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OZET

Baltact CN. Deneysel Otoimmiin Miyastenia Gravis Fare Modelinde Inflamazom
Komplekslerinin Ekspresyon Seviyesi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2018.

Myasthenia gravis (MG) anormal kas zaafi, ¢abuk yorulma ile seyreden, patolojik
olarak timus anormallikleri ve immiinolojik olarak nikotinik asetilkolin reseptorlerine
kars1 anti AchR antikoru gelisimi, kompleman ile reseptdr hasari olusumu ile
karakterize otoimmiin noromiiskiiler bir hastaliktir [1, 3].

AchR’ye karsi gelisen antikorlar, kompleman araciligi ile postsnaptik membran
harabiyeti ve antikorlarin ¢apraz baglanmasi yolu ile reseptorleri azalttig1 bilinmekte,
ancak otoimmiin yanitin nasil bagladig1 bilinmemektedir.

MG hastaliginin inflamazomlarla iliskili olabilecegine dair ipuglaria ragmen literatiirde
MG hastalig1 ve inflamazomlarla ilgili bir arastirma yer almamaktadir. Bu calismada,
inflamazom kompleksinde yer alan genler ile hastaliktaki inflamatuvar yanit arasindaki
iliskinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Calismamizda, fareler MG hastaligma 6zgii antikor olan AchR ve adjuvan olarak
Freund's Complete Adjuvant(CFA) ile immiinize edilerek deneysel otoimmiin MG
olusturuldu (DOMG). Farelerin kas zaafi, klinik skorlama, asma ve motor aktivite
testleri ile degerlendirildi. Serum anti-AChR Ig seviyeleri ELISA ile belirlendi.
Serumda AchR’ye kars1 antikor gelistiren fareler hasta grubuna dahil edildi. Farelerden
elde edilen total lenf ganglionuna RNA izolasyonu yapildi ve qPCR ile kaspaz-1,
NLRP3, 1I-1 beta, GADPH, P2X7R ve Akt-1 gen ekspresyonu seviyeleri incelendi.
DOMG grubundaki fareler, CFA ile immiinize edilen kontrol grubu fareleri ile
kiyaslandiginda kaspaz-1, NLRP3 ve P2X7R gen ekspresyonlarinda artma, Akt-1 de ise
azalma gozlenmistir. Buna karsilik IL-1 beta’da DOMG grubundaki artis anlamli idi
(p=0,01). Serum antikor diizeyleri ve gen ekspresyon seviyeleri arasinda ise korelasyon
saptanmuistir.

Anahtar Kelimeler : Miyastenia Gravis, inflamazom, DOMG

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2017-27428
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ABSTRACT

Baltact CN. Expression Levels of Inflammasome Complexes in Experimental
Autoimmune Myasthenia Gravis Mouse Model. Istanbul University, Institute of Health
Science, Genetics Department, Istanbul. 2018.

Myasthenia gravis (MG) is an autoimmune neuromuscular disease characterized by
abnormal muscle weakness, rapid fatigue, pathologic thymus abnormalities, and
immunologically an anti-AchR antibody development against nicotinic acetylcholine
receptors and receptor damage formation by complement system [1,3].

It is known that the antibodies developped against AchR cause postsynaptic membrane

destruction via complement system and decrease the number of receptors by cross-
linking of these antibodies. However, how the autoimmune response begin is still not
known.

Despite the clues that myasthenia gravis (MG) disease may be associated with
inflammation, there is no literature study on MG disease and inflammation. In this
study, mice were immunized with MG-specific antibody AchR and adjuvant with
Freund's Complete Adjuvant (CFA) to generate experimental autoimmune
MG(EAMG). Muscle weakness, clinical scoring, paw-grip test and motor activity tests
of mice were evaluated. Serum anti-AChR Ig levels were determined by ELISA. Mice
that developed antibodies against AchR in the serum were included in the experimental
group(EAMG). RNA was isolated from the total lymph node from mice, and caspase-1,
NLRP3, IL-1 beta, GADPH, P2X7R and Akt-1 gene expression levels were examined
by qPCR. The mice in the EAMG group showed increasement in the levels of caspase-
1, NLRP3 and P2X7R gene expressions, and decreasement in Akt-1 gene expression
compared to the control group mice immunized only with CFA. The increasement in the
level of IL-1 beta in EAMG group was significant (p = 0.01). There was no correlation
between serum antibody levels and gene expression levels.

Key Words: Myasthenia Gravis, inflammasome, EAMG

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TYL-2017-27428



1. GIRIS VE AMAC

Myastenia gravis (Myasthenia Gravis (MG)), néromiiskiiler kavsaga zarar veren
otoantikorlar sonucunda kas kasilmasinda rol alan asetilkolin reseptdrlerinin kaybi ile

iligkili, kas zaafina ve yorgunluga yol agan nispeten nadir bir norolojik hastaliktir [1,2].

Hastaligin giincel tedavisi semptomlar1 gidermeye yoneliktir fakat bu tedavi
yontemleri firsat¢t infeksiyon, osteoporoz ve diabetes mellitus gibi yan etkilere sebep
olmakta ve MG olgularinin %2-3l tedavi yan etkileri sebebiyle kaybedilmektedir. Bu
sebeple diisiik yan etki profilli ve daha spesifik etki mekanizmali tedavi yaklagimlarina

ihtiya¢ bulunmaktadir [3].

2015 yilinda yapilan bir ¢aligma, kaspaz-1 inhibitériiniin MG hayvan modelinde
hastaligin semptomlarin1 kayda deger Olciide iyilestirdigini ve buna bagl olarak,
kaspaz-1’in hastaligin etiyolojisinde Onemli bir rolii oldugunu gdstermistir [4].
Inflamazomlarin kaspaz-1’i aktive ettigi gdz dniinde bulunduruldugunda, bu bulgu bize

hastaligin etiyolojisinde inflamazom molekiillerinin rol aldigin1 diisiindiirmektedir.

Inflamazomlar kaspaz-1’in aktivasyonunu regiile edip hastalik yapict mikroplar
ve konak proteinlerden tiiremis molekiillere karsi enflamatuvar yaniti olusturan
multimerik protein kompleksleridir. Son yillarda inflamazom komplekslerin Gut,
kriyoprin iliskili periyodik sendrom (CAPS), Alzheimer, obezite ve tip-2 diyabet gibi
pek cok rahatsizlikta rol oynadigi gosterilmistir [5].

Tim bu caligmalar umut vaadedici gibi goriinse de, MG hastaliginin
inflamazomlarla iligkili olabilecegine dair ipuglarina ragmen literatiirde MG hastalig1 ve
inflamazomlarla ilgili bir arastirma yer almamaktadir. Calismamizda, C57BL6 soyu
fareler MG hastaligina 6zgii antikor olan AchR ve adjuvan olarak Freund's Complete
Adjuvant(CFA) ile immiinize edilerek deneysel otoimmin MG olusturulmustur
(DOMG). DOMG’nin klinik, fizyopatolojik ve elektrofizyolojik ozellikleriyle MG
hastaligini ¢ok yiiksek oranda taklit ettigi gosterilmistir [36].

Bu ¢aligmada inflamazom komplekslerinin MG hastaligina olan etkisini anlamak ve

MG patogenezini aydmnlatmak icin DOMG modeli ve kontrol grubu farelerinden elde



ettigimiz total lenf ganglionuna RNA izolasyonu yapilmis olup, gPCR ile kaspaz-1,
NLRP3, 1I-1B, GADPH, P2X7R ve Akt-1 gen ekspresyonu seviyeleri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Myastenia Gravis Hastahigimin Epidemiolojisi

Myastenia gravis (Myasthenia Gravis (MG)) kas zaafi, ¢abuk yorulma ile
seyreden, patolojik olarak timus anormallikleri ve immiinolojik olarak nikotinik
asetilkolin reseptorlerine karsi anti-AchR antikoru gelisimi, kompleman ile reseptor

hasar1 olusumu ile karakterize otoimmiin ndromiiskiiler bir hastaliktir [6].

Myastenia gravis, ABD popiilasyonunda 100.000 kisi basina yaklasik 20'ye
cikmis olan yaygmlik oranlar1 ile nispeten nadir goriilen bir rahatsizliktir. Avrupa
niifusunun ise 77-317 milyonluk kisminda bu hastalik goriilmektedir [7]. Bu otoimmiin
hastalik, kas zaafi, aktivite durumunda kotiilesme ve istirahat ile iyilesme ile
karakterizedir. Ekstraokiiler kaslarin tutulumu hastalarm biiyiik bir bolimiinde ilk belirti
olarak ortaya ¢ikmakta ve hastalik ilerledik¢e bulber kaslar1 ve bacak kas sistemini de
etkilemektedir. Bozuklugun nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, patogenezinde
nikotinik asetilkolin reseptorlerine (NAChR) karsi olusan otoantikorlarm rolii oldugu

kesin olarak bilinmektedir [8].

MG’nin goriilme siklig1 yas ve cinsiyete bagh olarak degismektedir. MG’ nin
geng yaslarda goriilme sikhigi kadinlarda daha fazladir. Erkeklerde ise 50 yasmdan
sonra ortaya ¢ikmasina daha sik rastlanir. 40 yas altinda kadm:erkek oran1 3:1 iken; 40
yasundan sonra ise hemen hemen 1.1 dir. Kuzey Amerka ve Avrupada g¢ocukluk
caginda MG hastaliginin goriilme oran1 %10-%15 iken; Asya iilkelerinde 15 yas altinda

goriilme oran1 %50 civarindadir [9].

2.2. Myastenia Gravis Hastaliginin Tarihgesi

17. yiizyilda, 1ngiliz doktor Willis ilk kez, meslektaslar1 tarafindan “sahte felg”
olarak tanimlanan Ve okiiler ve bulbar kas zaafi gbzlenen bir MG hastasini tarif
etmistir. Buna karsin, bildirilen ilk MG vakasmin 1664 yilinda dlen Kizilderili sefi

Opechancanough oldugu diisiiniilmektedir.

1893'te Samuel Goldflam zaman zaman hiddetlenen ve bazi zamanlar
kendiliginden azalan kas zaafindan yakimnan ii¢ vakada MG’nin detayli ve tam tanimini
yapmis vakalarmim degisen goriilme sekillerini, siddetini ve prognozunu analiz etmistir.

Wilhelm Erb ve sonrasinda Samuel Goldflam'in 6nemli katkilar1 nedeniyle hastaliga



“Erb hastaligi” adi verildi ve kisa bir siire sonra “Erb-Goldflam sendromu” olarak

adlandirilmistir.

1895'te, Friederich Jolly, Berlin Psikiyatri ve Noroloji Toplulugu toplantisinda,
“myastenia gravis pseudo-paralytica” baslig1 altinda iki olgu agikladi. Bu bozuklugun
ilk iki sozctigii sonradan hastaligin resmi adi olarak kabul edilmistir. 1934'te Mary
Walker, MG semptomlarinin bir kolinesteraz inhibitorii olan Fizostigmin ile tedavi
edilen kiirar zehirlenmesi ile benzer oldugunu fark etmis ve kolinesteraz inhibitorlerinin

hastalik semptomlar: iyilestirdigini saptamistir.

1937'de Blalock, timektomiden sonra myastenik hastalarda iyilesme bildirmistir.
Bu kesifleri takiben, kolinesteraz inhibitdr tedavisi ve timektomi MG hastaliginin

tedavisinde standart hale gelmistir.

