hastalarin ve kontrol grubunun
FoxP3+ regiilator T hiicresinde otofaji belirteci olarak LC3 proteini arastirildi. FoxP3,

aktif ve fonksiyonel regiilator T hiicresinde ¢ok dnemli bir belirtegtir.
4.1. Western Blot Icin Protein Olciimii

Projemizde, otofaji belirteci olarak LC3 proteinin Western Blot yontemi ile gosterilmesi
ve hasta ve kontrol gruplarinda karsilastirilmas: sonucunda otofaji seviyesinin hasta ve
kontrol arasinda belirlenmesi planlanmisti. Dolayisiyla periferal kandan mononuklear
hiicre elde ettikten sonra regiilator T hiicre izolasyonu gergeklestirildi ve ardindan protein
izolasyonu gergeklestirildi. Yapilan Brad Ford 6l¢iim sonucunda orneklerin yaklasik
%40’1nda anlamli dl¢iide protein elde edilemedigi saptandi (Tablo 3.2).

Yapilan jellerde proteinlerin yiiriitiilmesi ¢alismalarinda protein tesbit edilemedi. Bu
sonucun protein miktarinin ¢ok diisiilk olmasindan kaynaklandig: degerlendirildi ve daha
hassas bir yontem olarak flow sitometri ¢alismasi ile devam edildi.

4.2. Flow Sitometri

FoxP3+ regiilator T hiicresinde otofaji seviyesini flow sitometri ile incelemek amaciyla
elde edilen Tregler flow sitometriye uygun FoxP3 ve LC3 antikorlar ile boyandi, daha
sonra cihazda incelendi.

Flow sitometrisinde iki hiicre grubu arastirildi: FoxP3+ LC3+ regiilatoér Thiicre grubu ve
FoxP3+ LC3- regiilator T hiicreleri. FoxP3+ LC3+ hiicreleri aktif otofajiye sahip
(otofajik) regiilator T hiicresini gosterirken FoxP3+ LC3- hiicreleri, inaktif otofajiye sahip

(otofajik olmayan) regiilator T hiicresini gostermektedir.
4.3. Hasta ve Kontrol Grubunda FoxP3+ Regiilator T hiicresinde Otofaji Seviyesi

Hasta ve kontrol gruplari arasindaki otofaji diizeyleri bu iki hiicre grubu inceleyerek
karsilastirildi (Tablo 4.1 ve 4.2). FoxP3+ LC3+ regiilatér T hiicrelerinin sayis1 hasta
grubunda ortalama 0,47 iken, kontrol grubunda ise 0,45 olarak tespit edildi (Sekil 4.1).
Hasta grubunda otofaji diizeyinin biraz daha yiiksek oldugu gozlenirken aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). FoxP3+ LC3-regiilatér T hiicrelerinin

ortalama degeri hasta grubunda 0,15, kontrol grubunda 0,20 idi. Kontrollerde otofajik
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olmayan hiicre sayisi1 hasta grubuna gore anlamli derecede yiliksek bulundu ve hasta
grubunda otofajik olmayan hiicre sayis1 kontrole kontrol grubuna goére daha diisiiktii, bu
da hasta grubunda otofajinin daha aktif oldugunu gosteriyor. Aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli olup p=0,030 (p<0,05) olarak bulunmustur (Sekil 4.2).

4.4. Foxp3+ Regiilator T hiicresindeki Otofaji Seviyesi ve ALS Tlerlemesi

FoxP3+ regiilator T hiicresindeki otofaji seviyesinin ALS ilerlemesi ve siddetindeki
roliinii anlamak icin hastalardaki otofaji seviyesi ile ALSFRES-R diisiis oranini
karsilastirdik ancak istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (Sekil 4.3. ve 4.4). Diger
taraftan, hastalardaki otofaji diizeylerini ve ALSFRS-R toplamini inceledigimizde
ALSFRS-R toplamu ile otofaji arasinda ters korelasyon saptandi (p=0,29 ve r=0,027)
(sekil 4.5 ve 4.6). Ayrica FoxP3+ regiilator T hiicresinde otofaji seviyesinin roliinii ve
hastaligin ilerleme hizin1 anlamak i¢in hizli ilerleyen ve yavas ilerleyen hastalarda otofaji

seviyelerini karsilastirdik ancak anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.7 ve 4.8).

