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OZET

Samuncuoglu K. Myasthenia Gravis Fare Modelinde RANK yolaginda yer alan LGR4
ve CTSH genlerinin anlatim seviyelerinin arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisi, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2021.

Myasthenia Gravis (MG), otoimmunite temelli bir zayiflamis kas ileti hastaligidir.
Otoantikorlar, gelistikleri antijenik yapilara baglanarak postsinaptik membranda
morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere neden olur, sonrasinda néromuskdler iletim
bozuklugu ve kas giigsiizligi meydana gelir. RANK yolagi, kemiklerin ana hiicreleri
olan osteoblastlarin, osteoklastlara farklilasmasi gibi islevlerini igeren bir yolaktir.
RANK’1n ligandi olan RANKL’ye baglanmasi ile dendritik hiicre canliligi, apoptoz ve
immun sistemi uyarma kapasitesi etkilenmektedir. RANK yolaginda yer alan bazi
genlerin otoimmiin hastaliklar ile baglantisinin oldugunu gosteren ¢aligmalar

bulunmaktadir.

Bu ¢alismada, deneysel otoimmiin MG (DOMG) fare modelinde, RANK yolagi temelli
oldugu bilinen ve bir¢ok otoimmiin hastalikta rol alan LGR4 ve CTSH genlerinin ifade
diizeylerinin incelenmesi amaglandi. Degerlendirilen fare lenf gangliyonu hiicreleri
onceki projede (Proje No: TYL-2017-27428) kullanilan farelerin sivi azotta saklanilan
ornekleridir. Deney grubu olarak MG hastaligina 6zgii antikor olan torpedo Asetilkolin
reseptortd ile immiinize edilmis disi farelerden (n=4) alinan total lenf ganglionu
hicreleri ve kontrol grubu olarak Complete Freud’s Ajduvanti (CFA) enjekte edilmis
disi farelerden (n=4) alinan total lenf ganglionu hiicreleri kullanildi. Gergek zamanl
PZR ile gen anlatim diizeyleri belirlenerek gruplar arasinda istatistiksel olarak
karsilastirildi. DOMG modellenmis farelerde, kontrol grubuna kiyasla; LGR4
ekspresyon diizeylerinin azalma egilimi (p=0,8846), CTSH ekspresyon diizeylerinin ise
artma egilimi gosterdigi (p=0,6857) gbzlendi. DOMG grubundaki LGR4 ekspresyon
duzeyindeki azalma ve CTSH ekspresyon duzeyindeki artma istatiksel olarak anlamli
degildi. Bu ¢alisma, LGR4 ile CTSH’1n hastalik patogenezindeki roliinii belirlemek i¢in
ilk defa DOMG fareler iizerinde yapilmig bir arasgtirma olup, daha detayli analizlere
ithtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Myasthenia Gravis, DOMG, RANK, LGR4, CTSH
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ABSTRACT

Samuncuoglu K. Investigation of expression levels of LGR4 and CTSH genes in the
RANK pathway in the Myasthenia Gravis Mouse Model. Istanbul University Institute

of Health Sciences, Genetics Department. Master Thesis. Istanbul. 2021.

Myasthenia Gravis (MG) is a weakened muscle disease with autoimmune based.
Autoantibodies bind to the antigenic structures in which they develop, causing
morphological and functional changes in the postsynaptic membrane, and then
neuromuscular conduction disorder and muscle weakness occur. The RANK pathway is
a pathway that includes functions such as the differentiation of osteoblasts, the main
cells of bones, into osteoclasts. Binding of RANK to its ligand, RANKL, affects
dendritic cell viability, apoptosis, and the capacity to stimulate the immune system.
There are studies showing that some genes in the RANK pathway are associated with

autoimmune diseases.

In this study, it was aimed to examine the expression levels of LGR4 and CTSH
genes, which are known to be based on the RANK pathway and play a role in many
autoimmune diseases, in an experimental autoimmune MG (DOMG) mouse model.
Evaluated mouse lymph ganglia cells are samples of mice used in the previous project
(Project No: TYL-2017-27428), stored in liquid nitrogen. Total lymph ganglion cells
from female mice (n=4) immunized with torpedo AChR, an antibody specific for MG
disease, were used as the experimental group, and total lymph ganglion cells from
female mice (n=4) injected with Complete Freud's Adjuvant’s (CFA) were used as the
control group. Gene expression levels were determined by RT-PCR and compared
between groups. In DOMG modeled mice, compared to the control group; It was
observed that LGR4 expression levels tended to decrease (p=0.8846), while CTSH
expression levels showed a tendency to increase (p=0.6857). The decrease in LGR4
expression level and the increase in CTSH expression level in the DOMG group were
not statistically significant. This is the first study conducted on DOMG mice to
determine the role of LGR4 and CTSH in the pathogenesis of the disease, and more

detailed analyzes are needed.

Keywords: Myasthenia Gravis, EAMG, RANK, LGR4, CTSH



1. GIRIS VE AMAC

Myasthenia Gravis (MG), otoimmun temelli nérolojik bir hastaliktir. MG
olgularinda, kolay yorulma, yutma giicligii ve nefes darhigi gibi klinik bulgular
gorulmektedir. Hastalarin % 80 'inden fazlasinda noromiiskiiler bileskedeki asetil kolin
reseptorine (AChR) karsi gelisen otoantikorlar reseptore baglanarak, postsinaptik
membranda morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere neden olur. Sonu¢ olarak,
ndéromuskiler bileskede iletim bozuklugu gelisir ve kas gliclinde zayiflama gelisir [1, 2,
3].

MG’de kullanilan ilaglara da bagli olarak kemik yogunlugunun degistigi
bilinmektedir. Kemiklerin ana hicreleri olan osteablastlarin  osteoklastlara
farklilasmasini saglayan reseptor aktivator niikleer kappa B yolagimin (RANK) aktif
hale gelmesi ile, kemiklerin ana hucreleri olan osteablastlarin osteoklastlara
farklilasmasi saglanir ve kemik yogunlugu degisir. RANK yolag ile ilgili olarak, ilk
once osteoprotegrin (OPG) proteini, daha sonra kemik rezorpsiyonunu kontrol eden,
osteoklastlarda bulunan ve kemik yikimina neden olan RANK ve onun uyaricisi
reseptor aktivator nikleer kappa B ligandi (RANKL) kesfedilmistir. Bu yolagin
icerisinde OPG’nin gorevi, RANKL’ye baglanip, RANKL’nin RANK’a baglanmasin
bloke ederekosteoklast farklilagmasini engellemektir. OPG ve RANKL’nin zit ¢alismasi
sayesinde kemikten madde kaybi1 olmamaktadir [4].

Kemik rezorpsiyonunun immun sistem tarafindan diizenlendigi ve RANKL nin
T hiicrelerinde ifade edildigi bilinmektedir [5, 6]. RANKL ile birlikte OPG de Tip 1
Diyabet, Multiple Skleroz ve Romatoid Artrit gibi pek ¢ok otoimmiin hastalikta kemik
yogunlugu ile iliskili bulunmustur [3, 7].

Otoimmdinitenin, sinir-kas kavsagi hastaligi olan MG patofizyolojisine katkisi
onemli dizeydedir. RANK yolaginin da iskelet-kas ve immin sistemdeki etkin
rollerinden yola ¢ikilarak MG hastaliginin, RANK yolag: ile iliskili olabilecegini
distiniilmektedir.

Losin agisindan zengin G proteinine bagl reseptor 4 (LGR4), RANK'a benzer
sekilde osteoklastlar {izerinde eksprese edilmekte, fakat RANK'n aksine, c¢oklu
mekanizmalar yolu ile osteoklast farklilasmasini negatif yonde regile etmekte ve
RANKL’ye baglanmak i¢in RANK ile rekabet etmektedir [4]. OPG ve LGR4, RANK

sinyallemesinde inhibitor gorevi olan diger molekiillerdir [1].



