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OZET

Myasthenia Gravis (MG), farkli timus anomalilerinin eslik ettigi, heterojen
yapida bir néromiiskiiler hastaliktir. MG hastalarinin yaklasik %40-70’inde timusun
folikiiler hiperplazisi, %10-15’inde ise timoma gozlenir. Timusta Ozellikle
timositlerin negatif secilimindeki olasi rolii arastirilan TNF siiper ailesi tiyelerinden
biri, TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand’tir (TRAIL). Bu konudaki ¢aligmalar,
TRAIL’1n bu siiregte regiilator rol iistleniyor olabilecegine isaret etmektedir, ancak
TRAIL’1n MG gelisimindeki olasi rolii heniliz tam olarak aciga c¢ikarilamamistir.
TRAIL1n farkli dokularda, ve hastaliklarin farkli gelisim asamalarinda tstlendigi
fonksiyonlarin gergeklesebilmesinde, hem kendisinin hem de reseptorlerinin
ekspresyon seviyelerindeki degisimlerin 6nemli oldugu bilinmektedir. Buradan yola
cikarak, ¢alismamizda, timik hiperplazili 22 ve timomali 5 MG hastasina ait timus
dokularinda, ve 10 normal timus dokusunda TRAIL ligand ve reseptorlerinin
ekspresyon diizeyleri, ve TRAIL’1n apoptotik etkisini bloke edebildigi bilinen
antiapoptotik NFkB molekiiliinlin aktivasyon diizeyleri arastirildi. Bunun yaninda,
her li¢ doku tipindeki apoptotik hiicre oranlar1 belirlendi ve TRAIL ekspresyon
oranlari ile korelasyonlar arastirildi.

Sonuglarimiz, timoma dokusunda DR4, DRS ve DcR2 reseptorlerinin, timik
hiperplazi dokusunda ise DRS reseptoriiniin sentez seviyelerinin normal timus
dokusuna oranla anlamli oranda yiiksek oldugunu gostermistir. Timik hiperplazi,
timoma ve normal timus dokular1 arasinda TRAIL ekspresyonu agisindan ise anlaml
farklilik gézlenmemistir. Bunun yaninda, anomalili ya da normal timus dokusunda
NFkB’nin aktif formuna rastlanmamastir.

Bulgularimiz, TRAIL’ 1In normal timustaki ve MG’de go6zlenen anomalili
timus dokularindaki muhtemel roliine yonelik olarak, ve TRAIL aracili timektominin
uygulanabilirligi agisindan degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: TRAIL, Myasthenia Gravis, NFkB, Timus, Timik
Hiperlazi, Timoma



ABSTRACT

Myasthenia Gravis (MG) is a heterogeneous autoimmune neuromuscular
disease, accompanied by different thymic abnormalities. Approximately 40-70% of
the MG patients display follicular tymic hyperplasia, while 10-15% of the cases have
thymoma. TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL) is one of the many
TNF family members investigated for a possible role in the negative selection of
thymocytes in thymus. Related studies point out for a regulator role of TRAIL
throughout this process. Yet the results are controversial, and the putative role of
TRAIL in development of MG is yet to be clarified. It is well known that alterations
in the expression levels of TRAIL ligand and its receptors is significant, in terms of
different roles exerted by TRAIL in different tissues and at different times in
progression of various diseases. Thus, we investigated the expression levels of
TRAIL ligand and receptors in 22 MG patients with thymoma, 5 MG patients with
thymic hyperplasia, and in 10 normal thymic tissue samples. Furthermore, activation
levels of the antiapoptotic NFkB molecule, which can inhibit the apoptotic effects of
TRAIL were examined. In addition, the apoptotic cell counts in all three types of
tissues were detected, and their correlations with TRAIL expression levels were
investigated.

Our results revealed that expression levels of DR4, DRS, and DcR2 receptors
were significantly higher in thymoma, while thymic hyperplasia displayed an
increased level of DRS expression. On the other hand, there was no statistically
significant difference between the expression levels of TRAIL in thymoma, thymic
hyperplasia, or normal thymic tissues. Furthermore, analysis targeting active forms
of NFkB revealed no active NFkB levels in abnormal or normal thymic tissues.

Our results were evaluated in terms of TRAIL’s putative role in normal
thymus and thymic anomalies, and in terms of applicability of a possible
TRAIL-mediated thymectomy.

Key Words: TRAIL, Myasthenia Gravis, NFkB, Thymus, Thymic
Hyperplasia, Thymoma
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GIRIS VE AMAC

Timusun MG gelisiminde oynadigi rol heniiz tam olarak aydinlatilamamig
olsa da, timus yiizeyindeki myoid hiicrelerde AChR ekspresyonunun varligi, MG’li
hastalarda timus anomalilerinin 6nemli oranda go6zlenmesi, ve MG hastalarinin
onemli bir kisminda timektomi sonrasi semptomlarin gerilemesi, MG ile timus
arasinda onemli bir iligki olduguna dair giiclii kanitlar olusturmaktadir. TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand’in (TRAIL) timositlerin negatif seleksiyonunda rol
aldigma dair c¢eligkili bulgular mevcuttur. Bunun yaninda, TRAIL 1n timositlerin
negatif seleksiyon siirecinde direk gorevli olmayabilecegi, ancak timosit sayisinin
regiilasyonunda 6nemli rolii oldugu ileri siiriilmektedir. Dolayisiyla TRAIL’1n hem
timus biyolojisinde hem de MG gelisiminde rolii olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda, TRAIL ligand ve reseptdrlerinin normal timusta ve MG ile
iligkili anomalili timus dokusundaki olas1 farkli ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi, bu bulgularin ayni dokulardaki apoptotik hiicre oranlar1 ile
iligkilendirilmesi, ve bu yolla TRAIL’iIn MG gelisim siirecinde ve farkli timus
yapilariin ortaya ¢ikmasinda iistlenmis olabilecegi rol konusunda bilgi edinilmesi
amaglandi. Bunun yanisira, bugin MG tedavisinde siklikla kullanilan cerrahi
timektomiye alternatif olabilecek “TRAIL aracili medikal timektomi” yaklagiminin
uygulanabilirliginin arastirilmasinda gerekli 6n bilginin edinilmesi amaclandi. Bu
amagla, timik hiperplazili veya timomalt MG hastalarina ait timus dokularinda ve
normal timus dokularinda TRAIL ligand ve reseptorlerinin, ve TRAIL’1n
fonksiyonunu inhibe edebilen hiicre i¢i antiapoptotik NFkB molekiiliiniin aktif
formunun ekspresyon profilleri aragtirildi.



GENEL BIiLGILER

2. Myasthenia Gravis

2.1  Genel Tamm

Myasthenia gravis (MG), kas giigsiizliigii ile karakterize olan otoimmun
noromuskiiler bir hastaliktir [1]. Hastaligin baslangic asamasinda, kranial sinir
innervasyonlu kaslarin, 6zellikle de goz kapagi ve ekstraokiiler kaslarin tutulumu
nedeniyle ¢ift gorme ve g6z kapag disiikligi belirgindir. Hastaligin ilerleyen
asamalarinda kranial sinir innervasyonlu kas tutulumunun yani sira solunum ve
yutma giicliigi ile birlikte yaygin kas gli¢siizliigline bagli yakinmalar geligir. Genel
insidans1 son 50 yilda artig gostermistir. MG nin bugiinkii insidans1 1 milyonda 1 ila
9, prevalansi ise 1 milyonda 25 ila 142 olarak bildirilmektedir. Asya iilkelerinde MG
goriilme siklig1 diger iilkelere gore daha yiiksektir. Kadinlarda erkeklere gére daha
yiiksek oranda goriliir (3:2), ve 20-24 ila 70-75 yaslar arasinda daha siklikla ortaya
ciktig1 bilinmektedir [2, 3]. MG’de otoimmun atagin hedefi ve efektor yollar: iyi
tanimlanmistir. Genel tanimiyla, hastalarin yaklasik %90’inda goézlenen nikotinik
asetilkolin reseptdrlerine (AChR) yonelik antikorlar, AChR’a baglandiktan sonra
cogunlukla komplement yolunu aktive eder, ve AChR’in antikor ve komplement
aracilt yikimi gergeklesir. Sonucta ndromuskiiler iletim defektleri ve hastaligin buna
bagli belirtileri ortaya ¢ikar [4].

MG, genellikle baslangi¢ yasi, timik patoloji ve antikor profiline bagl olarak
farkli alt gruplara ayrilir. Bunlardan okiiler MG’de sadece okiiler semptomlar mevcut
olup, toplam MG populasyonunun %17’sini temsil eder. AchR antikorlar1 hastalarin
%50’sinde gozlenirken, nadir olarak kas spesifik tirozin kinaz antikorlar1 (MuSK) ve
asetilkolin esteraz (AchE) antikorlarina da rastlanir. Evken baslangiclhh MG’ de AchR
antikorlari, daha nadir olarak titin antikorlari, ve yine nadiren riyanodin reseptdr
antikorlart (RyR) gozlenir. Bu hastalarda ¢ogunlukla timik hiperplazi mevcutken,
timomaya rastlanmaz. Geg¢ baslangicli MG, erken baslangicli MG’nin aksine
genellikle 50 yas sonrasinda ortaya ¢ikar. Tiim hastalarda AchR antikorlar1 gozlenir,
bunun yaninda hastalarin %60’1nda ek olarak titin antikorlar1 ve %14’iinde RyR
antikorlar1 bulunur. Timoma ile seyreden MG tiim yas gruplarinda ortaya ¢ikabilse
de, en fazla 50 yas Ustli bireylerde goriilir. MG hastalarinin %10-15’1ik kismini
olusturur. MuSK pozitif MG, genellikle AChR antikoru gozlenmeyen hasta grubunu
tanimlar. MG hastalarinin bir kismi ise, konvensiyonel ya da deneysel metodlarla
antikor tespit edilemeyen hastalardir ve seronegatif olarak tanmimlanirlar. Bu
hastalarda postsinaptik membranda heniiz tanimlanmamis antijenlerin varligi
distiniilmektedir [5].



2.1.2. Tarihge

Myasthenia Gravis’in (MG) literatiirde ilk bahsi, 1664’te Olen Virjinya
kabilesinin lideri Opechancanough’in, kendi hastaligini tarif ettigi yazilarinda
gecmektedir. Opechancanough’a gore karsilastigi bu hastalik biinyesini harap
etmekte ve asir1 yormaktadir. Kaslar elastikiyetini kaybetmis, gz kapaklar1 o kadar
agirlasmistir ki, parmaklart yardimiyla g6z kapaklarin1 kaldirmaksizin etrafi
gorememektedir [6].

1672 yilina gelindiginde; hastalarda giinlilk yasami zorlastiran bu hastalik,
Ingiliz Doktor Thomas Willis tarafindan “ekstremitelerde ve bulbar kaslarda
yorulmayla artan zayiflik” seklinde tanimlanmigtir. 1800’lerin sonlarinda ise ilk
modern tanimlama yapilmis ve kaslarda giigslizlik anlami tasiyan Yunanca
“myasthenia” tanimina, siddetli anlami katan Latince “gravis” sifati eklenerek
hastaliga Myasthenia Gravis ismi verilmistir [7].

Sekil 2.1. Opechancanough.  Opechancanough, kaslarinin  zayiflamasina  bagli  olarak
yiirliyemediginden kabilesinin savaggilari onun tabiri ile “enkaz viicudunu” omuzlarinda
tagtyordu.

1930’lara kadar MG i¢in etkili bir tedavi gelistirilememis, buna bagl olarak
hastalarin yaklasik 2/3’i hastalifin neden oldugu solunum yetmezligi nedeniyle
kaybedilmistir. Bu doneme ait yayinlar, MG’nin kisiden kisiye degiskenlik gdsteren
seyrini ve yiiksek mortalite oranini vurgulamistir. 1930’larda MG icin tedaviler
gelistirilmeye baslanmig, 1934°te Mary Walker’'in MG semptomlarinin kiirar
zehirlenmesine benzedigini fark etmesiyle biiylik bir adim atilmigtir. Walker, MG
hastas1 bir kadina kiirar zehirlenmesine karsi kullanilan, ve kolinesteraz inhibitorii
olan fizostigmin enjekte ettikten sonra sol goz kapagmin agildigini, kollarinin
giiclendigini, yutma isleminin gelistigini ve hastada agirlik hissinin azaldigini
bildirmistir. Walker, fizostigminin MG hastalarinda gegcici etkisi oldugunu, ancak bu
etkinin solunum krizlerinde hasta i¢in hayati 6nemi olabildigini gostermis, boylece
MG tedavisinde kolinesteraz inhibitorlerinin 6nemini vurgulamistir. 1800’lerin
sonlarinda MG hastalarinda timus patolojisinin yaygin oldugu kesfedilmistir.
1937°de Blalock, 19 yasinda MG hastas1 geng bir kadindan iyi huylu kistik timik
tiimor c¢ikarmistir. Bu hastada timektomi oncesinde sik ve siddetli alevlenmeler
gozlenirken; timektomi sonrasinda hastanin hizla gelisme gosterdigi, kisa bir siire



sonra dans etmeye ve yiizmeye baslayabildigi bildirilmistir. Bu sayede, Blalock, MG
tedavisinde timektomiyi hayata gecirmistir [8].