Bir hasta ve kontrol i¢in temsili sitogramlar sunulmustur (sekil 4.9 ve 4.10).
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Tablo 4.1. Hasta grubunun klinik bilgileri flow sitometri sonuglart

Say1 Erkek/ | Yas | Siire | Spinal/ | Genetik Testi Tani ALSFRS-R | ALSFRS-R | Foxp3+ | Foxp3+ | Hizl/ | MiTos | King
Kadin (ay) Bulbar Toplam Diisiis oram1 | LC3+ LC3- Yavas | puani puant
*
1 E 47 63 Spinal | Yapilmadi Olasi 28 0,4 0,53 0,1 Y
2 E 57 14 Bulbar | C9orf72: negatif | Muhtemel | 40 0,9 0,62 0,16 H 2
E 64 13 Spinal C9orf72: negatif | Olasi- 43 0,6 0,46 0,23 H 2
laboratuvar
destekli
4 E 53 9 Spinal C9orf72: negatif | Olasi- 42 1,2 0,58 0,15 H 0 1
WES analizi: | laboratuvar
negatif destekli
5 K 51 8 Bulbar | C9orf72: negatif | Olast 18 4,0 0,57 0,1 H 1 2
OPTN: pozitif
6 K 49 4 Spinal C9orf72: negatif | Olasi 44 1,0 0,66 0,07 Y 0 1
HEXB: pozitif
7 K 61 147 Spinal C9orf72: negatif | Kesin 26 0,2 0,48 0,14 Y 1 3
SOD1:
poizitif
8 E 49 35 Spinal | Yapilmadi Olasi- 43 1,4 0,35 0,14 H 0 2
laboratuvar
destekli
9 E 69 12 Spinal C9orf72: negatif | Olasst 28 3,1 0,45 0,14 H 2 3
10 E 52 49 Spinal | Yapilmadi Olasi 43 0,1 0,35 0,15 Y 0 2
11 E 77 9 Bulbar | C9orf72: negatif | Kesin 38 0,3 0,5 0,21 Y 1 1
12 E 45 30 Bulbar | C9orf72: negatif | Olast 44 0,4 0,44 0,18 Y 0 2
WES analizi:
negatif
13 K 52 65 Spinal | Yapilmadi Olasi 37 0,2 0,54 0,13 Y 0 2
14 E 67 40 Spinal C9orf72: negatif | Kesin 38 0,2 0,5 0,13 Y 0 2
FIG4: pozitif
15 K 42 9 Spinal C9orf72: negatif | Kesin 36 1,4 0,47 0,18 Y 0 2
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16 K 64 40 Spinal | C9orf72: negatif | Olas1 41 0,0 0,63 0,12 Y
WES analizi:
negatif
17 K 54 54 Spinal | C9orf72: negatif | Kesin 41 0,1 0,41 0,2 Y
18 K 52 12 Spinal C9orf72: negatif | Olast 37 0,9 0,24 0,25 H
OPTN: pozitif
19 K 52 34 Bulbar | C9orf72: negatif | Kesin 33 0,5 0,32 0,19 H
20 E 74 84 Spinal C9orf72: negatif | Kesin 43 0,2 0,46 0,13 Y
21 K 66 40 Spinal C9orf72: negatif | Olasi- 43 0,3 0,51 0,13 Y
laboratuvar
destekli
22 E 56 33 Spinal C9orf72: negatif | Kesin 26 0,8 0,52 0,15 H
SODI: pozitif
23 E 59 22 Spinal Yapilmadi Kesin 38 0,4 0,32 0,29 Y