Katepsin H (CTSH), aminopeptidaz aktivitesine sahip bir lizozomal sistein
proteazdir ve immun hticrelerde ekspresyonu bulunmaktadir [8]. CTSH gen mutasyonu
ve otoreaktif T hicreler arasindaki olasi iliski sebebiyle, otoimmin hastaliklarda
CTSH'nin bir katkis1 olabilecegi diistiniilmektedir [9]. CTSH’nin MHC Il eksprese eden
monositler ve B hiicrelerinde yuksek oranda var oldugu ve bu sekilde antijen sunumuyla
iliskisi bulunabilecegi de bildirilmistir [10]. CTSH geni; Multiple skleroz ve Tipl
diyabet gibi otoimmdinite temelli bircok hastalikta, B hiicrelerinin diizenlenmesi ve
hiicre apoptozugibi farkli gorevlerde bulunmaktadir [9, 10]. Ayrica, CTSH’nin
osteoklastlarda lokalize olmast RANK yolagi ile iliskili olabilecegi yoOnunde
distindiirmektedir.

Bu ¢alismada hedef, MG patogenezinde RANK yolaginin olasi roltinin, DOMG
fare modeli kullanilarak, lenf gangliyonu hicrelerinde RANK-RANKL yolagindaki,
LGR4 ve CTSH gen ifade diizeylerinin degerlendirilmesi yoluyla arastiriimasidir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Hastaliginin Epidemiyolojisi

MG, otoimmiinite temelli bir kas ileti sistemi hastalig1 olarak tanimlanmaktadir.
Noromiiskiiler bileskenin bir bozuklugu olan MG’de, otoantikorlar postsinaptik
membranin morfolojik ve fonksiyonel degisikliklerine neden olur, bu da néromiiskiiler
ileti bozuklugu sonucunda kas giigsiizliigiine olusmasma yol acar. MG’nin genel
insidansinin, yilda milyon kisi basina 2,1-5 arasinda oldugu bilinmektedir. Bununla
birlikte, MG'deki azalan 6liim oranina ve tanisal kesinliginin geliserek artmasinin bir
sonucu olarak 1950'lerden beri yayginlik orani artmistir. 1990'dan beri yapilan bolgesel
caligmalara gore, insidans1 100.000'de yaklasik 7-20 arasinda degismektedir [11].

Hastalik, siklikla sadece okiiler semptomlarla ortaya ¢ikmakta (% 40) ve
jeneralize devam etmektedir. MG 'nin baglangicinda sadece okiiler tutulum gosteren
hastalarin, 2 yilin sonunda yalnizca % 16'sinda hala sadece okiiler hastalik
gorilmektedir. MG'li hastalarin yaklasik % 15-20'si yasamlari boyunca, tipik olarak
tanidan sonraki ilk 2 y1l i¢inde kriz gecirmektedir [12].

Son 50 yilda MG krizinde 6liim oranit % 50-80 arasindadir. Genel hastane igi
mortalite oraninin % 2,2’ye geriledigi bilinmektedir. MG Krizi, ileri yas i¢in solunum

yetmezligi ile 6lime sebebiyet verebilmektedir [13, 14].

2.2. MG Semptomlari

MG hastalari; agrisiz, spesifik kas giigsiizliigli ile basvurmaktadir. Miyastenik
zayiflik, tipik olarak ekstraokdiler, bulbar veya proksimal kaslari etkilemektedir. MG
hastalarimin ilk bagvurusunda en yaygin semptom olan géz kapaklarinin diismesi veya
cift gorme, vakalarin % 75'inden fazlasinda rastlanmaktadir. Yutma giicligi,
geveleyerek veya nazal konusma, c¢igneme giicligii, yiiz, boyun ve ekstremite
gii¢siizliigii de ayrica ortaya cikabilir. Ote yandan, semptomlar yillarca ekstraokiiler ve
g6z kapagi kaslari ile sinirli da kalabilir.

MG'nin ayirt edici 6zelligi, kaslarin tekrar tekrar kullanildiginda zayiflamasidir.
Kaslardaki zayifligi, spesifik olmayan yorgunluk veya uyku halinden klinik olarak ayirt
etmek dnemlidir. MG'li hastalarda uyku apnesi veya kotii uyku hijyeni prevalanst daha
yiiksektir; bu nedenle uyku bozuklugu sekonder uyku hali MG ile bir arada olabilir [15].



MG'nin klinik ayirt edici 6zelligi, aktivite sonrast kotiilesen ve istirahatte diizelen,
dalgalanma seklinde yorgun kas gli¢siizliigliniin varligidir. MG hastalarinin % 50-85'i,
genel zayiflig1 olan veya olmayan okiiler semptomlarla bagvurmaktadir. Baslangigta,
izole okiiler tutulum ile bagvuran MG hastalarinin % 50-60'1, cogunlukla semptomlarin
baslamasindan sonraki U¢ yil iginde, genellesmis halsizlik durumu gelistirmeye devam
etmektedir.

Hastalik seyri boyunca, hastalarin % 15-25'inde 0zellikle yalnizca okuler tutulum
devam eder. MG'li hastalarin yaklasik % 20'si belirgin bulber semptom gorilmektedir.
Bag gerilmesi ile olusan bulbar kas zayifligi da yaygindir. Kaslarda olusan zayiflik,
hafiften siddetliye dogru, alevlenmeler halinde ve hastalik belirtilerinin azalmasi ile
haftalarca veya aylarca ilerleme gosterir [7]. Hastalik progresyonunu etkileyen faktorler;
ameliyat, asilama, duygusal stress, viral enfeksiyon, immiinsiiresyonun azaltilmasi,
hamilelik veya dogum sonrasi donem, diger otoimmiin hastaliklarin varlig1 ve ilag
kullanim1 (aminoglikozidler, siprofloksasin, telitromisin, klindamisin, fenotiyazinler,
klorpromazin, diazepam, halotan, ketamin, lidokain, prokain, depolarize edici olmayan
néromuskiler bloke edici ajanlar, klorokin, prokain, lityum, fenitoin, beta blokerler,
qunidin, kalsiyum kanal blokorleri, d-penisilamin, yiiksek doz prednizon) sayilabilir.

Asetilkolinesteraz  inhibitorlerini, imminosiipresif ilaglari, plazmaferezi,
immiinoterapiyi ve bir yogun bakim {initesi ortaminda destekleyici bakimi birlestiren
mevcut tedavi géz Oniine alindiginda, MG'li hastalarin ¢ogunun normale yakin bir
yasam siiresine sahip oldugunu sdylemek miimkiindiir. Oliim orami su anda % 3-4
olarak bilinmektedir. Baslica risk faktorleri hastalarin 40 yasin {izerinde olmasi,
hastaligin ilerlemis olmasi ve timoma olusumudur [13]. Kas zayifliginin solunum
kaslarimni tutmast sonucu solunum yardimi gerektirecek kadar siddetli miyastenik krizler
gelisebilmektedir.

Myasthenia Gravis Amerika Dernegi (MGFA)., MG'yi Tablo 2-1’de gorildigi
Uzere bes ana smifa ve birkag alt smifa (MG Fonksiyonel Degerlendirme Klinik
Siniflamasi) ayirmaktadir. Bu smiflama, farkli klinik &zellikleri paylasan MG’li

hastalarin alt gruplarini tanimlamak i¢in tasarlanmistir [16].



Tablo 2-1: Myasthenia Gravis Amerika Dernegi’nin diizenledigi klinik simiflandirma
(MGFA skorlar)

Smif I

Herhangi bir okiiler kas zayiflig1; diger tiim kas giicii normal.

Simif 11

Okiiler kaslar disindaki kaslar1 etkileyen hafif giicsiizliik; ayrica herhangi bir
siddette okiiler kas zay1flig1 olabilir.

Simif Ila: Agirlikli olarak uzuv, eksenel kaslar1 veya her ikisini birden etkileyen;
ag1z ve yutak kaslarinin daha az tutulumu olabilir.

Simif IIb: Agirlikli olarak agiz ve yutak, solunum kaslari veya her ikisini
etkileyen; ayrica uzuv, eksenel kaslar veya her ikisinin daha az veya esit

tutulumu olabilir.

Siif
11

Okdiler kaslardan bagka kaslar1 etkileyen orta derecede zayiflik; ayrica herhangi
bir siddette okiiler kas zay1flig1 olabilir.

Simif IIIa: Agirlikli olarak uzuv, eksenel kaslar veya her ikisini birden etkileyen;
ag1z ve yutak kaslarin daha az tutulumu olabilir.