1973’te Patrick ve Lindstrom’un, tavsanlara saflastirilmis AChR vererek MG
benzeri semptomlar gelistirmesinin ardindan (deneysel otoimmiin MG), yeni ufuklar
acan arastirmalar ardarda gelmistir. Birgok ¢alismada, MG hastalarinda anti-AChR
antikorlariin néromuskular yapida fonksiyonel hasara yol a¢tig1 gdsterilmistir. Bu
bulgular immiinsupresanlarin kullanimini yayginlastirmistir.

2.1.3. Patofizyolojisi

Myasthenia Gravis (MG), biyolojik, genetik, ve klinik agidan heterojen bir
hastaliktir. Hastaligin ortaya ¢ikisi, ndromuskiiler kavsagin normal fizyolojisinde
bozulmalar ile karakterizedir.

Normal néromuskiiler kavsak (sinir-kas kavsagi) fizyolojisi:

Sinir-kas kavsaklarina, “son plak™ ad1 verilir (Sekil 2.2). Motor ndronlar ile
iskelet kas telleri arasindaki Ozellesmis sinaptik bolgeler olarak tanimlanirlar [9].
Iskelet kas liflerini innerve eden motor noronlarin aksonlari, kasa ulasmadan hemen
once terminal kollara ayrilir. Bu kollarin her biri, bir presinaptik sinir terminalinde
sonlanir. Presinaptik sinir terminalinde, c¢ok sayida mitokondri, ve sinir-kas
kavsaklarinin nérotransmiteri olan asetilkolini depolayan vesikiiller bulunur.
Aksiyon potansiyelinin sinir terminaline ulagsmasiyla plazma membrani depolarize
olur. Bu depolarizasyonla, voltaja duyarli kalsiyum kanallar1 agilir ve hiicre dist
stvida bulunan kalsiyum iyonlari, akson i¢ine difuze olur. Bu durum, asetilkolin
iceren vesikiillerin presinaptik membran ile birlesmesini tetikler. Boylece asetilkolin,
sinaptik bosluk i¢ine salinir. Motor son plak bolgesindeki kas hiicresi membranlari
tizerinde oldukga fazla sayida nikotinik asetilkolin reseptorleri (AChR’ler) bulunur.
Sinaptik bosluga salinan asetilkolin molekiilleri, bu boslugu gegerek AChR’lere
baglanir. Bunu takiben, AChR’lerdeki kanallar ozellikle Na* ve K gibi kiigiik
katyonlar icin gecirgen hale gelir. Bu kanallarin acilmasinin net etkisi, kas lifinin
depolarizasyonu ve kasin kasilmasidir. Asetilkolin daha sonra, sinaptik
katlanmalarda bazal membrana bagli olarak bulunan, ve sinaptik bosluga da
saliabilen asetilkolinesteraz enzimi tarafindan parcalanir [9, 10]. MG tedavisinde
kullanilan asetilkolinesteraz inhibitorleri, AChR’ler ile etkilesime girebilen
asetilkolin miktarini artirir [11].




A Voltaj kapill K" kanali

O Sinaptik vezikuol

T Voltaj kapili Ca** kanali
@ Nikotinik asetilkolin reseptsri

~Y Nat
() Na' kanali

Sekil 2.2. Sinir-kas kavsaginin komponentleri [12].

MG’de sinir-kas kavsagi fizyolojisinde bozulmalar:

MG’de kas-sinir kavsagindaki sorunlar, asetilkolin reseptorlerinin (AChR)
sayica azalmasi, terminal katlanmalarin yikimina bagli olarak sinaptik katlanmalarin
kisalmasi, ve katlanmalarin kisalmasina bagli olarak sinaptik boslugun genislemesi
sonucu ortaya ¢ikabilir. Bu degisiklikler, postsinaptik membrana yonelik otoimmun
reaksiyondan kaynaklanir. AChR yikiminin ardindaki mekanizma, AChR’lere
baglanarak endositozun hizlanmasimna ve kas hiicreleri tarafindan reseptorlerin
degrade edilmesine yol agan AChR antikorlaridir. Bu antikorlar ayn1 zamanda
AChR’lerin baglanma bolgelerini  bloke eder ve postsinaptik membran
katlanmalarinin komplement-aracili yikimi gergeklesir. MG’li hastalarin %10 ila
%20’sinde AChR antikorlar1 gozlenmez. Bu hastalarin bir kisminda postsinaptik
membrandaki kas spesifik tirozin kinaz (MuSK) proteinine karsi antikorlar
mevcuttur. MuSK, AChR’yi postsinaptik membrana bagl tutan proteinlerden biridir
[10]. Myastenik bir kas-sinir kavsaginda, defektlere bagli olarak, asetilkolin
molekiillerinin AChR’lerle birlesme orani azalir. Bunun sonucunda bu kavsaklarda
son plak potansiyeli diiger. Kavsaklar bir kisminda her yeni gelen impulsta serbest
kalan asetilkolin miktar1 azalir, ve son plak potansiyeli aksiyon potansiyelini
olusturacak esige ulasamaz. Aksiyon potansiyeli olusamadiginda, kas kasilmasi
gerektigi gibi gerceklesemez, ve kaslar giigsiizlesir.

Timus ile iliskisi:

MG hastalarinin ¢ogu benzer klinik ve biyolojik 6zellikler tagisa da, MG
heterojen bir hastaliktir. Heterojenitede en oOnemli etken, hastalarin onemli bir
kisminda gozlenen timus anomalileridir [13]. Timusun MG’deki rolii heniiz tam
olarak aydinlatilamamis olsa da, hastalarin 6nemli bir kisminda timektomi
uygulamasinin pozitif sonuclari bildirilmistir. immunolojik olarak kendi antijenlerine
cevap veren T hiicreleri timusta elimine edilir. Timusun ylizeyinde AChR tasiyan
myoid hiicreler vardir. Timik lenfositlerin anti-AChR antikoru iiretebildigi, ayrica
timomalarda AChR benzeri protein salgilandig1 bildirilmistir [14].

Timusun, MG gelisiminde baslangic doneminde mi yoksa daha sonraki
asamalarda m1 rol oynadigi bilinmemektedir. Ancak timus yiizeyindeki myoid
hiicrelerde AChR ekspresyonunun varligi, MG’li hastalarda timus anomalilerinin



onemli oranda gozlenmesi, ve MG hastalarinin 6nemli bir kisminda timektomi
sonrasi semptomlarin gerilemesi, timusun MG gelisiminde 6nemli rolii olduguna
yonelik giiglii kanitlar olusturmaktadir.

MG hastalarinda baslica iki tip timik anomaliden bahsedilmektedir. Birincisi,
hastalarin %40 ila %70’inde goriilen timik hiperplazidir. Timik hiperplazinin
histolojik olarak farkli iki tipi mevcuttur. Bunlar ger¢ek (medullar) timik hiperplazi
ve folikiiler (lenfoid) hiperplazi olarak tanimlanir (Sekil 2.3) [15]. MG ile
iliskilendirilen timik hiperplazi tipi, folikiiler hiperplazidir, ve lenfoid folikiillerin
sayisinda artigla karakterizedir. Bu hiperplazi tipinde, yliksek sayida germinal
merkez olusumu dikkat ¢eker. Germinal merkezler, timusta B hiicre farklilasmasinin
gerceklestigi bolgeler olarak bilinmektedir. Bu merkezlerde B hiicreleri spesifik bir
antijeni tanir ve T hiicreleri ve antijen sunan hiicreler ile etkilesime girerek somatik
hipermutasyon gegirir. Bu slire¢ sonunda B hiicreleri, ilgili spesifik antikoru daha
yiiksek afinite ile iireten hiicrelere farklilasir [16]. MG’li hastalarin timuslarindan
izole edilen B hiicrelerinin de anti-AChR antikorlar1 salgiladigr gézlenmistir [17].
Dolayisiyla, anti-AChR antikoru iireten B hiicrelerinin spesifik farklilagmasinin, MG
gelisimi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. MG hastalarinda goriilen ikinci major
timik anomali ise, hastalarin yaklasik %10 ila %15’inde goriilen timomadir (Sekil 4)
[18]. Timusun epitel hiicrelerinden kdken alan timomada timik kortikal epitel
fonksiyonunun korundugu ve T hiicre farklilasmasinin devam ettigi, ancak 6zellikle
T hiicrelerinin negatif seleksiyon mekanizmasinin hasarli oldugu bildirilmistir [16].
Timomal1 hastalarda, elimine edilemeyen bu otoreaktif T hiicrelerinin MG
fenotipinin ortaya c¢ikmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Timik tiimorlerin
yaklasik %10 unu olusturan timik kistler de, bazen timomalarla karistirilabilir.

2.1.4. Genetik Temeli

MG genel olarak sporadiktir. Ayni1 ailede 2 ya da 3 MG hastasinin bulundugu
ailesel olgular ile nadiren karsilasilir [19, 20]. Ancak monozigotik ikizlerde, dizigotik
ikizlere oranla MG goriilme konkordansinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir [S].
Bunun yaninda, otoimmun temelli bir hastalik olan MG’de otoimmun yatkinlikla
iliskili ¢cok sayida bulgu mevcuttur. MG hastalarinin farkli otoimmiin hastaliklara
yakalanma yatkinliklarinin yanisira, diger aile iiyelerinin de otoimmiin hastaliklardan
etkilenme oranlarinin normal bireylere gore daha fazla oldugu, ve hasta yakinlarinda
MG goriilme olasiliginin, genel populasyona oranla 1000 kat daha fazla oldugu
bildirilmistir [5, 21]. MG’li hastalarin birinci derece akrabalarinda, 6zellikle sistemik
lupus eritematoz, romatoid artrit, ve tiroid ile iligskili hastaliklarin goriilme
oranlarinin yiiksek olmasi, ortak genetik mekanizmalarin varligini diistindlirmektedir
[21].

Otoimmun hastaliklarin patogenezinin genel olarak olduk¢a kompleks ve
multifaktoriyel oldugu, ve farkli zamanlarda bir¢ok farkli doku ve hiicre tipinin
etkilenebildigi  bilinmektedir. MG’de, patojeniteye neden olan genetik
mekanizmalarin heterojenitesi yaninda, hala tanimlanmamais g¢evresel faktorlerin de
mevcudiyeti, bu hastalifi daha kompleks hale getirmektedir [19]. MG’ nin, Major
Histokompatibilite Kompleksi (MHC) veya MHC dis1 olarak siniflandirilan bir¢ok
gen ile asosiasyonu bildirilmistir. Ornegin, timik hiperplazi goriilen erken baslangich



MG hastalarinda HLA alellerinden HLA-A1, B8, DR3 haplotipinin iligkisi
bilinmektedir. Ge¢ baslangicli MG hastalarinda ise HLA-A3, B7, DR2, ve DR4 ile
asosiasyon tanimlanmistir. Bunlarin yaninda, Fc gama reseptoriinii kodlayan FCGR
genleri, interlokin 10 molekiiliinii kodlayan IL-10 geni, ve TNF kodlayan genler ile
farkli asosiasyonlar bildirilmistir [5]. MHC dis1 olup MG ile iliskileri bildirilmis
genlere ornek olarak, alfa ve beta antijen lokuslarinda bulunan T hiicre reseptor
genleri, AChR’nin beta alt birimini kodlayan gen, bunun yaninda IL-1beta, IL6, IL4,
IL10, beta-2 adrenerjik reseptorii ve CTLA4 kodlayan genler verilebilir.

2.1.4. Tedavisi

Giliniimiizde MG tedavisinde farkli secenekler mevcut olmakla birlikte, genel
kabul goren 4 farkli tedavi yaklasimi bildirilmektedir: 1) Asetilkolin esteraz enzim
inhibitorlerinin uygulanmasi, 2) Immunmodiilatér ilaglarla tedavi, 3) Plazma
degisimi, ve 4) Timektomi. Bunlardan timektomi, timus bezinin cerrahi olarak
cikarilmasi islemidir, ve birgok hastada hastaligin seyrinde iyilesme sagladigi ve
bugiin cerrahi olarak uygulandigi bilinmektedir [22]. Timektominin, yiiksek afiniteli
anti-AChR antikoru iireten B hiicrelerinin periferal organlara gonderilmesinin
durdurulmasia yardimci oldugu, timomali hastalarda ise self-reaktif T hiicrelerinin
tiretiminin sonlandirilmasi nedeniyle yarar sagladigi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla,
timektominin MG ig¢in biyolojik etkileri kismen aydinlatilmistir [16, 23].

2.2. Timus

2.2.1. Timusun Genel Yapisi

Timus, anterosuperior mediastende yerlesmis, santral lenfoid bir organdir.
Timus bag dokudan olusan bir kapsiil ile sarilidir ve fibroz septumlar ile “korteks” ve
“medulla” kisimlarina ayrilir. Korteks endodermal kokenli olup ¢ogunlukla
lenfositlerden olusurken (timositler), az sayida epitel ve mezensimal hiicre igerir.
Ektodermal kokenli olan medulla ise daha ¢ok epitel hiicrelerden olusurken az sayida
lenfosit icerir. Medullada bulunan, timusa 6zgii “Hassal cisimcikleri”, olgunlasmis
epitel hiicrelerin olusturdugu yuvarlak keratinize kistik olusumlardir ve timositlerin
olgunlagmasinda 6nemli rol oynarlar (Sekil 2.3). Timusta epitel hiicreler ve
lenfositler disinda, fibroblastlar, makrofajlar, dendritik hiicreler, ve myoid hiicreler
gibi farkl: hiicre tipleri de bulunur [24].