*- Siire ilk belirtilerden 6rnekleme zamanina kadar kapsamaktadir
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Tablo 4.2. Kontrol grubunun yas ve cinsiyet bilgileri ve flow sitometri sonuglari

Say1 Yas Cinsiyet Otofajik Hiicreler | Otofajik  Olmayan  Hiicreler
(Erkek/Kadin) | (FoxP3+ LC3+) (FoxP3+ LC3-)
1 43 E 0.54 0.09
2 44 E 0.37 0.18
3 40 E 0.51 0.15
4 40 E 0.53 0.25
5 42 K 0.59 0.09
6 58 K 0.54 0.1
7 54 E 0.41 0.28
8 54 E 0.35 0.2
9 52 E 0.4 0.16
10 54 E 0.47 0.24
11 59 K 0.54 0.22
12 50 K 0.45 0.15
13 63 E 0.56 0.24
14 70 E 0.47 0.13
15 63 E 0.36 0.36
16 65 E 0.61 0.11
17 67 E 0.45 0.13
18 64 K 0.41 0.16
19 49 K 0.55 0.13
20 62 K 0.58 0.19
21 46 E 0.41 0.27
22 33 K 0.34 0.32
23 54 E 0.36 0.28
24 32 E 0.27 0.35
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Sekil 4.4. ALS hastalarinda otofajik hiicrelerin oran1 ve ALSFRS-R diisiis oran1 arasindaki korelasyon
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Sekil 4.6. ALS hastalarinda otofajik hiicreler orani ve ALSFRS-R toplam orani arasindaki korelasyon
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5. TARTISMA

5.1. ALS Hastasinda Regiilator T hiicrelerinin Otofaji Durumu

ALS hastaliginda birden fazla mekanizma ve yolak yer aldigindan ¢ok faktorli bir
hastalik olarak kabul edilir (7,8). Son zamanlarda, ALS'nin patofizyolojisinde regiilator T
hiicrelerinin (Treg'ler) 6nemli bir rolii oldugu gosterilmistir. Noroinflamasyon, birgok
norodejeneratif hastaligin ayirt edici 6zelligidir ve iist ve alt motor néronlari segici olarak
yok ederek 6liimle sonuglanan bir hastalik olan ALS patolojisinin énemli bir par¢asidir.
ALS, prognozlari farkli seyreden heterojen bir hastaliktir ve ndroinflamasyon patolojik
bir 0Ozellik olmasina ragmen, patojenik siiregteki rolii farkli acgilardan hala

bilinmemektedir. (Appel ve ark., 2010; Zhao ve ark., 2013)

ALS hastalarinin merkezi sinir sisteminde, muhtemelen artan kemokin C-C motifi ligand
2 (CCL2) seviyeleri ve mikroglia'nin morfolojik aktivasyonu ile iligkili T lenfositlerin
periferaldan merkezi sinir sistemine infiltrasyonu artmaktadir. Noroinflamasyon, hem
transgenik kemirgen modellerde hem de hastalarda ALS'min patolojik bir 6zelligidir ve
proinflamatuar T lenfositleri ve aktive edilmis makrofajlar/mikroglia ile karakterize edilir.
ALS fare modellerinde, azalmis regiilator T lenfositler (Treg'ler) ndroinflamatuar siireci
siddetlendirerek motor noéron Oliimiiniin hizlanmasina ve hayatta kalma siiresinin
kisalmasina yol agmasi ile iliskilendirilmistir (Beers ve ark., 2017; Thonhoff ve ark.,

2018b).