Smmif IIIb: Agirlikli olarak agiz ve yutak, solunum kaslari veya her ikisini
etkileyen; ayrica uzuv, eksenel kaslar veya her ikisinin daha az veya esit

tutulumu olabilir.

Simif

Okiiler kaslar disinda bagka kaslar1 etkileyen siddetli giicsiizliik; ayrica herhangi
bir siddette okiiler kas zayifligina sahip olabilir.
Sinif IVa: Agirlikli olarak uzuv, eksenel kaslar1 veya her ikisini birden etkileyen;
agiz ve yutak kaslarin daha az tutulumu olabilir.
Smif IVb: Agirlikli olarak agiz ve yutak, solunum kaslari veya her ikisini
etkileyen; ayrica uzuv, eksenel kaslar veya her ikisinin daha az veya esit

tutulumu olabilir.

Smif V

Rutin ameliyat sonrast yonetim sirasinda kullanilmasi haricinde, mekanik
ventilasyonlu veya ventilasyonsuz entiibasyon ihtiyacina gore tanimlanir.

Entiibasyonsuz beslenme tiipiiniin kullanilmasi hastay1 1Vb siifina sokar.

2.3. MG Tanis1

Tanida kisa etkili edrofonyum klorid (Tensilon) veya daha uzun etkili neostigmin

bromid (Prostigmin) kullanilir. Edrofonyum’un etkisi birka¢ saniyede baslar ve birkag




dakikada sona erer. MG igin kullanilan en Kkesin tan1 yontemi, AChR’ye kars1 gelisen
antikorlarin, serumda RIA veya ELISA yontemleriyle tespit edilmesidir. Testin
0zgullugii % 100'e yakindir.Anti-AChR antikor testi, jeneralize MG'si olan hastalarin %
85 kadarinda pozitif sonug, tamamen okller MG'si olan hastalarin sadece % 50'sinde
pozitif sonug vermektedir [17].

MG'siz timomasi bulunan hastalarda, Lambert-Eaton miyastenik sendromu
bulunan, kii¢iik hiicreli akciger kanseri veya romatoid artrit hastalarinda, son olarak da
70 yas tistii niifusun % 1-3'Unde Anti-AChR antikor testinin yanlis pozitif sonug verdigi
bildirilmistir. Bu durumda asagidaki antikorlarin serumda tespit edilmesi de tani igin
yararli olabilmektedir:

e Anti-kas-spesifik kinaz(Anti-MuSK) antikoru (anti-AChR antikoru i¢in negatif
sonuglara sahip hastalarin yaklasik yarisinda bulunur)

e Anti-lipoprotein ile ilgili protein 4 (LRP4) antikoru

e Anti-agrin antikoru

e Anti-striasyonel antikor (timoma ve MG'li hemen hemen tiim hastalarda ve
ayrica 50 yas veya lizerinde MG baglangici olan MG hastalarinin yarisinda
mevcuttur)

e Anti-kortaktin antikoru

Tiim MG vakalarinda timoma veya timik biiyiimeyi belirlemek veya dislamak i¢in
bilgisayarli gogiis tomografisi 6nemlidir. Manyetik rezonans goriintileme, kraniyal
sinirleri sikistiran kitle lezyonlarinin veya beyin sap1 lezyonlariin degerlendirilmesinde
yardimc1 olmaktadir. Bu sekilde okiiler MG’yi taklit eden beyin sap1 lezyonlarida
belirlenmis olmaktadir. Elektrodiagnostik ¢aligmalarda MG teshisi i¢in kullanilabilecek

yontemler arasindadir.

2.4. MG alttipleri ve kullamlan tedavi yontemleri

MG'nin nispeten daha az goérilen Gg¢ alt tipi, Anti-MuSK antikorlu MG (MuSK
MG), ge¢ baslangich MG ve okiler MG’yi de igeren; MG’ye neden oldugu bilinen
antikorlarin varligina ve hastalarin kliniklerine gore Tablo 2-2’te goriildigi gibi

hastalik alt gruplara ayrilmaktadir [18, 19].



Tablo 2-2: MG alttipleri

Yas Timus HLA Antikor
Okdler Her yas Normal Bilinmiyor % 50 AChR-Ab
Erken <40 Hiperplazi B8, DR3 Genellikle
AChR-Ab
Geg >40 Normal B7, DR2 Genellikle
AChR-Ab
Timoma Genellikle 30-60 Timoma yok Hepsinde
AChR-Ab
MuSK-Ab+ Her yas ama geng Normal veya DR14, DQ5 MuSK-Ab
kadinlarda sik atrofik (iki yaz1)
AChR/MuSK- Her yas %50 Normal yok Diistik afinite,
Ab- %50 Hiperplazi LRP4, diger

Semptomatik tedavi, Antikolinesteraz (AchE) inhibitorleri ile tedavi,
Piridostigmin tedavisi MG hastalig1 i¢in kullanilan tedavi yontemlerinden bazilaridir
[20, 21]. Ayrica, son yapilan c¢alismalar immun sisteminin Teriflunomid aracili
inhibisyonunun MuSK otoimmiinitesini stabilize ettigini ve NOromuskiler Bileske
(NMB) hasarini kismen zayiflattigini gostermektedir [22].

Bunlarin yaninda Neostigmin genellikle yalnizca Piridostigmin  mevcut
olmadiginda kullanilmaktadir. Hizli etki eden veya kisa siireli immiinomodiilator
ajanlar, uzun streli immunosupresyon da kullanilan tedavilerdendir.

MG'nin immiinopatogenezini hedefleyen yeni ortaya ¢ikan monoklonal antikor
tedavileri; Eculizumab ve Rituksimab’dir. Rituksimab, B lenfositlerdeki CD20
transmembran antijeni yoluyla otoreaktif B hiicrelerinin eliminasyonunu saglayarak
ozellikle MuSK MG’de baslangig i¢in secilebilecek etkin bir tedavi yontemidir.

Hastalikta primer organ olarak gorev yapan timusun c¢ikarilmasi (timektomi),
basta timomali olan hastalar olmak Uzere, tercihen anti-AChR antikoru pozitif olan
erken baglangigli hastalarda uygulanmaktadir. Timektomi, MG semptomlarin
azaltirken, 3 yillik bir siire i¢inde de prednizon ve diger immiinosupresanlara olan
ihtiyaci ortadan kaldirdigi gosterilmistir [23].

Hayati tehlikesi olan durumlarda, siddetli bulber disfonksiyonu olan hastalarda,
hizli tedavi yaniti gerektiren durumlarda, diger tedavi seceneklerinin yetersizligi
durumunda kisa siireli olarak intravendz immunglobulin kullanimi ve plazmaferez

onerilir.



2.5. MG Patogenezi

NMB,Asetilkolin  (ACh) yapmminin gerceklestigi presinaptik motor sinir
terminali, sinaptik aralik ve postsinaptik kas membranindan olusmaktadir (Sekil 2.1).
Bu yapi, sinir sistemi ile kas arasindaki iletisimi saglayan motor sinirin ucu,
sarkolemma ve ikisinin aralarindaki sinapstan olusmaktadir. Motor sinir aksonu, kas
liflerine giden ¢ok sayida dallanma yapar. Hedef lifine ulasan bu presinaptik akson
uclari, miyelin kilifindan yoksundur ve ACh yukli bircok vezikil bulundurur.
NMB’deki sinaptik bosluk, AchE ile NMB vyapisin1 stabilize eden protein ve
proteoglikanlari igerir. Sarkolemma, ligand kapili bir kanal olan nikotinik AchR ve
diger iyon kanallarinin yogun kiimeler seklinde bulundugu girintili ¢ikintili bir yapiya
sahiptir. Sinir aksiyon potansiyeli, sinaptik uca ulastiginda presinaptik voltaj kapili Ca%*

2+

kanallar1 agilir. Ca“"’nin hiicre igine dogru akmasiyla, ACh dolu sinaptik vezikillerin
presinaptik membranla birlesip, sinaptik bosluga salinmasina neden olur. Sinaptik
bosluga saliman ACh molekilleri, postsinaptik membrandaki ~AChR’lerine
baglandiginda kanal yapist agilir ve kas lifi icine Na* akig1 olur. Bu akim sonucunda
depolarizasyon ve kasin kontraksiyonu gerceklesir. Gevsemenin olusabilmesi igin Ca?*

iyonunun yeniden ortamdan gekilmesi gerekmektedir.