Sekil 2.3. Timusun histolojik goriiniimii. Soldaki sekilde, cogunlukla lenfositlerden olusan
(timositler) korteks ve i¢ kisimda cogunlukla epitel hiicrelerden olusan medulla
kisimlart  goriilmektedir (100X biyiitme, H-E boyama). Sagdaki sekilde,
medulla’daki yuvarlak, keratinize Hassal cisimcikleri oklarla gosterilmistir (400X
biiyiitme, H-E boyama) [24].

2.2.2. Timusun Fonksiyonu

Timus, dolasimdaki T lenfositleri olusturan, dolayistyla hiicresel immunitede
onemli rol alan bir lenfoid organdir [24]. Timositlerin olgunlagsmasi, timusun
yapisindaki epitel hiicreler tarafindan iiretilen cesitli indiikleyici, hormonal ve
proliferatif sinyaller araciligiyla gergeklesir. Yasamin birinci yilinda bu yolla iiretilen
T hiicre repertuari, normal sartlarda yasam boyu korunabilir, ve viicuda gerekli olan
normal T hiicre populasyonu timusun yoklugunda dahi saglanabilir. Insanda yas
ilerledikge timustan siirekli olarak saglanacak T hiicre katkisina olan ihtiya¢ azalsa
da, timusun insan yasami boyunca T hiicre farklilagmasi ve olgunlasmasinin
gerceklestigi organ olarak fonksiyon gormeye devam edebildigi bilinmektedir [25].
Ornegin “yash timus”un, kemik iligi transplantasyonu sonrasi naif T hiicre
populasyonunun yerine konmasini indiikleyebildigi bildirilmistir [26].

Kemik iliginde tiretilen progenitér T hiicreleri, kemik iliginden timusa gog
eder. Timusta, T hiicre reseptorlerinin kodlandigi genom dizilerinde yeniden
diizenlenmeler meydana gelir ve ardindan self-reaktif T hiicre reseptorii olusturmus
olan, dolayistyla viicudun kendi hiicrelerine zarar verme potansiyeli olan timositler
klonal delesyon aracilifiyla apoptoza ugratilarak self-tolerans olusturulur. Timusa
gelen progenitdor hiicreler, multipotent O6zellikte olup farkli hiicrelere
farklilasabilirler. T hiicreleri, farklilasma asamalarindan timusun farkli bélmelerinde
ilerlerken gegerler. Bu siireg, perifere gonderilen T hiicrelerinin organizmanin kendi
Major Histokompatibilite Kompleksleri (MHC’ler) ile otoreaktiviteye yol agmayacak
seviyede interaksiyona girebilmesini saglar. Korteksten erken CD4'CD8" evrede go¢
ederler, ve kortikal epitel hiicrelerle etkilesime girmelerini takiben CD4*CD8" evreye
ilerlerler. Bu etkilesim ile bu hiicrelerin apoptoza ugramalari engellenir, ve
organizmanin kendi MHC’lerini ayirt edebilen T hiicrelerinin pozitif seleksiyonu



gereklesir. Hiicreler CD4" veya CD8" evreye farklilagtiginda, medullaya go¢ ederler,
ve burada dort giin kadar beklerler. Bu siirecin ilk iki gilinlinde, self-reaktif
timositlerin gerektiginde klonal delesyona ugratilabilmeleri i¢in bu hiicreler apoptoza
duyarli konumdadirlar. Bunu takiben son bir fonksiyonel olgunlasma evresi
sonrasinda, hayatta kalan hiicreler, lenf veya kan damarlar1 araciligiyla dolasima
girerler ve burada spesifik antijenler ile karsilagsmayi beklerler [27, 28]. Hiicre
farklilasmasinin basarili sekilde sonuglanmasi i¢in pozitif T hiicre seleksiyonunun
kalitesi ve spesifikligi dnemlidir.

T hiicrelerinin negatif seleksiyonunun, organizmanin kendi antijenlerine karsi
toleransli olan periferal T hiicre repertuarinin olugsmasi ve otoimmun hastaliklarin
Onlenmesi agisindan Onemi bilinmektedir. Bu siiregte otoreaktif T hiicrelerinin
eliminasyon mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. Negatif seleksiyonda 6nemli
oldugu diisiiniilen intraseliiler sinyal yollarinda, Nur-77 transkripsiyon faktori ailesi,
ve proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri olan Bim, Bax ve Bak gibi molekiillerin rol
oynadigi bildirilmistir [28]. Ayrica, TNF ailesi iiyesi bir¢cok sitokinin de, T
hiicrelerinin negatif seleksiyonunda rol oynayip oynamadiklar1 aragtirilmistir. Bunlar
arasinda CD30, TNF, Fas, ve TRAIL molekiilleri sayilabilir. Ozellikle Fas ve
TRAIL’1n bu siirecteki roliine yonelik celigkili bulgular vardir. Kishimoto ve
arkadaglari, yliksek intensiteli T hiicre reseptorii stimiilasyonunda Fas reseptoriiniin
rolii oldugunu savunmus [29], buna karsin Fas’in negatif seleksiyonda gerekli
olmadigina yonelik c¢alisma sonuglar1 bildirilmistir [30, 31]. TRAIL’in da bu
siirecteki rolii tartismalidir.

2.2.3. Timusta Yasa Bagh Degisimler

Timusun embriyonik donemdeki gelisimi, 6. gestasyonel haftada baslar.
Dokuzuncu gestasyonel haftaya kadar tamamen epitelyal yapidadir. Onuncu haftada,
fetal karaciger ve kemik iliginden go¢ eden kiiciik lenfoid hiicreler, bezin
lobulasyonunu olusturur. Korteks ve medulla kisimlarina farklilasma 14-16.
haftalarda tamamlanir. Dogumdan 6nce viicut agirligina oranla en yiiksek agirligina
ulagan timus, dogumda ortalama 10-15 g agirligindadir (Sekil 2.4) [24]. Timusun
agirhigit dogumdan sonra artarak 7-12 yaslar arasinda yaklasik 2 katina ulasir ve
ergenlikte en yliksek mutlak agirligina gelir. Bir yetiskinde ortalama timus agirlig1 25
gr olup kapladig1 hacim 25cm”’diir. Erken yaglarda kan damarlar1 yoniinden zengin
olan timus, pembe-sar1 renkli ve piramidal yapidadir. Ileri yaslarda yag miktarmin
birikmesi ile rengi sarilasir. Perivaskiiler alanlarin ¢ogu adipoz ve fibréz doku ile yer
degistirir. Oyle ki, 50 yasindaki bir yetiskinde toplam timik hacmin %80’inden
fazlas1 yag dokusundan olusur. Erigkin donemde iiretilen T hiicrelerinin, uyarilara
geng bireylerde liretilenler kadar etkili cevap veremedigi bilinmektedir. Bu donemde
daha ¢ok aktive olmus ve hafiza T hiicrelerinin sayisinda artis tanimlanmaktadir [32].

Timustaki bu degisimlerin, yasa bagli olarak noroendokrin-timik
etkilesimlerin bozulmasi ile ortaya ¢iktig1 ileri siiriilmektedir. Fonksiyonel glandular
dokuda meydana gelen ve genel olarak bezin toplam biiyiikliiglinde degisiklige
neden olmayan bu kayip, “involiisyon” olarak tanimlanir. Involiisyon sirasinda,
timusun epitelyal komponenti atrofiye ugrar, ve adipoz dokuda yayilmis kiigiik
lenfositler belirginlesir. Involusyonun aslinda dogumda basladigina ve yavas yavas



ilerledigine yonelik goriisler de mevcuttur. Bu siiregte bir dizi gonadal ve timik
hormonun gorev aldigi, bunun yaninda g¢esitli sitokinlerin de etkili oldugu
bildirilmistir [32]. Timusun yapisinda zamanla meydana gelen bu degisiklikler,
“normal timus” taniminin da yasa bagli olarak degismesine neden olmaktadir.
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Sekil 2.4 Timusta yasa bagli degisimler [32].

2.2.4. Timik Patolojiler

2.2.4.1 Kistler

Timik timorlerin yaklasik %10’u timik kistlerdir. Bunlar boyun ve diyafram
arasinda herhangi bir bolgede gelisebilirler ve genellikle asemptomatiktirler. Her iki
cinsiyette de esit oranda goriiliirler. Timik kistler dogustan mevcut olabilir, veya
sonradan gelisebilir. Sonradan gelisen kistlerin inflamasyon veya timoma, Hodkin
lenfoma, veya timik karsinoma ile iligkili olma ihtimali daha yiiksektir. Makroskopik
goriinlimleri yuvarlak veya oval goriintiilii, multilokiiler veya unilokiiler olabilir,
beraberinde yagli timik dokusu bulundurabilirler [27].

Sekil 2.5.
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2.2.4.2. Hiperplazi

Timik hiperplazi histolojik ve morfolojik olarak timik mediiller hiperplazi
(gercek timik hiperplazi) ve folikiiler lenfoid hiperplazi olarak 2’ye ayrilir (Sekil
2.6). Gergek timik hiperplazide, timik dokuda agirlik artis1 gdzlenir. Idiyopatik
olabilecegi gibi, kemoterapi, steroid tedavisi, veya yaniklardan sonra da gelisebilir.
Folikiiler lenfoid hiperplazide timustaki lenfoid folikiillerin ve B hiicre
farklilagsmasinin gergeklestigi germinal merkezlerin sayisinda artis olur, bezin
blyiikliginde ise genellikle artis gbzlenmez. Bu hiperplazi tipi, en siklikla
myasthenia gravis ile iligkilidir; hastalarin %65’inden fazlasinda mevcuttur.
Myasthenia gravis yaninda, sistemik lupus eritematoz, romatoid artrit, skleroderma,
vaskulit, ve otoimmun tiroid hastaliklar1 gibi diger otoimmun hastaliklarla iligkili
olarak da ortaya cikabilir [27]. Her iki timik hiperplazide de, timus bezinin
makroskopik konfigiirasyonu, timomanin tersine korunur.
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Sekil 2.6 Timik hiperplazi. a) Folikiiler timus hiperplazisi (FTH) (40X biyiitme, H-E
boyama), b) Gergek timus hiperplazisi (100X biiyiitme, H-E boyama) [33].

2.2.4.3.Neoplazmlar

Timik Epitelyal Tiumorler

Timik epitelyal tiimorler, timoma ve timik karsinomalar1 igerir. Tim
mediasten kitlelerin %10-15’ini, tiim anterior mediasten Kkitlelerin ise %50’sini
olusturur. Cogunlukla 50-60 yas arasi bireylerde goézlenir. Bu tiimorlerde timik
kortikal epitel fonksiyonun korundugu ve T hiicre farklilagsmasinin devam ettigi,
ancak Ozellikle T hiicrelerinin negatif seleksiyon mekanizmasinda defekt oldugu
bildirilmistir. Negatif seleksiyon mekanizmasindaki hasara bagli olarak elimine
edilemeyen otoreaktif T hiicrelerinin MG fenotipinin ortaya ¢ikmasinda rol oynadigi
diistiniilmektedir. Myasthenia gravis hastalarinin %10-15’inde timoma gdzlenir.
Timomalar, invaziv ve non-invaziv olmak iizere ikiye ayrilir. Diinya Saglik
Orgiitii'ne (WHO) gére lenfosit sayisi ve epitel hiicre igeriklerine gére A, AB, B, B1,
B2, ve B3 olarak simiflandirilirlar (Sekil 2.7) [34]. Bu smiflandirmada A ve AB
tipleri, genellikle klinik olarak benign olup smnirlidir. B tiplerinde ise (6zellikle
B3’te) invaziv olma olasili§i daha yiiksektir. C tipi timomalar ise malign 6zellik
gosterirler, hemen hemen her zaman invazivdirler, ve timik karsinomalar
tanimlamak i¢in kullanilirlar [24]. Bu karsinomlarda lenfosit miktar1 azalmais,
proliferatif aktivite artmistir. Timomalar ile kiyaslandiklarinda yiiksek rekiirans ve
diisiik sagkalim gosterirler. Timomalarin aksine, otoimmun hastaliklarla iligkileri
nadirdir.
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Nadir Timik Neoplazmlar

Timolipoma Nadir, yavas biiyliyen benign tiimdrlerdir ve tim timik
neoplazmlarin %2-%9’unu olustururlar. Histolojik yapilarinda yag dokusu ve timik
doku gozlenir. Myasthenia gravis, Graves hastalifi, aplastik anemi, ve diger bazi
hematolojik hastaliklarla iligkileri bildirilmistir. Myasthenia gravis ile iliskilendiren
timolipoma olgularinin oran1 yaklasik %10’dur.