1959-1960 yillarinda Nastuk. ve Simpson birbirlerinden bagimsiz olarak MG'nin
otoimmiin etiyolojiye sahip oldugu hipotezini 6ne stirmiislerdir. (Hastaliktaki kotiilesme
ve onu takip eden iyilesme donemleri, immiin sistemin merkez orgami olan timiis

anormallikleri bunu diistindiirmiistiir).

1973 yilinda Patrick ve Lindstrom, saflastirilmis asetilkolin reseptérii (AChR) ile
immiinize ettikleri tavsanlarda MG hastalarininkine benzer kas zaafiyeti gozlediler ve
boylelikle ilk kez deneysel otoimmiin MG'yi (DOMG) indiiklemis oldular. Yine
1970'lerde, prednizon ve azatiyoprin, MG i¢in tedavi modaliteleri olarak uygulanmis ve
bunu takiben, siddetli MG'nin akut tedavisi i¢in uygulanan plazma degisimi de

otoimmiin etiyolojiyi dogrulamustir [10].

2.3. Myastenia Gravis Alt tipleri
MG hastalar1 otoantikorlara, baslangic yasina, timus anormalliklerine ve klinik

semptomlara gore siniflandirilir. MG alt tipleri asagidaki sekilde siniflandirilmistir:

Erken baslangich MG: 50 yasindan Once ortaya g¢ikar. timus hiperplazisi goriiliir,

erkek kadin orani: 1:4’tir.

Geg baslangich MG: 50 yasindan sonra ortaya ¢ikar, atrofik timus dokusu mevcuttur.

Erkeklerde goriilme orani daha yiiksektir.

Timomalh MG: Hasta serumunda titin ve ryanodin (RyR) reseptor antikorlar1 goriiliir.



MuSK-MG: Hasta serumunda Anti-MuSK antikorlart bulunur. Timik anomaliler

yoktur ya da minimal diizeydedir.
Okiiler MG : Yalnizca okiiler semptomlar goriiliir. Timoma goriilmez.
Seronegatif MG: Hasta serumunda AChR ve (MuSK) antikorlar1 yoktur.

Geg baglangicli MG hastalarinda okiiler MG insidans1 erken baglangicli MG hastalarina
kiyasla daha ytiksektir [11].

Okiiler MG hastalarinda, ¢ift gorme ve g6z kapaklarinda sarkmasi goriiliir. Bir
veya iki goz kapagi, gozbebeginin tamamini veya bir kismimni kaplayacak sekilde
diisebilir ve bu durum iyi bir goriise engel olur. Bu semptomlarm siddeti genellikle
giinden giine ve giin igerisinde degisir. Bu alt gruptaki hastalar yutma, konusma ya da
nefes almada zorluk ¢ekmezler, kol ve bacaklarda zafiyet yoktur [12].

Vakalarm % 85'inde, asetilkolin reseptor antikorlar1 (AChR MG) veya kas
spesifik kinaz antikorlar1 (MuSK MG) gibi patojenik antikorlar mevcut iken geri
kalaninda, hig¢bir antikor tanimlanamamistir [13]. Bu alt grubun % 40'inda MuSK ve

noéromiiskiiler kavsak (NMJ) proteini antikorlar1 bulunur [8].

Timomalar olgun T hiicreleri ile cevrelenmis epitelyal neoplastik hiicrelerdir.
Epitel hiicreleri, asetilkolin reseptorii (AChR), titin ve ryanodin reseptorii (RyR) gibi
iskelet kas proteinleri ile capraz reaktif olan epitoplar1 eksprese edebilir. AChR'ye 6zgii
otoreaktif T hiicreleri, timomalarda ve timoma MG hastalarmin serumlarinda bulunur
[14]. 60 yas alti MG hastalarinda serumda titin ve RyR antikorlarinin varligi, timoma
varlig1 agisindan giiglii bir delil iken, bu antikorlarin herhangi bir yas grubundaki MG
hastalarinda goriilmeyisi timomayi giiclii bir sekilde dislar [14]. Timomali MG
hastalarindan alinan serumlar, kas hiicre kiiltiirlerinde apoptoz ve nekroz gibi dejeneratif
degisikliklere neden olurlar. Timomali MG erken baslangi¢cli MG'den daha siddetli olma
egilimindedir [14, 15, 16].

2.4. Klinik ozellikler

MG'nin ana 6zelligi, yorucu ve tekrarlayan aktivitelerle kotiilesen ve dinlenerek
hafifleyen kas zaafidir. Sicaklik, enfeksiyon ve strese maruz kalma ile mevcut durum
kotiilesir. Bu dalgalanmalar, MG'yi benzer bir kas zafiyeti ile ortaya ¢ikan diger

bozukluklardan ayrir. Tipik olarak zafiyet belirli iskelet kas gruplarim igerir. Zafiyetin



etkilledigi kaslar genellikle okiiler, bulbar, proksimal ekstremite ve boyun kaslaridir.

Bazi hastalarda solunum kaslar1 da etkilenmistir. [45].

Okiiler kas zaafi, MG'nin en sik goriilen baslangi¢c semptomudur ve hastalarin
yaklasik % 85'inde goriiliir. iki y1l icinde bu hastalarin % 50'sinde sikayetlerde ilerleme
gelisecektir. Ilerleyen donemlerde pitoz ve diplopi veya bazen bulanik gérme ortaya
cikabilir. Diplopi hastanin 20-30 saniye boyunca lateral olarak gézlenmesiyle ortaya
cikarilabilir ve bu da miyastenik zaaf sonucu meydana gelen géz kasi yorgunluguna

neden olur [8].

Hastaligin seyri sirasinda, hastalarin % 60'inda, bulbar kaslarmin tutulumu
sonucu kati gidalar1 ¢ignemekte zorlanma goriilebilmektedir [47,48]. Solunum kaslarini
iceren zafiyet, baslangictaki ilk 2 yil iginde nadir goriilen bir 6zelliktir [49]. Solunum
kaslarmin tutulumu, hayat1 tehdit edebilecek, mekanik ventilasyon ve nazo-mide tiip

beslemesi gerektiren miyastenik krizlere yol agabilir [8].

2.4.1. Klinik Simmiflandirma
Amerika'daki Myastenia Gravis Vakfi (MGFA) MG'yi 5 ana smifa ayirir ve asagidaki
gibidir [10].

Tablo 2-1. MG hastaligimin klinik olarak simflandirilmasi

Simf| Klinik bulgular

I Okiiler kas zaafi mevcuttur, diger tiim kaslar normaldir.

Il |Okiiler kaslar hari¢ diger kaslar1 etkileyen hafif dereceli kas zaafiyeti

A Kol ve bacak kaslari, aksiyal kaslar etkilenmistir. Daha az olmakla birlikte orofaringeal
kaslar da etkilenmis olabilir.

B Agirlikll olarak orofaringeal kaslar ve solunum kaslar1 etkilenmistir. Daha az ya da esit
derecede olmakla birlikte kol ve bacak kaslari, aksiyal kaslar da etkilenmis olabilir.

Il | Okiiler kaslar hari¢ diger kaslar1 etkileyen orta dereceli kas zaafiyeti

Al Kol ve bacak kaslari, aksiyal kaslar etkilenmistir. Daha az olmakla birlikte orofaringeal




kaslar da etkilenmis olabilir.

Agirlikli olarak orofaringeal kaslar ve solunum kaslar1 etkilenmistir. Daha az ya da esit

"B
derecede olmakla birlikte kol ve bacak kaslari, aksiyal kaslar da etkilenmis olabilir.

IV | Okiiler kaslar hari¢ diger kaslar1 etkileyen siddetli kas zaafiyeti

IV |Kol ve bacak kaslari, aksiyal kaslar etkilenmistir. Daha az olmakla birlikte orofaringeal

A |kaslar da etkilenmis olabilir.

VB Agirlikli olarak orofaringeal kaslar ve solunum kaslar1 etkilenmistir. Daha az ya da esit
derecede olmakla birlikte kol ve bacak kaslari, aksiyal kaslar da etkilenmis olabilir.

V | Entiibasyon gereklidir.

2.5. MG’nin Patogenezi

MG otoantikor temelli hastaliklardandir. Asetilkolin reseptoriine (AChR) karsi

gelisen antikorlar, hastalarin biliyiik ¢ogunlugunda mevcuttur ve bu antikorlarin

patojenik olduguna iliskin ¢ok sayida delil vardir. AChR antikorlar1 tipik olarak

immiinoglobulin IgG1 ve IgG3 (insan) alt smniflarma aittir ve kompleman aracili

ataklara yol acgabilir ve kas yiizeyindeki AChR'lere baglanabilmeleri de AChR

internalizasyonunu arttirabilir. Noromiiskiiler kavsakta (NMJ) AChR'lerin azalist,

néromiiskiiler iletimi bozar. Bu durum, MG hastaliginin klinik belirtilerine yol agar.

Hastalarin ¢ok az bir kisminda ise otoantikorlar, kasa 6zgii kinaza (MuSK) baglanir.

MuSK'nin néromiiskiiler kavsagin gelisimi sirasinda AChR kiimelemesinde 6nemli bir

rol oynadig1 bilinmektedir. MuSK’a kars gelisen bu otoantikolarin patojenik oldugu

bilinmesine karsin mekanizmasi hala tam olarak aydimlatilabilmis degildir [17, 18].
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Sekil 2-1: Noromiiskiiler kavsak [3].

2.5.1. AChR MG'nin Patojenik Mekanizmasi

Noromuskular iletimde saglikli insanlar ile MG hastalar1 arasindaki fark su
sekildedir: Saglkli bireylerde sinir uglari, asetilkolin igeren keseciklerdeki igerigi
ekzositoz ile salar ve bunun sonucu olarak postsinaptik membrandaki AChR'ler katyon
kanallarmi aktive ederek, minyatiir son plak potansiyeli (mEPP) olarak adlandirilan
gecici bir depolarizasyon meydana getirir. Bu durum, voltaj kapili kalsiyum kanallarmi
(VGCCs) agar ve asetilkolin keseciklerinin ekzositozunu tetikler. Bu durum, ¢ok daha
fazla EPP(postsinaptik son plak potansiyeli) tiretimini saglar. Boylelikle voltaj kapili
sodyum kanallarmi (VGNaC'ler) aktive etmek i¢in gerekli esik degere ulasilir ve bir kas
aksiyon potansiyeli meydana gelir. MG hastalarinda ise; AChR antikorlar1 klasik
komplement yolagmi aktive eder, bu da post sinaptik membranda hasara yol agar ve
AChR internalizasyonunu indiikleyen antikorlar yiiziinden postsinaptik AChR’lerin
sayica azalmasma neden olur. AChR'lerin kaybi daha kiigik mPP ve EPP
amplitiidleriyle sonuc¢landigi gibi voltaj kapili sodyum kanallarmin kaybina da yol acar
ve bu durumun bir sonucu olarak EPP'nin kas aksiyon potansiyelini tetiklemek igin
ulagmas1 gereken esigi arttirr. EPP, esik degerin altinda kaldiginda kalict kas
zaafiyetine yol agar. Divalent IgG antikorunun AChR'lere capraz baglanmasi da,
normalde daha yavas bir sekilde gerceklesen AChR'lerin internalizasyonunu ve
lizozomal degradasyonu arttirir ve bu durum kompleman sisteminin yoklugunda bile
AChR'lerin kaybiyla sonuglanir [21]. Kas zaafinin siddetinin hastalar arasindaki ve ayni
hastanin farkli kaslarindaki degiskenligine yonelik sorulara iliskin bir takim teorik

aciklamalar vardir. AChR antikorlarinin serumdan sinaptik yarigma yayilma hiz,



iletimde bir bozukluk meydana gelmeden dnce bu alanda sayica fazla olan AChR’lerin
hedeflenmesinin  gerekliligi, hayvan modellerinde gosterilmis olan sinaptik
kompansasyon mekanizmalari, kompleman regiilatorlerinin ekspresyon seviyesi gibi
faktorlerin bu farkliliga katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir. MG hastalarindan
alinan biyopsilerde, AChR alt birimlerinin ekpresyonun arttig1 ve her sinir impulsunda
sinir uglarindan salinan asetilkolin keselerinin igeriginde artis oldugu goriilmiistiir.
Benzer sekilde, pasif 1gG transfer deneylerinde de kaslarda AChR sentezinde artis tespit
edilmistir. Bu adaptif yanitlarin, néromiiskiiler iletimi patojenik etkilerden korumaya

yonelik oldugu diisiiniilmektedir [21].

