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TERIFLUNAMID’iN DENEYSEL MYASTENIA GRAViS MODELLERINDE
TERAPOTIK ETKISININ INCELENMESI

Emel KOSEOGLU

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyokimya Anabilim Dal
Doktora Tezi, Haziran 2021
Damisman: Prof. Dr. Sabahattin MUHTAROGLU

OZET

Myastenia Gravis (MG) egzersiz ile artan iskelet kasi giigstizliigii ile karakterize
otoimmun bir hastaliktir. Tedavisinde, mevcut ilaclara refrakter hastalarda fayda
saglayacak ve yan etkisi diisiik yeni ilaglara gereksinim duyulmaktadir. Bu yiizden yan
etkisi disiik bir immunomodulator ilag olan teriflunamidin tedavide faydali olma
potansiyelini diistinerek preklinik bir caligma yapmay1 amagladik.

Calismamizda aralikli olarak {i¢ kez asetilkolin reseptér (AChR) proteininin subkutan
enjeksiyonu ile deneysel MG fare modeli olusturduk. Ardindan farelerin bir kismina bes
hafta teriflunamid vererek (10 mg/kg/gun, intraperitoneal) ila¢ alan (n:21) ve almayan
hasta fare (n:19) gruplart olusturduk. Hasta gruplari ve saglikli kontrol grubunu (n:10)
birbirleriyle, klinik durum yoniinden karsilastirmanin yanisira dalak, lenf nodu ile timus
doku hiicrelerinde akim sitometrisi incelemeleri ile T hiicre, B hiicre ve sitokinler
yoniinden ve serumlarinda ELISA ydntemiyle yaptigimiz incelemelerle AChR’e karsi
antikorlar yoniinden karsilastirdik.

Calismamiz, teriflunamidin proinflamatuvar sitokin ve adaptif immunitenin olusmasi ile
ilgili sitokin Greten T hiicrelerinin, antikor lireten plazma hiicrelerinin sayisini azaltmak
ve muhtemelen yasam stiresi kisa plazma hiicrelerinin antikor liretmesini saglayarak
AChR’ye karsi olusan antikor profilini degistirmek gibi farkli mekanizmalarla klinik
olarak fayda sagladigimi gostermistir. Myastenik farelerde teriflunamid kullanimi ile
olusan antikorlarin IgG tipinden IgM tipine kayma egiliminde oldugunu gézlemledik. Bir
baska deyisle, teriflunamid IgG olusumu ile giden sekonder immuniteden, IgM olusumu
ile karakterize primer immuniteye immunolojik cevaplar1 degistirmekte, yani sekonder
immunitenin gelismesini engellemektedir. Bu sonuclarin, teriflunamidin insanlarda MG
tedavisinde faydali bir ilag olabilecegine isaret ettigini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Teriflunamid, myastenia gravis, anti-asetilkolin reseptdr antikorlart,

sitokinler, lenfositler
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THE INVESTIGATION OF THE THERAPEUTIC EFFECTS OF
TERIFLUNOMIDE IN EXPERIMENTAL MYASTENIA GRAVIS MODELS

Emel KOSEOGLU

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Biochemistry
PhD Thesis, June 2021
Supervisor: Prof. Dr. Sabahattin MUHTAROGLU

ABSTRACT

Myasthenia Gravis (MG) is an autoimmune disease characterized by skeletal muscle
weakness increased with exercise. In its treatment, there is a need for new drugs that will
benefit the in refractory patients to the existing drugs and have low side effects. Therefore,
we aimed to conduct a preclinical study considering the potential of teriflunomide, an
immunomodulatory drug with low side effects, to be beneficial in MG.

In this study, we created an experimental MG mouse model with three intermittent
subcutaneous injections of acetylcholine receptor (AChR) protein. Afterwards by giving
teriflunomide (10 mg/kg/day, intraperitoneal) to some of these mice for five weeks, we
formed groups of sick mice with medication (n:21) and without medication (n:19). We
compared the patient groups and the healthy control group (n:10) with each other in terms
of clinical status, as well as quantities of T cells, B cells and various cytokines in spleen,
lymph node and thymic tissue by means of flow cytometry investigations and also in
terms of anti AChR antibodies in their serum with ELISA analysis.

Our study showed that teriflunomide is clinically useful with various different
mechanisms, such as reducing the number of proinflamatuvar cytokine-producing T cells,
the number of T cells related to the formation adaptive immunity and the number of
antibody-producing plasma cells, and changing the antibody profile against AChR
possibly by causing short-lived plasma cells to produce antibodies. We observed that
antibodies generated in myastenic mice tend to shift from 1gG type to IgM type with its
use. In other words, it changes the immunological responses from secondary immunity
with 1gG formation to primary immunity characterized by IgM formation, preventing the
development of secondary immunity. We think that these results indicate that
teriflunomide may be a useful drug in the treatment of MG in humans.

Key words: Teriflunomide, myasthenia gravis, anti-acetylcholine receptor antibodies,

cytokines, lymphocytes
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1. GIRiS VE AMAC

Myastenia Gravis (MG) temel olarak antikorlarla yiiriiyen egzersiz ile ortaya ¢ikan veya
artan iskelet kas1 giigsiizliigii ile karakterize otoimmun bir hastaliktir. Sik goriilmemekle
birlikte bu hastalik gunlik aktiviteleri giiglestirmesi ve iyi tedavi edilmezse %10 olguda
solunum yetmezIligi ile karakterize myastenik krize sebebiyet verip hastanin hayatini

tehdit etmesi sebebiyle ciddi ve 6nemli bir néromuskuler hastaliktir (Howard, 2018).

Bu hastaligin nedeni, basta nikotinik asetil kolin reseptdrii (AChR) olmak iizere,
noromuskuler kavsak postsinaptik kas membranindaki hedef yapilara karsi gelisen
dolasimdaki antikorlarin kavsak yapilarina, direk baglanma ve kompleman vasitasiyla
zarar vermesidir. Giincel olarak bu hastaligin uzun dénem tedavisi, asetil kolin esteraz
inhibitorleri ile yapilan semptomatik tedavi ile son zamanlarda kullanilmaya baglanan
rituximab1 da igerir sekilde kortikosteroidler, azathioprin, mycophenolat mofetil gibi
immunsupresan ilaglar ile yapilan patogenetik tedavi birlikteligiyle yiiriitilmektedir
(Silvestri ve Wolfe, 2014; Sonkar ve ark., 2017). Biitiin bu tedavilere ragmen baz1 hastalar
siddetli kas giigsiizliigii ve tekrarlayan myastenik krizlerden muzdarip olmaktadirlar.
Ayrica immunsupresan ilaglarin uzun siire kullanimi hastalarda ciddi yan etkilere yol
acmaktadir. Sonug olarak mevcut ilaglara refrakter vakalara fayda saglayacak ve yan

etkisi diigiik olup uzun siireli kullanima elverigli yeni ilaglara gereksinim duyulmaktadir.