Timik karsinoid Primer malign timik neoplazm tipidir. Tekrar olugsma ve
metastaz riski yiiksek oldugundan genellikle kotii prognoz gosterirler. Erkeklerde
kadinlara oranla 3 kat daha fazla goriiliirler.

Lenfoma Lenfomalarin timusa yayilabildigi, veya izole olarak timusla iliskili
oldugu bilinmektedir. Timik lenfomalarin biiyiik c¢ogunlugu Hodkin hastalig
seklinde kendini gosterir [34].

B EAGCORREIRE A Tr 3
Sekil 2.7. WHO smiflandirmasina gore farkli timoma tiplerinin histolojik goriintiileri A) Tip
A; B) Tip B; C) Tip AB; D) Tip B1; E) Tip B2; F) Tip B3

2.3. TRAIL

2.3.1. Genel Ozellikleri

TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL), 1995 yilinda iki ayr1 grup
tarafindan tanimlanan bir transmembran proteindir [35, 36]. Amino asit dizisi TNF-
alfa’ya %23, Fas-liganda ise %28 benzerlik gosteren TRAIL, 281 amino asit kodlar
ve 32 kDa agirligindadir [37]. Bir veya iki reseptorii olan FasL veya TNF-alfanin
aksine, TRAIL 1n baglanabildigi 5 farkli reseptor vardir (Sekil 8). Bu reseptorlerin
ikisi (TR-1/DR4 ve TR-2/DRS5) oliim reseptoriidiir. Bu transmembran reseptorler,
sitoplazmik bolgede O6liim domainleri bulundururlar. TRAIL’1n bu reseptorlere
baglanmasiyla, hiicrede kaspaz bagimli apoptotik siirecin aktivasyonu gergeklesir.
TRAIL, yalanct reseptorler olarak adlandirilan TR-3/DcR1 ve TR-4/DcR2’ye
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baglandiginda ise, apoptotik yol indiiklenmez [38]. DcR1’in sitoplazmik bolgede,
apoptotik sinyali baslatan 6lim domaini bulunmaz, DcR2’nin sitoplazmik domaini
ise giidiiktiir ve fonksiyonel degildir. Osteoprotegerin ise, TRAIL 1n baglanabildigi
bir diger yalanci reseptordiir, ve TRAIL’in bilinen tek ¢oziilebilir reseptoriidiir.
TRAIL’1 kodlayan genin kromozomal lokalizasyonu 3q26’dir. TRAIL’mn dort
transmembran reseptdriinii kodlayan genler ise, 8p21-22 bolgesinde bulunur. Ote
yandan, TRAIL’1n baglanabildigi c¢oziilebilir reseptdr osteoprotogerini kodlayan
TNFRSF11BOPG geni, 8q24 bolgesinde konumlanmistir [39].
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TRAIL’1n bir hiicrede apoptozu indiikleyebilmesi i¢in, 6liim reseptorleri DR4
veya DRS5’e baglanmasi gerekir. Baglanmayi takiben TRAIL bir ¢inko atomu
etrafinda trimerize olur. Bunu reseptor trimerizasyonu izler. Reseptor trimerizasyonu
sonrasi, adaptor protein Fas-Associated Death Domain (FADD), reseptorlerin
intraseliiler 6liim domainlerine baglanabilir ve apoptotik yolu baslatici kaspaz 8’in
hiicre 6liimiinii indiikleyen sinyal kompleksine (Death-Inducing Signaling Complex;
DISC) dahil olmasinm1 ve aktivasyonunu tetikler. Cogu hiicrede, kaspaz 8 daha sonra
Bid molekiiliinii kirarak mitokondriyel apoptotik yolu indiikler (Sekil 9) [40].

TRAIL, DcR1 ve DcR2 yalanci reseptorlerine baglansa dahi apoptotik yol
indiiklenmez. DcR1’in sisteince zengin ekstraseliiler kismi, proapoptotik TRAIL
reseptorlerine benzerlik gosterir, ve plazma membranina, COOH-terminalinde
bulunan glikozil-fosfatidilinositol birimi ile baghdir. Ancak sitoplazmik bdlgede,
apoptotik sinyali baglatan 6liim domaini bulunmaz. DcR2’nin DR4 ve DRS ile
yiiksek benzerligi vardir, ancak sitoplazmik domaini giidiiktiir ve fonksiyonel
degildir. DcR1 ve DcR2’nin hiicre ylizeyinde yiiksek ekspresyonunun TRAIL’1n
apoptotik etkisine karsi dirence sebep olabildigi bilinmektedir. TRAIL 1n besinci
reseptOrii olan osteoprotogerin ise, osteoklastogenezi negatif olarak regiile eder, ve
¢oziilebilir bir molekiil olarak ortamdaki TRAIL molekiillerini baglamak suretiyle
TRAIL 1n etkisini azaltabilecegi diisiiniilmektedir [40].
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Sekil 2.9. TRAIL’1n indiikledigi sinyal yollar1 [41].

2.3.2. TRAIL’n Timusla Iliskisi

TRAIL’1n, TNF ailesi iiyesi diger 6liim ligantlarindan farkli olarak iki dnemli
ozelligi dikkat ¢ekmektedir. Oncelikle TRAIL, bircok kanser hiicresinde segici
olarak apoptozu indiiklerken, genel olarak normal hiicreler iizerinde apoptotik etki
gostermemektedir. TRAIL bu o6zelligi nedeniyle, kansere karst yeni ve/veya
biitiinleyici tedavi metotlarinda kullanimi glindemde olan 6nemli bir molekiildiir.
Ikinci olarak da, diger apoptotik molekiillerin ekspresyonlar: siki regiilasyon altinda
tutulup gegici olarak ifade edilirken, TRAIL ligand ve reseptorleri normal dokularin
biiylik cogunlugunda ifade edilmektedir. Bu durum, TRAIL 1n heniiz tanimlanmamis
farkli rolleri olabilecegini diisiindiirmektedir [42]. Nitekim Lamhamedi-Cherradi ve
ark., TRAIL ekspresyonunun olmadigi transgenik farelerde timosit apoptozunun
gerceklesmedigini, ve timik delesyonun indiiklenmedigini gdstermislerdir [43]. Bir
baska caligmada, bir sitidin analogu olan ve myelodisplastik sendromun tedavisinde
kullanilan 5-Azasitidin’in (5AzC), erigkin fare timositlerinde apoptozu indiikledigi,
bunu da TRAIL aktivasyonu yoluyla gerceklestirdigi gosterilmistir [44]. Bunun
yaninda, TRAIL eksprese etmeyen timositlerin mitokondri aracili apoptoza
duyarliliklarinin azaldigi bildirilmistir [45]. Ancak TRAIL baglanmasinin, timositler
tizerinde direk negatif seleksiyonu indiiklemedigi, TRAIL’mn mitokondriyel
apoptotik yollarin kontrolii ile timosit apoptozunu regiile edebilecegi ileri
siiriilmiistiir. Intratimik negatif seleksiyonun TRAIL aracili olarak gerceklesip
gerceklesmedigine yonelik celiskili bulgular olsa da, genel olarak bu siiregte
TRAIL’1n timosit sayilarinin regiilasyonunda heniiz tanimlanmamis farkli gorevleri
olabilecegi diislinlilmektedir [28, 46].

2.3.3. NFkB

Nuclear Factor kappa B (NFkB), inflamasyonda, ve dogal ve adaptif immun
sistemde rol alan Onemli bir transkripsiyon faktoriidiir. NFkB transkripsiyon
faktorleri, Rel protein ailesi iiyesi molekiillerden olusan dimerlerdir ve DNA’ya

14



baglanmada, dimerizasyonda ve IkB gibi inhibitor proteinlerle etkilesimlerde gorev
alan Rel homoloji birimleri ile karakterizedirler. IkB proteinleri, NFkB ile fiziksel
etkilesime girererek NFkB’nin niiklear lokalizasyon sinyallerini bloke eder ve NFkB
proteinlerini sitoplazmada tutar (Sekil 2.10). Bu sayede, NFkB’nin nukleusta gecici
ve kalict seviyelerini diizenler [47-49]. Dolayisiyla NFkB, uyarilmamis halde iken,
IkBo, IkBB ve IkBe inhibitdr proteinlerine bagli olarak sitoplazmada tutulur ve
bir¢ok hiicre tipinde, uygun uyari alincaya dek transkripsiyonel olarak inaktiftir.
Cesitli intraseliiler ve ekstraseliiler sinyaller, 1kB kinaz komplekslerinin (IKK)
aktivasyonunu saglar. IkB proteinleri, 6rnegin TNF gibi inflamasyon indiikleyici
sitokinlerin veya bakteriyel lipopolisakkaritlerin etkisiyle, N terminal bdlgelerinde
bulunan iki serin biriminden fosforillenir. [47-49]. IkB proteinlerinin fosforilasyonu,
hizli bir sekilde ubikuitinlenmelerine ve sonrasinda 26S proteazomlar tarafindan
parcalanmalarina yol acar. Bu sayede NFkB serbest kalir ve nukleusa go¢ ederek,
cesitli genlerin promotor ve enhancer bolgelerindeki kB elementlerine baglanarak
regiilasyon saglar [47-50].

2.3.4. NFkB’nin TRAIL Direncliligi ile Iliskisi

TRAIL 1n, bircok farkli kanser hiicresinde apoptozu se¢ici olarak indiikledigi,
ancak genel olarak normal hiicrelerde apoptotik etki gostermedigi bilinmektedir.
Normal hiicrelerin yanisira, 6zellikle ileri evrelerdeki bir¢ok kanser hiicresinde de
TRAIL direngliligi olabilecegi gosterilmistir. Hiicrelerde TRAIL’a direncliligin
aciklanmast i¢in iki farkli hipotez gelistirilmistir. Bunlardan birincisi, normal
hiicrelerde 6liim reseptorleri (DR4 ve DRY) ile rekabete giren yalanci reseptorlerin
(DcR1 ve DcR2) TRAIL ligantlarinin sayisini diisiirerek veya hiicre ici anti-
apoptotik yollar1 aktive ederek TRAIL’a direnglilige neden olabilecegini
savunmaktadir [51, 52]. Bugiinkii bilgilere gore, TRAIL’in 4 farkli transmembran
reseptorliniin her biri NFkB’yi aktive edebilmektedir. Ayrica, kanser hiicrelerinde
yalanc1 reseptorlerin sentezinin promotor hipermetilasyonu sonucu azaldigi
gosterilmistir [53]. Ikinci hipotez, TRAIL’ a direngli hiicrelerde apoptozu inhibe edici
molekiillerin sentezinin arttigin1 savunmaktadir. Bu hipoteze uygun olarak, bir
kaspaz 8 homologu olan c-FLIP’in (cellular FLICE Inhibitory Protein) TRAIL
aracilt apoptozu engelledigi gosterilmistir [54]. Ayrica, NFkB aktivasyonundaki
artisin, DcR1 reseptoriiniin ve anti-apoptotik Bcl-xL molekiiliiniin sentezini artirdigi
bildirilmistir [55-57]. NFkB yollarmin, ayn1 zamanda apoptozu inhibe edici cIAP
inhibitdr proteinlerinin sentezini de artirict etkisi gosterilmistir [58]. Bu bulgular
1s181inda, hiicre i¢i aktif NFkB sinyal yolunun en az dort farkli yolla hiicreleri
TRAIL’a direngli kilabilecegi goriilmektedir.
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MATERYAL VE METOD

3.1. Hasta Materyalleri

Calismamizda, Aralik 2005 ile Mart 2012 arasinda Akdeniz Universitesi
Hastanesi Noromuskiiler Hastaliklar Poliklinigine basvuran timik hiperplazili 5 ve
timomali 22 Myasthenia Gravis hastasina ait timus dokulari, ve yaslar1 12 ile 46
arasinda degisen 10 bireye ait normal timus dokular1 kullanildi (Tablo 3.1 ve 3.2,
Sekil 3.1). Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda parafine
gomiilerek arsivlenmis ilgili doku bloklarindan 5 mikron kalinliginda alinan kesitler,
Akdeniz Universitesi Gen ve Hiicre Tedavisi Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde
immunohistokimyasal boyama asamalarindan gecirildi.

Tablo 3.1. Calismada timus dokular1 kullanilan hasta gruplarina ait bilgiler. Antikor bilgilerine
ulagilamayan MG hastalar1 ve histolojik siniflandirma bilgilerine ulasilamayan
timomal1 hastalarda ilgili kisimlar bos birakilmustir.