2.5.2. Kas spesifik tirozin kinaz (MuSK) MG'nin patojenik mekanizmasi:

NMJ’de MuSK aracili postsinaptik farklilasma yolu saglikli bireylerde su
sekildedir: Motor sinir terminali tarafindan salgilanan noral agrin, MuSK'nin
dimerizasyonuna neden olan diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor-iliskili protein 4
(LRP4) LRP4'e baglanir. MuSK dimerizasyonu, MuSK'nin fosforilasyonuna ve Dok?7
ve AChR [ -alt-birimi dahil olmak {izere MuSK yolagindaki proteinlerin
fosforilasyonuna neden olur. Rapsin, AChR'lerin lokalizasyonunu saglar. MuSK
myastenia gravis hayvan modellerinde ise bozulmus postsinaptik farklilasma su
sekildedir: MuSK otoantikoru olan (Ig) G4’ler Agrin-LRP4-MuSK kompleksinin
olusumunu bloke eder. Bu durum, postsinaptik AChR kiimelerinin dagilmasina ve
bunun sonucu olarak mPP ve EPP siddetinde meydana gelen diisiis, kas aksiyon
potansiyelinde yetersizlige ve MG hastaliginin semptomlarindan biri olan kas zaafi ve
yorgunluga yol agar. Bu duruma her ne kadar diisiik konsantrasyonda da olsa 1gG1-3
antikorlarmin da katkida bulunabilecegi diisiilmektedir fakat bu antikorlarin MG
hastaligindaki patojenik rolii heniiz aydinlatilamamistir. AChR MG’de gozlenen
sinaptik kompansasyon MuSK MG’de meydana gelmemektedir [21].

AChR-MG ve MuSK-MG hastalarmin  sitokin  dretim  modellerinin
karsilagtirilmasina yonelik ilk kez yapilan bir ¢alismada, MuSK-MG hastalarinda Th1,
Th17 ve T folikiiler yardimci hiicre iliskili sitokinler olan IFN-y, IL-17A ve IL-21
salgilanmasinda artis oldugunu gostermistir. Bu sitokinlerdeki artiy AChR-MG
hastalarinda mevcut degildir. Bu ¢aligmada ayn1 zamanda, imminsiipresyonun, AChR-
MG ve MuSK-MG'deki Thl yanitin1 zayiflattigi, ancak AChR-MG ve MuSK-MG
hastalarinda immiin yanitlar1 farkl sekilde modiile ettigi de gosterilmistir [22]. AChR-
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MG’de immiinsiipresif tedavinin FN-y ve IL12p40 gibi Thl sitokinlerin anlatimini
azaltici, IL-10 ve IL-6 sitokinleri lizerinde ise anlatimi arttiran bir etkisi oldugu da tespit
edilmistir. MuSK-MG hastalarinda ise ayn1 immiinosupresyon tedavisinin IL-10 ve IL-

6 sitokinleri tizerinde up-regiile edici etkisi kanitlanamamistir [22].

2.5.3. MG ve Serolojik ¢calismalar

MG hastalarmm o6nemli bir boliimiinde(tiim diinyada 0% - 49%) rutin
analizlerde saptanabilir AChR veya MuSK antikorlari goriilmez. Fakat sonradan yapilan
daha hassas analizler bu “seronegatif” hastalarin ¢ogunun gergekte 1gG1 alt tipli AChR
otoantikorlarina sahip oldugunu gostermistir. Bu antikorlarin biiyiik kismmin klasik
kompleman yolagmi aktive ettigi de gozlenmistir [23]. Yapilan diger ¢alismalar bazi
seronegatif MG hastalarinin LRP4 antikorlarma (esas olarak IgGl ve IgG2) sahip
oldugunu bulmustur. LRP4'e karsi immiinize edilen farelerde noromiiskiiler iletimin

bozulmasi ve miyastenik zafiyet gozlenmistir[21].

2.6. DOMG MODELI

DOMG pek ¢ok hayvan tiirtinde indiklenebilmesine ragmen, deneysel
modellerin ¢ogu, klintk DOMG belirteclerin daha yiiksek oranda goriilmesi nedeniyle
sicanlarda ve farelerde indiiklenmistir. Duyarli sigan suslarinda, DOMG, Torpedo
californica  AChR (TAChR) veya anti-AChR antikorlarmin pasif transferi ile
indiiklenir[29]. Yillar boyunca, deney hayvanlarinin saflastirilmis AChR'ye karsi aktif
immiinizasyonu ile olusturulan deneysel otoimmiin MG (DOMG) hastaligin altinda
yatan patojenik mekanizmalar1 arastirmak ve yeni immiinoterapilerin etkinligini

degerlendirmek i¢in miitkemmel bir model olusturmustur.

Deneysel MG hastaliginin modeli ile ilgili ilk rapor 30 yildan uzun bir siire 6nce
yayimlanmistir. Bu ¢alismada, AChR ile immiinize edilmis tavsanlarin MG benzeri
semptomlar gelistirdigi gosterilmistir. Bunu takiben yapilan pek ¢ok hayvan caligmasi,
MG hastalarinda AChR'ye karsi bir otoimmiin yanitin meydana geldigini ve anti-AChR
antikorlarmin NMJ'nin yapisal ve fonksiyonel hasarmdan sorumlu oldugunu

kanitlamistir.

MG ve deneysel MG hayvan modelleri, serumda anti-AChR antikorlarin varhgi,
IgG’ler, NMJ'de kompleman birikimi gibi immiinopatolojik 6zellikler ile kas zaafi ve

yorulma gibi klinik belirtileri paylagmaktadirlar. Bunun yani sira, her iki grupta da,
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antikolinesteraz ilaglar1 ile tedavi sonrasinda kas giiciiniin gecici olarak geri kazanimi

s6z konusudur [24].

Tablo 2-2. MG ve deneysel modeli arasindaki immiinopatolojik benzerlikler ve farkliliklar

[24].
Ozellik MG DOMG
Kas zaafi ve anti-kolinesteraz ile
gegici iyilesme Evet Evet
Elektromiyografi Azaltma Azaltma
MEPP Azaltma Azaltma
Otoantijen AChR (~% 90) AChR

MHC smif I (HLA-DQB MHC simf II [-Ab (B zinciri)

Genetik yatkinlik zincir polimorfizmi)
Patoloji AChHR kayb1 AChHR kayb1

Patolojinin nedeni

Anti-AChR antikoru

Kompleman aktivasyonu

Anti-AChR antikoru

Kompleman aktivasyonu

MG ve DOMG arasmdaki benzerlikler; serumda anti-AChR antikorlarin

varligl, noromuskuler kavsakta IgG’ler ve kompleman birikimi, kas dokusunda
AChR’larin kaybi, T helper(yardimci) hiicrelerin B hiicresi antikor iiretiminde rol
oynamasidir. Farkliliklar ise; hastaligin kendiliginden ortaya ¢ikmamasi, indiikleme
faktorlerine ihtiyac duyulmasi, deney modellerinde timiisiin olmamasi, timik
farklilagmanin =~ gozlenmemesi(hipertrofi  ve  timomalar MG  hastaliginda

mevcuttur)dir [24].

MG, HLA / DQ B zincir polimorfizmi ille ilintilidir ve DOMG'nin gelisiminde

major doku uyumu (MHC) smif II molekiilleri 6nemli bir rol oynar. MHC smif II 8-

zincir genindeki bir mutasyon DOMG modelinin gelisimini onler [24].
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AChR molekiiliiniin a zinciri {izerinde yer alan T hiicresi epitoplarindan o146-
162'nin, C57BL6 / J farelerinde DOMG'nin gelisiminde rol oynayan patojenik T hiicresi
epitoplarindan biri oldugu gosterilmistir [24]. 146-162 peptidine reaktif T lenfositler, B
hiicrelerinin patojenik anti-AChR antikorlar1 tiretmesine yardimci olur. IL-1, IL-6, IL-
12, IFN-y, TNF-a gibi ¢esitli sitokinler T ve B hiicresi proliferasyonu ve farklilagsmasi
icin 6nemlidir ve dolayisiyla DOMG patogenezinde dikkate deger bir sekilde rol
oynarlar. Bu sitokinlerin, IL-1 reseptor antagonisti ve rekombinant insan timor nekroz
faktorii reseptorii Fe proteini gibi reaktifler tarafindan inhibisyonu, DOMG'yi 6nler veya
tedavi eder. Kompleman yolagmmn C3, C5; Clq ve C4 bilesenleri DOMG
indiiklenmesinde onemli rollere sahiptir. Bu kompleman bilesenlerin eksik oldugu
durumlarda serum anti-AChR antikor seviyelerini diisiirmeden DOMG'ye kars1 direngli
fareler olusur, bu da DOMG'deki néromiiskiiler kavsagm yikimmin anti-AChR
antikorlart ile klasik kompleman yolunun aktivasyonuna bagli oldugunu kanitlar
niteliktedir [26, 27, 28]. DOMG'nin Clq inhibe edici antikorlar ile tedavisi ve
onlenmesi de DOMG patogenezinde klasik kompleman yolunun énemini gosterir [24].
Bir calismada, DOMG indiiklenmesini 6nlemesinin, C5a eksikligiyle iliskisi olmayip,
C5b'min  yoklugundan kaynaklanan yetersiz MAC iiretiminden kaynaklandigi
bulunmustur. Bu nedenle, C5a'nin blokajinin, MG hastalarinda kas zaafina yol agmasi
beklenmez [19]. Buna karsin bir calismada C5aR’in miyastenik timik dokuda
baslanngigta eksprese edildigi gosterilmistir [20]. DOMG farelerinde timik
anormalliklerin mevcut olmayist goz Oniinde bulunduruldugunda, C5a eksikliginin,

DOMG modelinin indiiklenmesini 6nleme ile iliskisi olmamasi anlagilirdir [19].

2.6.1. Basarih bir immnizasyon i¢in dikkat edilmesi gereken hususlar

Emiilsiyonun kalitesi ve enjeksiyonun dogru bir bicimde yapilmasi hastaligi
indiikleyebilmek acisindan oldukga kritiktir. Sulu AChR ¢ozeltisi, 6nce Freund’un
adjuvanma (CFA) eklenmelidir. Siringalar arasindaki ilk birkag transfer, yagda basarili
bir su emiilsiyonu olusturabilmek igin hizli bir sekilde yapilmalidir ve emiilsiyon, bu
sirasinda olusan 1smin azaltilmast ve daha yogun bir hale gelmesi i¢in 4 ° C'de
saklanmalidir. Bagarili bir emiilsiyon elde edilip edilmedigini kontrol etmenin iki yolu
vardir: Bir yol, emiilsiyondaki kiiciik hava kabarciklarmin bir yerde sabitlenip
sabitlenmedigini gézlemlemektir. Diger yol ise, 25-G igne kullanarak beher kabindaki

soguk suya bir damla emiilsiyon damlatmaktir. {lk birka¢ damla yayilabilir, ancak daha
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sonraki damlalar bozulmadan kalmalidir. Deri alt1 enjeksiyonu diger enjeksiyon
yollarindan daha fazla immiinojenik oldugundan, igne uygun sekilde konumlandirilmali
ve emiilsiyon enjekte edilmeden Once ignenin cildin altinda net bir sekilde goriinmesi

gerekir [24].