Nerve terminal

Y Anti-AChR
Anti-MuSK gé’g
Y Anti-LRP4 e 58 3§8
O Mechanism
of anti-MuSKs . [
Agrin e 303 e
O Mechanism LRP4 ACh2e°,0%0,%0°
of anti-AChRs Q
[

Blocked ACh—AChHR binding
o Reduced density Complement
. of AChR
AChE and/or ColQ L

S MAC formation
and damage of
Muscle MuSK the postsynaptic
membrane
- Increased AChR
VGsC internalization
i @ (:0 o and degradation
Kv1.4
Cortactin 0
| Actin Emm —
Sarcoplasmic Myosin — e} Muscle
reticulum Titin nl.lﬁbre

Sekil 2-1: MG’nin NMB’deki patofizyolojisi [24].




NMB’de bulunan diger proteinlere karsi otoantikorlar gelismektedir. MuSK,
LRP4 ve agrin gibi diger kas bilesenlerine karsi da antikor gelisebilir (Sekil 2-1).
Myastenik bir NMB’de bir¢ok reseptér harabolmus ve otoantikorlar ile etkilesen
asetilkolin-AChR miktar1 azalmistir. Bunun sonucunda (kas-sinir) kavsaklar(in)da son
plak potansiyeli diiser ve bir kisminda son plak potansiyelleri aksiyon potansiyeli
olusturacak amplitiide erisemez. Bir¢ok kavsakta aksiyon potansiyeli olusamazsa kas
zaafi ortaya ¢ikar.

Anti-AChR antikorlar1 noromiskiiler iletimi en az U¢ yolla etkiler: NMB’ye
baglanir ve kompleman sistemini aktive eder, AChR’ne capraz baglanarak AChR
molekiillerinin hiicre i¢ine alimin1 ve degredasyonunu arttirir (antijenik modiilasyon),
AChR’niin Ach baglanma boélgesine baglanarak fonksiyonel olarak AChR’yi bloke
eder. (Sekil 2-2)

A.Kompleman volu
" Sinir

€ Gy s

f 1kom.pleks
IgG ,&F

1! ”\ | { Kas membramnn vapisiun

FOO)( -

C.Fonksiyonel AChR bloklanmasi

|

Kas aktivasyonu

Sekil 2-2: Anti-AChR antikorlar1 néromiiskiiler iletimi etkiledigi ¢ yol [25].
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Cogu durumda, otoimmin saldirinin ana hedefi iskelet kas1 nikotinik asetilkolin
reseptorii (nAChR) olmasina ragmen, NMB bilesenleri olan diger antijenik hedefler de
dahil olmaktadir [26].

Hayvanlarda saflastirilmis antijenik proteinlerle veya antijene o6zgii IgG
(Immiinoglobulin ~ G) tipi antikorlarla MG’nin deneysel hayvan modeli
olusturulabilmektedir. Ayrica otoantikorlarin transplasental gegisi de hastalik nedeni
olabilmektedir. Bu sekilde, MG patogenezinde otoimmiinitenin yer aldig1 kabul edilen
bir “model hastallk” ya da “anti-reseptdr otoimmiin hastalik” olarak
tanimlanabilmektedir.

MG verileri, hastalik patogenezinde antikor gelisimini diizenleyen T hiicrelerinin
rolu oynadigini gostermektedir. Tip 1 yardimci T (Thl) sitokinler, makrofajlarin
noromiiskiiler alana infiltrasyonunu ve B hiicrelerinin olgunlagmasini saglamakta ve
anti-AChR antikor yapimina yardimei olmaktadir. Tip 2 yardimci T hiicrelerinden (Th2)
salgilanan sitokinlerin ise, AChR’ye 0zgiil B hiicrelerinin proliferasyonunu ve anti-
AChHR antikoru yapimini arttirabilecegi, hastalik progresyonundan sorumlu olabilecegi
ileri siiriilmektedir. B hiicreleri de, mikrobik driinler, antijen ya da T hiicrelerine yanit
olarak sitokin salgilayabilmektedir. Ayrica B hiicreleri farkli efektor hiicre gruplarina
farklilagmakta ve sitokin salgilayan B hiicreleri de T hiicre yanitlarim
etkileyebilmektedir. B hiicreleri sitokin salgilamak i¢in T hiicrelerinden yardim almakta,
yardimct T hiicre gruplarindan gelen sinyallere gore sitokin salgilar hale gelmektedir.
Bu sekilde, immin sistemin aktif bir sekilde degistigi ve cevap olusturdugu bir hastalik

tablosu ortaya ¢ikmaktadir.

2.6. RANK Yolag

Goriindiigiiniin  aksine, kemiklerin surekli degisen canli bir doku oldugu
bilinmektedir [27]. Diinya c¢apinda yaklastk 200 milyon insan osteopeni ve
osteoporozdan muzdariptir. Elli yasin iizerindeki her (i¢ kadindan birinde ve her bes
erkekten birinde bazi kemik anormallikleri bulunmaktadir [28]. Yaslanan niifusla
birlikte, yakin gelecekte kemik hastaliklarinin prevalansinin artacagr da tahmin

edilmektedir.
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Osteoblastlar ~ hematopoietik ~ kok  hicrelerden,  osteoklastlar  ise
osteoprogenitorler ve preosteoblastlar gibi bazi asamalarsonrasinda mezenkimal kok
hlcrelerden kokenlenmektedir [29].

Osteoklastlar, kemik erimesinden sorumlu ana hucrelerdir. Kemiklerin yiizeyine
yerlesmekte ve islevleri geregi cukurlar olusturmaktadirlar. Aktif osteoklastlar,
kemiklerdeki bag dokularmi tahrip eden proteolitik enzimleri serbest birakmakta ve
kemiklerin mineral kismini ¢bzen bazi asitler salgilamaktadirlar. Osteoblast
farklilasmasinin farkli asamalarinda, osteojenik biyobelirteclerin (osteokalsin, Runx2,
alkalin fosfataz ve osterix) diizeyleri &nemli &lgiide degismektedir. Ote yandan,
monositler osteoklasta farklilagsmay1 modiile etmek i¢in, osteoblastlar OPG ve RANKL
reseptor aktivatorinin yani sira makrofaj koloni uyarict faktor (M-SCF) de
salgilamaktadirlar [20].

RANKL / RANK, Wnt / b-catenin ve Jaggedl / Notchl, osteoblastlarin ve
osteoklast fonksiyonlarmin diizenlenmesi yoluyla kemik kiitle yogunlugunu etkileyen
osteoblastlar tarafindan modidile edilen G¢ 6nemli yolaktir [21]. RANKL / RANK / OPG
yolunda, RANKL, reseptorii olarak RANK'a baglanmakta ve sonunda osteoklast
oncullerinin olgunlagsmasina yol agmaktadir. OPG’nin, RANKL igin bir tuzak reseptor
oldugu bilinmekte ve RANKL-RANK baglanmasini ve sonraki reaksiyonlari
Onlemektedir [30]. Sekil 2-3’te RANK yolagmin kemik homeostazi ve immdiin sistemi

Uzerindeki etkisi gorilmektedir.
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Sekil 2-3: RANKL/RANK/OPG’nin kemik homeostazi ve immun sistem
uzerindeki rol [31]

Kemiklerde, artan kas kutlesi ve mekanik stresin osteoblast aktivitesinin
artmasina neden oldugu kabul edilmektedir [32].

RANK yolaginin, osteoklast olgunlasmasi, kemik modellemesi ve kemigin
yeniden sekillenmesinde rol oynadigibilinmektedir. RANK’in reseptor aktivatord,
RANKL nin reseptor aktivatorii ve OPG, bu sinyalizasyon sisteminin ana bilesenleri
olarak kabul edilmektedir.

Bir homotrimerik protein olan RANKL (ayn1 zamanda osteoprotegrin
ligand(OPGL), osteoklast farklilasma faktorii (ODF) ve Tumor nekroz faktori ligand
stper aile dUyesi 11 (TRANCE 11) olarak da bilinmektedir), osteoblastlar ve aktif T
hiicreleri tarafindan retilmektedir [33]. Salgilanan RANKL, proteolitik boliinmenin
sonucu olmaktadir [34]. Matriks metaloproteazlar (MMP3 veya 7) ve ADAM’in (bir
disintegrin ve metaloproteaz alani), RANKL’mn proteolitik bolinmesinden sorumlu
oldugu da bilinmektedir [35].