HASTANO | CINSIYET | YAS ANTIKOR HISTOLOJIK [
SINIFLANDIRMA
TIMIK HIPERPLAZI

1 K 26 - -

2 K 34 AChR(+) -

3 K 35 AChR(+) -

4 E 30 - -

5 E 34 AChR(+) -

TIMOMA

1 K 34 - -

2 K 50 AChR(+) AB

3 K 65 AChR(+) -

4 K AChR/AntiMusK

34 -) B2

5 K 39 AChR(+) B3

6 K 36 AChR(+) -

7 K 76 - B2

8 K 67 AChR(+) -

9 E 48 AChR(+) B3

10 E 35 AChR(+) AB

11 E 49 AChR(+) Malign Timoma
12 E 34 AChR(+) -

13 E 67 - B2B3

14 E 49 AChR(+) -

15 E 46 - B2

16 E 54 - B2B3

17 E 64 - -

18 E 40 AChR(+) -

19 E 45 AChR(+) Kapsiilli, Sinirlt
20 E 65 - B2B3
21 E 61 AChR(+) -
22 E 49 AChR(+) Malign Timoma
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Tablo 3.2. Calismada timus dokular1 kullanilan kontrol bireylere ait bilgiler
BIREY NO. | CINSIYET | YAS
YASIYLA UYUMLU TIMUS
DOKUSU
1 K 25
2 K 17
3 K 42
4 K 12
5 K 30
6 K 18
7 K 44
8 K 42
9 K 41
10 E 46
2]
801
A
60- Al
—a=
° 2
g 40 oo A R
Asa
——
204 LIPS
°
C ) .l )
K3 i >
\;‘\& Q}Q\(b @06\
C Q S
N A\
S
Sekil 3.1. Hasta ve kontrol bireylere ait yas araliklarinin grafik halinde gosterimi.

3.2. TRAIL Ligand ve Reseptor Ekspresyonlarinin Immunohistokimyasal
Olarak Belirlenmesi

Kullanilan Antikorlar:

Primer Antikorlar

TRAIL Ligand ve Reseptor Primer Antikor Seti (ProSci, PSI1801) igerigi:
- TRAIL Antikoru (tavsanda gelistirilmis, poliklonal)

- DR4 Antikoru (tavsanda gelistirilmis, poliklonal)

- DRS5 Antikoru (tavsanda gelistirilmis, poliklonal)

- DcR1 Antikoru (tavsanda gelistirilmis, poliklonal)

- DcR2 Antikoru (tavsanda gelistirilmis, poliklonal)
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Sekonder Antikor
Tavsana karsi gelistirilmis [gG1 sekonder antikoru (Thermo 31548, HRP konjuge)

TRAIL ligandina yonelik primer antikor 1X Fosfat Tampon Solusyonu (PBS)
icinde 1/25 oraninda, TRAIL reseptorlerine yonelik primer antikorlar ise 1/50
oraninda sulandirilarak kullanildi. Sekonder antikor, 1/200 oraninda sulandirildi.

Kullanilan Solusyonlar:

Fosfat Tampon Soliisyonu (10X Phosphate Buffer Saline, PBS):

160 g NaCl (Sigma), 40 g KCI (Sigma), 57,6 g NaH,PO, (Sigma), ve 4.8 g
KH,PO, (Sigma) tartilarak 1,5 It distile suda (dH,0) ¢ozdiiriildii. Solusyonun pH’s1
10M NaOH ile pH 7.4’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 2 1t’ye tamamlanacak
sekilde dH,O eklendi ve stok soliisyon hazir hale getirildi. Deneysel asamalarda,
10XPBS’ten 100ml alinarak 1 It’lik hacime dH,O ile tamamlanarak hazirlanan
1XPBS soliisyonu kullanildi.

Sitrik Asit Soliisyonu:

2,1 g sitrik asit monohidrat (Sigma), 900 ml dH,O igerisinde ¢ozdiiriildii ve
10M NaOH ilave edilerek soliisyonun pH’s1 6’ya ayarlandi. Solusyonun toplam
hacmi dH,O ile 1 1t’ye tamamlandi.

Kromojen (Thermo):
Large Volume DAB (Diaminobenzidin) Substrate, DAB kromojen (Thermo)
ile 4:100 oraninda karistirilarak kullanildi.

UltraV Blok (Thermo):
Dogrudan ornekler iizerine uygulandi.

Peroksit Blok (Thermo):
Dogrudan ornekler iizerine uygulandi.

THERMO Shandon Finesse 325 Mikrotom Cihazi’nda 5 mikron kalinliginda
aliman kesitler, boyama islemlerine gecilmeden once en az 3 giin bekletildi.
Boyamalarin yapilacagr giin kesitler 1 ila 1,5 saat siireyle 60°C’de etiivde tutuldu.
Kesitler daha sonra %100’liik ksilolde iki kez 5’er dakika tutularak seffaflastirma
islemi gerceklestirildi. Rehidratasyon icin kesitler sirastyla %100, %90, %80, ve
%70’lik alkol serilerinde 5’er dakika, ve ardindan 5 dakika dH,O’da tutuldu.
Dokudaki antijenlerin aciga cikarilmasi amaciyla sitrat tamponu kullanildi. Bunun
icin, 500 ml sitrat tamponu i¢ine konulan kesitler, mikrodalga firinda 500W’de 6
dakika kaynatildi ve 30 dakika siireyle oda sicakliginda sogumaya birakildi. Kesitler
yeterince sogudugunda 2 kez 5’er dakika PBS ile yikama gerceklestirildi. Daha
sonra, kesitler nemli boyama kutusu i¢ine dizildi ve dokularin etrafi pap-pen ile
cizilerek smirlandirildi. Bu asamayi takiben dokularin lizerine peroksidaz eklendi ve
oda 1s1sinda 25 dakika bekletildikten sonra 2 kez PBS ile yikama yapildi. Daha sonra
dokularin iizerini kapatacak sekilde UV Block Solusyonu eklenerek 10 dakika oda
1s1sinda tutuldu. UV Block’un uzaklastirilmasi sonrasinda sulandirilan primer antikor
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eklendi ve gece boyu +4°C’de (buzdolabi ortaminda) birakildi. Primer antikor ile
inkiibasyon sonrasinda preparatlar 3 kez 5’er dakika PBS ile yikandi. Bunu takiben
sekonder antikor eklendi ve 1 saat siireyle oda sicaklifinda inkiibasyon
gerceklestirildi ve sonrasinda 3 kez 5’er dakika PBS ile yikama gerceklestirildi. Daha
sonra dokularin iizerine 1/25 oraninda sulandirilarak hazirlanan DAB soliisyonu
eklendi ve 3 dakika bekletildikten sonra dH,O ile yikama yapildi. Hiicre
cekirdeklerinin boyanmasi amaciyla preparatlar 10 saniye siireyle hematoksilene
daldirildiktan sonra distile su ile yikama yapildi. Kurumamasma 6zen gosterilen
dokular, daha sonra sirasiyla %70, %80, %90, ve %100’lik ¢ikis alkol serilerinden
gecirildikten sonra iki kez %100°lik ksilole daldirildi ve entellan damlatilarak
tizerleri lamel ile kapatildi.

3.3. TRAIL Ligand ve Reseptor Boyamalarinin Analizi

Dokulardaki TRAIL ligand ve reseptorlerinin ekspresyon oranlarinin
belirlenmesi i¢in, boyamalar yogunluk ve dagilim agisindan ayr1 ayr1 degerlendirildi
[60]. Toplam immun boyama skoru, yogunluk ve dagilim skorlariin toplami ile elde
edildi.

Boyanmanin yogunlugunun degerlendirilme sekli:
0, negatif

1, zayif

2, orta

3, giiclii

Dagilimin degerlendirilme sekli:
0, <%10

1, %10-40

2, %40-70

3,>%70

3.4. Aktif NFKB Oranlarinin Immunohistokimyasal Olarak Belirlenmesi

NFkB’nin p65 alt {nitesinin fosforilasyonunun, p65 transkripsiyonel
aktivitesini artirdig1 bilinmektedir. Fosforillenmis alt liniteye yonelik primer antikor
kullanilarak dokulardaki aktif NFkB oranlar1 belirlendi.

Primer Antikor

Primer antikor olarak, p-NFkB 65 (Ser 276): sc-101749 kullanildi. Serin 276
bolgesinden fosforillenmis NFkB’yi taniyan antikor, PBS ile 1/30 oraninda
sulandirilarak kullanildi.

Sekonder Antikor
Tavsana kars1 gelistirilmis IgG1 sekonder antikoru (Thermo 31548, HRP konjuge),
PBS ile 1/200 oraninda sulandirilarak kullanildi.

Kullanilan Solusyonlar ve Metodoloji:

Fosfat Tampon Soliisyonu (10X Phosphate Buffer Saline, PBS), Sitrik Asit
Soliisyonu, Kromojen, Ultra V Blok (Thermo), ve Peroksit Blok (Thermo), yukarida
TRAIL ligand ve reseptor antikorlari i¢in tamimlanan sekilde hazirlanmis ve
uygulanmustir.
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3.5. Aktif NFkB Boyamalarinin Analizi

Aktif Fosfo-p65 tinitesinin ekspresyon oranlari, sitoplazmik ve/veya niiklear
olarak pozitif sonu¢ veren hiicrelerin 400X biiylitmeli mikroskop alanda sayilan
toplam hiicrelere orani ile belirlendi.

3.6. Apoptotik Hiicre Oranlarinin Belirlenmesi icin TUNEL Uygulamasi

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated dUTP Nick End-Labeling
(TUNEL), DNA kiriklarmin in situ olarak saptanabilmesini saglayan bir yontemdir
[61]. Bu yontemde, apoptoza giden hiicrelerde meydana gelen DNA kiriklarindaki
serbest 3’-OH uclari, isaretli niikleotitlerle enzimatik olarak (terminal
deoksiniikleotidil transferaz aracilifiyla) tanimlanir. Tek zincirde veya ¢ift zincirde
mevcut olabilen bu kiriklar, ¢ogu zaman morfolojik olarak da ayirt edilebilen
apoptotik nukleus ve apoptotik cisimciklerde bulunurlar.

Kullanilan Kit:
ApopTag Plus Peroksidaz In Situ Apoptoz Belirleme Kiti, (Milipore, S7101)

Kit icerigi:
Stop Wash Buffer (Sonlandiric1 Yikama Tamponu)
1 ml tampon, 34 ml dH,O’da ¢6zdiiriilerek hazirlandi.

Reaksiyon Tamponu ve TdT Enzimi
77 wl reaksiyon tamponu ile 33 pl TdT enzim ependorf tiip igerisinde
karigtirilarak hazirlandu.

Anti-Digoksigenin Peroksidaz
Dogrudan ornekler lizerine, dokularin iizerini kapatacak sekilde uygulandi.

Dengeleme Tamponu
Dogrudan ornekler lizerine, dokularin tizerini kapatacak sekilde uygulandi.

DAB Substrat ve DAB Dilusyon Tamponu
147 pl DAB Diliisyon Tamponu 3pl DAB subsrat ile karistirilarak hazirlandi.

Kit icerigi disinda kullanilan solusyonlar:
Fosfat Tampon Soliisyonu (10XPBS)

117 g NaCl (Sigma), 55 g Na,HPO, (Sigma), 13.5 g KH,PO, (Sigma), 40 g
KCl (Sigma), 900 ml dH,0O’da ¢ozdiiriildii. Solusyonun pH’s1 10M NaOH ile pH
7.4’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 1 It’ye tamamlanacak sekilde dH,O eklendi
ve stok soliisyon hazir hale getirildi. Deneysel asamalarda, 10XPBS’ten 100ml
almarak 1 It’lik hacime dH,O ile tamamlanarak hazirlanan 1XPBS soliisyonu
kullanildi.

Proteinaz K
Yaklasik 2 mg proteinaz K (Sigma), 10 ml PBS icerisinde ¢ozdiiriildii ve 200
pug/ml stok hazirlandi. Deneyde kullanimi i¢in 1/10 sulandirildi.

Metil Yesili (Sigma)
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Metil yesilinin ¢ézdiiriilebilmesi i¢in 0.1M sodyum asetat hazirlandi. Bunun
icin, 136 gr sodyum asetat (Sigma) 80 ml dH,O’da ¢ozdiirtiliip pH’s1 glasiyal asetik
asit ile pH:4’e ayarlandiktan sonra dH,O ile 100 ml’ye tamamlandi. Bunu takiben
9%0.5 metil yesili, hazirlanan 0.1M sodyum asetat igerisinde ¢ozdiiriildi, ve 0.45 pl
filtreden gecirilerek kullanima hazir hale getirildi.

Hidrojen Peroksit (Merck)
Oda sicakliginda saklanan 4 ml %30 hidrojen peroksit (Merck) ile 36 ml PBS
karistirilarak toplamda 40 ml stok solusyon hazirlandi.

Parafine gomiilii dokulardan alinan 5 mikron kalinhigindaki kesitler,
boyamalar dncesinde 1.5 saat 60°C’de etiivde tutuldu. Seffaflandirma islemi igin iki
kez %100’liik ksilol’de 7’ser dakika tutuldu. Rehidratasyon iglemi i¢in %100’lik etil
alkol’de 5’er dakika tutuldu, ardindan da sirasiyla %95 ve %70 alkol serilerinde 3’er
dakika tutularak rehidratasyon islemi gergeklestirildi. Kesitler daha sonra 5 dakika
PBS’te yikandi. Ardindan dokularin etrafi pap-pen ile ¢izildi. Dokularin iizerine 20
pg/ml proteinaz K’dan 55 pl damlatilarak oda sicakliginda 17 dk bekletildi. Kesitler
daha sonra iki kez 2 dk dH,0’da yikandi. Bunu takiben kesitler %3’liik hidrojen
peroksit solusyonu iginde 5 dakika bekletildi. Kesitler 2 kez 5 dk PBS’te yikandiktan
sonra iizerlerine 75 pl dengeleme tamponu damlatildi ve ortalama 40 sn bekletildi.
TdT solusyonu orneklerin {lizerine 55 pl eklendi ve nemli kutu i¢inde 37°C etiivde 1
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, kesitler hazirlanan sonlandirici yikama
solusyonu i¢inde 10 dk bekletildi ve ili¢ kez 1’er dk PBS’te yikandi. Dokularin
tizerine oda sicakligina getirilmis antidioksigeninden 65’er pl konularak oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Daha sonra PBS ile dort kez 2’ser dakika yikandi.
Bu asamadan sonra, dokularin iizerine DAB solusyonu eklendi ve 5 dakika
bekletildi. Ornekler daha sonra iic kez 1’er dk dH,O’da bekletilerek reaksiyon
durduruldu ve metil yesili eklendi. Boyanin dokulara niifuz etmesi ic¢in 5 dakika
beklendi. Kesitler daha sonra on kez dH,O’da yikandi ve temiz dH,O ig¢inde 30
saniye tutuldu. Bunu takiben, 20 kez N-biitanole daldirilip ¢ikarildi ve ii¢ kez 2’ser
dakika ksilolde bekletildikten sonra 6rnekler entellan ile kapatildi.