Bizim hipotezimize gére ALS hastalarinda regiilator T hiicrelerinin azalmasi ve islev
kayb1 otofaji diizensizligi ile korelasyon gdsterebilmektedir. Bu arastirmada ise otofaji
diizensizliginin, regiilatdr T hiicresinin kaybinda olasi rolii incelendi. Bu dogrultuda, hasta
ve kontrol grubu segildi, hastalar klinik agidan hastaligin ileri evresinde degildi. King'in
evreleme sistemine gore yalnizca dort hastanin 3 puan gosterdigi, geri kalan hastalarin ise
3'lin altinda puan gosterdigi kaydedildi. MiTos evrelemesi de benzer sonuglar ortaya
koydu; hastalardan sadece ikisinin puani 2, ligiiniin puani 1, geri kalanlarin puani ise 0 idi.
Hastalarin hi¢biri PEG kullanmiyordu. Bu bulgular gozoniine alindiginda hastalarin

hastaligin ileri evresinde olmadig1 degerlendirilmistir. Kontrol grubu da akraba olmayan
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ve hasta grubunun cinsiyet ve yas agisindan yakin 6zellik gosteren kisilerden olusturuldu.
Projede ALS’den kaynaklanan immiin degisiklerine bagka sebeplerin yol agmasina ekarte
etmek amaci ile hastalar ve kontrol gruplarindan kan alindiginda kronik veya gecici
infeksiyon bulunmamasi dikkate alindi. Kan alindiktan sonra ilk asamada regiilator T
hiicreleri CD4 + CD25 + CD127low kit ile izole edildi, sonra FoxP3 markeri ile boyandi.
Elde edilen FoxP3+Reiilator T hiicrelerinden protein izolasyonu gerceklestirildi. Brad
Ford analizi ve jel sonuglar1 degerlendirildiginde elde edilen protein seviyesinin ¢ok az
veya saptanamayacak seviyelerde oldugu goriildii. Bu sorunun regiilator T sayilarinin ¢ok
diisiik olmasindan kaynaklandigini1 diisiinmekteyiz. Ayrica, daha fazla regiilator T hiicre
elde etmek i¢in projeden B plani olan taze kandan mononuklear hiicre elde edildi ve
dondurmadan regiilator T hiicre elde edilmesi ¢alismasi gerceklestirildi. Bu calisma ile
dondurulmus mononiikleer hiicrelerden elde edilen ve dondurulmadan kullanilan
mononiikleer hiicrelerden elde edilen Treg hiicrelerinin miktarlar1 karsilastirildiginda
herhangi bir fark bulunmadi. Regiilatér T hiicreleri lenfositlerin yaklasik %3-%5’ni
olusturmaktadir, bu nedenle bizim projemizde de 6rneklerin yaklasik %40’inda yeterli

miktarda protein elde edilmedi.

Flow sitometri ¢aligsmasi i¢in FoxP3 ve LC3 antikorlar1 kullanildi. Sonug olarak FoxP3+
LC3+ hiicre popiilasyonu orani, FoxP3+ LC3- hiicre oran1 saptandi. FoxP3+ LC3+ hiicre
poplilasyonu otofajisi aktif olan (otofajik) regiilatoér T hiicresini gostermektedir. FoxP3+
LC3- hiicreler, otofajisi aktif olmayan (otofajik olmayan) regiilatér T hiicreleri
gostermektedir. Bu hiicre popiilasyonlarinin her ikisi de otofaji seviyesi hakkinda bilgi

vermektedir.

FoxP3+ LC3+ hiicre popiilasyonu (otofajik hiicreler) orani hasta ve kontrol gruplari
arasinda farkli bulundu. Ortalama olarak FoxP3+LC3+ hiicreleri hasta grubunda 0,47,
kontrol grubunda ise 0,45 olarak tespit edildi ve bu da hastalarda kontrol grubuna gore
daha ytiiksek bir otofaji diizeyine isaret ediyor. Ancak hasta ve kontrol grubu arasinda
FoxP3+LC3+ hiicre popiilasyonundaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).
(Sekil 4.1). P degerinin biiyiik ¢ikmasi 6rneklem sayisindan kayanaklanmig olabilir. Daha
fazla kontrol ve hasta 6rneklerinin dahil edilmesi ile istatistiksel olarak daha net sonuglarin