Preosteoblastlar, osteoblastlar ve periosteal hiicrelerin salgiladigit RANKL [36],
osteoklastlar ve onciileri tarafindan ifade edilen RANK"1 aktive eder [37]. RANKL'nin

preosteoklastlarin farklilagmasi [38], osteoklastlarin kemik dokusuna yapismasi [39] ile
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bunlarin aktivasyonu [40] ve devamliligini [41] uyarmak yoniinden gorevleri oldugu
bilinmektedir.

RANKL ayrica timus, lenf diiglimleri, akciger ve meme bezleri gibi diger
organlarin yam sira, dalak ve kemik iligi tarafindan da tretilebilmektedir. RANKL,
hamilelik sirasinda meme bezlerinin lobiillerindeki epitel hiicrelerinden salgilanir [42].

RANK, TNF ailesinden bir homotrimerik endritic ane reseptoriduir ve birincil
ekspresyonu osteoklast oncu hicreleri, endritic hiicreler ve olgun osteoklastlarla
smirlidir [33]. RANK, diger TNF ailesi reseptorlerinin aksine, dogal protein kinaz
aktive edici aktiviteye sahip degildir. TNF reseptorii iliskili faktér (TRAF) 2, 5 ve 6’nin
timu, RANK'a baglanir ancak kemik sagligi i¢in sadece TRAF 6 gerekmektedir [43].

Kemik hiicrelerinin yani sira, RANK, meme kanseri veya prostat kanseri gibi
bazi karsinomlarda eksprese olabilmekte ve ayrica meme bezinde eksprese edilmektedir
[44]. RANK'in dikkat ¢eken pek ¢ok rollertinden biri de kanser hiicresi gogalmasindaki
roludir; bu, gelecekteki kanser tedavileri icin RANK'1 ilging kilmaktadir.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, B hicrelerinin, kemik iligi OPG
ekspresyonunun % 64'tinden sorumlu oldugunu ileri strtlmektedir [45]. TNF super
ailesinin bir tyesi olaran OPG, RANKL'a baglanarak anti osteoklastogenezde rol
oynamaktadir [46].

Osteoblastlar, osteoklastlar ve diger kemik hiicreleri, sitokinler gibi cesitli
endojen ve ekzojen faktorlerden etkilenmektedir. Proinflamatuar ve antiinflamatuar
sitokinler iskelet modelleme ve yeniden modellemede 6nemli rollere sahip oldugu
bilinmektedir. Calismalar, artrit gibi eklem bozukluklarmin asimetrik pro ve anti
inflamatuar sitokinler olusturarak kemik kaybina yol agabilecegini gostermektedir [47].
Egzersiz, antiinflamatuvar sitokinleri artirabilmekte ve inflamatuvar sitokinlerde
iyilesmeye neden olabilmektedir [48].

Osteoklastlarin lokal regiilasyonuna ek olarak, RANKL T hcrelerinde de
eksprese olmaktadir [49]. RANK-RANKL''n T ve dendritik hiicreler arasindaki
etkilesimlerin 6nemli bir diizenleyicisi olabilecegi ve T hiicresine bagli immiin yanitin

diizenlenmesinde rolii olabilecegi disiiniilmektedir.

2.7. MG ve RANK Yolag

MG tedavisindeki iki tip strateji: a) esas olarak hastaligin alevlenmesi sirasinda

kas gii¢siizliiglinde hizli bir iyilesme saglamak icin kullanilan plazmaferez veya
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intraven6z immunoglobulinlere, b) kronik immiunosupresyon, glukokortikoidlere ve
diger kortikosteroid koruyucu ajanlara dayanmaktadir [50]. Tedavi amaglh verilen orta
ve yilksek dozda glukokortikoidlerin birden fazla yan etkisi vardir. ilk olarak endise
uyandiran ise osteoporoza yol acan kemik metabolizmasi iizerine olan etkisidir [51].
Uzamis glukokortikoid tedavisinde, MG'li hastalarda osteoporoz sikligi bildirilmistir.
Japonya'daki bir ¢calismada (n = 36), MG'li kadinlarin % 31'inde azalmis kemik mineral
yogunlugu ve glukokortikoid tedavisi altinda MG'li hastalarin % 11,5'inde osteoporoz
bildirilmektedir [52]. Shingo Konno ve arkadaslar1 2015 yilinda yaptiklar1 arastirmada,
glukokortikoid kullanan MG hastalarinin (n = 283) % 6'sinda osteoporotik kiriklar
oldugunu bildirmektedir. Dahasi, kirik varligr glukokortikoid tedavisinin suresi ile
iliskili olup ve MG hastalarinda yasam kalitesini anlamli derecede kotiilestirmektedir
[53].

Glukokortikoid kaynakli osteoporozun (GIOP) patogenezinde bir dizi
mekanizma yer almaktadir. Baslangigta, glukokortikoidler osteoklastogenezi ve kemik
rezorpsiyonunu arttirmaktadir. Ardindan, osteoblast apoptozunu artmasi sonucu gelisen
belirgin kemik olusumu bir azalmasi sebeyle , aslinda kemik mikro hasarinin
saptanmasi ve iyilesmesine katkida bulundugu diisiiniilen osteoblast apoptozunun da
artis1 gerceklesmektedir. Osteoblastlarin hizlandirilmis apoptozu, kemik kalitesinin ve
kemik giiciiniin azalmasina neden olabilmektedir [54].

Yapilan fonksiyonel genomik ve biyokimyasal analizler, RANK araciliiyla
RANKL sinyallemesini osteoklastogenez i¢in zorunlu bir faktdr olarak tanimlarken,
OPG'nin RANKL'!n RANK'a baglanmasin1 6nleyen bir tuzak reseptor gibi davranarak

osteoklast gelisiminin negatif bir diizenleyicisi oldugu gostermektedir.

2.8. LGR4

LGR4, RANKL i¢in baska bir reseptor olarak 2016 yilinda tanimlanmigtir [55].
RANK'a benzer sekilde, LGR4 osteoklastlar (izerinde ifade edilmekte, ancak RANK'tan
farkli olarak LGR4'in baglanmasi, osteoklastlarin farklilasmasini, RANKL baglanmasi
icin RANK ile rekabet de dahil olmak (zere, birden ¢ok mekanizma yoluyla negatif
olarak diizenlemektedir.

Bu durumda OPG ve LGR4, RANK sinyallemesinde inhibitor gorevi
gormektedirler. Sekil 2-4’de RANKL-RANK etkilesimi ve inhibitorleri gorilmektedir.

RANK, bir transmembran proteindir. Bu reseptériin RANKL ile ligasyonu, kanonik ve
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kanonik olmayan NF-xB, MAPK ve PI3K — AKT yollar1 gibi asagi akis sinyal
yollarmin aktivasyonuna yol ag¢maktadir. RANK'In kendisi kinaz aktivitesinden
yoksundur ve sinyallemesi, baslangigta tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptorii ile iliskili
faktor (TRAF) proteinleri (TRAF6 dahil), GRB ile iliskili baglayici protein 2 (GAB2)
ve SRC gibi adaptor molekiilleri tarafindan aracilik edilmektedir.

RANKL’nin, SRC homoloji 2 (SH2) alan iceren proteinlerle etkilesimlere
aracilik eden, ¢ok sayida prolin bakimindan zengin tekrar motifleri iceren bir
sitoplazmik kuyrugu olan bir tip II transmembran protein oldugu bilinmektedir.
RANKL ligasyonunu takiben ters sinyallesme, osteoblastogenezin in vitro modellerini
kullanan ¢aligmalarda da bildirilmistir. Ayrica, p38 MAPK-bagimli sinyal yolu yoluyla
CD4 + T hiicrelerinden IFNy salgilanmasint modiile edebilmektedir.