Bu amagla multipl sklerozda kullanilan yan etkisi diisiitk bir immunomodiilator ilag olan
teriflunamidin MG hastaliginda da faydali olma potansiyeli oldugunu diisiinerek
preklinik bir g¢alisma yapmay1 planladik. Bu ilag mitokondrial dehydroorotate

dehidrogenaz (DHO-DH) enzimini reversibl olarak inhibe ederek pirimidin sentezini



azaltan. DHO-DH inhibitori veya klinik olarak daha anlamli bir bi¢imde pirimidin sentez
inhibitdrii olarak tanimlanabilen bir ilagtir. Ila¢ pirimidin havuzunu azaltarak DNA
sentezini azaltir ve hizli boliinme 6zelligine sahip hiicreler olan T ve B lenfositlerin
aktivasyon ve proliferasyonunu bozar (Committee for Medicinal Products for Human
Use-CHMP, 2013). Ayrica yuksek konsantrasyonlarda insan T hicrelerinde purin
biyosentezini de bozarak T hiicrelerinin sinyalleri gibi ATP’ye bagimli islemleri de
azalttigr bildirilmistir (Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP),
2013).

Bu c¢alismamizda deneysel MG fare modeli olusturup bu farelerin bir kismina
teriflunamid vererek ilag alan ve almayan hasta fare gruplar1 olusturduk. Hasta gruplari
ve saglikli kontrol grubunu birbirleriyle, klinik durum yoniinden Kkarsilastirarak
teriflunamidin MG tedavindeki potansiyel Klinik etkisini degerlendirmeye calistik.
Ayrica deney sonunda hayvanlar sakrifiye ederek dalak, lenf nodu ve timiis doku
hicrelerinde T lenfositler, sitokinler, B lenfositleri degerlendiren akim sitometrisi
caligmalar1 yaparak ve serumda anti-AChR antikorlarin1t ELISA ydntemiyle inceleyerek
ilacin bu hastaliktaki immiinolojik etkisini ortaya koymak istedik. Calismamizin
sonuglariyla, teriflunamidin myastenik hasta insanlarda kullanim agisindan bir segenek

olma potansiyelini degerlendirmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Myastenia Gravis Hastahginin Genel ve Klinik Ozellikleri

Myastenia Gravis (MG) siddetli (gravis) kas (my) zayiflig1 (astenia) anlamina
gelmektedir. Hastaligin otoimmun tabiati, 1970’li yillarin baslarinda Patrick ve
Lindstrom’un (Geha ve Notarangelo, 2016) tavsanlar1 saflastirilmis Asetilkolin
reseptorleri (AChR) ile immunize ettiginde bu reseptorlere karsi antikorlar gelistigini
saptamasi ile ortaya ¢ikmistir. Bu tavsanlarda gozlenen diisiik kulaklar MG’li hastalarda
gbzlenen en karakteristik semptom olan g6z kapagi diisiikliigiine denk gelmektedir.
Ayrica, kisa bir zaman sonra, MG’ li gebe kadinlarin hastalig1 bebeklerine aktarmalari
sonucu birkag ay siirecek sekilde neonatal MG gelistigi, ve bu durumun anneden fetiise
gecen IgG tipindeki antikorlar nedeniyle olustugu tespit edilmistir. Zira plasentadan
gecerek anneden bebege aktarilabilen tek maternal serum proteini IgG’dir. Yakin
zamanlarda noromuskuler bileskedeki (neuromuscular junction: NMJ) muscle-specifik
kinaz (MuSK) ve lipoprotein-receptor related protein (LPR4) gibi baska postsinaptik
membran proteinlerine karsi olusan antikorlarla da bu hastaligin gelisebildigi

anlasilmistir (Geha ve Notarangelo, 2016).

MG, iskelet kaslarinda kuvvetsizlik ve yorgunlukla seyreden otoimmun néromuskuler bir
hastaliktir. Bu hastalikta néromuskuler iletim bozulmaktadir. Primer olarak postsinaptik
nikotinik AChR’lerine kars1 (%85) veya postsinaptik membrandaki baska proteinlere
kars1 gelistirilen antikorlar, postsinaptik kas membranini1 hasarlayarak veya normal

organizasyonunu bozarak NMJ’da sinirden postsinaptik kasa olan sinyal iletimini



engellerler (Gilhus ve ark., 2016; Higuchi ve ark., 2011; Hoch ve ark., 2001; Verschuuren
ve ark., 2013; Vincent, 2002; Zisimopoulou ve ark., 2014) (Sek.2.1).

MG patofizyoloji ve semptomlar yoniinden heterojen bir hastaliktir. Ana klinik semptom
olan kas kuvvetsizligi ve yorgunluk, parsiyel veya generalize olarak seyredebilir.
Semptomlar tipik olarak sabah uykusu sonrasi hafif, giiniin ilerleyen vaktiyle birlikte
siddetlenir tarzdadir. Kaslardaki kuvvetsizlik egzersiz ile artar, dinlenme ile azalir.
Semptomlar genellikle okiiler kaslarda baslar, bazi hastalarda okiiler kaslarda sinirl kalir,
cogu hastada ise iki sene igerisinde diger iskelet kaslarina yayilarak generalize giigsizlik
olusur. Bazi hastalarda ise MG yutma bozuklugu, fasial parezi gibi semptomlarla diger
kranial kaslarda baslar (Geha & Notarangelo, 2016).

Sinir terminali

Sinaptik vezikul
Asetilkolin ——pe . " Mitokondri
Kas membrani

AChR

Kas lifi

Sekil 2. 1. Noromuskuler kavsak.

Hastalik iki ayr1 yas grubunda baslangi¢ gostermektedir. Erken baslangigli (< 50 yas)
hastalarin ¢ogu kadindir, ge¢ baslangigli hastalarin (> 50 yas) ise ¢ogu erkektir. Klinik
olarak hastaligi, erken baslangigh, gec baslangichi ve timoma ile birliktelik gdsteren
hastalik seklinde gruplara ayirmak, arastirma ¢aligsmalarinda fayda saglamaktadir. Erken
ve gec baslangich tipler IgG AChR antikor karakteristikleri yoniinden benzerken,
birliktelik gosterdikleri HLA (Human leukocyte antigen) tipleri ve timik patolojileri



yoniinden farklilik gosterir (Compston ve ark., 1980). Erken baslangich tipte timik
hiperplazi gorulirken, ge¢ baslangich tipte goriilmemektedir. Bu durum farkli yas
baslangi¢lar1 olan hastalarda otoantikorlarin farkli patogenetik mekanizmalarla ortaya

ciktigini diisiindiirmektedir (Marx ve ark., 2015).

Son yillarda hastaligin patogenezi ve tedavisi hakkindaki artan bilgi, taninin erken
yapilmasini ve daha etkili tedavilerin uygulanmasini saglamis, bu sayede 6liim oranlari
dismiistiir (Grob ve ark., 2008). 1930’lu yillarda %70 olan 6liim orani, son yillarda
%10’un altina inmistir. Bununla birlikte hastaligin insidans1 10 kat fazlalasmis, yilda
1/200.000’den 1/17.000’e ¢ikmustir (Baggi ve ark., 2013; Mantegazza ve Antozzi, 2018).
Hastaligin prevalansi ise 1 milyon populasyonda 150-300°diir (Carr ve ark., 2010).

2.2. Myastenia Gravis Hastalhig1 Tedavisi

Kolinesteraz inhibitorleri, glukokortikoidler ve immunsupresanlar (6rnegin, azathioprin)
siklikla yeni MG tanis1 alan hastalarda ve hafif veya lokalize semptomlari olan hastalarda
birinci derecede tedavi olarak kullanilir (Gotterer & Li, 2016). Fakat hastalik, hastalarin
%30’unda bu tedavilerle kontrol altina girmemekte veya kotiilesmektedir (Silvestri ve
Wolfe, 2014; Sonkar ve ark., 2017).