MG'nin klinik belirtileri, AChR ile ikinci immiinizasyondan 3 ila 10 giin sonra
goriilmelidir. Farelerin yaklasik% 10'u, birincil immiinizasyondan 25 giin sonra hastalik
belirtileri gelistirebilir. Hastalik insidansi diisiikse, ikinci immiinizasyondan 30 giin
sonra iiglincii bir immiinizasyon uygulanabilir. Immiinizasyondan sonra, dzellikle ikinci
immiinizasyondan once ve sonra, fareler giinliikk olarak dikkatle gozlemlenmeli ve kas
zaafi agisindan degerlendirilmelidir. Hastalig1 degerlendirme azimsanmayacak derecede
zaman alir. Hayvanlar enfeksiyon veya hastalik belirtileri gosteriyorsa, bir veterinere
danigilmalidir. Hastaligi ¢ok siddetli seyreden hayvanlara, denemenin sona ermesini

beklemeden 6tenazi yapilmalidir [24].

DOMG'deki otoimmiin yanitin hedefi oldugundan dolayi, kas dokusundaki
AChR’ye kars1 olusan serumdaki antikorun diizeyini 6lgmek ¢ok Oonemlidir fakat
patojenik antikor olmadiklarindan dolay1 TAChR'ye karsi serum antikorunun olgiilmesi
gerekli degildir [24].

Immiinize edilmis hayvanlarin yiizde otuz ila yetmisinde en azindan 1. derece
kas zafiyeti gézlenmelidir. Serum anti-AChR antikor seviyesi, serum litresi basina 0 ila
6 mM arasi olmalidir. AChR ile immiinize edilen farelerin yaklasik % 10 ila % 20'si
AChR'ye kars1 antikor liretemez. Bu grup seronegatif olacaktir. Kas dokusundaki AChR
kayb1 % 20 ila % 70 arasinda olmalidir. AChR ile bagisiklanmis farelerin tiimiinde 1gG
ve komplemanlar saptanir, ancak sadece CFA ile immiiniize edilmis veya hi¢ immiinize

edilmemis farelerde saptanmaz [24].

DOMG'nin seyri, immiinize hayvanlarin viicut agirligi ve kas giicii kaybmin
izlenmesi ile degerlendirilmektedir. Egzersiz sonrasi tremor, kambur durus, kas zaafi ve

yorgunlugu gibi miyastenik semptomlar degerlendirilir [29].
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Tablo 2-3. DOMG semptomlarinin klinik olarak degerlendirilmesi [25].

Klinik Skor Klinik Bulgular

0 derece Normal kas gii¢li ve yorgunlugun gézlenmemesi

1. derece Hafifge azalmis aktivite ve kavrama yetenegi ya da aglama
2. derece Klinik semptomlarin egzersiz 6ncesinde gdzlenmesi

3 d Dinlenme sirasinda siddetli klinik belirtiler, kaybolmus kavrayis
. gerece
yetenegi, can ¢ekisme

4. derece Olim

MG hastaliginin patogenezinde rol oynayan faktorlerin arastirilmasi i¢in gerekli
olan transgenik, knockout ve mutant farelerin mevcut olmasindan dolayr deneysel
hastaligin ¢alisilabilmesi agisindan en ideal model farelerdir [30, 31, 32]. Bu nedenle
DOMG modeli en ¢ok farelerde ¢alisilmistir. Yiiksek duyarliliklarindan dolay1 en ¢ok
C57BL/6, SJIL ve AKR suslar1 tercih edilmistir. BALB / ¢ ve SWR suslar1 ise daha az
duyarhdir [31, 32]. Farelerde DOMG, iki ya da ii¢ kez verilen CFA adjuvaninda saf
AChR (20g) ile indiiklenir. Bu islem farede AChR'ye karsi antikorlarmn tiretimini
tetikler ve myastenik semptomlar tipik olarak son enjeksiyondan 7-14 giin sonra ortaya
cikar [29, 33]. TAChR ile indiiklenmis farelerde insandakine en benzer klinik
semptomlar gozlenilen sus Lewis sicamidir [34]. Lewis sicanlarindaki DOMG
genellikle, CFA'da AChR (20 ug) tek doz immiinizasyonu yoluyla indiiklenir [29,33].
Siganlarda DOMG modelinin AChR a- alt biriminin (R97-116) immiinojenik bdlgesine
(11-1616) tekabiil eden sentetik bir peptid ile de indiiklenebilecegi kanitlanmistir.
TAChHR ile indiikklenen DOMG ile karsilastirildiginda, R97-116-indiikli DOMG’da
hastaligin seyri daha yavastir [35].
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2.6.2. Terapotik yaklasimlarin arastirilmasi icin DOMG modelleri

Deneysel MG'nin temel amaci, hastaligin patolojik mekanizmalarini anlamak ve
potansiyel yeni tedavi yaklasimlarini aragtirmaktir[36]. MG hastaliginin giincel tedavisi
hastalarin bir boliimiinde etkili olmamakla birlikte tedavi amacyla kullanilan
immiinosupresif ilaglarin ¢ok sayida yan etkisi bulunmaktadir. Dolayisiyla, antijen-
spesifik bagisiklik hiicrelerini baskilamak ve MG hastalarinda gozlenen istenmeyen

etkileri azaltmak i¢in yeni yaklasimlar gereklidir.

Son yillarda DOMG modelinde ¢alisilmis yeni tedavi yaklagimlar1 5 ana gruba
ayrilir: 1- periferal toleransi saglamak amaciyla immiino-modiile edici hiicrelerin
kullanim1  2-  sitokinler veya probiyotikler gibi biyolojik ajanlar yoluyla
immiinomodiilasyonu indiikklemek i¢in tedaviler 3- yeni gelistirilen farmakolojik
yaklagimlar; 4- kompleman aktivitesinin inhibitérleri; ve 5- RNA / mikroRNA
interferansi gibi molekiiler biyoloji yaklasimlar1 [37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44].

DOMG modeli, otoantikorlarin patojenik mekanizmalarmi anlamada ve hem
farmakolojik tedavilerin hem de hiicre terapisi stratejilerinin etkinligini kanitlamada
insan hastaliginin arastirilmasmi tesvik eden sonuglarla biiyiik bir degere sahiptir.
DOMG modeli ile ¢alisirken her zaman Russell ve Burch'un 3R kuralina (yerine
koyma, azaltma ve iyilestirme) uymak gereklidir: miimkiin oldugu miiddet¢e deney
hayvanlar1 diginda alternatif yontemler kullanarak en iyi sonucu elde etmek, miimkiin
olabilecek en az sayida deney hayvanmi kullanmak, uygulanacak islemler sirasinda

hayvanin agris1 ve stresinin en aza indirilmesidir [45].

2.7. INFLAMAZOMLAR
Inflamazomlar kaspaz-1’in aktivasyonunu regiile edip hastalik yapic1 mikroplar
ve konak proteinlerden tliremis molekiillere karsi enflamatuvar yaniti olusturan

multimerik protein kompleksleridir [5].

Nod benzeri reseptor (NLR) protein ailesi, genis bir yelpazedeki tehlike ve
patojenle iligkili molekiiler modellerin(DAMP ve PAMP) taninmasinda hayati bir rol
oynayan dogal bagisiklik sisteminin hiicre i¢i patern tanima reseptorleri (PRR'ler)
grubudur [50, 51]. insanlarda, NLR ailesi 22 genden olusur iken fare genomu en az 34
NLR-kodlayan gen igermektedir [52]. NLR proteinlerinden NLRP3 (NALP3 veya
kriyoprin olarak da bilinir), NLRP1, NLRC4 ve AIM2 aktivasyonu, inflamazom olarak

adlandirilan  biiyiikk protein komplekslerinin  olusumuyla sonuglanir. NLR'lerin
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aktivasyon mekanizmasi hala aktif bir tartigma konusu olmakla birlikte, NLRP3,
NLRP1, NLRC4 ve AIM2 aktive edildikten sonra, bir inflamazom adaptor proteini,
ASC (PYCARD) ile etkilesime izin veren bir konformasyonel degisime ugrar ve
kaspaz-1 ile etkilesir. Ortaya ¢ikan inflamazom, IL-1p ve IL-18'in pro-formlarmni aktif
formlara doniistiiren kaspaz-1'in otomatik aktivasyonuna aracilik eden bir molekiiler

platform olarak iglev goriir [53].
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Sekil 2-2: NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu (Ozaki E, Campbell M, Doyle S,
2014).

2.7.1. NLRP3 inflamazomu

NLRP3 inflamazomu en genis agonist(uyaran) yelpazesine yanit veren
inflamazomdur [54, 55, 56]. Her ne kadar bu agonistler birbirinden son derece farkl
olsa da, NLRP3 inflamazomunu aktive etmeleri sonucunda olduk¢a benzer olaylarin
gelistigi bilinmektedir. NLRP3 aktivasyonunun mekanizmalari; hiicre disma potasyum
akisi, mitokondriyal reaktif oksijen tiirlerinin(ROS) olusumu, NLRP3'{iin mitokondriye
translokasyonu, mitokondriyal DNA veya kardiyolipin salmimi ve katepsinlerin sitozole
salinimi gibi olaylar1 igermektedir [57, 54]. Ne var ki, bu olaylar tiim NLRP3 agonistleri
tarafindan tetiklenmez, dolayisiyla NLRP3 aktivasyonunun kesin mekanizmas: hala

tartigmalidir.
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Cogu hiicre tipinde lipopolisakkaritin (LPS) TLR4'e baglanmasinin NLRP3'iin
NF-kB yolagi ile hiicresel ekspresyonunu arttirdigi bilinmektedir.

NLRP3 inflamazom olusumunu indiikleyen NLRP3 agonistleri arasinda ATP,
bazi toksinler, kristalin maddeler, niikleik asitler, hiyaliironan ve fungal, bakteriyel veya
viral patojenler bulunmaktadir [57, 58]. Bu uyaranlara enfeksiyon sirasinda
rastlanabilir, bunlar patojenler tarafindan {retilir veya hasarli konak¢i hiicreler
tarafindan salinir. Ek olarak, viicuttaki patolojik kosullar, enfeksiyonun yoklugunda da
bu uyaranlarin olusumunu tesvik edebilir. Son yillarda yapilan ¢aligsmalar, kaspaz-8'in
NLRP3 inflamasomunun transkripsiyonu ve aktivasyonu icin gerekli oldugu da

gostermistir [5].