elde edilmesi &n goériinmektedir. Ote yandan FoxP3+LC3- hiicre (otofajik olmayan)
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poplilasyonunda hasta ve kontroller arasinda anlamli fark gézlendi (Sekil 4.2). Bu oran
hasta grubunda 0,15, kontrol grubunda ise 0,20 olarak bulundu. Bu durum hasta grubunda
otofajik olmayan hiicrelerin kontrol grubuna gdre daha az oldugunu, hasta grubunda
otofaji diizeyinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Hasta ve kontrol gruplari
arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu, p=0,03 (p<0,05). Bu verilere
dayanarak ALS hastalarinda otofajinin diizensiz oldugu sonucuna varabiliriz. ALS
hastalarinda otofaji seviyesi artar ve bu FoxP3+regiilator T hiicrelerinin hayatta kalmasini

olumsuz olarak etkileyebilir.

5.2. ALS’de FoxP3+ Regiilator T hiicresinde Otofaji Diizensizlgi Nasil Etki

Gosterebilir?

Otofajinin, hiicre homeostazisi ve besin agligi, enerji tilkkenmesi, endoplazmik retikulum
stresi, oksidatif stres ve hipoksi gibi ¢evresel stres kosullarina adaptasyon i¢in temel bir
fonksiyon oldugu kabul edilmistir (Kroemer ve ark., 2010; Ryter ve ark., 2013; W Ryter
ve ark., 2013; Nakahira ve ark., 2014). Ayrica otofaji, patojen enfeksiyonlarina karsi
direng de dahil olmak iizere dogustan gelen ve adaptif bagisiklik mekanizmalarinda hayati
bir rol oynar (Deretic ve ark., 2009; Sumpter Jr ve ark., 2010; Levine ve ark., 2011).
Homeostatik rollerine ragmen, otofajinin artik hiicre 6liimii programlarinda karmasik ve
tam olarak anlagilmayan roller oynadig1 kabul edilmektedir. Ayrica, otofajinin molekiiler
diizenlenmesi ile hiicre O6liimiiniin diger diizenlenmis formlar1 arasinda Snemli bir
karsilikli etkilesim vardir (Galluzzi ve ark., 2008) (Maiuri ve ark., 2007; Kroemer ve ark.,
2008). Son c¢alismalarda, otofajinin belirli hastaliklarda hem adaptif hem de zararli ¢ok
islevli roller oynayabilecegini gostermektedir. Otofaji diizensizligi belli hastaliklarda
patojenik bir rol oynayabilir (Levine ve ark., 2008; Mizushima ve ark., 2008; Choi ve ark.,
2013). insan hastaliginin patogenezi agisindan otofaji, apoptoz, diizenlenmis nekroz ve
diger hiicre 6limii modlar1 arasindaki dinamik dengede ¢ok 6nem tasimaktadir. Diger
taraftan, piroptoz ve otofaji arasindaki regiilasyon, inflamatuar hastaliklarda ve otoimmiin
hastaliklarda ¢cok Onem tagimakta ve bu konunun daha iyi aydinlatimasi i¢in ek
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Bortoluci ve ark., 2010).Otofajinin, hiicre sagkalimi
ve hiicre 6liimiinde ikili bir rol oynuyor olmasi dikkate degerdir. "Otofajik hiicre 6limii"