Ayrica glukokortikosteroid ve azathioprin gibi immunsupresan ilaglarin uzun sire
kullanim1 diyabet, obezite, hipertansiyon, steroid bagimliligi, hepatik disfonksiyon ve
kemik iligi supresyonu gibi ciddi yan etkilere neden olmaktadir (Silvestri ve Wolfe, 2014;
Sonkar ve ark., 2017).

Rutinde kullanilan bu tedavilere yanit alinamayan durumlarda veya ilaglarin yan etkilerini
azaltmak amaciyla son yillarda tedavide yeni terapotik ilag arayisina girilmistir.
Simdilerde, immun sistemin AChR’iinli hasarlamasini engelleyen immunomodulator
maddeler Uzerine ¢aligmalar yapilmaktadir (Losen ve ark., 2008). Ayrica yine ayni
amagla birtakim biyolojik ajanlar (zerine c¢alisilmaktadir (Cai ve ark., 2019). Bu
baglamda, monoklonal anti-CD20 antikorlar1 (Rituximab, Obinutuzumab), anti-TNF
ajanlar (Etanercept, Infliximab, Adalimumab), anti-1L-6 resept6r antikoru, anti-B-lenfosit
stimulator antikor ve anti-C5 antikor (Eculizimab) tizerine aragtirmalar yurutilmektedir
(Cai ve ark., 2019). Nitekim bu ilaglardan Rituximab 6zellikle anti-MuSK antikoru olan

tedaviye direngli hastalarda kullanim alani kazanmistir (Anderson ve ark., 2016).



Eculizumab ise bir faz-III g¢alismasinda direngli hastalarda denenmek Uzere FDA
tarafindan onay almistir (L. Wang ve ark., 2019). Diger ilaglar ve alternatif farmositikler

tizerine ¢alismalar devam etmektedir.

Tedavide ayrica timektominin de yeri bulunmaktadir. Eger hastada timoma varsa
timektomi tumoérin buylmesini, invazyonunu ve metastazini engellemek amaciyla
kesinlikle yapilmas: gerekmektedir. Bu gibi vakalarda, timomanin ¢ikarilmasiyla
hastanin MG kliniginde bir diizelme olmamaktadir (Cosi ve ark., 1997).

Timektominin diger bir amaci, ilag vermeden veya ilag dozunu distirereck MG
hastalarinda remisyonu saglamaktir. Insanda timus dokusunda AChR antikorlarmnin
olustugu gbzoéniinde bulundurularak hiperplastik timusun c¢ikarilmasinin, hastaligin
gidisatina fayda saglayabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu konuda yapilan arastirma ve
incelemeler ile timektominin bazi hasta gruplarinda faydali olabilecegi sonucuna
varilmistir (Skeie ve ark., 2010; Wolfe ve ark., 2016). Bu konuda hala tartismali durumlar
olmakla birlikte, trans-sternal timektomi generalize, erken baslangigli, AChR antikoru
pozitif, son bes yil i¢cinde hastalig1 baglayan hasta grubuna onerilmektedir. Bu kosullar
disinda MG tedavisinde timektominin yeri belli degildir. Timektomiden sonra beklenen

iyilesmenin goriilmesi 1-2 yili alabilmektedir (Wolfe ve ark., 2016).
2.3. Myastenia Gravis Hastaligi Immunopatogenezi

MG, iskelet kaslarinda ndromuskuler bileskede postsinaptik kas membranindaki belirli
yapilara bagl gelisen antikorlar ile karakterize, néromuskuler ileti bozukluguna yol agan
bir otoimmiin hastaliktir. Burada aslinda esas anormallik kisinin kendi antijenlerine

yonelmis toleransin kirilmasidir (Hughes ve ark., 2004).

Bu hastaligin, farkli antigenlere karsi gelisen antikorlarla seyreden alt tipleri
bulunmaktadir. En sik goriilen MG tipi, hastalarin %85’inde gériilen nikotinik asetilkolin
reseptorlerine (n-AChR) kars1 gelisen antikorlarla karakterizedir (Vincent, 2002). Geri
kalan hastalarin bir kisminda muscle-specifik kinaz (MuSK) (%6) veya lipoprotein-
receptor related proteini (LPR4) hedefleyen (%2) antikorlar bulunur. Hastalarin bir
kisminda ise kanda dolagan bir antikor tespit edilememistir. Bu hastalar seronegatif MG
hastalar1 olarak adlandirilmaktadir (Hoch ve ark., 2001; Carr ve ark., 2010; Higuchi ve
ark., 2011; Zisimopoulou ve ark., 2014).



2.3.1. MG Hastalik Baslangi¢ ve Gelisim Siireci Hakkindaki Hipotezler

MG hastaliginin timusta azalan immun tolerans ile basladigi ve ardindan tip II
hipersensitivite reaksiyonlari ile anormal bir immun cevapla devam ettigi bildirilmektedir
(Phillips ve Vincent, 2016; Romi ve ark., 2017). MG hastaliginda hastanin kendi
antijenlerine karsi olan toleransinin nasil kirildigina dair sorular son yillarda yapilan
calismalarla agikliga kavusmaya baslamistir. Bu ¢alismalar sonunda viral enfeksiyonlar,
stres cevabi ve bunun gibi benzeri dis etkenlerle birlikte, intrinsik olarak timusta ana
olarak regulatuar T hiicrelerinin (reg T hicreleri) disfonksiyonu sebebiyle hastanin kendi
antijenlerine kars1 toleransinin (Self-tolerans) azaldigi ve kirilldigi saptanmustir.
Regulatuar T hucrelerinin disfonksiyonu, CD4+ T helper hiicre otoimmun aktivitesi
uzerindeki inhibisyonun azalmasima ve proinflamatuvar sitokinlerin interleukin-1 (IL),
IL-6, IL-17, interferon-gamma (IFN-gamma), tumor nekrozis faktori-alfa (TNF-alfa)
asir1 ekspresyonuna yol agarak hastada self toleransi kirmakta ve anormal bir immun
cevabin baglamasina neden olmaktadir (Gradolatto ve ark., 2014; Danikowski ve ark.,
2017; Gilhus ve ark., 2018).