3.7. TUNEL Boyamalarmin Analizi

Kullanilan Milipore marka ApopTag Plus Peroksidaz In Situ Apoptoz Tespit
kitindeki isaretleme yontemine bagli olarak pozitif reaksiyonlar 151k mikroskobu
altinda analiz edildi. Apoptotik indeks, boyanan hiicrelerin sayilan toplam hiicrelere
orani ile belirlendi. Bir hasta i¢in 10 farkli alan tarandi ve ortalama degerler elde
edildi. Analizlerde hiicrelerin apoptotik morfolojisi de dikkate alindi. TUNEL kiti ile
pozitif reaksiyon veren, ayn1 zamanda apoptotik morfoloji sergileyen hiicrelerde
boyama pozitif olarak degerlendirildi.

3.8. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz igin, SPSS istatistik programi kullanildi. Genel olarak,
normal dagilim gostermeyen grup skorlarimizin degerlendirmesinde, Kruskal-Wallis
testi ile varyans analizi yapildi, bunu takiben de Mann Whitney U testi ile, gruplarin
ortalama skorlar1, ikili gruplar halinde degerlendirildi. Istatistiksel agidan onemli
farkliliklarin giiven araliklar, sekil agiklamalarinda verilmistir.
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BULGULAR

4.1. Normal timus, timik hiperplazi, ve timoma dokularinda TRAIL ligand ve
reseptorlerinin ekspresyon oranlari belirlendi.

TRAIL ligand1 ve reseptorlerine yonelik antikorlar kullanilarak timik
hiperplazi, timoma, ve normal timus dokularinda immunohistokimyasal analizler
gerceklestirildi. Her ti¢ dokuda da TRAIL ligand ve reseptorlerinin belirgin oranlarda
sentezlendigi goriildii. Normal timus dokusunda 6zellikle TRAIL molekiiliiniin diger
markerlardan daha fazla eksprese edildigi gozlendi, ancak bu fark istatistiksel olarak
anlaml degildi (Sekil 4.1). Timik hiperplazi dokusunda DRS5 reseptoriiniin en yiiksek
oranda ifade edildigi, en diisiik oranda ifade edilen reseptdriin ise DR4 oldugu
gozlendi. Yalanci reseptorlerin de belirgin oranda ekspresyonu oldugu goriildii (Sekil
4.2). Timoma dokusunda ise her 5 marker’in ekspresyonunun da genel olarak yiiksek
seviyede seyrettigi belirlendi (Sekil 4.3).

NORMAL TiMUS
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Sekil 4.1. Normal timus dokusunda TRAIL ligand ve reseptorlerinin ekspresyon seviyeleri.

Hata gubuklari, £SEM degerlerini ifade etmektedir.
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Sekil 4.2. Timik hiperplazi dokusunda TRAIL ligand ve reseptorlerinin ekspresyon seviyeleri.
Hata gubuklari, £SEM degerlerini ifade etmektedir. IH: Immunohistokimya.
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Sekil 4.3. Timoma dokusunda TRAIL ligand ve reseptorlerinin ekspresyon seviyeleri. Hata
gubuklari, +SEM degerlerini ifade etmektedir.

4.2. DR4 o6liim reseptoriiniin timomada normal timus dokusuna kiyasla
anlamh oranda yiiksek ifade edildigi gozlendi.

TRAIL olim reseptorlerinden biri olan DR4’e kars1 kullanilan primer
antikorlar ile, bu molekiiliin normal timus, timik hiperplazi, ve timoma dokularindaki
ekspresyon oranlar1 belirlendi. Timik hiperplazi dokusunda elde edilen sonuglar ile
normal timus dokusunda elde edilen sonuglar karsilastirildiginda, DR4 ekspresyon
seviyesi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmedi. Timoma
dokusunda belirlenen DR4 oranlari ise, normal timus dokusunda belirlenen oranlara
gore anlamli derecede yiiksek bulundu (Tablo 4.1, Sekil 4.4).
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Tablo 4.1.

Test Statistics”

Dokulardaki DR4 ekspresyonunun istatistiksel degerlendirmesi. Solda,
timik hiperplazi ile normal timus dokusunda belirlenen DR4 ekspresyon
oranlariin, sagda ise timoma ile normal timus dokusunda belirlenen DR4
ekspresyonlarinin Mann-Whitney U Testi ile karsilastirma sonuglari

bulunmaktadir (p<0.05).

Test Statistics®

dr4_boyama dr4_boyama
Mann-Whitney U 21,000 Mann-Whitney U 53,500
Wilcoxon W 76,000 Wilcoxon W 108,500
Z -,522 Z -2,507
Asymp. Sig. (2-tailed) ,602 Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 679° Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,014°

a. Not corrected for ties.
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Sekil 4.4. Normal timus, timik hiperplazi, ve normal timus dokularinda DR4 ekspresyonlari.

Ust panelde (A) normal timus dokusu, (B) timik hiperplazi, (C) timoma
dokularindaki boyamalara iligskin temsili resimler goriilmektedir. Alt panelde,
immunohistokimyasal boyama sonuglarimin kantitatif analizi verilmistir. Hata

a. Not corrected for ties.

cubuklari, +SEM degerlerini ifade etmektedir. *p<0.05

25




4.3. DRS oliim reseptoriiniin, timik hiperplazi ve timoma dokularinda
normal timus dokusuna gore anlamh oranda fazla ifade edildigi gozlendi.
Normal timus, timik hiperplazi, ve timoma dokularindaki DRS ekspresyon

oranlari, immunohistokimyasal analizlerle belirlendi. Hem timik hiperplazi hem de

timoma dokularindaki DRS5 ekspresyonunun, normal timusa gore istatistiksel agidan
anlamli oranda yiiksek oldugu, ancak timik hiperplazideki farkin daha yiiksek
seyrettigi, ve istatistiksel anlamlilik agisindan giliven araliginin daha yiiksek oldugu

gozlendi (p<0.01) (Tablo 4.2, Sekil 4.5).

Tablo 4.2. Dokulardaki DR5 ifade seviyelerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi. Solda, timik
hiperplazi ile normal timus dokusunda belirlenen DRS ekspresyon oranlarinin, sagda
ise timoma ile normal timus dokusunda belirlenen DRS ekspresyon seviyelerinin
Mann-Whitney U Testi ile kargilastirma sonuglar1 bulunmaktadir.

Test Statistics” Test Statistics”
dr5 _boyama dr5_boyama

Mann-Whitney U 4,000 Mann-Whitney U 58,000
Wilcoxon W 59,000 Wilcoxon W 113,000
z -2,666 4 -2,291
Asymp. Sig. (2-tailed) Asymp. Sig. (2-tailed) m
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,008% Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,025%
a. Not corrected for ties. a. Not corrected for ties.
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Sekil 4.5. Normal timus, timik hiperplazi, ve normal timus dokularinda DRS ekspresyonlari.
Ust panelde (A) normal timus, (B) timik hiperplazi, (C) timomadaki boyamalara
iliskin temsili resimler goriilmektedir. Alt panelde, immunohistokimyasal boyama
sonuglarinin kantitatif analizi verilmistir. Hata g¢ubuklari, ZSEM degerlerini ifade

etmektedir. *p<0.05, **p<0.01
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4.4. Normal timus, timik hiperplazi, ve timoma dokularinda DcR1
reseptoriiniin sentez seviyesi acisindan anlamh fark gozlenmedi.

DcR1’e yonelik primer antikorlarla, normal timus, timik hiperplazi, ve
timoma dokularinda immunohistokimyasal analizler gerceklestirildi. Yalanci reseptor
DcR1’in, her {i¢ dokuda da belirgin oranda sentezlendigi gdzlendi, ancak yapilan
istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, {i¢ dokudaki ekspresyon oranlar1 arasinda
anlamli fark gbézlenmedi (Tablo 4.3, Sekil 4.6).

Dokulardaki DcR1 ekspresyon oranlarinin istatistiksel degerlendirmesi. Solda, timik
hiperplazi ile normal timus dokusunda belirlenen DcR1 ekspresyon oranlarinin, sagda
ise timoma ile normal timus dokusunda belirlenen DcR1 ekspresyonlarinin
kargilagtirilmasi amaciyla uygulanan Mann-Whitney U Testi’ne iliskin sonuglar
gozlenmektedir.

Tablo 4.3.

Test Statistics” Test Statistics”

dcr1_boyama dcr1_boyama
Mann-Whitney U 20,000 Mann-Whitney U 86,500
Wilcoxon W 65,000 Wilcoxon W 131,500
z -,344 z -,751
Asymp. Sig. (2-tailed) ,730 Asymp. Sig. (2-tailed) ,453
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,797° Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,483°

a. Not corrected for ties.

a. Not corrected for ties.
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Normal timus, timik hiperplazi, ve normal timus dokularinda DcR1 ekspresyonlari.
Ust panelde (A) normal timus, (B) timik hiperplazi, (C) timomadaki boyamalara
iliskin temsili resimler goriilmektedir. Alt panelde, immunohistokimyasal boyama
sonuglarinin kantitatif analizi verilmistir. Hata ¢ubuklari, +£SEM degerlerini ifade
etmektedir.

Sekil 4.6.
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4.5. DcR2 yalanc1 reseptor ekspresyonunun, timomada normal timus
dokusuna oranla daha yiiksek oranda ifade edildigi gozlendi.
DcR2 reseptoriine yonelik immunohistokimyasal analizler sonucu, timomada
DcR2 ekspresyonunun, normal timus dokusuna oranla daha yiiksek seyrettigi
gbzlendi. DcR2 ekspresyonu acisindan, timik hiperplazi ile normal timus dokusu

arasinda anlamli farklilik belirlenmedi (Tablo 4.4, Sekil 4.7).

Tablo 4.4. Dokulardaki DcR2 ekspresyon oranlarinin istatistiksel agidan karsilastirilmasi. Solda,
timoma ile normal timus dokusunda belirlenen DcR2 ekspresyon oranlarinin, sagda ise
timik hiperplazi ile normal timus dokusunda belirlenen DcR2 ekspresyonlarinin Mann-
Whitney U Testi ile kargilagtirma sonuglari bulunmaktadir.

Test Statistics” Test Statistics”
dcr2_boyama dcr2_boyama

Mann-Whitney U 45,000 Mann-Whitney U 46,000
Wilcoxon W 90,000 Wilcoxon W 61,000
z -2,556 z -,714
Asymp. Sig. (2-tailed) @ Asymp. Sig. (2-tailed) 475
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,013° Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,521%
a. Not corrected for ties. a. Not corrected for ties.
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Sekil 4.7. Normal timus, timik hiperplazi, ve normal timus dokularinda DcR2 ekspresyonlari.

Ust panelde (A) normal timus, (B) timik hiperplazi, (C) timomadaki boyamalara
iliskin temsili resimler goriilmektedir. Alt panelde, immunohistokimyasal boyama
sonuglarinin kantitatif analizi verilmistir. Hata g¢ubuklari, ZSEM degerlerini ifade
etmektedir.
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4.6. Normal timus, timik hiperplazi, ve timoma dokular1 arasinda TRAIL
ekspresyonu acisindan anlamh farkhihk gozlenmedi.
Her {i¢ doku tipinde de 6nemli oranda sentezlendigi belirlenen TRAIL
molekiiliiniin, dokulardaki ifade seviyesinin anlamli oranda farklilik gdstermedigi
goriildii (Tablo 4.5, Sekil 4.8).

Tablo 4.5. Dokulardaki ~ TRAIL  ekspresyon  oranlarmin  istatistiksel — yontemlerle
karsilagtirilmasi. Solda, timik hiperplazi ile normal timus dokusunda belirlenen
TRAIL ekspresyon oranlarinin, sagda ise timoma ile normal timus dokusunda
belirlenen TRAIL ekspresyonlarinin Mann-Whitney U Testi ile karsilastirma
sonuclar1 bulunmaktadir.