terimi, programlanmis hiicre 6liimiiniin morfolojik olarak apoptozdan farkli ve "hiicresel”
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otofajinin asir1 diizeylerinden sonug¢landigi varsayilan bir hiicre 6liim bi¢imini tanimlar
(Schweichel ve ark.,, 1973). Klasik apoptozda veya tip I programlanmis hiicre
Olimiinde, hiicre iskeleti Ogelerinde erken ¢Okiis vardir, ancak organellerin siire¢
icinde gec¢ bir zamana kadar korunmasi goriinmektedir. Buna karsin, otofajik hiicre
Olimiinde veya tip Il programlanmis hiicre 6liimiinde, organellerde 'erken' bozunma
vardir, ancak hiicre iskeleti 6gelerinin son agamalara kadar korunmasi gozlenmektedir.
Oysa "apoptotik" hiicre 6lim" kaspaz bagimlidir ve "interniikleozomal" DNA "kleva;j",
"kaspaz" aktivasyonu" ve "DNA" parcalanma ile karakterize edilir (Levine ve ark., 2005).
Son ¢alismalar, otofaji yolaginin hiicre 6liimiinde rol oynadigina genetik kanit1 saglar.
RNA interferans (RNAi) vasitasiyla 2 otofaji geni, atg7 ve beclin 1 fare L1929
hiicrelerinde susturulmus ve sonug olarak hiicre 6liimii engellenmistir. Ayrica, baska bir
caligmada atg5 ve beclin 1 otofaji genleri RNAi yontemi ile susturulmus ve bdylece
hiicre 6limii bax—/—, bak—/—murin embriyonik fibroblast (MEF) hiicrelerinde bloke

edilmistir (Shimizu S. ve ark., 2004).

Programlanmis hiicre 6liimii (PCD), geri doniisii olmayan sekilde hasar gormiis, gereksiz
ve/veya potansiyel olarak zararli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi igin veya gelisim
sirasinda hiicrelerin programli olarak ortadan kaldirilmasi i¢in genetik olarak kodlanmis
mekanizmalarin neden oldugu hiicre 6liimiinii ifade eder. PCD, yararsiz veya (potansiyel
olarak) zararli hiicreleri ortadan kaldirmak veya 6lmekte olan hiicrelerin organizmay1 veya
koloniyi bir tehdit hakkinda uyaran molekiilleri salmasina izin vermek i¢in bir organizma
veya koloni diizeyinde calisir (Galluzzi ve ark., 2018; Jung ve ark., 2020). Son
aragtirmalar, otofajinin birden fazla PCD tiirlinde 6nemli veya kolaylastirici bir rol
oynadigini gostermistir. Hiicre 6liimii adlandirma komitesi'ne gore, otofajiye bagli hiicre
oliimii (ACD), otofaji mekanizmasina veya bunlarin bilesenlerine dayanan bir PCD tiirii
olarak tanimlanir. Otofajiye bagl hiicre oliimiine ek olarak, otofaji ferroptoz, FAS

giidiimlii ekstrinsik PCD ve nekroptoz siirecini de kolaylastirir (Galluzzi ve ark., 2018).

Bizim bulgularimiza gére ALS hastalarinda, FoxP3+ regiilatér T hiicresinde, otofaji
seviyesi kontorollere gore anlamli bir sekilde artmaktadir. Bu asir1 otofaji FoxP3+

regiilator T hiicrlerinin 6liimiine sebep olabilmektedir. Regiilatér T hiicrelerinin kaybi
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nordn hiicrelerinde hiicre homeostezisi kayb1 ve nordinflamasyonun ortaya ¢ikmasina

neden olabilmektedir.

5.3. ALS’de Regiilator T Hiicresinde Otofaji Diizensizligi Hastaligin Seyrini Etkiler

mi?