Self toleransin kirilmasina ek olarak MG hastalarinda, artan CD4+ T helper hiicre
aktivitesinin timik epitel hiicrelerinde yer alan katlanmamis (unfolded) AChR’lerine kars1
immun cevap olusturdugu ve bu baglamda aktive olan CD4+ T helper hucrelerinin B
hiicrelerinin antikor iireten hiicrelere doniisiip AChR antikor salgilamalarina neden
oldugu bulunmustur. Bu antikorlarin ise erken baslangicli MG hastalarinda, insanlarda
timus medullasinda yer alan myoid hicrelerde bulunan (katlanmis) folded AChR’e kars1
da otoimmun reaksiyon olusturarak AChR-immunglobulin  komplekslerini irettigi
bildirilmektedir (le Panse ve ark., 2008). Olusan bu kompleksler, antijen prezente eden
hicrelerle, CD 4+ T helper hiicreleriyle ve B hicreleriyle etkilesime girerek daha fazla
AChR antikoru olusmasina neden olmaktadir. Bu antikorlar da kan yoluyla tasinarak
direk olarak NMJ postsinaptik membrandaki AChR’ine saldirmaktadir (Christadoss ve
ark., 2008; Tlzun ve ark., 2004). Fakat farelerde gelistirilen hastalik modellerinde timusta
hiperplastik degisikliklerin olmamasi burada sadece self tolerans mekanizmasinin
kirtldigini, timusta AChR’e karst immun cevap gelismedigini diisiindiirmektedir.
Nitekim, IL-17 null farelerde yapilan g¢alismalarda, Th17 hiicrelerinin AChR’e kars1
immun reaksiyon gelistirmekten ziyade farelerde AChR antijenine kars1 self toleransi

bozdugu sonucu ortaya c¢ikarmistir (Schaffert ve ark., 2015) (Sek.2.2). Erken yasta



baglayan MG tipinde self tolerans kirilmasmin primer veya sekonder olarak timusla
baglantili oldugu bildirilmekte, fakat yine de hastalikta rol oynayan hiicresel immdin
mekanizmanin tam olarak ortaya konamadigi diisiiniilmektedir (Phillips ve Vincent,
2016).

Hastaligin human I6kosit antijenleri (HLA) ile iliskisi de T hiicrelerine bagimli
patogenezi desteklemektedir. Timomasi olmayan 40 yas altindaki kadin hastalarda HLA-
Al, B8 ve DRw3 ve timomasiz 40 yas istii erkeklerde HLA-A3, -B7 ve -DRw2 daha

KiSiNiN KENDi
ANTIJENINE (AChR) KARSI
OLAN TOLERANSININ TiP 2 HIPERSENSITIVITE REAKSIYONU
AZALMASI VEYA
YOKOLMASI
]
\
0\ ‘
Timusta intrinsik faktorler T helper hticreleri Uzerindeki
inhibisyon ortadan kalkar. MHC 1I ile baglanan AChR
. i antijeninin, antijen prezente
it T. regulat'uar hiicrelerinin - - edegl hicreler taJraflgdan T
disfonksiyonu helper hiicrelere sunulmast
Proinflamatuvar sitokinler
asir1 eksprese olur. : i
B hiicrelerin
aktive olarak
> >» anti-AChR
antikorlari
uretmeleri

Dis faktorler insanlarda erken baslangigli

MG’te 8nce anti-AChR T helper hiicrelerinin
‘ antikorlart timustaki myoid # Urettikleri sitokinler yoluyla
hiicrelerde bulunan B hiicreleri aktive etmeleri

e Stres katlanmis (folded) AChR’e
} kars1 gelisir. Daha sonra kan
yoluyla taginan bu
antikorlardan, T hiicre- B
hiicre iliskileri ile daha fazla
antikor olusturulur.

o Viral enfeksiyonlar

Sekil 2. 2. MG immunopatogenezi.

yiiksek siklikta goriildigii bilinmekteydi (Hughes ve ark., 2004) Son yillarda yapilan
‘genom boyu iliskilendirme analizi’ (GWAS) ¢aligsmalar1 genetik yatkinlikla ve hiicresel
mekanizma ile ilgili faktorleri kesfetme siirecine yardimer olmaktadir. Kuzey Avrupa’da
649 hasta iizerinde yapilan bir GWAS caligmasinda, erken baslangicli AChR MG’te HLA
klas 1 bolgesi (6zellikle HLA-B*08) ve ‘Protein Tyrosine Phosphatase, Non receptor
Type 22 (PTPN22)’ genleriyle bilinen birlikteliklere ilaveten TNFAIP3-interacting
proteinl (TNIP1) geniyle olan yeni bir birliktelik ortaya konmustur (Gregersen ve ark.,

2012). Kuzey Amerika’da 1032 hasta iizerinde yapilan baska bir GWAS ¢alismasinda ise



erken ve ge¢ baslangigli MG hastalari birbirleriyle karsilastirilmig; her iki grupta farkli
haplotipler s6zkonusu olmakla birlikte HLA klas 2 bélgesi ile ve ‘cytototoxic T-
lymphocyte-associated protein 4> geni (CTLA-4: otoimmiin hastaliklarda rolii oldugu
bilinen bir T-hiicre membran proteini) ortak olarak tespit edilmistir. Geg baslangighi
hastalik tipinde ise ‘tUmor nekrozis faktor reseptor 4 super aile-1la Uye’ olarak
adlandirilan dendritik hiicrelerle T hiicreleri aras iliskilerde gorevli bir proteini kodlayan
gen ile birliktelik bulunmustur (Renton ve ark., 2015). Bu c¢alismalarin hastaligin
patogenezini daha iyi aydinlatmaya yardimci olacagi diistiniilmektedir (Phillips ve
Vincent, 2016).

MG’de self-toleransin kirilma mekanizmasindan sonra olaylarin devaminin Tip 2
hipersensitivite reaksiyonu tarzinda oldugu diisiiniillmektedir (Phillips ve Vincent, 2016).
Otoantikorlarin olusumu bu hastaligin B hiicresi ile medie bir otoimmun bozukluk
oldugunu gostermektedir. Hastalikta gorilen NMJ bozuklugu antikorlar yoluyla
olmaktadir. Fakat B hiicrelerinin antikor {iretmesi T hiicresine bagimli bir siire¢ olarak
gerceklesmektedir (Hughes ve ark., 2004; Phillips ve Vincent, 2016). Oncelikle self
antijene kars1 reaktivite gelistirebilmesi igin bu antijenin MHC-1I denilen molekile
baglanmasi gerekmektedir. Makrofajlarca fagosite edilen AChR reseptoru antijeni peptid
subkomponentlerine bolundr. Olusan antijenik fragmentler ile MHC-II birlesiminin,
makrofajlar ve antigen presente eden hiicrelerinin kendi yiizeylerine aktarilmasi sonucu
aktive olmalartyla sitokinler salinir ve bolgeye T hiicreleri ¢agrilir, gelen T hiicreleri CD3
kompleks ve CD4 molekuler reseptor bolgeleri sayesinde antijen kompleksini tanir.
Ozellikle CD4 T hiicreler patogenezde olaylar siiriikleyici rol alirlar. Aktive olan CD4 T
hlcreleri (T helper hicreleri) IFN gamma ve IL-17 sitokinlerini Gretir. Bu sitokinler de B
lenfositlerini stimule eder, aktive olan B hucreleri de fazlalasip kolonize olarak antikor
sentezleyen plazma hiicrelerine doniisiirler ve bdylece antikor iiretimi gergeklesir

(Phillips ve Vincent, 2016; Cai ve ark., 2019; Fichtner ve ark., 2020).

2.3.2. AChR-Myastenia Gravis Hastaligimin immunopatogenezinde Son Basamak

ve Antikorlarmm RolU

Bu tip MG hastaligi, 1gG1, 1gG2 ve IgG3 tipindeki antikorlarin NMJ’de olusturduklari
doku hasar1 ile meydana gelmektedir. Bu antikorlarin kaynaginin uzun siire yasamis

plazmositler oldugu bulunmustur. MuSK’ a kars1 gelisen antikorlarin ise ¢ogunlukla
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IgG4 tipinde olmalari, kisa yasam siireli plazmoblastlardan kaynaklanmalari ve NMJ’de
protein-protein etkilesimlerini bozarak etki gostermeleri AChR tipinden farklilik gosterir
(Stathopoulos ve ark., 2017).