Test Statistics” Test Statistics®
trail_boyama trail_boyama

Mann-Whitney U 6,500 Mann-Whitney U 45,500
Wilcoxon W 16,500 Wilcoxon W 255,500
V4 -,912 Z -317
Asymp. Sig. (2-tailed) ,362 Asymp. Sig. (2-tailed) ,751
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,413% Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,767°
a. Not corrected for ties. a. Not corrected for ties.
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Sekil 4.8. Normal timus, timik hiperplazi, ve normal timus dokularinda TRAIL ekspresyonlari.

Ust panelde (A) normal timus, (B) timik hiperplazi, (C) timomadaki boyamalara
iligkin temsili resimler goriilmektedir. Alt panelde, immunohistokimyasal boyama
sonuglarinin kantitatif analizi verilmistir. Hata g¢ubuklari, ZSEM degerlerini ifade
etmektedir.
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4.7. Timik hiperplazi ve timoma dokularinda NFkB molekiiliiniin
fosforillenmis aktif formuna rastlanmada.

Nuclear Factor kappa B (NFkB) molekiilii, uyarilmamis halde iken hiicre
sitoplazmasinda inaktif halde bulunan bir transkripsiyon faktoriidiir. Aktive
oldugunda nukleusa gecer ve burada immiinite, biiylime, inflamasyon, ve apoptozu
denetleyen 200’{in {izerinde genin transkripsiyonel regiilasyonunu gerceklestirir [62].
Dokularda aktif (fosforile) NFkB oranlarinin belirlenmesi amaciyla, fosforile p65
initesine kars1 antikorlar kullanilarak immunohistokimyasal analiz yapildi.
NFkB’nin stirekli aktif konumda oldugu bilinen meme kanser dokusunda aktif
NFkB’ye yonelik boyamalar gergeklestirilerek pozitif kontrol olusturuldu (Sekil 4.9).
Ayni sartlarda yapilan immunohistokimyasal deney ve analizler, timik hiperplazi,
timoma, ve normal timus dokularinda NFkB’nin aktif halde bulunmadigin1 gosterdi
(Sekil 4.10).

Sekil 4.9. Pozitif kontrol olarak meme dokusunda NFkB ekspresyonunun gosterilmesi. A)
200X biiyiitme, B) 400X biiyiitme.

Sekil 4.10. Farkli dokulardaki NFkB boyamalarmin sonuglari. A) Negatif kontrol, B) Timik
hiperplazi, C) Timoma, D) Normal timus dokusunda gergeklestirilen aktif NFkB
boyamalarina yonelik temsili resimler goriilmektedir.
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4.8. MG hastalarimin timus dokularindaki apoptotik indeks, kontrol timus
dokularina oranla daha yiiksek bulundu.

Timik hiperplazili ve timomali Myasthenia Gravis (MQG) hastalarinin timus
dokularinda ve normal timus dokularindaki apoptotik hiicre oranlarinin
belirlenebilmesi, ve bu oranlarin TRAIL ligandinin ekspresyon oranlari ile olast
korelasyonlarinin arastirilabilmesi i¢in TUNEL testi yapildi (Sekil 4.11). Verilen
degerler, 5 timik hiperplazi, 19 timoma, ve 5 normal timus dokusundan elde
edilmistir. Normal dagilim gostermeyen grup skorlarmin degerlendirmesinde,
parametrik olmayan tek yonlii varyans analizi (Kruskal-Wallis) testi uygulandi. Bunu
takiben, gruplar arasinda iki ortalama deger arasi farkin degerlendirilmesini saglayan
Mann-Whitney U testi uyguland:. Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, timik
hiperplazili grup ile kontrol grubu arasinda, ve timomali grup ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriildii (sirasiyla p=0,045; p=0.002).
Timoma ile normal timus dokusu arasindaki istatistiksel fark, timik hiperplazili
hastalara gore daha belirgindi (Tablo 4.6, Sekil 4.12). Timik hiperplazi ile timoma
arasinda ise, apoptotik hiicre orani agisindan anlamli fark gézlenmedi.

Sekil 4.11. Normal timus, timik hiperplazi, ve timoma dokularindaki apoptotik hiicrelerin
gosterilmesi. A) Normal timus dokularinda gerceklestirilen TUNEL boyamalar: ile
iligskili Oornek resim B) Timik hiperplazili dokularda gerceklestirilen TUNEL
boyamalart ile iligkili 6rnek resim; C) Timomali dokularda gerceklestirilen TUNEL
boyamalart ile iligkili 6rnek resim
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Normal timus, timik hiperplazi, ve timoma dokularinda apoptotik hiicre oranlarinin

Tablo 4.6.
gosterilmesi. (A) Normal timus ile timik hiperplazi dokularindaki sonuglarin, (B)
Normal timus ile timoma dokularindaki sonuglarin, (C) Timik hiperplazi ile timoma
dokularindaki sonuglarin karsilagtiriimasi.
Test Statistics” Test Statistics”
A tunel B tunel
Mann-Whitney U 4,000 | | Mann-Whitney U 8,000
Wilcoxon W 25,000 | | Wilcoxon W 29,000
4 -2,008 1|2 -3,118
Asymp. Sig. (2-tailed) ,045 D] Asymp. Sig. (2-tailed) ,002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,052° | | Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] L0012
a. Not corrected for ties. a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: siniflandirma b. Grouping Variable: siniflandirma
Test Statistics”
C tunel
Mann-Whitney U 29,000
Wilcoxon W 44,000
Z -1,315
Asymp. Sig. (2-tailed) ,189
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,208°
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: siniflandirma
normal timus dokusu
timik hiperplazi
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Sekil 4.12. Normal timus, timik hiperplazi, ve timoma dokularinda apoptotik hiicre oranlarinin

grafik seklinde gosterimi. Timomali hastalardan alinan timus dokulari ile timik

hiperplazili hastalardan alinan timus dokularinda, normal timus dokularina oranla

apoptotik hiicre sayisinda

#p=0.045, **p=0.002
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4.9. Normal timus dokusundaki TRAIL ligand ekspresyon oranlari, apoptotik
hiicre oranlar ile korelasyon gosterdi.

Normal timus, timik hiperplazi, ve timoma dokularinda, apoptotik hiicre
oranlarinin TRAIL ligand ekspresyonu ile korelasyon gosterip gostermediginin
belirlenmesi i¢in Spearman Rho korelasyon testi uygulandi. Normal timus
dokusundaki TRAIL ligand ekspresyon oranlarin dokudaki apoptotik hiicre orani ile
korelasyon gosterdigi gozlenirken, timik hiperplazi ve timoma dokularinda benzer
bir korelasyona rastlanmadi.

Tablo 4.7.

Apoptotik hiicre oranlarimin TRAIL ekspresyon oranlari ile korelasyon dereceleri.
Birinci tablo normal timus dokusuna iligkin Spearman Rho korelasyon test
sonuglarint gdsterirken, ikinci tablo timik hiperplazi dokusunda elde edilen
sonuglarin, {igiincii tablo ise timoma dokusunda elde edilen sonuglarin korelasyon

degerlendirmelerini gostermektedir.

Correlations

tunel trail_boyama
Spearman's rho  tunel Correlation Coefficient 1,000 -,258
Sig. (2-tailed) ,742
N 6 4
trail_boyama Correlation Coefficient -,258 1,000
Sig. (2-tailed) 7421 .
N 4 5
Correlations
tunel trail_boyama
Spearman's rho  tunel Correlation Coefficient 1,000 775
Sig. (2-tailed) ,225
N 5 4
trail_boyama Correlation Coefficient 775 1,000
Sig. (2-tailed) ,225] .
N 4 4
Correlations
tunel trail_boyama
Spearman'srho  tunel Correlation Coefficient 1,000 ,349
Sig. (2-tailed) ,185
N 19 16
trail_boyama  Correlation Coefficient ,349 1,000
Sig. (2-tailed) ,185] .
N 16 20
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TARTISMA

Myasthenia gravis (MG), kas gli¢siizliigii ile karakterize olan otoimmun temelli
nadir bir néromuskiiler hastaliktir [1]. MG, hastalik belirtilerinin farkli yaslarda
ortaya ¢ikmasi, farkli otoantikor profillerinin gozlenmesi, ve hastaliga eslik eden
timik patolojiler dolayisiyla heterojen yapidadir [13]. Hastaligin gelisiminde dnemli
rolii oldugu diisliniilen timus, organizmada T hiicre repertuarinin olusturuldugu
kompleks bir organdir. Timusta olgunlasan timositler pozitif seleksiyonla perifere
taginirken, organizmanin kendi antijenlerini yiiksek afinite ile taniyan timositler ise
negatif seleksiyona ugrar ve apoptoz araciligiyla elimine edilir [28, 63].

MG hastalik siirecine siklikla timik hiperplazi (%40-70) ve timomanin (%10-
15) eslik ettigi, ve timektominin birgok hastada semptomlarin gerilemesini sagladig:
bilinmektedir. Ancak timusun MG gelisimindeki roliine yonelik mekanizma heniiz
tam olarak acgikliga kavusturulamamistir, ve timusun hastaligin hangi evresinde
onemli oldugu bilinmemektedir. Timusta MG siirecinde normal timusa kiyasla
belirlenebilecek her farklilik, bu siirecin anlasilmasina katkida bulunacaktir. Bu
nedenle calismamizda normal timus yaninda, timik hiperplazili ve timomali MG
hastalarindan alinarak arsivlenmis olan timus Ornekleri kullanilarak, timus
biyolojisinde ve MG gelisiminde 6nemli rolii oldugu disiiniilen TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand’in (TRAIL) ve transmembran reseptorlerinin ekspresyon
profilleri belirlendi. Insan organizmasi i¢in énemli diger biyolojik molekiiller gibi,
immun sistemde dnemli gorevleri olan TRAIL 1n fonksiyonunun da farkli hiicrelerde
farkl1 zaman ve kosullara gére degismesi, kendisinin ve reseptorlerinin ekspresyon
seviyelerindeki degisiklikler ile yakindan iligkilidir. Gerek farkli hastaliklarin olusum
mekanizmasinin daha iyi anlasilabilmesinde, gerekse TRAIL molekiiliinii igeren
terapotik yaklasimlarda, bu molekiiliin ve ilgili reseptorlerinin ekspresyon diizeyleri,
ozellikle TRAIL’in fonksiyonlarimi indiikleyen veya inhibe eden molekiillerle
birlikte degerlendirildiginde anlamli olmaktadir.

Bircok kanser hiicresinde secici olarak apoptozu indiikledigi bilinen, sitotoksik
T hiicreleri ve dogal 6ldiiriicii hiicreler tarafindan hedeflerini elimine etmek icin
kullanilan TRAIL’1n farkli dokularda heniiz tanimlanmamis rolleri olabilecegi
diisiiniilmektedir [42]. Bunun en 6nemli nedeni, bu molekiiliin hem ligand hem de
reseptOr seviyesinde normal dokularin biiylik ¢ogunlugunda ifade edilmesidir. Buna
z1t olarak, TNF ailesinin diger iiyeleri, dokularda genellikle gecici olarak ve siki
regiilasyon altinda ifade edilir. Ornegin TRAIL 1n, primer insan vaskiiler endotel
hiicrelerinde (HUVEC) proanjiyogenik etki gosterdigi [64], Akt ve ERK yollarini
aktive ederek sagkalimi ve proliferasyonu indiikledigi gosterilmistir [65]. TRAIL 1n
timus biyolojisinde de heniiz agiZa cikarilmamis dnemli rolii olabilecegi, ozellikle
timosit sayilarmin regiilasyonundan sorumlu olabilecegi diisliniilmektedir [28, 46].
Normal timusta TRAIL 1n potansiyel rolii heniiz tartismalidir. Ancak 6rnegin TRAIL
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ekspresyonunun olmadigi knockout farelerde timosit apoptozu gerceklesmemistir
[43]. Ote yandan, timositlerde TRAIL baglanmast sonucu direk eliminasyon
gozlenmemekle birlikte, TRAIL eksprese etmeyen timositlerin mitokondri aracili
apoptoza duyarhiliklarinin azaldig: bildirilmistir [45]. Bunun yaninda, insan periferal
T hiicrelerinin TRAIL aracili apoptoza direngli oldugu, ancak timositler
uyarildiklarinda hiicre yiizeylerinde 6zellikle DR4 ve DRS o6liim reseptorlerinin
artistyla TRAIL aracili apoptoza duyarli hale gelebildikleri gozlenmistir [45].
Normal timusta TRAIL ligandinin ve 6lim reseptorlerinin belirgin oranda, ve orta
siddette ifade edildigini gozledik (Sekil 4.1). Bu gozlem, hiicrelerin TRAIL
araciligiyla apoptoza gittiklerini kanitlamamakla birlikte, TRAIL aracili apoptozun
bu dokularda miimkiin olduguna isaret etmektedir. TRAIL aracili apoptozu
engelleyen iki Onemli mekanizmadan biri, DcR1 ve/veya DcR2 yalanci
reseptorlerinin yiiksek oranda ifade edilmesi, digeri ise, hiicre i¢inde bir¢ok
antiapoptotik molekiiliin ekspresyonunu artiran NFkB molekiiliinlin aktivitesinin
yiiksek olmasidir [66]. Calismamizda, DcR1 ve DcR2 reseptorlerinin normal timus
dokularinda yiiksek ekspresyonuna rastlanmamig, bunun yaninda NFkB
antiapoptotik molekiiliiniin aktif halde bulunmadig1 goézlenmistir. Bu durum, TRAIL
apoptotik yolunun bu hiicrelerde agik oldugu, ancak belirli sartlarda gergeklestigini
diistindiirmektedir.