En 6nemli sorulardan biri FoxP3+ regiilator T hiicresinde otofaji diizensizliginin ALS
hastaligin seyrini etkileyip etkilemedigidir. FoxP3+ regiilator T hiicresinde otofaji
diizensizligi ALS hastaliginin seyrini nasil etkiledigini aragtirmak amaciyla hasta grubu
ALSFRS-R diisiis hizina gore iki alt gruba boliindii. Hizli ilerleme gosteren grup ve yavas
ilerleme gosteren grup. Hizli ilerleyen hasta grubunda, ayda 0,5 ALSFRS-R diisiis hiz1
puanina esit veya daha yliksek bir hizla puan kaybeden hastalar yer alirken, yavas ilerleyen
hasta grubunda, ayda 0,5 ALSFRS-R diisiis h1z1 puanindan daha az bir hizla ilerleyen
hastalar olarak tanimlandi (Tablo 4.1). Bu kritere gore 13 hastada hastaligin seyri yavas
olarak saptandi ve 10 hastada hastaligin seyri hizli olarak belirlendi. Otofaji diizeyi iki
grup arasinda incelendi (Sekil 4.7 ve 4.8) Otofaji seviyesinin hizl ilerleme gosteren
hastalar ve yavas ilerleme gosteren hastalar arasinda anlamli bir sekilde farkli olmadigt
tesbit edildi. Ayn1 soruyu cevaplamak i¢in ALSFRS-R diisiis oran1 ve otofaji seviyesi
arasindaki korelasyon incelendi. ALSFRS-R diisiis oran1 hastaligin ilerlemesi ve
ndronlara verdigi zarar ile ilgili bir degerdir. Yapilan korelasyon analizi sonucunda
istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon saptanmadi (Sekil 4.3 ve 4.4). Ayrica, ALSFRS-
R toplam degeri ve otofaji seviyesi arasindaki korelasyon da incelendi, bu analizde
ALSFRS-R toplam ve hastaligin hizi ile ters bir korelasyonun var oldugu tesbit edildi
(p=0,29 ve r= 0,027) (sekil 4.5). Yani otofaji azalinca ALSFRS-R toplam degeri
artmaktadir (otofajik olmayan hiicre artis1 otofaji diisiisli isareti olarak degerlendirildi).
ALSFRS-R toplam saglikli bireyde 48 olarak kabul edilmektedir. Ve bu deger diigiince

daha kotii prognoza isaret etmektedir.

Kisaca, ALS hastalifinda hayati immiin tolerans faktdrleri ve ndroinflamasyon
inhibitorleri olan regiilator T hiicrelerinin asir1 otofaji diizensizligine bagl olarak azaldigi
goriilmektedir. Bu diizensizlik FoxP3+ regiilator T hiicrelerinin otofajik 6liimiine yol
acabilir. Proinflamatuar sitokinler antiinflamatuar sitokinlere goére daha fazla artip

ndroinflamasyonu hizlandirir. Dolayisiyla FoxP3+ T hiicrelerinde otofaji diizensizligi
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ALS patofizyolojisinin bir parcasi olabilir (Sekil 6.1). Ancak ALS hastaliginda FoxP3+
regiilatdr T hiicresinde otofaji diizensizligi ve hastaligin seyri arasinda anlamli bir iliski
bulunmamaktadir. Hastalarda ALSFRS-R toplami ile otofaji diizeyi arasindaki korelasyon
anlamli olmasma ragmen (p=0,29 ve r= 0,027), bu korelasyon yalnizca otofaji
diizensizligine atfedilemeyebilir, ¢linkii ALSFRS-R toplam1 ayn1 zamanda hastalik siiresi

ve hastalik stiresi gibi diger faktorlerden de etkilenir.

Gen mutasyonu tasityan hastalar ve mutasyon tagimayan hastalar arasinda regiilator T

hiicrelerinin otofajisi agisindan anlamli bir fark olmadig1 gézlemlenmistir.