AChR’ye kars1 olusan antikorlar ti¢ farkli mekanizma ile etki gosterir (Sek. 2.3). Bunlarin
ilki AChR inin fonksiyonel blokajidir. Antikorlar, reseptoriin kendisine veya yakinina

baglanarak ACh’nin reseptdre baglanmasin1 engeller. Bu mekanizma hastalik
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patogenezinde mindr rol oynamaktadir (Almon ve ark., 1974; Whiting ve ark., 1985; Hara
H ve ark., 1993; Ha ve Richman, 2015).

Ikinci mekanizma, antijen modilasyonu seklindedir. Bir AChR ye kars1 olusan antikor
iki tane AChR’line ¢apraz (kross) baglanma yapabilir. Antikorlarin, iki tane birbirinin

aynis1 agir-hafif zincir yapisindan olustugu ve iki tane antijen baglayan bolge ile esas
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etkileriyle ilgili bir tane stabil bolge igerdigi akla getirilirse bu baglanmanin nedeni
kolaylikla ag¢iklanabilir. Antikorlarin bu sekilde reseptorlere baglanmasi ile reseptorler
internalize olarak hiicre icinde lizozomlar ile degrade olur. AChR (Normalde farelerde
yaklasik 10 giin, insanlarda farkli laboratuvarlara gore 6-13 giin) yar1t omrii kisalir.
Boylece kompleman aktivasyonu gerekmeden noéromuskuler bileskedeki AChR sayisi

diiser (Drachman ve ark., 1978; Loutrari ve ark., 1992; Ha ve Richman, 2015).

Ucgiincii mekanizma, antikorlarin esas etkisiyle ilgilidir. IgG1 ve IgG3 yapisindaki bu
antikorlarin esas etkileri kompleman aktivasyonudur. Bu aktivasyon ile membran atak
kompleksi (MAC) olusur ve bu kompleks araciligiyla olusan kalsiyum influksu
membranda lokal hasara neden olur. Ardindan AChR’ {inii igeren membran pargasi
kalintilar1 sinaptik araliga atilir. Bu sekilde hasarlanan postsinaptik membranda, ACh’e
kars1 azalan bir cevap olusur. Ayrica postsinaptik membranin yapisindaki katlar azalir ve
sinaptik aralik mesafesi fazlalasir. BUttin bunlar sinirden kasa olan iletimi engeller (Engel
A G ve ark., 1977; Engel ve ark., 1979; Ruff ve Lennon, 2008; Ttuizun ve Christadoss,
2013). Olusan immun kompleksler AChR’lerine ek olarak yakin bolgedeki voltaj kapili
sodyum kanallarina da zarar verir. Bunun sonucu olarak ayrica kasta aksiyon potansiyeli
olusturmakla goérevli postsinaptik membran end plak potansiyelinin (EPP) esik degeri
yukselir (Phillips ve Vincent, 2016; Fichtner ve ark., 2020).

2.4. Asetilkolin Reseptoriiniin Yapisi, Gorevi ve Immunojenitesi

NMJ’nin postsinaptik kas membraninda yer alan AChR, iyonotrofik ligand kapili bir
transmembran reseptordir. Bes subunitten olugsan kuaterner bir glikoprotein yapisina
sahiptir. AChR eriskinlerde ve innerve kaslarda, 2a13151€; fetal ve denerve kaslarda ise
201181y formundadir. Bu subunitler farkli canli tiirlerinde homologtur. Her subunitin
dorder transmembran bdlgesi (M1-M4) bulunmaktadir. Bu durum hepsinin ortak bir
genden koken aldigin1 gostermektedir. Bu subunitler dairesel bir sekilde dizilirler
(Stickler ve ark., 2005; Cetin ve ark., 2020) (Sek.2.4).

Bu reseptorler, postsinaptik membranin yiizey alanini artiran yapist olan sekonder
sinaptik kivrimlar olarak adlandirilan kivrimlarin tepesinde yogunlasir (Ha ve Richman,
2015). Bu bolgede ayrica NMJ’1n normal gelisimi ve devamliligi ile ilgili MuSK (muscle
specific kinase), LRP4, rapsyn, agrin gibi bagka proteinler de bulunmaktadir. Bunlarin

birbirleriyle etkilesimi ile AChR dahil 6nemli postsinaptik proteinler kiimelesir ve bu
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olay normal NMJ fonksiyonu igin gereklidir (Hughes ve ark., 2004; Hajjar ve ark., 2014;
Ha & Richman, 2015).

AChR’nin ligandi ACh dir. Iki molekiil ACh, AChR’nin o subunitlerine baglanir ve
onlarla birlesir. Bu birlesmeden sonra AChR, ii¢ boyutlu bir konformasyonel degisiklige
ugrar. Reseptoriin ortasinda, membranda huni (funnel) seklinde bir agiklik olusur ve bu
aciklik i¢ ylzeyi negatif yukli bir katyon kanali olarak gérev gorir. Bir milisaniye kadar

acik kalan bu kanaldan Na iyonlar: hiicre i¢ine, K iyonlar1 ise hiicre disina alinir. Bu

Asetilkolin baglanma bolgesi
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Sekil 2. 4. Asetilkolin reseptdriiniin yapist

gecisler postsinaptik kas hiicresi membraninda ilerleme géstermeyen minyatir end plate
potansiyelinin (MEPP) olusmasini saglar. Pek ¢ok ACh molekulinin reseptorlere
baglanmasi sonucunda postsinaptik membranda daha biiyiik depolarizasyon olusturulur
ve end plate potansiyel (EPP) meydana gelir. Olusan EPP, membranda aksiyon
potansiyeli meydana getirir, ardindan postsinaptik membrandaki sekonder sinaptik
yarigin derinliklerinde voltaj kapili Na kanallar1 aktive olur ve yayilabilen bir aksiyon

potansiyeli (AP) olusur. Bu AP’nin kasin transvers tiibiillerine yayilmasi ile de voltaj
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kapili Ca kanallar1 aktive olur, sonugta hiicre i¢ine Ca iyonu akimi ile kas hiicresindeki

kontraksiyon mekanizmasi islev kazanir (Nicolle, 2016).

AChR’iiniin ACh’e baglanma ve anti-AChR antikorlarinin baglandigi ana immunojenik
bolgelerinin her ikisi de, alfa subunitlerin ekstrasellller ylizeye uzanan bélgesinde yer
almakla birlikte bu bolgelerin tam lokalizasyonlar1 birbirinden farklidir. AChR’e
baglanma bolgeleri tam olarak a1 ve 6 ile a2 ve € subunitleri arasinda yer alirken; AChR
antikorlarinin ¢ogu reseptdriin o subunitinin 67.-76. peptidleri arasindaki bdlgeye
baglanir (Lindstrom, 1980; Tzartos ve ark., 1987; Tzartos S J ve ark., 1988; Conti-
Tronconi ve ark., 1994; Vincent & Willcox, 1994).

AChR subunitlerinin ekstraselliiler yiizeyinde yer alan sekerler, hiicreden disariya dogru
100 Angstrom uzunlugunda uzanirlar ve kompleks dallanma gosterirler. Reseptoriin
hicre icine bakan yizeyinde ise reseptorii hlicreye capalayan sitoskeletal elemanlar yer
alir (Lindstrom, 1980; Stickler ve ark., 2005; Cetin ve ark., 2020).