TRAIL’1n belli bir hiicrede apoptotik etki gostermesinde O6nemli bir etken,
hiicre yiizeyinde 6liim reseptorlerinin belirli bir oranda sentezlenmesi, bunun yaninda
yalanci reseptdr ekspresyonunun, 6liim reseptorlerinin etkisini bloke edecek kadar
yiiksek olmamasidir. MG hastalarinin 6nemli bir kisminda gozlenen folikiiler timik
hiperplazi, timustaki lenfoid folikiillerin ve B hiicre farklilagmasinin gerceklestigi
germinal merkezlerin sayisinda artig ile karakterizedir. Calismamizda, timik
hiperplazide TRAIL ligandinin ve tiim reseptorlerinin belirgin oranda sentezlendigi
gozlendi (Sekil 4.2). Ancak genel olarak DRS reseptoriiniin bu dokuda normal timusa
kiyasla istatistiksel olarak anlamli oranda fazla eksprese edildigi goriildii (Tablo 4.2,
Sekil 4.5). DRS o6liim reseptorii, TRAIL’1n apoptotik fonksiyonu i¢in 6nemli bir
reseptordiir. Oyle ki TRAIL’a direngli olan bir¢ok kanser dokusunda, DRS5’in
ekspresyonunu artiran ajanlarimn, kanser hiicrelerindeki TRAIL direngliligini
kirabildigi/TRAIL’a duyarlilig1 artirabildigi gézlenmistir [67]. DRS reseptoriiniin bu
kadar yliksek oranda ifade edilmesi, ve yalanci reseptdr ekspresyonlarinin orta
diizeyde olmasi, bunun yaninda aktif NFkB ifadesine de rastlanmamis olmas1 (Sekil
4.10), bu dokuda TRAIL aracili apoptozun gergeklesebilecegini diislindiirmektedir.
Timik hiperplazide, timik atrofinin engellendigi, dolayisiyla aslinda normal siirecte
isleyen apoptotik yolaklarda defekt olmas1 gerektigi diisiiniildiigiinde, bulgularimiz,
TRAIL yolaginin bu dokulardaki major apoptotik mekanizma olmadigin1 destekler
niteliktedir.

Calismamizda incelenen diger timik anomali, timomadir. Timomada kortikal
epitel fonksiyonun korundugu ve T hiicre farklilasmasinin devam ettigi, ancak
ozellikle T hiicrelerinin negatif seleksiyon mekanizmasinda defekt oldugu ve buna
bagli olarak, elimine edilemeyen otoreaktif T hiicrelerinin MG fenotipinin ortaya
¢ikmasinda rol oynadigi ileri siiriilmektedir [34]. Sonuglarimiz, timomada, genel
olarak TRAIL ligand1 ve tiim reseptorlerinin orta siddetin iizerinde ifade edildigini
gosterdi (Sekil 4.2). Normal timus ile karsilastirildiginda ise, DR4, DRS, ve DcR2
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reseptOrlerinin anlamli oranda yiiksek sentezlendigi gozlendi (Sekil 4.4, 4.5, 4.7).
TRAIL, immun sistemin Onemli bir komponentidir, ve 0&zellikle otoimmun
hastaliklarla iligkili ve infiltrasyonun mevcut oldugu doku degisimlerinde bu
molekiilde ve reseptorlerinde normal dokuya gore ekspresyon farkliliklarinin olmasi
beklenebilecek bir durumdur. Timoma da, timik hiperplazi de bu tanima uyan
anomalilerdir, ve buradan yola ¢ikilarak, bu dokularda normal timus dokusuna
kiyasla TRAIL ligand ve reseptor ekspresyonlarinda degisiklik olabilecegi
Ongoriilmiistiir. Bu mekanizmaya 6rnek olarak, tip 1 diyabet modeli NOD farelerde,
pankreatik adaciklarda hasar arttikga ve infiltrasyon ilerledikce TRAIL ve DcR1
yalanct reseptdriinde Onemli oranda artis gozlenmistir [68]. Bu durumun,
infiltrasyonda rol alan ve TRAIL sentezleyen T hiicrelerine karsi koruma
mekanizmasi1 olabilecegi ileri siiriilmistiir. Hiicre yilizeyinde TRAIL yalanci
reseptorlerinin  yliksek oranda bulunmasinin, 06liim reseptorlerinin  etkisini
azaltabilecegi bilinmektedir. Bunun yaninda, timomada da, TRAIL 1n etkisini bloke
edebilecek en 6nemli molekiillerden olan NFkB’nin aktif formu tespit edilememistir
(Sekil 4.10). TRAIL’1n bu sartlarda timomada apoptotik etkisinin olup olamayacagi,
fonksiyonel testlerle netlesebilecektir. Hiicre i¢i antiapoptotik yollarin apoptozu
inhibe edebilecek oranda aktif olmadigi hiicrelerde, TRAIL direncininin, hiicre
yiizeyinde sentezlenen Olim reseptorii oranlarinin artirilmas: ile, veya yalanci
reseptorlerin ekspresyonlarinin baskilanmasi ile kirilabildigi de bilinmektedir [69,
70].

Calismamizda, dokularda NFkB’nin aktif formuna rastlanmamasi, TRAIL
apoptotik yolunun aktivitesi ac¢isindan Onemlidir, c¢linkii NFkB, TRAIL 1n
indiikledigi apoptotik yollarin bloke edilmesinde en etkili molekiillerden biridir.
NFkB’nin, bir¢cok antiapoptotik molekiiliin sentezini artirdigi bilinmektedir. Bunlara
ornek olarak, bir kaspaz 8 homologu olan c-FLIP [54], DcR1 reseptorii ve anti-
apoptotik Bcl-xL. molekiilleri [55-57], ve apoptozu inhibe edici cIAP inhibitor
proteinleri [58] verilebilir. TRAIL molekiiliiniin ¢esitli kanser hiicreleri lizerindeki
etkisinin ve TRAIL’a direnglilik mekanizmalarinin arastirildigi ¢aligmalarda, ileri
evre prostat, meme ve akciger kanseri hiicrelerinde TRAIL’1n apoptotik etkisine
kars1 gozlenen direng hiicre ylizey reseptdrlerinin ekspresyon profiline [66, 71],
ve/veya NF-kB’nin hiicre i¢i aktivasyon diizeyinin yiiksek olmasina baglanmistir
[66]. Buna uygun olarak, 6rnegin TRAIL’a direngli hiicrelerde yiiksek ekspresyonu
gbzlenen DcR?2 yalanci reseptoriiniin ekspresyonu ilgili siRNA ile bloke edildiginde
[69, 70], veya NF-kB’nin aktivasyonundan sorumlu olan IKK enzimi adenoviral
vektor aracili gen aktarimi ile inhibe edildiginde, hiicrelerin TRAIL duyarlilig1
kazandig1 goriilmistiir [66, 72]. NF-kB anti-apoptotik yolu, TRAIL’in kendi
reseptorlerinin etkisi ile de aktive olabilmektedir. Oyle ki, her dért TRAIL
transmembran reseptOriiniin de NF-kB aktivasyonunda gorev alabildigi gortilmiistiir
[42, 73-75]. Calismamizda normal timus dokusunda da anomalili timus dokularinda
da NFkB’nin aktif formuna rastlanmamistir. Bu durum, TRAIL 1n olas1 apoptotik
etkisini bloke edebilecek en Onemli hiicre i¢i mekanizmanin aktif olmadigini
gostermistir.

Caligmamizda ayrica, timik hiperplazi ve timoma dokularinda apoptotik hiicre

oranlar1, normal timusla karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek bulundu (Sekil
4.11). Incelenen ii¢ doku tipi arasinda en yiiksek apoptotik indeksin timomada
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oldugu gozlendi. Bunun yaninda, normal timustaki apoptotik hiicre oranlar1 ile
TRAIL ekspresyonu arasinda korelasyon belirlendi (Tablo 4.7). Normal timusun,
yasa bagl olarak apoptotik mekanizmalar ile atrofiye ugradigi bilinmektedir. Ancak
bdyle bir mekanizmada, siirecin uzun yillara yayildigi, dolayisiyla apoptoz belirleyici
testlerle ancak incelemenin yapildigi anda tespit edilebilen apoptotik hiicre
oranlarinin sonuca yansiyacagl goz Onilinde bulundurulmalidir. TRAIL’1in farkli
sartlarda timik hasara neden olabildigi bilinmektedir. Ornegin farelerde allojenik
kemik iligi transplantasyonu sonrast TRAIL/DRS interaksiyonlarmin timik hasarda
major rol oynadigi gosterilmistir [76]. TRAIL 1n timositlerin negatif seleksiyonunda
ileri siiriilen regiilator rolii yaninda, timik atrofide de rolii olabilecegi diistiniilmelidir.
Normal timusta TRAIL ekspresyonunun yasa gore degisip degismedigi de bu
asamada Onemli olabilir. Calismamizda genel olarak degerlendirildiginde bu tiir bir
korelasyona rastlanmamistir. Ancak daha dogru bir degerlendirme, yakin yaslardaki
bireylere ait ornek sayilarinin arttirtlip gruplandirildiktan sonra karsilastirilmasi ile
miimkiin olabilecektir. Ote yandan, proliferasyon gerceklesen dokularda yiiksek
boliinme hizina diisiik veya yiiksek apoptotik indeksin eslik edebilecegi, ¢ogalan
hiicre oraninin apoptoza giden hiicre oranindan yiiksek olmasi ile hacimsel artis veya
belirli hiicre bdlgelerinde artis meydana gelebilecegi bilinmektedir. Ornegin kanser
dokusunda aoptotik indeks hasta prognozu ile iliskilendirilebilmektedir [77].
Calismamizda timik hiperplazi ve timoma dokularinda da yiliksek apoptotik indeks
belirlenmis, ancak apoptotik indeks TRAIL ekpresyonu ile korelasyon
gostermemistir. Bu durum, bu dokularda farkli apoptotik mekanizmalarin aktif
oldugunu diisiindiirebilir.

Bugiin cerrahi timektomiye alternatif olabilecek yeni “medikal timektomi”
yaklagimlarinin gelistirilmesinin, cerrahi timektominin dezavantajlarini da ortadan
kaldirabilecegi diisiiniilmektedir. Timus, eriskin yasamda apoptoz ile atrofiye olan,
dolayisiyla apoptotik olarak elimine edilme potansiyeli yiiksek olan bir dokudur. Bu
durum, TRAIL molekiilii kullanilarak gerceklestirilebilecek muhtemel bir “apoptotik
gen aracili medikal timektomi” uygulamasii akla getirmektedir. TRAIL 1n normal
sartlarda timositler lizerinde apoptotik etki gostermedigi bilinmektedir. Ancak,
TRAIL fizerine farkli alanlarda yapilan bircok c¢alisma, bu molekiiliin hiicreler
tizerindeki etkisinin, hiicre yiizeyinde eksprese edilen reseptdr miktarlarinin
degismesiyle, hiicre i¢i anti-apoptotik molekiillerin sentez diizeyinde meydana
gelebilecek farkliliklarla, bunun yaninda hedef hiicrelerin bulundugu mikrogevredeki
muhtemel degisikliklerle farklilik gosterebilecegini ortaya koymustur. TRAIL 1n,
TNFalfa ve FasL gibi diger TNF ailesi iiyesi apoptotik ligandlarin aksine sistemik
toksisiteye neden olmamasi, bu tip bir yaklasim i¢in uygun bir molekiil olmasini
saglamaktadir. Bu cergevede, TRAIL 1 timik hiperplazi ve timomadaki spesifik
etkisi, hiicresel fonksiyonel testlerle degerlendirilmelidir. Ozellikle timusa spesifik
gen aktarimi yapabilecek TRAIL kodlayan vektorlerin uygun hayvan modellerinde
denenmesi, bu yaklagimin uygulanabilirligi konusunda 6nemli oranda bilgi verici
olacaktir.
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SONUC

Calismamizda, normal timusta, ve Myasthenia Gravis’li hastalara ait folikiiler
timik hiperplazi ve timoma dokularinda TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand ve
transmembran reseptorlerinin  ekspresyon profilleri, ve antiapoptotik NFkB
molekiiliiniin aktif formu arastirilmig, bunun yaninda dokulardaki apoptotik hiicre
indeksleri belirlenmistir. Sonuglarimiz, dokularda belirlenen reseptor profilleri
acisindan, ve intraseliiler antiapoptotik NFkB aktivasyonun gdzlenmemesine
dayanilarak, normal timusta TRAIL 1n apoptotik yolunun agik olduguna, TRAIL 1n
timik atrofide rolii olabilecegine, ve timik hiperplazi ve timomada TRAIL ligand ve
reseptorlerinin  sentez profillerinin degisti§ine isaret etmektedir. Bu bulgular,
fonksiyonel ve in vivo testlerle birlestirildiginde, olast bir “TRAIL aracili medikal
timektomi” yaklasiminin uygulanabilirliginin degerlendirilmesinde bilgi verici
olabilecektir.
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