2.7.2. inflamazom Aktivitesini Diizenleyen Faktorler

NLRP3'in asagidaki aktivasyon mekanizmasi tarif edilmistir: Ilk olarak,
bakteriyel veya viral RNA, ATP, iirik asit kristalleri, silika ve diger benzer faktorler,
toll-benzeri reseptorler (TLR'ler), NOD2, TNFR1 veya TNFR?2 ile etkilesime girer ve
bunun sonucunda NLRP3'in eksprese olmasi indiiklenir [59, 60, 61]. Sonrasinda,
PAMP veya DAMP, inflamatuvar olusumu baslatmak i¢in NLRP3'i tetikler [63]. P2X7
/ P2X4%Un ATP'nin bir reseptorii oldugu gosterilmistir ve P2X (4) reseptorleri,
inflamazomlar1 aktive eden bir baska 6nemli sinyaldir. P2X(4)'tin omurilik yaralanmasi
ve osteoartrit gibi durumlarda NLRP1 inflamazom sinyalini etkiledigi bildirilmistir
[64]. Bir ¢alismada, CD4 + bellek T hiicrelerinin, P2X7R sinyalini azaltarak NLRP3
aktivasyonunu bastirdigi, Baska bir ¢alismada ise kaspaz-1 ile iliskili kaspaz-12'nin
aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir [65, 66]. Dahasi, bir proteoglikan olan biglikanin,
makrofajlar lizerindeki TLR2 / 4 ve purin P2X4 / P2X7 reseptorleri ile etkileserek
NLRP3 inflamazomlarmni aktive ettigi de gosterilmistir [67]. Antiapoptotik proteinler,
aktive edilmis T hiicreleri ve mikroRNA'lar, inflammasomlarin negatif
diizenleyicileridir [68]. TNFAIP3 ve antiapoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-X (L)
'nin baglanmalarinin NLRP1’e negatif etkide bulundugu gosterilmistir [69, 70]. NF-
kB’da inflamazomlar igin aktivasyon sinyallerinden biridir[71]. Atorvastatinin TLR4 /
MyD88 / NF-kB yolag:i ile monositlerdeki inflamazomlar1 baskiladigi gosterilmistir
[72]. Miyeloid spesifik mikroRNA'lar, miR-223 ve miR-7, NLRP3 protein

ekspresyonunun inhibisyonu yoluyla NLRP3 inflamazom aktivitesini bastirir [73, 74].
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Yapilan bir bagka ¢alismada, polioksotungstat-1 (POM-1)’in, ATP bagimli inflamazom

aktivasyonunu inhibe edebildigi gosterilmistir [75].

Tablo 2-4. inflamazomlarin negatif regiilasyon faktorleri. [76].

Regiilasyon Faktorii Hedef Mekanizma
A20/TNFAIP3 NLRP1 Bcl-2 ve Bel-X(L) ile baglanma

NLRP3'iin tercime edilmeyen

bolgesi(UTR) iginde korunan baglanma
miR-223 NLRP3 bolgesine etki etme

Post-transkripsiyonel — olarak  kontrol
miR-7 NLRP3 edilen NLRP3 ifadesi
Insan CD4 + hafiza T P2X7R sinyalleme molekiillerinin down
hiicreleri NLRP3 regiilasyonu
Kaspaz-12 Kaspaz-1 Kaspaz-1 ile iligkili

ATP-bagimli inflamazom ile ilgili
POM-1 NLRP1 olaylarin inhibisyonu

Pannexin 1 kanal blokaji ve yiiksek
Probenesid NLRP3 diizeyde ekstraseliiler potasyum

NLRP1/ STAT]1 transkripsiyon faktorii aracilgi ile

Tipl interferonlar NLRP3

2.7.3. Inflamazomlarin Hastaliklar ile Tliskisi

Inflamazom aktivasyonu, konakgilarin patojenlere karsi savunmasi igin kritik

Ooneme sahiptir, fakat son yillarda yapilan c¢alismalar, inflamazomlarin pek ¢ok

otoimmiin hastalikla iligkili oldugunu gostermektedir.

Otoimmiin hastaliklar, adaptif immiin sistem tarafindan meydana gelen ve dogal

antijenlere karsi immiin reaktivite olusumu ile sonuglanan inflamasyon olarak

tanimlanabilir. T ve B hiicrelerinin hiper-reaktivitesi (ayn1 zamanda anormal dendritik




19

hiicrelerin), otoantikorlarm ve antijene 6zgii T hiirelerinin viicudun kendi dokusuna
saldirip tahrip etmesine neden olur. Otoimmiin hastaliklar ¢oklu organ tutulumuna
neden olabilir, fakat etkilenen birincil organ, hastaligin klinik sunumunu ve tanimini
belirler [53]. Prototipik otoinflamatuvar bozukluklarin bir kismi, inflamazom olusturan
NLR'lerde mutasyonlarla giiclii bir sekilde baglantilidir [77]. Ornegin, NLRP3
inflamazomunun asir1 aktivitesine yol agan mutasyonlar, IL-1p salimini artirir ve
kryopirin  iligkili ~ periyodik  sendromlara  (CAPS) neden  olur  [78].
CINCA/NOMID(Yenidogan  Baslangigli ~ Multisistem  Inflamatuar ~ Hastalik)
sendromunda, anakinra, rilonacept veya canakinumab ile IL-1Bmin dogrudan, siirekli

inhibisyonu kemik iligi biiyiimesi disinda tiim klinik belirtileri iyilestirir[77, 78].

Otoimmiinitede inflamazomlarin roliiniin heniiz tam olarak anlasilamamustir.
Inflamasom indiikleyen NLR'ler ve otoimmiin hastaliklar arasindaki genetik baglantilar
smirhdir, ancak bu, bu hastaliklarin ilerlemesinde enflamatuvar aktivasyonun potansiyel
roliinii dislamaz. NLR'leri aktive eden endojen tehlike sinyallerinin genis spektrumunun
ve IL-1B ve IL-18 gibi enflamasyon {iriinlerinin, adaptif bagisikligin sekillenmesinde
oynayabilecegi rolii g6z 6niinde bulundurmak gereklidir [79, 80]. IL-1B, IL-2 reseptor
anlatimini arttirmasi, T hiicrelerinin hayatta kalmasini uzatmak, B hiicrelerinin antikor
iretimini arttrmak ve B hiicresi proliferasyonunu arttirmak gibi ¢esitli yollarla
lenfositler tizerinde etki gosterebilir [81, 82]. IL-1f ve IL-18 ayrica Th17 ve Thl
hiicrelerinin farklilagsmasimi ve ¢ogalmasini yonlendirmede kritik bir rol oynar. Bu
nedenle, genel olarak IL-1B ve IL-18, T ve B hiicre yanitlarini arttirir ve NLR
aktivasyonunu adaptif immiin tepkilere doniistiiren 6nemli bir baglant1 olarak goérev

alabilir [53].

Yapilan bir ¢aligmada, IL-1 reseptor antagonisti (IL-1ra) enjeksiyonlari, C57BL
/ 6 farelerinde klinik DOMG'in siddetini ve serumdaki serum IFN-y, TNF-a, IL-1p, C3
ve anti-AChR IgGl miktarini azaltmustir [83]. Yapilan bir diger ¢alismada, kaspaz-1
inhibisyonunun, Th17 hiicrelerinin gelisimini ve EAE (deneysel otoimmiin
ensefalomyelit)'nin indiiksiyonunu baskiladigi ve bu durumun, IL-1B uygulanmasiyla
tersine gevrildigi gozlenmistir [84]. Bazi1 ¢alismalar, aktive edilmis kaspaz-1'in, IL-1p
salgilanmasi yoluyla DC'de MHC sinif II, CD80 ve CD86'nin ekspresyon artigsina yol
acabilecegini dogrulamistir [85]. 2015 yilinda yapilan bir ¢aliymada ise kaspaz-1

inhibitoriiniin MG hayvan modelinde hastaligin semptomlarin1 kayda deger olgiide
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iyilestirdigini ve buna bagli olarak, kaspaz-1’in hastaligin etiyolojisinde 6énemli bir rolii

oldugunu gostermistir [4]. Inflamazomlarn Kkaspaz-1’i aktive ettigi goz Oniinde

bulunduruldugunda, bu bulgu bize hastaligin ve diger otoimmiin hastaliklarin

etiyolojisinde inflamazom molekiillerinin rol aldigin1 diisiindiirmektedir.

Tablo 2-5. Cesitli hastahklarda inflamazomlarin rolii [53].

Baslangich

IL-1 Hayvan
Genetik blokajina | modelinde
mutasyonlarla |yamt inflamazom
Hastahk Hastahk nedeni iliski etkisi
Inflamatuvar bagirsak | Gastrointestinal kanalm poligenik | Var Yok Var
hastaligi(IBH) enflamasyonu
Tip 2 Diyabet Poligenik / metabolik stres ve |Yok Var Var
inflamasyon
Esansiyel Nedeni belirsiz  yiiksek | Var Test Test
hipertansiyon tansiyon edilmemis |edilmemis
Alzheimer hastaligi Dejeneratif beyin hastaligi Yok Test Var
edilmemis
Ateroskleroz Yagli  materyallerin  birikmesi Yok Test Var
sonucu arter duvar kalinlagmasi edilmemis
Kontakt alerjik | Hassaslastiric1 alerjenler Var Test Var
Dermatit edilmemis
Ailevi soguk | NLRP3 mutasyonu Var Var Var
otoinflamatuar
sendrom (FCAS)
Muckle Wells | NLRP3 mutasyonu Var Var Var
Sendromu (MWS)
Yenidogan NLRP3 mutasyonu Var Var Var
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Multisistem
Inflamatuar ~ Hastalik
(CINCA)
Tip 1 diyabet Pankreas [ hiicrelerinin kendini | Var Test Test
yok etmesi edilmemis |edilmemis
Multiple Skleroz (MS) | Oligodendrositlerin  kendini  yok | Yok Test Belirsiz
etmesi asamasinda
Sistemik lupus | antijenler ile  reaksiyona  giren | Yok Var Test
eritematoz patojen antikorlar edilmemis
Vitiligo Melanositlerin kendini yok etmesi | Var Test Test
edilmemis |edilmemis
Addison hastalig1 Adrenal korteksin yikimi Var Test Test
edilmemis |edilmemis
Romatoid artrit Sinovyal eklemlerin kendini yok | Var Var Yok
etmesi
Colyak hastalig Gluten ile tetiklenen ince bagirsak | Var Test Test
astarmin tahribi edilmemis | edilmemis
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. DOMG Modelinin Olusturulmasi
3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu caligmada, 8 haftalik 15 adet erkek C57BI/6J (B6) fare kullanilmistir.
Fareler, Istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi,
Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dali'ndan temin edilerek, diyet ve bakimlar1
calisma boyunca bu anabilim dal1 biinyesindeki bariyer sistemli steril bakim odalarinda
rutin kontrol altinda gergeklestirilmistir. Deneyler, hem AChR ve CFA ile birlikte
immiinize edilen(AChR+CFA) hem de yalnizca CFA ile immiinize edilen (CFA) fare
gruplarindan olusturulmustur. Bu ¢alisma icin etik kurul onayi, Istanbul Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Karar N0:10.07.2017 ) tarafindan verilmistir.

3.1.2. AChR Proteini Eldesi
Immiinizasyonda immiinojen olarak kullanilan insan AChR proteini Teksas
Universitesinden Dr. Premkumar Christadoss ve ekibi tarafindan sentezlenip

saflastirilmistir.

3.1.3. iImmiinizasyon
Calisma 2 ayr1 zamanda, kontrol grubu olarak complete freud ajduvanti enjekte
edilen 7 fare ve deney grubu olarak torpedo AChR proteini ile adjuvan karistirilarak

hazirlanan emulsiyon enjekte edilen 8 fareye subkutan enjeksiyon seklinde yapilmustir.