2.5. Timus, Lenf Nodu ve Dalak immun Organlarinin immunolojik Olaylardaki

ve Myastenia Gravis Hastahigindaki RolU
2.5.1. Timus Organinin Myastenia Gravis Hastahigindaki RolU

Timus viicuttaki primer lenfoid organlardandir. T hicreleri (thymus cell lymphocytes)
timusta olgunlasir, yabanci hiicre ve maddeleri tanimay1 6grenir. T hucreleri, dogal
(innate) ve edinsel (adaptif) immun sistemdeki aktiviteleri koordine eder. Ayrica tim
viicudu dolagarak tiim hiicrelerin yiizeylerinde bir degisiklik olup olmadigini kontrol eder

ve degisiklik varsa bir adaptif immunolojik cevap baslatir (Thapa ve Farber, 2019).

MG patogenezinde timusun ayrica 0zel énemli bir rolii bulunmaktadir. Normal ve
myastenik kisilerde timik medullada kas benzeri (myoid) hiicreler bulunur ve bu
hiicrelerin yiizeyinde AChR’leri vardir. Bu hiicrelerin muhtemelen antijenik stimulasyon

sagladig1 diislinilmektedir (Vincent ve Newsom-Davis, 2007).

Erken baslangigli MG hastalariin %70’inin timuslarinda genel olarak hiperplazi olarak
ifade edilen belirgin yapisal degisiklikler saptanmistir. Bu degisiklikler follikiler
hiperplazi ile B hiicre ve antikor sentezleyen hiicrelerden olusan germinal merkez benzeri

yapilar olarak tanimlanmaktadir (Staber ve ark., 1975; Safar ve ark., 1987; Roxanis, 2002;
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Marx ve ark., 2013; Ha ve Richman, 2015). Hiperplastik timus, anti-AChR antikorlarinin
onemli bir kaynagidir (Hohlfeld ve Wekerle, 1994; Berrih-Aknin ve le Panse, 2014).
Ayrica MG’li hastalarin %10-20’sinde timoma ve timomal1 hastalarin %30-50’sinde MG
saptanmaktadir (Binks ve ark., 2016; Nicolle, 2016)

Bu hastalarin timuslarinda AChR’ye kars1 antikorlar ve aktive olmus B hiicrelerinin
bulunmasi, hiperplastik timusta AChR antikorlarinin yapiminin baglatilip stirdiiriildiigii
fikrini desteklemektedir. Bir¢ok calismada bu fikri destekleyen bulgular bulunmustur
(Fichtner ve ark., 2020). Bunlardan biri AChR MG’li hastalarin timusunun immun
yetmezlikli farelere aktarimi ile myastenik fare olusumudur. Timus dokusundan elde
edilen AChR’e 6zel B hiicrelerinin yapisal incelemesi bu hiicrelerin otoreaktif olduklarini
gostermektedir. Bu B hiicrelerinde goézlenen klonal heterojenite, tip degisimleri ve
somatik hipermutasyonlar antijene bagimli bir maturasyon varligini1 gostermektedir
(Cardona ve ark., 1995; Graus ve ark., 1997; Sims ve ark., 2001). Yani AChR
antikorlarinin ilk olarak salinmasi hiperplazik timustaki bu B hiicreleri tarafindan

gerceklestirilmektedir.
2.5.2. Timus Dis1 Diger Immiinolojik Organlarin Gorevleri

Timus ve kemik iligi, viicuttaki primer lenfoid organlardir. Bu organlar viicutta lenfosit
olarak isimlendirilen 6zel immunolojik hticrelerin Gretiminden sorumludurlar. Kemik
iligi, B ve T hucrelerini Uretir. B hiicreleri tamamen kemik iliginde olgunlasirken, T
hiicrelerinin olgunlagmasi timiiste gergeklesir. Timusta T hiicrelerine bir egitim verilerek
vucudun kendi antijenlerine zarar vermemesi, viicutta bulunmayan antijenleri taniyip

immun cevap olusturma yetenegi kazanmasi saglanir (Thapa ve Farber, 2019).

Primer lenfoid organlarda uretilen lenfositler sekonder lenfoid organlara gelir. T ve B
hlcrelerinin  primer aktivasyonlart veya daha Onceden aktive olmuslarsa bu
aktivasyonlarinin yikseltgenmesi sekonder lenfoid organlarda gergeklesir. Bu sistem lenf
nodu, dalak, peyer plaklar1 ve tonsil gibi organlar1 kapsar. Bu organlarda immunolojik
sistem asil gorevini gergeklestirerek diigman mikroorganizmalara ve yabanci antijenlere

kars1 immun cevap olusturur (Buettner ve Bode, 2012; Lewis ve ark., 2019).
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2.5.2.1. ‘Lenf Nodu’ nun immunolojik Hastahklardaki Rolii

Lenf nodunun immunolojik olarak fonksiyonu, kendisine akan lenfi filtreleyerek
antijenleri tespit etmek ve sonrasinda saptanan antijenler patojen ise immun cevap
olusturmak, eger zararsizsa tolerans mekanizmasii isletmektir (Sainte-Marie, 2010).
Ozetle, afferent lenfatiklerle gelen antijen yiikli dendritik hiicreler, tasidiklar1 antijenleri
lenf nodun parakorteks alaninda (T hiicre bolgesi) T hiicrelere prezente ederler.

Reseptorleri bu antijenle uyumlu T hicreleri, aktive ve prolifere olur.

Aktive olan bu T hicrelerinin bir kismin1 olusturan T helper hicreler, lenf nodunun
korteksine (B hiicre bolgesi) gelir ve B hiicreleri ile etkileserek antijene 6zgii B
hicrelerinin plazma hiicrelerine doniismesini ve antikor tiretmesini saglarlar. Daha sonra
aktive olan plazma hiicreleri, CD4+ ve CD8+ T hiicreleri gibi effektor hicrelerin timd,
lenf nodunun medullasina gider. Ardindan bu effektor hicreler, efferent lenfatikler veya
kan damarlar1 vasitasiyla lenf nodunu terk edip ilgili bélgelerdeki inflamasyon veya
tehlike altindaki yerlere gocerler. Bu goclislin, effektor hiicreler {izerinde bazi
molekdllerin up-regulasyonu ile muhtemelen ilgili adrese 6zel olarak yonlendirildigi ve
burada immiin cevap olusturuldugu diisiiniilmektedir (Ahrendt ve ark., 2008). Antijenlere
kars1 tolerans ise regulatuar T hiicrelerince yapilan diizenlemeler, delesyon veya anerji
gibi mekanizmalarla, T ve B hicreleri aktivasyonunun supresyonu sonucu gelismektedir
(Buettner ve Bode, 2012).

2.5.2.2. ‘Dalak’m immunolojik Hastahklardaki Rol{i

Sekonder lenfoid organlarin en bilyiigii olan dalak, hematopoez ve kirmizi kan Kireleri
ile trombositlerin yikimi diginda pek ¢ok immunolojik fonksiyon yiriimektedir. Dalakta
da lenf nodu gibi fonksiyon ve yap1 acisindan iki farkli boliim yer almaktadir. Kirmizi
pulpa ve beyaz pulpa olarak adlandirilan bu iki bolim arasinda, rodentlerde marginal
bolge, insanlarda ise perifollikuler bolge ile gegis saglanmaktadir. Dalakta sadece kan

dolagimi vardir, lenf noddaki gibi lenfatik dolagim yoktur (Lewis ve ark., 2019).