RANKL monomerleri, reseptér baglanmasi i¢in {i¢ yarik iceren bir trimer
olusturmak Uzere oligomerize olmakta ve hedef hiicrede sinyallesme, RANK trimerleri
araciligiyla gergeklesmektedir. RANK yoluyla sinyallesme, zara bagli RANKL veya
¢ozinir RANKL (SRANKL) ile induklenebilmektedir. SRANKL, alternatif ekleme

veya proteolitik boliinme yoluyla zara bagli formdan tiiretilmektedir.
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Sekil 2-4: RANKL-RANK etkilesimi ve inhibitorleri [1].
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RANKL-RANK etkilesimlerinin endojen inhibitdrleri, her ikisi de RANKL'ye
baglanan bitisik hiicrelerde sunulan ¢oziiniir OPG ve LGR4 icermektedir.

Insanlardaki RANK sinyallemesinin farmakolojik inhibitorleri, anti-RANKL
monoklonal antikoru denosumab ve bir OPG-Fc flizyon proteinidir. Bu inhibitorler,

RANKL'in hem ¢oziiniir hem de zara bagli formlarini hedef almaktadir [1].

2.9. CTSH

CTSH, aminopeptidaz aktivitesine sahip bir lizozomal sistein proteazdir ve
immiin hiicrelerde ekspresyonu bulunmaktadir [8]. CTSH gen mutasyonu ile otoreaktif
T hiicreler arasindaki olasi iliski sebebiyle otoimmiin hastaliklarda CTSH'nin bir katkis1
olabilecegi diisiiniilmektedir [9]. CTSH’nin MHC II eksprese eden monositler ve B
hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edildigi ve bu sekilde antijen sunumu ile olan olas1

iliskisi de bildirilmistir [2]. CTSH geni; Multiple skleroz ve Tipl diyabet gibi
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otoimminite temelli bir¢ok hastalikta, B hiicrelerinin diizenlenmesi ve hiicre
apoptozunda rol almasi gibi farkli goérevlerde bulunmaktadir [9, 10].

Ayrica, CTSH’nin osteoklastlarda lokalize olmasi, bu yoOniiyle RANK yolagi
ileotoantikor Uretimi [56], antijen sunumu [57] ve pro inflamatuar sitokinlerin
sekresyonunu [58] igceren ii¢ mekanizma araciligiyla otoimmuniteyi tesvik ettigi one
strtlmektedir. MG’nin otoimmiin bir hastalik olusu ve CTSH’nin otoimmunitedeki roli

oldugunun bilinmesi, yapilacak olan arastirma i¢in yol gosterici olmaktadir.

2.10. DOMG Fare Modeli

DOMG, hem klinik hem de imminopatojenik yonleriyle insan MG'sini taklit
etmektedir. DOMG, otoimmiin hastalik patogenezinin hiicresel ve molekiiler
mekanizmalarin1 incelemek ve spesifik tedavileri tasarlamak igin en uygun modeli
saglamaktadir. Saflastirilmis antijenik yapilar veya antijene 0zgii igG tipi antikorlar,
deney hayvanlarina enjekte edilerek MG’nin  deneysel hayvan  modeli
olusturulabilmektedir. Bu model, 6zellikle antikor aracili otoimmiin hastaliklar icin bir
prototiptir ve model ile hem T hem de B hiicrelerinin hastalik patogenezinde katkisi
belirlenebilmektedir [59].

DOMG modeline ilk olarak 1973 yilinda Electrophorus electricus baliginin
elektrik organindan piirifiye edilen AChR ile tavsanlarin immiinize edilmesi ve MG
klinik semptomlarinin goézlenmesiyle baslanmistir [7]. Tavsanlarda kas ve timiis
homojenatlari ile immiinizasyonla DOMG model olusturma caligmalar1 sonraki yillarda
da devam etmis ve daha sonra DOMG modeli sigan, kobay, fare hatta maymunlarda
olusturulmustur.

DOMG modeli iki sekilde olusturulabilir: Spesifik bir antijen veya antijeni iceren
dokularin uygulanmasiyla aktif immiinizasyon ya da hasta veya hastalik modeline sahip
hayvanlarin antikorlarin ya da ticari monoklonal veya poliklonal AChR antikorlarinin

naif hayvanlara enjeksiyonuyla pasif transfer seklinde olabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.a. Ornekler

Bu calismada, istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma

Enstitiisii, Laboratuvar Hayvanlart Bilimi Anabilim Dali'ndan temin edilen, aym

enstitinin Sinirbilim Anabilim Dali’nda MG hastaligina 6zgii antijen olan AchR ve

adjuvan olarak Complete Freund's Adjuvant (CFA) ile immunize edilerek olusturulan

DOMG disi farelerin total lenf ganglionu kullanilmistir. Deney grubu olarak torpedo

AChR proteini enjekte edilmis (CFA ile birlikte) dort fareden alinan total lenf ganglionu

ve kontrol grubu olarak CFA enjekte edilmis dort ayr1 fareden alinan total lenf

ganglionu olarak toplamda sekiz 6rnek kullanilmigtir. Bu galisma igin etik kurul onayzi,

Bezmialem Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Karar No:28.02.2019)

tarafindan verilmistir.

3.1.b. Malzemeler

Qiagen RNeasy Plus Mini Kit (Cat. No: 74134)

NEB The ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kit (Cat. No: E6300S)
NEB Luna Universal gPCR Master Mix kiti (Cat. No: M3003S)

Spesifik primerler

%70’1ik Etanol

3.1.c. EKipmanlar

Buzdolabi (+4°C) (Panasonic)

Derin dondurucular (-20°C ve -80°C) (mdf-u537D)
PCR cihaz1 (LightCycler 480, Roche)

Santriflij (Beckman Coulter Allegra x-30r)
Mikropipet seti

Vorteks (Biosan)

Nanodrop (NanoDrop Spektrofotometre, ND-2000)
Buz makinas1 (Cornelius)

Mikrosantrifuj tlpl
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e Mikropipet ucu
e UV Kabini

3.2. YONTEM

3.2.a. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, Qiagen RNeasy Plus Mini Kit (Cat. No: 74134) kullanilarak
yapildi. RLT buffer icinde bulunan 6rnek dokular1 -80°C’den alindi ve buz iizerine
konuldu. Mikro pipet kullanilarak tiip icindeki RLT buffer ve 6érnek karigiminin miktari
belirlendi. %70’lik etanol hazirland1 ve RLT buffer miktar1 kadar %70lik etanol eklendi.
Pipet ile homojenize edildi. Kitin igeriginde bulunan RNeasy kolonuna 6rnek, RLT
buffer ve etanol karisimindan 700ul aktarildi. 8000 g de 15 sn. santrifiij edildi. Olgiilen
miktar1 700ul den daha fazla olan 6rnek varsa islem tekrarlandi.

Kolondan gecerek kolonun altindaki tiipte toplanan siipernatant tiiple birlikte
atilarak, kolon yeni tlipe aktarildi. Kolona 700ul Buffer RW1 eklenerek 15 sn. 8000 g
de santrifiij edildi. Kolon tekrar temiz tiipe alinarak siipernatant atildi. Kolonun {izerine
500ul Buffer RPE eklendi. 15 sn. 8000 g’de santrifilj edilerek slipernatant bulunan tip
atilarak kolon temiz tiipe alindi. 500ul lik Buffer RPE tekrar eklenerek bu kez iki dk.
8000 g de santrifiij yapilarak kolon temiz tiipe aktarildi. Kolon bos olarak bir dk. 12000
g de santriftj edildi.

Daha sonra kolonun altindaki tiip atilarak, kolon 1,5 ml’lik eppendorfa alindu.
40ul RNase free su eklenerek, bir dk. 8000 g de santrifiij edildi. Kolon atilarak
eppendorf -20°C de 15 dakika bekletildi. RNA izolasyonundan sonra tum ornekler
vortekslenerek, RNA konsantrasyonlari ve safliklar1 Thermo Scientific Nanodrop 2000
cihazi kullanilarak 6l¢iildii. Nanodrop’ta 260/280 ve 260/230 oranlarina bakilarak RNA
kalite ve kantitite tayini yapildi. 260/280 nm dalga boyunda 1,80-2,00 aralig1 6rneklerin
intaktligi i¢in kolarak tayin edildi. Ol¢iim sonrast RNA’lar -80°C e kaldirildu.