Immiinizasyon olusturmak amaciyla 40 pg AChR proteini (100 pl fosfat
tamponu i¢inde) ve 100 pg Mycobacterium butyricum igeren (100 pl) ‘complete
Freund’s adjuvant’ (CFA) karistirilarak 200 pl’lik bir emulsiyon hazirlanmis ve bir taraf
bacak ve omuza s.c. olarak enjekte edilmistir. Ayn1 islem 4 hafta sonra ayn1 miktarda
complete Freund’s adjuvant (CFA) ile olusturulmus emulsiyon ile kars: taraf bacak ve
omuza uygulanmustir. Fareler izlenmis ve kas zaaflar1 skorlanmistir. AChR ile
immiinize edilen fareler her giin kontrol edilmistir. Immiinizasyon islemi oncesi
anestezik olarak 1:5 oraninda PBS ile sulandirilmis propofol intraperitoneal olarak fare
basina 20 ul/gr kullanilmistir. Immiinizasyon oncesinde proteinin safligi jel

elektroforezi ile dogrulanmistir.

Tiim hayvanlara dort haftada bir defa olmak {zere toplamda 3 kez

immiinizasyon yapilmistir. ilk immiinizasyondan sonra her immiinizasyon sonrasinda
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farelerin kuyruk veninden az miktarda kan alinip serumlarda Eliza ie antikor tespiti

yapilmustir.

AChR proteini PBS icinde c¢oziilerek CFA ile 1:1 oraninda bir emiilsiyon
hazirlanmis ve bu emiilsiyondan fare basma 20 pg olacak sekilde toplam 200 pl
uygulanmistr. Tim enjeksiyon uygulamalar1 subkiitan olarak yapilmistir. Birinci
immiinizasyonda sag ve sol ayak patisine ve sag ve sol omuza, ikinci ve lUgiincii
immiinizasyonda ise iki (sag ve sol) omuz ve iki (sag ve sol) bacak bolgesine enjekte
edilmistir. Ugiincii immiinizasyon sonrasinda tiim farelerin kuyruk kanlar1 alinmustir.
Kuyruk kanlar1 toplandiktan sonra tiim fareler sakrifiye edilip lenf gangliyonu hiicreleri
izole edilmis ve serumlar kullanilincaya kadar -80C’de dondurulmustur. Farelerin kol

ve bacak kaslar1 ise histolojik incelemeler i¢in -80C de saklanmustir.

3.2. Klinik Degerlendirmeler

Immiinizasyon sonrasinda fareler her giin kontrol edilmistir. Farelere haftada iki
kez asma testi uygulanmis, kas zaaflar1 skorlanmis ve haftada bir kez agirliklar
Olgtilmiistir. Deney grubu sadece CFA (n=7) ve AChR +CFA (n=8) olarak

belirlenmistir.
3.2.3. Kas Giicii Degerlendirmesi

Immiinizasyon sonrasinda farelere haftada iki kez asma testi uyguland1 ve kas zaaflar1
skorland1i. Asma testi oncesinde farelere 40 kez kafes kapaginin tellerinde egzersiz
yaptirildiktan sonra tele tutunmalar1 saglandi ve kafesin kapagi ters gevrildikten sonra
farelerin kavrama yetenegini yitirip asagi1 diisme siireleri not edildi. Diisen farelere kafes
kapaginda bu defa 20 kez olmak {izere tekrardan egzersiz yaptirildi ve ortalamalari
anlamli deger olarak alindi. Bes dakika boyunca tele tutunabilen farelere tekrar egzersizi

yaptirilmadi.
3.2.4. Kuyruk Veninden Periferal Kan Orneklerinin Toplanmasi

Farelerden kuyruk kanlarmin almnma islemi Oncesinde Vazodilatasyonu saglamak

amaciyla Infrared lamba kullanildi. Ven ilizerinde kesi atilacak bolge dezenfekte edildi.

Bu yontemle her fareden ikinci immiinizasyondan sonra yaklasik olarak 100-150 pl kan

ornegi toplanmustir.
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3.3. Deneyin Sonlandirilmasi
3. Immiinizasyon sonrasinda tiim fareler sakrifiye edilip lenf ganglionlar izole edildi ve
hiicreler donduruldu. Kol ve bacak kaslar1 ise histolojik testler i¢in ependorf tiiplere

aktarildi.

3.4. Laboratuvar Degerlendirmeleri

3.4.1. ELISA ile Antikor Tayini

AChR-CFA ve CFA farelerinin serumlarinda anti-AChR IgG antikoru 6lgiildii. ELISA
plagi, antikor Ol¢iimleri icin torpedo AChR proteini ile kaplama soliisyonu (karbonat
bikarbonat soliisyonu, pH 8.6) i¢inde kuyu basma 1 pg protein diisecek ve her bir
kuyuda total hacim 100 pl olacak sekilde kaplandi ve gece boyu +4 derecede
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin plak bir kez % 0,5 Tween 20-PBS soliisyonu ile
yikandiktan sonra PBS i¢inde % 5 “fetal bovine serum” (FBS-PBS) soliisyonu ile her
bir kuyuda total hacim 100 pl olacak sekilde oda sicakliginda 2 saat bloklama yapildi.
Ardindan % 5 FBS-PBS soliisyonu i¢inde 1:1000 ve 1:500 oraninda sulandirilmis fare
serumlar1 her bir kuyuya 100 pl olarak konuldu ve 90 dakika +37°C de inkiibe edildi.
Tween-PBS soliisyonu ile yikamadan sonra antikor Slgiimleri i¢in 1:5000 oraninda
sulandirilmis %2 FBS-PBS i¢inde HRP-konjuge sekonder antikor (keci anti-fare 19G
Abcam, Cambridge, Ingiltere) her bir kuyuya 100 pl konuldu. Doksan dakika +37°C de
inkiibasyonun ardindan, plak Tween-PBS soliisyou ile yikandi. Substrat olarak
3,3°,5,5 -tetrametilbenzidin (TMB) her kuyuya 100 pl konuldu. On dakika sonra
reaksiyonu durdurma soliisyonu olarak 2M H2S0O4 100’er ul kuyulara konuldu. Hemen
ardindan 450 nm’de ELISA okuma islemi gergeklestirildi.

3.4.2. RNA izolasyonu:

RNA izolasyonu i¢in hazir ticari soliisyonlar kullanildi. MRC (Kanada menseli Cat. no:
RN190) firmasinin RNAzol RT soliisyonu kullanilarak total RNA izolasyonu asagida
belirtilen sekilde gergeklestirildi.

Hiicreler -20 dereceden c¢ikartilarak buz {izerine konuldu ve 5 ml ‘lik tiip igerisine
aktarildi. Uzerine 1mL RNAzol RT soliisyonu koyularak el homojenizatorii kullanilarak
homojenize edildi. Sonra lizat iizerine 400 ul su eklenerek karigim 15 saniye boyunca
calkalandiktan sonra 15 dakika bekletildi. Sonra karisim santrifiije koyularak 12000 g
de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda elde edilen 1mL siipernatant alinip
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baska bir eppendorf tiipe konuldu. Siipernatant {izerine 5 ul 4-bromoanisole(BAN)
eklenerek 15 saniye boyunca calkalandiktan sonra 4 dakika bekletildi. Sonra santrifiije
konularak 12000 g de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda elde edilen 750 ul
slipernatant alinarak baska bir eppendorf tiipe konuldu. Siipernatant {izerine yine ayni
oranda 750 ul isopropanol eklendi ve 15 dakika bekletildi. Sonra santrifiije konularak
12000 g de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda iistte kalan siipernatant pipet ile
atilarak ¢okelti lizerine 400 ul %75 ethanol eklendi. Sonra santrifiije konularak 4000 g
de 3 dakika santrifiij edildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi. Santrifiij sonunda alkol
pipet ile atilarak ¢okelti tizerine 40 ul RNAse free su eklenerek karisim oda 1sisinda 2-3
dakika vortekslenerek iyice ¢oziildii. RNA izolasyonu yapildiktan sonra tiim 6rneklerin
RNA konsantrasyonlar1 ve safliklar1 Thermo Scientific Nanodrop 2000 cihazi ile
Olciildii. 1ul RNA 6rnegi alinip cihaza konularak konsantrasyon miktar1 ve 260/280 ve
260/230 oranlarina bakilarak safliklar1 belirlendi. Olgiim yapildiktan sonra RNA’lar -20

dereceye konularak saklandi.

3.4.3. cDNA Yapimu:
RNA eldesinden sonra, cDNA asamasi i¢in hazir ticari kitler kullanildi. Jena
Bioscience firmasmm ( Alman menseili Cat no: PCR511) script cDNA sentez kiti

kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirildi. Tiim islemler buz icerisinde gerceklestirildi.

cDNA yapimi Oncesi tim RNA konsantrasyonlart 200ng/ul olacak sekilde
esitlendi ve cDNA reaksiyonu toplam hacim 20 ul olacak sekilde asagidaki tabloda
gosterildigi gibi gergeklestirildi.

Tablo 3-1. cDNA yapimu i¢in hazirlanan karisim

RNAse free su 10,5 ul
Script RT buffer 4 ul
dNTP mix 1 ul
Oligo dT Primer 0.5 ul
DTT 1ul
RNAse Inhibitor 0.5ul
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Enzim 0.5 ul

RNA irin 2 ul

Enzim eklemeden Once tiipe konulan tiim reaktifler birka¢ kez pipet ile karistirildi.
Tiim reaktifler ve 6rnek tiipe konulduktan sonra tiipler Bio-Rad termal cycler cihazina

konularak cDNA reaksiyonu asagida belirtilen sicaklik ve siirelerde gergeklestirildi:

Tablo 3-2. cDNA eldesi i¢in uygulanan 1s1 kosullar:

Sicakhk °C Siire(dakika)
42 10
50 60
70 10
4 33

Bu siire sonunda elde edilen urtinler -20 derecede sakland.

3.4.4. Ger¢ek Zamanh PZR Reaksiyonu

cDNA eldesinden sonra diger asama olan Ger¢ek zamanli PZR islemi i¢in hazir ticari
kitler kullanildi. Jena Bioscience firmasmin (Alman menseili Cat no: PCR306) qPCR
GreenMaster with UNG/lowROX kiti kullanilarak Gerg¢ek zamanli PZR gergeklestirildi.
Tiim islemler buz igerisinde ger¢eklestirildi. Toplam hacim 20 ul olacak sekilde

asagidaki tabloda belirtilen karisim hazirlandi.

Tablo 3-3. Ger¢ek zamanh PZR karisim icerigi

PCR grade su 6.8 ul

RealTime Master
Mix 10 ul

Forward Primer 0.6 ul




Reverse Primer

0.6 ul

c¢cDNA iirin

2ul
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Cogaltilacak gen bolgelerine 6zglin primerler “NCBI Primer Blast” programi

kullanilarak tasarlanmuistir.