Kan dolagimindan gelen hucre-hiicre direk iligkisi kurulan antigenler, beyaz pulpada
periarteriolar lokalizasyonlu T hiicre bolgesindeki T hicrelerini (naif ve santral memory

hlcreler) aktive eder. Daha sonra bu hiicreler yardimiyla B hiicre bélgesindeki B hicreleri
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baskalasir ve sonugta olusan plazmoblastlar kirmizi pulpaya hareket eder (Nolte ve ark.,
2000).

Kirmiz1 pulpada beyaz pulpadan gelen bu plazmoblastlar plazma hucrelerine donerek
antikor tiretir, bu antikorlar kan dolasimina salinir. Kirmizi pulpa ile beyaz pulpa kesisim
yerlerinde ise dogal (innate) benzeri B hiicreler, marginal bolge B hiicreleri ve dalaga
0zgu antijen presente edici hucreler olan dendritik hiicreler bulunur. Bu hiicreler kandan
gelen antijenleri yakalar ve beyaz pulpaya iletir. Ayrica yine bu bdlgede bulunan
makrofajlar, kanla gelen mikroorganizmalar: filtre eder (Nolte ve ark., 2000). Kirmizi
pulpada ayrica ekstramediiller hematopoezin yanisira monosit, platelet ve kirmizi kan

hiicreleri gibi hiicrelerin depolanmasi gerceklesir (Bronte ve Pittet, 2013).

Kisaca, kandan gelen hiicre-hiicre direk iligkisi kurulan antijenler dalakta antijen presente
eden hucreler ile naif veya hafiza (memory) T ve B hicrelerine sunularak T ve B

hiicrelerinin rol aldigi adaptif immun cevap olusturulur.
2.6. Deneysel AChR Myastenia Gravis Modelleri

MG hastaliginin deneysel modeli ilk kez 40 yi1l kadar 6nce tavsanlarin, elektrikli yilan
baliginin (Electophorus electricus) elektrik organindan elde edilen AChR ile immunize
edilmesi ile olusturulmustur (Patrick ve ark., 1973). Gegcen zaman boyunca gesitli
hayvanlarda, NMJ’de anti-AChR antikorlar1 ile MG hastaligiin yapisal ve fonksiyonel
olarak MG hastalig1 modelleri gelistirilmis ve bu modeller hastaligin patogenezi ile yeni
immunolojik tedavilerin etkinliginin degerlendirmesi ¢alismalarinda kullanilmigtir
(Baggi ve ark., 2012; Kusner ve ark., 2018; Mantegazza ve ark., 2016). Deneysel olarak
hayvanlarda olusturulan ve insan hastalarda gorilen MG immunopatolojik olarak
birbirlerine benzemektedir. Her ikisinde de serumda anti-AChR antikorlari,
noromuskuler kavsakta IgG ve kompleman depozitleri, kas membraninda AChR kaybu,
AChR epitoplarinin MHC Klas 2 ile sinirli olan prezentasyonu ve B lenfositlerin antikor
tiretimi yapmasi siirecine T helper hiicrelerinin katki saglamasi gibi 6zellikler ortaktir.
Deneysel MG ve MG arasinda immunopatolojik benzerlikler oldugu gibi farkliliklar da
bulunmaktadir (Mantegazza ve ark., 2016) (Tablo 2.1).
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Tablo 2. 1. Deneysel myastenia gravis ile insan hastalarda goriilen myastenia gravis
arasindaki immunopatolojik farklar.

Deneysel MG Myastenia Gravis
Timus dokusunda antikor olusumu Yok Var
Hiperplastik timus ve timusta germinal merkez Yok Siklikla var
Timoma Yok Bazi vakalarda var

Deneysel MG, birgok farkli hayvanda olusturulabilmekle birlikte pratikte ¢ogunlukla
hastaligin ~ klinik  belirtilerinin ~ daha siklikla gozlendigi rat ve farelerde

gerceklestirilmektedir.
2.6.1. Klasik Aktif AChR Deneysel Myastenia Fare Modeli

Bu model hayvanin aktif immiinizasyonu ile olusturulur. Bu immunizasyon i¢in AChR’e
ait peptidler, AChR subunitleri, kas AChR’ nin rekombinant fragmentleri veya en siklikla
Marin Ray Torpedo’nun elektrik organindan saflastirilan AChR’leri kullanilir (Wu ve
ark., 2001; Tuzun ve ark., 2015).

H-2b haplotipini tagiyan fare tipleri bu model i¢in daha duyarhidir. En duyarl fare tipleri
C57BL6, SJL ve AKR dir, Torpedo AChR ile bu hayvanlarin %50-70’inde EAMG
gelismektedir. BALB/c ve SWR tiirlerinde hassasiyet diisiiktiir (Berman ve Patrick,
1980a, 1980b). Bu yuzden C57BL6 dogal tip fareleri bu modellemede en ¢ok kullanilan
fare tirtdir (Fuchs ve ark., 1976; Berman ve Patrick, 1980a).

Model rutin olarak saflagtirilan 20-30 pgr AChR’nin komplet Freund Adjuvant (CFA)
icinde soltisyonu ile ilk immunizasyonu ardindan, 20-30 pgr AChR ’nin inkomplet Freund
Adjuvant i¢inde soliisyonu ile iki veya ii¢ kez rapeli seklinde bir islem sonrasi
olusmaktadir. Bu islemler sonras1 hem yabanci, hem de farenin kendi AChR’lerine kars1
antikorlar olusmaktadir (Lindstrom, 1980; Link ve Xiao, 2001). Hastalik belirtileri ise
genellikle son enjeksiyondan 1-2 hafta sonra gelismektedir (Berman ve Patrick, 1980a;
Christadoss ve ark., 2000). Bu modelde birden fazla immunizasyon islemi yapildigi i¢in
koruyucu ve tedavi edici yaklagimlarin denenmesinde segilecek zaman periyodunu

belirlemek zordur (Mantegazza ve ark., 2016).
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Lewis ratlarda olusturulan MG modeli, insanda goriilen MG hastaligina en benzer klinik
bulgular1 olusturur (Biesecker ve Gomez, 1989). MG, bu ratlarda genellikle CFA iginde
solubulize tek doz purifiye AChR immunizasyonu ile olusturulur (Lindstrom, 1980). Bu
hayvanlarda iki farkli klinik fazin gelistigi bildirilmektedir. Tlk goriilen akut faz gegicidir,
Immunizasyondan yaklasik 7 giin sonra baslar. Bu faz IgM tipinde AChR antikorlar1 ve
neden oldugu kas membraninda kompleman birikimi ile karakterizedir. Bu fazda
noromuskuler kavsakta ileri diizeyde fagositik aktivite vardir ve sonug¢ olarak
postsynaptik membranda hasar olusur. Bu fagositik selliiler invazyon kasin AChR
miktarini azaltir, fakat 2-3 glin sonra denevasyona bagli kavsak dig1 bolgelerde AChR’leri
olusur Ve bu sekilde AChR miktarinda asir1 bir artis goriiliir (Lindstrom, 1980). ikinci
faz, kronik progresif fazdir ve immunizasyondan yaklagik 28 giin sonra baslar (Link ve
Xiao, 2001). Bu faz daha yiiksek miktarda, Ig G tipinde antikor olusumu ve bu dénemde
sinaptik kivrimlarin  kaybi ile diizlesmis goriinimdeki postsinaptik membranda
kompleman birikimi ile karakterizedir. Bu fazda fagositik hucreler bulunmaz ve AChR
miktar1 dismiigtir. AChR miktar1 saglikli hayvanlardaki miktarmin %30’una kadar
diiser. Bu sekilde bu faz, insan hastaliginin klinik dénemini temsil eder (Link ve Xiao,
2001).