3.5. cDNA Sentezi
cDNA eldesi i¢in hazir ticari kit kullanildi. NEB markasinin The ProtoScript
First Strand cDNA Synthesis Kiti (Cat. No: E6300S) kullanilarak ¢cDNA sentezi
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gerceklestirildi. Kit igerigi Tablo 3-1°de goriilmektedir. Tablo 3-2’deki sicaklik
kosullar1 uygulanarak cDNA sentezi elde edildi.
Tablo 3-1: ¢cDNA eldesi icin kullamlan Kit icerigi

Oligo d(T)23 VN

M-MuLV Enzyme Mix

M-MuLV Reaction Mix

Tablo 3-2: cDNA eldesi i¢in uygulanan sicaklik kosullari

Sicaklik (°C) | Sire (dakika)

70 5
42 60
80 5

RNA’lar ve kit icerigindeki bilesenler ¢oziildii ve buza konuldu. Ornek sayisinca
tiip hazirlandi. Tiiplere alt1 ul 6rnek RNA ve kit igeriginde bulunan Oligo d(t)’den iki pl
konuldu. Toplamda sekiz ul olacak sekilde tiipler vortekslendi. Bio-Rad Thermal Cycler
cihazina konuldu. RNA molekiiliine Oligo d(t) primerinin baglanmasi i¢in 70°C de bes
dk inkube edildi. Tiipler buza alinip bes dk bekletildi.

Ayn bir tiipte, tiip bagina 10 pl Reaksiyon mix ve iki pl Enzim mix gelecek
sekilde karisim hazirland1 ve 12 pl ser olarak Ornek tiiplerine dagitildi ve pipet ile
karistirildi. Negatif kontrol ayri olarak 10 pl Reaksiyon mix ve iki pl su olarak
hazirlandi. 20 pl lik karigim bulunan tiipler ve negatif kontrol Bio-Rad Thermal Cycler
cihazina konuldu, 42°C’de 60 dk ve 80°C’de bes dk inkiibe edilerek cDNA sentez
islemi tamamlandi. Elde edilen cDNA’lar -20°C de muhafaza edildi.

3.6. LGR4 ve CTSH gen ekspresyon dizeylerinin Gerg¢ek Zamanh Polimeraz Zincir
Reaksiyonu(PZR) yontemi ile belirlenmesi

Gergek zamanli PZR islemi i¢in hazir ticari kit kullanildi. NEB markasinin Luna
Universal gPCR Master Mix kiti (Cat. No: M3003S) ile Gergek zamanli PZR islemi
gerceklestirildi. Kit icerigi ve primerler buz igerisine konuldu. cDNAlar -20 C° den
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cikarilip 1:1 oraninda sulandirildi. Mix negatif kontrol de dahil olarak 96 well plate

icine dagitildiktan sonra, mix dagitilan kuyucuklara Ornek sirasina uygun olarak
cDNAIar eklendi.

Asagidaki tablo 3-3de verilen élcller ile toplamda 20 ul olacak sekilde her bir

kuyucuktaki karisim hazirlandi.

Tablo 3-3: Ger¢ek zamanh PZR i¢in hazirlanan karisim

Su 7 ul
Primer Forward 0,5 ul
Primer Reverse 0,5 ul

gPCR Master Mix 10 pl

cDNA 2 ul

Plate santriftj edilip LightCycler 480 cihazina konuldu. Reaksiyon igin
asagidaki Tablo 3-4’te belirtilen kosullar kullanildi.

Tablo 3-4: Calisgmada kullanilan Ger¢ek Zamanh PZR dongii kosullar:

Sicaklik (°C) Sare Dongu
95 1 dk. 1
95 15 sn. 45
60 (Primere gore) 30 sn. 45
95 Ssn 1

Cogaltilacak gen bolgelerine uygun kullanilacak primerler Primer 3 programi
kullanilarak dizayn edilmis, NCBI Primer Blast program kullanilarak kontrol edilmistir.
Calismada ikinci housekeeping gen olarak GAPDH kullanilmis ancak istenilen diizeyde
sonu¢ elde edilemedigi ve kullanilan disi fare Orneklerine uygun bir gen dizilimi

olmadigi i¢in ¢aligmadan ¢ikarilmistir. Tablo 3-5teki primer dizileri kullanilmistir.



Tablo 3-5: Calismada kullanilan primer dizileri
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Gen Dizi Tm
LGR4 F GGAGCTATAACACTTGTATTTGGTAGG | 60°C
LGR4 R CACTATGTTTAAGATTGCACTGTCC 60°C
CTSHF AAGACGTACAGCTCGGTGGA 60,89°C
CTSHR CAGGCCCCCTGATTTTTCACT 60,55°C
ACTB F (housekeeping gen) CTGGCTCCTAGCACCATGAA 61,3°C
ACTB R (housekeeping gen) CTGGCTCCTAGCACCATGAA 59,2°C

3.7. istatiksel Analiz

Yapilan calismada hasta grubu ile kontrol grubu (CFA enjeksiyonu yapilan

grup) arasindaki gen ckspresyon duzeysindeki farkliliklar Graph Pad programinda

Mann-Whitney testi ile karsilastirilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak alinmuistir

[60].
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4. BULGULAR

4.1. izole Edilen RNA’larin Kalite ve Kantititesi

Hicrelerden RNA’larin izolasyonu sirasinda eldeki 6rneklerin dokilmesi ve az
kalan 6rnekle deneye devam edilmesi sonucunda, spektrofotometrik olarak belirlenen
konsantrasyonun beklenen diizeyde olmadigi tespit edilmistir. Ayrica toplam ¢alisilan
ornek sayis1 deney grubu n=6 ve kontrol grubu n=4 olarak kararlastirilmis. Istenilen
duzeyde sonu¢ elde edilememsi sonucunda 7 Ach ve 1 Ach no’lu 6rnekler ¢alismadan
cikarilmigtir. Calisilan 6rnek isimleri ve RNA izolasyon ol¢limleri Tablo 4-1’de

gorulmektedir.

Tablo 4-1: RNA izolasyonu 6lgiim sonuglari

ORNEK Konsantrasyon(ng/ul) 260/280 260/230
12 Ach 2,6 15 0,08
11 Ach 3,1 14 0,09
10 Ach 2,6 15 0,1
8 Ach 2,3 1,7 0,15
2 CFA 3,6 1,6 0,03
5 CFA 3 2 0,05
4 CFA 1,4 1,6 0,16
1 CFA 3,3 1,7 0,03

4.2. Gen Ekspresyon Duzeyleri

Hesaplanan Ct degerleri ile 2 4D [60] formiilii kullanilarak, hasta fare
grubunun (DOMG) gen anlatim diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildi. Beta-actin
geni housekeeping gen olarak kullanildu.

Bu ¢alismada, deney grubu dort fareden, kontrol grubu ise dort fareden

olugmaktaydi.
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Ger¢ek Zamanli PZR analizi sonuglarina goére LGR4 (p=0,88; p<0,05) ve CTSH
(p=0,68; p<0,05). genlerinin ifadesindeki artis istatiksel olarak anlamli bulunmamustir.

4.2.1. LGR4 Geni Transkripsiyon Duzeyleri

Kontrol ve DOMG olusturulmus farelerin total lenf ganglion hicrelerinden elde
edilen RNA’larda LGR4 geni ekspresyon diizeyleri Sekil 4-1°de goriilmektedir. Gergek
Zamanli PZR sonuglar1 icin gruplar arasinda LGR4 gen ekspresyonu bakimindan
istatistiksel diizeyde anlamliliga ulasan farklilik bulunmamistir (p=0,88; p<0,05).
Genlerin ekspresyon duzeyleri B-Aktin’e gore normalize edilmistir. Normalize edilen

sonuglara 2(-AACT) formull uygulanmustir.

p=0.8846
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Sekil 4-1: LGR4 geni transkripsiyon diizeyi ve gen profili.
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4.2.3. CTSH Geni Transkripsiyon Duzeyleri

Kontrol ve DOMG olusturulmus farelerin total lenf ganglion hiicrelerinden elde
edilen RNA’larda CTSH geni ekspresyon diizeylerinin kiyaslanmasi Sekil 4-2’de
yapilmistir. Gergek Zamanli PZR sonuglart gruplar arasinda CTSH gen ekspresyonu
acisindan farklilik bulunmamistir (p=0,68; p<0,05). Genlerin ekspresyon diizeyleri -

Aktin’e gore normalize edilmistir. Normalize edilen sonuglara 222D formili

uygulanmustir.
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Sekil 4-2: CTSH geni transkripsiyon duizeyi ve gen profili.
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S.TARTISMA

MG kas sistemini tutan ve sinir iletiminin bloke olmasi ile gergeklesen bir kas
hastalig1 olarak tanimlanmaktadir. Cabuk yorulma ile seyreden nikotinik asetilkolin
reseptorlerine karst anti-AChR antikoru gelisimi, kompleman ile reseptor hasari
olusumu ile karakterize otoimmiin néromiiskiiler bir hastalik olarak kabul edilmektedir
[14].