Tablo 3-4. Ger¢ek zamanh PZR i¢in tasarlanan primer dizileri:

Gen Dizi Tm
Aktl F TAGGCCCAGTCGCCCG 54.6 °C
Aktl R AGGTGCCATCGTTCTTGAGG |54.6 °C
P2rx7 F |CCTAGGTGAGGGTTTGCTGT |61 °C
P2rx7 R |GGTGTGCACGGAGCTGATAA |61 °C
caspl F GGACCCTCAAGTTTTGCCCT |58.1°C
caspl R |GCAAGACGTGTACGAGTGGT |58.1°C
IL1b F TGTCTTTCCCGTGGACCTTC 61 °C
ILlb R |TCATATGGGTCCGACAGCAC |61 °C
NIrp3F | TCCCAGACACTCATGTTGCC |[54.6 °C
NIrp3R |GTCCAGTTCAGTGAGGCTCC |[54.6 °C
Gapdh F

(housekeeping

gen 1) AGCTACTCGCGGCTTTACG 54.6 °C
Gapdh R
(housekee

ping gen) AATCCGTTCACACCGACCTT |54.6 °C
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ActB
F(housekeeping
gen-2) CTGGCTCCTAGCACCATGAA |54.6 °C

ActB
R(housekeeping
gen-2)

AGCTCAGTAACAGTCCGCCTA |54.6 °C

Daha sonra 96 well plate i¢ine konulan standart ve 6rnek karisimlar1 Biorad
CFX Connect cihazmna konularak reaksiyon asagidaki sekilde gerceklestirildi. 50
derecede 2 dakika 95 derecede 2 dakika 95 derecede 15 saniye 55 derecede 45 saniye

(primere gore degisiyor) 72 derecede 30 saniye.

3.4.5. Istatistiksel Hesaplamalar

Calismamizda kontrol grubu ile hasta grubu arasindaki gen ekspresyon
seviyesindeki farkliliklar Graph Pad programinda t testi ile karsilagtirilmistir.
Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir. Serum anti- AChR antikor diizeyleri
ve gen ekspresyon diizeyleri arasindaki iligski pearson korelasyon testi ile yapilmis ve ve

two tailed p degerleri hesaplanmaistir.

3.4.6. Kullanilan Malzemeler
RNAzol RT MRC (Cat. no: RN190)

4-bromoanisole(BAN)

Jena Bioscience PCR-511S SCRIPT cDNA Synthesis Kit (Cat no: PCR511)

Jena Bioscience qPCR green master with UNG/lowROX kit (Cat no: PCR306)

izopropanol

3.4.7. Kullamilan Ekipmanlar
e Buzdolab1 (+4°C) ve derin dondurucular (-20°C, -80°C), (Panasonic, mdf-u537D)

e Santrifiij, (Beckman coulter allegra x-30r)

e Mikropipet seti



PCR cihazi (RT-PCR, LightCycler, Roche)
Vorteks (Microspin FV-2400, Biosan)
Nanodrop (Maestro nano)

Buz Makinesi (Cornelius)

Eppendorf

29
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4. BULGULAR

4.1. ELISA:

Serum asetil kolin IgG (AChR) diizeyleri 2. ve 3. immiinizasyondan sonra Elisa ile
Olciildii. Antikor diizeyi 1/500 ve 1/1000 olmak iizere iki konsantrasyonda denendi.
Hasta grupta(ACH+CFA) serum asetil kolin 1IgG (AChR) degerinin ortalamasi kontrol
grubununkine(CFA) kiyasla belirgin derecede yiiksekti.

8 adet fareden olusan hasta grubun(ACH+CFA) ortalama degeri ile 7 adet fareden
olusan kontrol grubunun(CFA) ortalama degerinin birbirine orani alimarak indeks elde
edildi ve buldugumuz indeksinin 3. Immiinizasyondan sonra belirgin derecede yiiksek

olmas1t DOMG modelinin Klinik bulgularinin dogrulandigini diistindiirdii.

Tablo 4-1.1.  1.Grup Fare Eliza Sonuclar1

. oD oD
fare tarih 1/500 1/1000 INDEX
ACHL | 2.11.2017] 0,117 0,105
ACH3 2.11.2017 0,130 0,123
ACH4 | 2.11.2017] 0,236] 0,196
ACH5 | 2.11.2017] 0,242 0,207
ACH6 2.11.2017 0,201 0,175
0,185 0,161
CFA1 [ 2.11.2017| 0,251] 0,217
CFA2 [ 2112017 0,226] 0,184
CFA3 [ 2.11.2017] 0,328] 0,264
CFA4 [ 2.11.2017] 0,231] 0,220
CFA6 [ 2.11.2017] 0,257] 0,231
0,259 0,223 [ o7 07
ACH1 (14.12.2017 0,353 0,267
ACH3 [14.12.2017] 0,408] 0,382
ACH4 |14.12.2017 0,460 0,483
ACH5 [14.12.2017 0,477 0,458
0,425] 0,398
CFA6 [14.12.2017] 0,287] 0,258
CFA1l [14.12.2017] 0,261] 0,211
CFA2 [14.12.2017] 0,160 0,142
CFA3 [14.12.2017] 0,293 0,227
CFA4 [14.12.2017] 0,265 0,194

0,253| 0,206 [ 17] 19




Tablo 4-2.1. 2.Grup Fare Eliza Sonuclan

. oD oD
fare tarih 1500 | 1/1000 INDEX
ACH2 | 832018] 0,263[ 0,225
ACH4 | 832018] 0276] 0,253
ACH5 | 832018 0,432 0,404
0,324] 0,204
CFAL 8.3.2018] 0,098] 0,096
CFA3 8.3.2018] 0,117 0,091
CFA4 8.3.2018] 0,090 0,094
0,102 0,094 32 31
ACH2 | 5.4.2018] 0,237] 0,210
ACH4 | 5.4.2018] 0,329] 0,240
ACH5 5.4.2018 0,446 0,413
0,337] 0,288
CFA3 5.4.2018] 0,122 0,088
CFA4 5.4.2018] 0,105 0,092
0,114 0,090 300 32

4.2. RNA Izolasyonu Sonuclan

Tablo 4-3.RNA izolasyonu

Ornek Konsantrasyon(ng/ul) 260/280 | 260/230
1CFA 320.3 1.666 0.716
2CFA 91.4 1.721 1.007
3CFA 262.9 1.861 1.528
ACFA 160.6 1.631 0.665
5CFA 127.2 1.590 0.569
6 CFA 2775 1.711 0.913
7CFA 466.2 1.815 1.277
8ACH 260.8 1.535 0.573
9 ACH 567.6 1.782 1.098
10ACH 247.8 1.680 0.649
11 ACH 190.6 1.662 0.703
12 ACH 39.5 1.374 0.402
13ACH 303.3 1.739 0.965
14ACH 190.7 1.688 0.805
15ACH 269.5 1.631 0.705
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4.3. Gen Ekspresyon Diizeyleri

Hesaplanan Ct degerleri ile 2044°D formiilii kullanilarak, DOMG grubunun gen
anlatim diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildi. GADPH ve Beta-actin genleri
housekeeping genler (internal kontrol) olarak kullanild.

Bu c¢alismada, deney grubu 8 fareden, kontrol grubu ise 7 fareden olugmaktaydi.

Q-PCR analizi sonuglarina gore deney ve kontrol gruplar1 arasinda, kaspaz-1,
Akt-1, P2X7R, NLRP3, IL-1p inflamazomu, geni ekspresyon seviyesinde ise deney ve
kontrol grubu karsilastirildiginda artis goriilmiistiir. IL-1B geninin ifadesindeki artis
istatistiki olarak anlamli diizeydedir (P=0,01, P<0.05).

4.3.1. Aktl geni igin:

.
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Sekil4-1.: Akt-1 geni transkripsiyon seviyesi. Kontrol ve Deneysel Otoimmiin
Myastenia Gravis (DOMG) olusturulmus farelerin total lenf ganglionlarindan elde edilen
hiicrelerde Akt-1 geni transkripsiyon seviyeleri. Gruplar arasinda Akt-1 gen ekspresyonu
acisindan istatistiksel olarak (P=0,1451, P>0.05) anlamli bir fark yoktu. Genlerin ekspresyon
diizeyleri GAPDH’e gore normalize edilmistir. Normalize edilen verilere 202D formiilii

uygulanmustir.



4.3.2. Akt-1 gen profili

RFU (1043)
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Sekil 4-2: Akt-1 gen profili.

4.3.3. Akt-1 geni erime egrileri
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Sekil: 4-3: Akt-1 geni erime egrileri

4.3.4. NLRP3 geni i¢in:
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Sekil 4.4: NLRP3 geni ekspresyon seviyesi. Kontrol ve Deneysel Otoimmiin Myastenia Gravis
(DOMG) olusturulmus farelerin total lenf ganglionlarindan elde edilen hiicrelerde NLRP3 geni
ekspresyon seviyelerinin kiyaslanmasi. Q-PCR sonuglar1 gruplar arasinda NLRP3 gen
ekspresyonu acisindan istatistiksel olarak (P=0,2095, P>0.05) anlamli bir farklilik yoktu.
Genlerin ekspresyon diizeyleri GAPDH’e gore normalize edilmistir. Normalize edilen verilere

2085CD formiilii uygulanmistir.

4.3.5. NLRP3 gen profili

Amplification
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Sekil 4-5: NLRP3 gen profili

4.3.6. NLRP3 erime egrileri
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Sekil 4-6: NLRP3 erime egrileri

4.3.7. P2X7R geni icin:
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Sekil 4-7: P2X7R geni ekspresyon seviyesi. Kontrol ve Deneysel Otoimmiin Myastenia Gravis
(DOMG) olusturulmus farelerin total lenf ganglionlarindan elde edilen hiicrelerde P2X7R geni
ekspresyon seviyelerinin kiyaslanmasi. Q-PCR sonuglari gruplar arasinda P2X7R gen
ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak (P=0,2073 P>0.05) anlamli bir farklilik yoktu.
Genlerin ekspresyon diizeyleri GAPDH’e gére normalize edilmistir. Normalize edilen verilere

2025CD formiilii uygulanmustir.

4.3.8. P2X7R gen profili
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Sekil 4-8: P2X7R gen profili.
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4.3.9. P2X7R erime egrileri
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Sekil: 4-9: P2X7R erime egrileri.

4.3.10. Kaspaz-1 i¢in:
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Sekil 4-10: Kaspaz-1 geni ekspresyon seviyesi. Kontrol ve Deneysel Otoimmiin Myastenia
Gravis (DOMG) olusturulmus farelerin total lenf ganglionlarindan elde edilen hiicrelerde
kaspaz-1 geni ekspresyon seviyelerinin kiyaslanmasi. Q-PCR sonuglar1 gruplar arasinda kaspaz-
1 gen ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak (P=0,07 P>0.05) anlaml bir farklilik yoktu.
Genlerin ekspresyon diizeyleri GAPDH’e gore normalize edilmistir. Normalize edilen verilere

20A5CD yyoulanmustir.



4.3.11. Kaspaz-1 gen profili
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Sekil 4-11: Kaspaz-1 gen profili.

4.3.12. Kaspaz-1 erime egrileri
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Sekil 4-12: Kaspaz-1 erime egrileri.

4.3.13. IL-1p geni icin:
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Sekil 4-13: IL-1P geni ekspresyon seviyesi. Kontrol ve Deneysel Otoimmiin Myastenia Gravis
(DOMG) olusturulmus farelerin total lenf ganglionlarindan elde edilen hiicrelerde IL-1B geni
Q-PCR IL-13 gen
ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak (P=0,01, P<0.05) anlamli bir farklilik oldugunu

ekspresyon seviyelerinin kiyaslanmasi. sonuglart gruplar arasinda

gosterdi. Genlerin ekspresyon diizeyleri GAPDH’e gore normalize edilmistir. Normalize edilen

verilere 20440 formiilii uygulanmustir.