50



6. SONUC ve ONERILER

Arastirmanin verilerine gore otofaji seviyesi ALS hastalarinin FoxP3+ regulator T
hiicrelerinde saglikli kontrol bireylerine gore, diizensizlik gostermektedir. Otofaji
hiicrelerin sagkalimi i¢in vazgegilmez bir metabolik olaydir. FoxP3+ regulator T hiicreler
immiin tolerans i¢in ¢ok 6nemli rol oynamaktadir. ALS hizli ilerleme gosteren hastalarda
regulatdor T hiicrelerin azalmasi ve fonksiyon kaybi daha Once kanitlanmistir. Bu
aragtirma verileri otofaji diizensizliginin regiilator T hiicrelerinin 6liimii ve azalmasi igin
bir neden olma olasiligin1 gostermektedir. Regiilator T hiicresindeki asir1 otofaji, bu
hiicrelerin otofajik dliimiine yol agabilir. Regiilator T hiicresinin kaybi, néroinflamasyon
gelisimine ve daha fazla motor ndron 6liimiine neden olur ve ALS hastaligina yol acar.
Sonug olarak, FoxP3+ regiilator T hiicresindeki otofaji diizensizligi ALS etiyolojisinin bir
pargast olabilir ve hastaligin baslangicini etkileyebilir. Ancak FoxP3+ regiilator T
hiicresinde otofaji diizensizligi ile ALS hastaliginin seyri arasinda herhangi bir iliski

bulunmamastir.

Calismamiz FoxP3+ regiilator T hiicresindeki asirt otofajinin bu hiicrelerin 6liimiine yol
acabilecegini gosteren ilk c¢alismadir. Bu bilgiler, ALS etyolojisinde otofaji
diizensizliginin 6nemli rol oynayabilecegini isaret etmektedir. ALS hastaliginda, immiin
toleransinda Ozellikle FoxP3+ regiilator T hiicresinin roliinii vurgulayarak otofaji
diizensizliginin bu hiicrelerin kaybinda rol oynadigin belirterek, tedavi hedefleri arasinda
FoxP3+ regiilator T hiicresi otofajisinin degerli bir bulgu olduguna dikkat ¢ekmek
istemekteyiz. Regulator T hiicrelerinde FoxP3 geninin fonksiyon agisindan ¢ok 6nemli
oldugu bilinmektedir. Baz1 gen mutasyonlar1 geni islevsel olarak etkileyebilmektedir. Bu
yiizden bundan sonraki arastirmalarimizda FoxP3+ regiilator T hiicresinde otofajide
onemli faktorler ve genlerin mutasyon acisindan bakilmasi ve olas1 mutasyonlarin da ayri
bir arastirma konusu olarak ele alinmasi planlanmaktadir. Onceki arastirmalara gére ALS
hastalarinda bazen FoxP3+ regiilator T hiicreleri iglevsel kayba ugramaktadir. FoxP3 geni
regiilator T hiicrelerinin tolerans fonksiyonu i¢in elzem oldugu bilinmektedir. Bu sebeple
regiilator T hiicresinde FoxP3 geninde fonksiyon kaybettiren mutasyon ihtimali vardir.
Dolayistyla ALS hastalarinda regiilator T hiicresinde FoxP3 geninde mutasyon

incelenmesi 6nem tasiyabilir.
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Bulgularimiza gore FoxP3+ regiilator T hiicresinde otofaji diizensizligi ALS hastaliginda
onemli rol oynamaktadir. Regiilator T hiicresindeki otofaji diizensiligi farkli sbeplerden
kaynaklanabilir. Bu diizensizlik, otofajide Onemli genlerin mutasyonundan
kaynaklanbilir. Ayrica otofaji ve apoptoz arasindaki karsilikli dialogunda rol oynayan
molekiillerden kayanaklanabilmektedir. Bu nedenlerle, bu konularin her birisi ayr1 bir
arastirma konusu olabilir. Ayrica, daha fazla sayida hasta ve kontrol ile ¢alisilmasinin

istatistiksel olarak daha avantajli olacagini degerlendirmekteyiz.

Treg’lerde Asir1 Otofaji

'

Bagisiklik Toleransinin Kayb1

}

@mlmw N6roinﬂa@

Sekil 6.1. Foxp3+ regiilator T hiicresinde otofaji diizensizligi ve als iliskisi
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