RANK yolagi ise kemiklerdeki ana hiicre olarak kabul edilen osteoblastlari,
RANK’a, RANKL’nin baglanmasi sonucu osteoklastlara ve dolayl olarak kemiklerde
hlcre 6limdane gdtiren bir sureci tamamlayan bir sistemdir.

RANK yolagi ile ilgili, ilk olarak OPG olarak adlandirilan protein, daha sonra
kemik rezorpsiyonunu kontrol eden, osteoklastlarda bulunan ve kemik yikimina neden
olan reseptor aktivator RANK ve onun uyaricist RANKL kesfedilmistir. OPG proteini
ise RANKL ile ters sistemde ¢alisan ve RANKL’nin RANK’a baglanmasini engelleyen
bir gorevi yurtutmektedir [21].

Bu tez c¢alismasinda; RANK-RANKL'nin T ve dendritik hiicreler arasindaki
etkilesimlerin 6nemli bir diizenleyicisi olabilecegi, T hiicresine bagli immiin yanitin
diizenlenmesinde rolii olabilecegi ve MG tedavisinde siklikla kullanilan
glukokortikoidlerin kemik yogunlugu iizerine olan etkisinin bu hastalik 6zelinde sebep
mi yoksa sonu¢ mu olabilegi aragtirildu.

Calisma kapsaminda deney grubu olarak; torpedo AChR proteini enjekte edilmis
4 farkli disi fareden alinan total lenf ganglionu ve kontrol grubu olarak CFA enjekte
edilmis 4 ayn disi fareden alinan total lenf ganglionu olarak toplamda 8 &rnek
kullanilmigtir. Gergek zamanli PZR ile RANK-RANKL yolagindaki LGR4 ve CTSH
genlerinin anlatim diizeyleri belirlenmistir.

Deney icin se¢mis oldugumuz LGR4 geni, osteaklast farklilasmasini negatif
reglile eden ve OPG benzeri islev goren bir gendir. Yapilan arastirmalar MG’li
hastalarda  kronik  imminosupresyonu  amacglayan  tedavi  yOntemlerinden
glukokortikoidler ve diger kortikosteroid koruyucu ajanlarin yan etkileri olarak kemik

hastaliklarint arttirdigini gostermektedir. Glukokortikoidler osteoklastogenezi ve kemik
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rezorpsiyonunu arttirmaktadir ve osteoblast apoptozunu artirarak kemik olusumunda
belirgin bir azalmaya yol agmaktadir. [53].

DOMG’de anti-tAChR antikorlarinin olusturdugu immiin yanitlarin Kkas
zayifligina sebep olurken kemik kaybina eslik etmesi olasidir. DOMG farelerinde
azalmis kas kuvvetinin, kemik mineral yogunlugunu belirlemeyi hedef alan bir
calismada, DOMG farelerinin femurlari, CFA ile immunize farelere kiyasla kemik
mineral yogunlugunun anlamli olarak diistiigii belirlenmistir. Ayrica kemik mineral
yogunlugundaki bu azalma, hastalik siddeti ile de paralel goérinmektedir. Ayni
calismada, CFA enjekte edilen farelerde, hicbir sey enjekte edilmemis farelere kiyasla
kemik mineral yogunlugunda azalma meydana geldigi g0zlenmistir. Bu iliskiler bize;
innate ve adaptif immiin sistemin uyarilmasinin, osteoklastogenezi ve kemik kaybini
tetikleyen tiimor nekroz faktorii ile iligkili sitokinleri tetikledigini de gostermektedir
[61].

Bir diger ¢alismada, MG'li seksen hasta ve 62 saglikli kontrol ile yapilan bir
calismada, kemik yogunlugu ve bir dizi kemik ile iligkili progenitor faktor ve sitokinin
serum duzeyleri Olcildi. Kontrollerle karsilastirildiginda hastalarin, lomber, femur
boynu ve tum vicutta kemik mineral yogunlugunun Onemli duzeyde azaldigi
belirlenmistir. MG hastalariin % 14'inde lomber omurgada ve % 2,5 femur boynunda
osteoporoz mevcuttu. Bu calismada hastalar saglikli kontrollerle karsilastirildiginda,
MG'li hastalar daha diisiik osteokalsin, adrenokortikotropik hormon, paratiroid
hormonu, sklerostin, TNF-a ve DKK-1 ve daha ylksek FGF-23, leptin ve IL-6
duzeylerine sahip oldugu goriilmiistiir.. Bunun yaninda kiimulatif glukokortikoid dozu
ile serum kalsiyumu, lomber omurga T-skoru, femur boynu BMD, T-skoru ve Z-skoru
arasinda negatif korelasyon belirlenmistir.. Ayrica daha yiksek TNF-o dizeylerine
sahip olanlarin daha diisiik kemik kiitlesine sahip oldugu gdzlenmistir. Bu ¢aligmada
kortikoterapi altindaki MG hastalarinin ilag etkisi sebebiyle diisiik kemik yogunlugu ve
degismis kemik belirteg duzeyleri gostermesi, ila¢ kullanmayan naif hastalarda bu tip

caligmalarin yapilmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir [62].

Bu aragtirmalara dayanarak yapilan bu tez ¢alismasinda, LGR4 gen ekspresyon
oraninin DOMG grubunda azalmasi beklenmekteydi. Calisma sonuglarimiza goére
DOMG modellenmis farelerde kontrol grubuna kiyasla LGR4 ekspresyon diizeysinde

istatiksel olarak anlamli olmasada azalma egilimi gézlenmistir.
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CTSH, otoimmiinite ile baglantili olan ve protein geri doniisiimii, antijen isleme,
peptit-MHC II etkilesimi dahil olmak iizere birgok hiicresel siiregte 6nemli rol oynayan
bir endozomal / lizozomal enzimdir. Onceki ¢alismalar, CTSH nin monositler ve B
hicreleri gibi MHC |1 pozitif immun hicrelerde yiksek oranda eksprese oldugunu ileri
sirmektedir [2]. Aym1 zamanda CTSH geninin osteoklastlarda lokalize oldugu da
bilindigi i¢in yapilan bu ¢alismada CTSH gen ekspresyonunun artmasi beklenmekteydi..
Istatiksel olarak anlamli olmasada DOMG farelerde kontrol grubuna oranla CTSH
ekspresyon diizeylerinde artma egiliminde oldugu gézlenmistir.

Sonug¢ olarak, ger¢cek Zamanli PZR sonuglarina bakildiginda, LGR4 geni
ekspresyon dulzeylerinde ve CTSH geni ekspresyon duzeylerinde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmasa da LGR4 ekspresyon diizeysi diisme
egilimi, CTSH ekspresyon dizeysi ise yiikselme egilimi gostermektedir. Gen
ekspresyonunda istatistiksel anlamliliga ulagsmayan farkliliklarin ¢aligmaya dahil edilen
fare sayisinin azhigindan kaynaklandig diistintlmektedir.

Bu ¢alismanin, LGR4 ve CTSH ekspresyon duzeyleri istatistiksel olarak anlamli
olmasa da MG patogenezindeki Oneminin belirlenmesine olanak saglayacagi
ongoriilmektedir. Buradan yola ¢ikarak gelecek caligsmalar igin katki saglayabilmesi ve
farkli bakis agilar1 kazandirabilmesi beklenmektedir. Bu ¢alisma, LGR4 ile CTSH 'nin
hastalik patogenezindeki rolinu belirlemek igin ilk defa DOMG fareler Uzerinde
yapilmig bir aragtirma olup, sonuglarin validasyonu agisindan daha detayli analizlere

ithtiya¢ duyulmaktadir.
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