4.3.14. IL-1B icin gen profili
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Sekil 4-14: I1L-1p igin gen profili.

4.3.15. IL-1B erime egrileri

Melt Curve

RFU (1043)

1500

1000

500

Melt Peak
T

Sekil 4-15: IL-1p erime egrileri.
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4.4. Serum anti- AChR antikor diizeyleri ile gen ekspresyonu sonuclarimn
karsilastiriimasi

Gen ekspresyon diizeyi ve asetil kolin IgG (AChR) antikor diizeyi arasinda
korelasyon bulunamamustir. Asagidaki tablolarda DOMG modellenmis fareler ve

kontrol grubu kiyaslanmuistir.

Tablo 4-4.. Akt-1 ekspresyon diizeyi ile serum anti- AChR antikor diizeylerinin

korelasyonu (pearson korelasyon testi p degerleri= two tailed)

CFA Akt ACH Akt CFA IgG ACH IgG

CFA Akt -0,499 0,126 -0,731
ACH Akt -0,499 0,255 0,477
CFA 19G 0,126 0,255 -0,175
ACH 1gG -0,731 0,477 -0,175

Tablo 4-5.: NLRP3 ekspresyon diizeyi ile serum anti- AChR antikor diizeylerinin

korelasyonu (pearson korelasyon testi p degerleri= two tailed).

CFA NLRP3 ACHNLRP3  CFA IgG ACH IgG
CFA NLRP3 0,450 0,950 0,052
ACH NLRP3 0,450 0,905 0,223
CFA 19G 0,950 0,905 0,707
ACH 1gG 0,052 0,223 0,707

Tablo 4-6: P2x7R ekspresyon diizeyi ile serum anti- AChR antikor diizeylerinin

korelasyonu (pearson korelasyon testi p degerleri= two tailed).

CFAP2x7TR ACH P2x7TR CFA I9G ACH 1gG

CFA P2x7R 0,374 0,531 0,082
ACH P2x7R 0,374 0,890 0,118
CFA 1gG 0,531 0,890 0,707

ACH IgG 0,082 0,118 0,707
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Tablo 4-7: Kaspaz-1 ekspresyon diizeyi ile serum anti- AChR antikor diizeylerinin

korelasyonu (pearson korelasyon testi p degerleri= two tailed).

CFA CASP1 ACH CASP1 CFA 1gG ACH IgG
CFA CASP1 0,490 0,746 0,215
ACH CASP1 0,490 0,945 0,229
CFA 19G 0,746 0,945 0,707
ACH 1gG 0,215 0,229 0,707

Tablo 4-8: IL-1PB ekspresyon diizeyi ile serum anti- AChR antikor diizeylerinin korelasyonu

(pearson korelasyon testi p degerleri= two tailed).

CFA IL-1p ACH IL-1p CFA IgG ACH IgG
CFAIL-1p 0,586 0,723 0,286
ACH IL-1p 0,586 0,565 0,490
CFA 1gG 0,723 0,565 0,707

ACH IgG 0,286 0,490 0,707
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5. TARTISMA

Myasthenia gravis (MG) anormal kas zayifligi, ¢abuk yorulma ile seyreden,
patolojik olarak timus anormallikleri ve immiinolojik olarak nikotinik asetilkolin
reseptorlerine karst anti-AchR antikoru gelisimi, kompleman ile reseptdr hasari

olusumu ile karakterize otoimmiin néromiiskiiler bir hastaliktir [3,86].

Anti-asetilkolin reseptdr (AchR) otoantijenleri, kompleman araciligi ile
postsnaptik membran harabiyeti ve antikorlarin ¢apraz baglanmasi yolu ile reseptorleri
azaltir. Anti-AchR antikorlari, B lenfositleri tarafindan yapilir fakat otoimmiin yanitin

nasil bagladigi bilinmemektedir [86, 87].

MG sebep oldugu ekonomik ve sosyal kayiplar nedeniyle onemli bir saglk
sorunu teskil etmektedir. MG’nin Onlenmesi ve ilerlemesinin durdurulmasima katki
saglayacak tedavi segenekleri bu nedenle O6nem arz etmektedir. Hastaligin giincel
tedavisi semptomlar1 gidermeye yoneliktir. Bu baglamda, bagisiklik baskilayici ilaglar,
plazmaferez , timektomi ve destek terapileri kullanilmaktadir fakat bu tedavi yontemleri
firsatg1 infeksiyon, osteoporoz ve diabetes mellitus gibi yan etkilere sebep olmakta ve
MG olgularmin %2-3’ii tedavi yan etkileri sebebiyle kaybedilmektedir. Bu sebeple
diisiik yan etki profilli ve daha spesifik etki mekanizmali tedavi yaklagimlarna ihtiyag

bulunmaktadir [3].

Pek c¢ok Kklinik belirti  ve patolojik 06zellikleri paylastigi goz Oniinde
bulunduruldugunda, immiinizasyon yoluyla deneysel olarak olusturulmus hayvan

modelleri MG’nin altinda yatan patogenezi aydinlatmak i¢in oldukga elverislidir.

Bu ¢alismada inflamazom kompleksi ilk defa DOMG modelinde denenmistir.
Bu ¢alisma ile inflamazom komplekslerinin MG hastaligina olan etkisine iligkin 6nemli

veriler elde ederek MG patogenezini aydinlatmak hedeflenmistir.

AChR+CFA ile immiinize edilmis hasta grubu farelerinin serumlarinda saptanan

anti-AChR 1gG antikoru DOMG modelinin basarili oldugunu gostermektedir.

Inflamazomlar kaspaz-1’in aktivasyonunu regiile edip hastalik yapict mikroplar
ve konak proteinlerden tliremis molekiillere karsi enflamatuvar yaniti olusturan

multimerik protein kompleksleridir. Inflamazomlar II-1B’y1 aktif formuna g¢eviren
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kaspaz-1’i aktive ederek etki eder. IlI-1B, viicutta agriya, enflamasyona ve cesitli

otoimiin bozukluklara yol agan enflamasyon yapici1 bir sitokindir [5].

NLRP3 inflamazomu, diger tiim inflamazomlar igerisinde en genis yelpazede
uyarana yanit veren inflamazomdur. Bunun yanisira, NLRP3, epitel hiicreleri,
makrofajlar, dendritik hiicreler ve keratinositler dahil olmak {iizere bir ¢ok hiicrede

yaygin olarak eksprese olur [88].

NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu, TLR agonisti (6rnegin LPS) ile ve
sonrasinda ikinci bir uyaran yardimi ile (6rnegin ATP) gerceklesir. Aktive olan NLRP3
inflamazomu, pro-kaspaz-1'in pro-IL-1f ve pro-1L-18'i biyoaktif formu olan, kaspaz-1'e

(p10 veya p20) proteolitik olarak doniistiiriilmesini tetikler [89].

Bir¢ok c¢alisma, otoimmiin hastaliklar ve inflamazom bilesenlerini kodlayan
genlerdeki varyasyonlar arasindaki genetik iliskinin varligina isaret etmektedir. Ancak,

MG hastaliginda simdiye dek bdyle bir calisma yapilmamastir.

IL-1B, aktive olmus makrofajlar, endotel hiicreler, B hiicreleri ve fibroblastlar
tarafindan tretilen proinflamatuvar bir sitokindir. IL-1pB, immiin ve inflamatuvar yanita
yol acar [90]. 2015 yilinda yapilan bir ¢alisma, kaspaz-1 inhibitériiniin MG hayvan
modelinde hastaligin semptomlarmi IL-1B ve IL-17 yolagi aracilig: ile kayda deger
Olglide iyilestirdigini ve buna bagli olarak, kaspaz-1’in hastaligin etiyolojisinde dnemli
bir rolii oldugunu gostermistir [4]. Kaspaz-1’in II-1B’y1 aktif formuna g¢evirdigi ve
inflamazomlarm da Il-1B’y1 aktif formuna gevirdigi géz Oniinde bulunduruldugunda
MG hayvan modelinde II-1pB, kaspaz-1 ve inflamazom ekspresyonunda artis olmasi
beklenir. Nitekim, c¢alismamizda MG hayvan modelinde, kontrol grubuna kiyasla
ozellikle II-1B ekspresyon diizeyindeki anlamli artis (p= 0,01) inflamasyon yanitinin
onemine isaret etmektedir. Ayni1 zamanda kaspaz-1, NLRP3 inflamazomu ve P2X7R
ekspresyonlarinda da kontrol grubuna kiyasla artig goriilmiistiir. Gen ekspresyonunda
anlamliliga ulasmayan farkliliklar calismaya dahil edilen fare sayisinin azligindan
kaynaklanabilmektedir. Ancak 6zellikle IL-1B ekspresyon diizeyindeki anlamli artig

inflamasyon yanitinin dnemine igaret etmektedir.

Hiicrelerdeki IL-1f aktivitesi baglica 4 klasik hiicresel sinyal yolagi araciligi ile
gerceklesir. Bunlardan ii¢ii, MAP kinaz (MAPK) yoluna aittir. B yol ii¢ ana enzim
tarafindan kanalize edilir: c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK) 1/2 (jun kinazlari), 38-kd
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protein kinazlar (p38) ve (ERK) 1/2. IL-1p sinyallemesine aracilik eden dordiincii sinyal
yolu ise, NF-xB’dir [91].

Calismamizda, inflamazom kompleksi ekspresyon diizeylerinin Il-18 diizeyleri
kadar artig gostermemesi, bu sitokini aktive eden diger yolaklarin da goz ardi

edilmemesi gerektigini diisiindiirmektedir.

Bunun yanisira, MG hastaliginda  NF-xB sinyallerinin  immiin yanit1
diizenledigi ve PI3K-Akt yolagmin da bu sinyalleri aktive ettigi bilinmektedir [92].
PI3K/Akt yolagi, P2X7R ekspresyonunun up-regiilasyonu i¢in 6nemlidir ve P2X7R
ekspresyonunun kaspaz-1’in aktivasyonunu sagladigi bilinmektedir. Gergeklestirilen bir
calismada, MG’li hastalarin kan orneklerinde P2X7R ekspresyonunun artig egilimi

gosterilmistir [93].

Akt yolagmin kas fizyolojisinde rol oynadigi bilinmektedir. Yayimlanan bir
calismada AchR antikorunun Akt fosforilasyonunu azalttigi gosterilmistir [94].
Hastaliga sebep olan otoantikorlarin hedef otoantijeni AchR ile hayvanlarin
immiinizasyonu deneysel otoimmiin myasthenia gravis (DOMG)’e sebep olmaktadir.
DOMG’nin klinik, fizyopatolojik ve elektrofizyolojik 6zellikleriyle MG hastaligimi ¢ok
yiiksek oranda taklit ettigi gosterilmistir [24]. Buna karsin, ¢alismamizda DOMG
modellenmis farelerde kontrol grubuna kiyasla Akt-1 ekspresyon seviyesinde azalma

gozlenmistir.

Ayrica serum antikor diizeyleri ve gen ekspresyon seviyeleri arasinda ise
korelasyon saptanmamustir. Gen ckspresyonunda anlamliliga ulagsmayan farkliliklar
calismaya dahil edilen fare sayisinin azligindan kaynaklanabilmektedir. Ancak 6zellikle
IL-13 ekspresyon diizeyindeki anlamli artis inflamasyon yanitinin Onemine isaret
etmektedir. Bu ¢alismanin, inflamazom komplekslerinin MG patogenezindeki 6neminin
belirlenmesine olanak saglayacagi ve gelecek diger calismalara olanak saglayacagi
diisiiniilmektedir. Bunun yani sira, inflamozom kompleksi ekspresyon diizeylerinin I1-
1P diizeyleri kadar artis gdstermemesi bu sitokini aktive eden diger yolaklar1 da gbz ardi

edilmemesi gerektigini diisindiirmektedir.
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