2.6.2. AChR Myastenia Gravis Deneysel Fare Modeli Pasif Transferi

Otoantikorlarin pasif transferi ile farelerde MG modeli olusturulabilmektedir. Bu transfer
iki yolla olusturulabilmektedir. Myastenik hastalarin serumlarindan elde edilen IgG nin
veya AChR immunizasyonu vasitasiyla kronik deneysel MG gelistirilen hayvanlardan
alinan anti-AChR antikorlarinin giinliik olarak saglikli farelere enjeksiyonu ile bu transfer

gerceklestirilmektedir (Toyka ve ark., 1975; Lindstrom ve ark., 1976).

Alternatif  olarak, model gelistirilmis hayvanlardan veya hiicre  kiiltiirii
supernatantlarindan elde edilen monoklonal antikorlarin (IgG1 veya IgG2a) saghkli
hayvana transferi ile bir giinde de model olusturulabilmektedir (Tzartos ve ark., 1987;
Piddlesden ve ark., 1996).

Bu model immunopatogenez fizerine c¢alismalarda ve tedavi segeneklerini

degerlendirmede ideal metod olarak goriilmektedir (Kusner ve ark., 2015).
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2.6.3. AChR Deneysel Myastenia Gravis Adaptif Transferi

Agir kombine immun yetmezlikli farelerde (olgun T ve B hiicreleri yoktur, xenograftlari
tolere ederler) insan dokusu veya hiicrelerinin transferi ile olusturulurlar. MG’li insan
hastalarin timus dokularindan alinan parcalarin transferinden 1-2 hafta sonra farelerde,
insan-anti fare AChR olusmaya baslamakta ve bu iiretim transplantasyondan sonra 11
haftaya kadar devam etmektedir (Wang ve ark., 1999). Yine agir kombine immun
yetmezlikli farelere, insan MG hastalarinin kanlarindan enjeksiyon yapilarak veya bu
farelere AChR immunizasyonu yapilmasinin ardindan saglikli insanlardan alinan kan

lenfositleri enjekte edilerek deneysel MG olusturulabilmektedir (Martino ve ark., 1993).
2.7. Bir Inmunomodiilatér ila¢ Olan ‘Teriflunamid’ Hakkinda Bilgi

Teriflunamid (Aubagio) 2011 yilinda tekrarlayan ve diizelen (relapsing-remitting) multipl
skleroz tedavisinde kullanilmak tizere piyasaya ¢ikarilan 2008 yilindan beri rheumatoid
artrit tedavisinde kullanilan leflunamid (Arava) isimli immunomodulator ilacin major
aktif metabolitidir. Leflunomid kendisi farmakolojik olarak aktif olmakla birlikte in vivo
ortamda agik-halka formu olan teriflunamide tamamen ¢evrildigi igin leflunomidin
aktivitesi aslinda teriflunamidin aktivitesidir (Committee for Medicinal Products for
Human Use (CHMP), 2013). Sekil 2.5 te agik yapisi verilen teriflunamidin kapali molekdl
formili C12HgF3N202, molekiiler agirligi 270.20 atomik kutle birimidir. Kimyasal ismi
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Sekil 2. 5. Teriflunamid agik yapisi.

2-Butenamide, 2-cyano-3-hydroxy-N-(4-triflurometil)fenil-(2Z) veya (Z)-2-cyano-3-
hidroxy-but-2-enoik asit-(4-triflurometil-fenil) amid’ tir (Committee for Medicinal
Products for Human Use -CHMP, 2013).
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Teriflunamid, mitokondriyel dehydroorotate dehidrogenaz (DHO-DH) enzimini reversibl
olarak inhibe ederek pirimidin sentezini azaltan immunomodulator etkili bir ilagtir. DHO-
DH inhibitéri veya Klinik olarak daha anlamli bir bi¢imde pirimidin sentez inhibitori
olarak tanimlanabilir. Bu ilag, bahsedilen enzimin inhibisyonu ile pirimidin havuzunu
azaltarak DNA sentezini azaltir ve hizli boliinme 6zelligine sahip hiicreler olan T ve B
lenfositlerin aktivasyon ve proliferasyonunu bozar. Diger hiicreler pirimidin sentezinde
salvaj yollar kullanarak DHO-DH enziminin blokaji ile basa ¢ikabilirler (Committee for
Medicinal Products for Human Use (CHMP), 2013).

Insan T hiicrelerinde, leflunomid 100 mikromolardan diisik konsantrasyonlarda
immunomodiilator etkisini DHO-DH enzimi inhibisyonu ile de-novo pirimidin sentezini
engelleyerek gerceklestirirken, daha yiiksek konsantrasyonlarda ayrica piirin
biyosentezini de bozarak T hiicrelerinin sinyalleri gibi ATP’ye bagimli islemleri de azaltir
(Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP), 2013). Benzer sekilde
farelerde leflunomid ile yapilan bir ¢alismada, DHO-DH inhibisyonunun B hicrelerince
uretilen antikor miktarini azalttigi bulunmus; leflunomidin hem T hiicrelerine bagli, hem
de T hiicrelerinden bagimsiz antikor cevabini azalttigi rapor edilmistir (Committee for
Medicinal Products for Human Use (CHMP), 2013). DHO-DH enziminin %50 sini
inhibe eden teriflunamid konsantrasyonlar1 (IC50) yaklasik olarak sirasiyla rat, fare ve
insan i¢in 20, 80 ve 1000 nM degerlerindedir. Bu enzim iizerine olan inhibisyon, in vitro
ortamda eksojen uridin ile ortadan kaldirilabilir (Committee for Medicinal Products for
Human Use (CHMP), 2013).

Teriflunamidin farmakokinetigi, tim caligilan hayvan tiirlerinde insaninkiyle benzerlik
gosterir. Teriflunamid oral olarak verildiginde hizli ve iyi absorbe olur, oral
biyoyararlanimi (bioavailabilite) ylksektir. Kanda bulunan major komponenttir. Cok
yuksek oranda (>95) plazma proteinlerine bagli olarak bulunur. Dagilim hacmi kiigtiktiir.
Enterohepatik sirkiilasyona girer, viicuttan atilimi yavas olur. Atilimi disk1 veya idrar ile
olur (Committee for Medicinal Products for Human Use-CHMP, 2013). Yar1 omrii,
enterohepatik dongiliden dolayi, tavsan (yar1 Omiir: 4-5 saat) hari¢ tim hayvan tirlerinde
(yar1 dmiir: 18-37 saat) gorece uzundur. insanda yar1 émrii ortalama 19.4 giindiir. Oral
olarak alinan ilacin plazma kinetigi, kabaca dozla orantilidir ve ilacin birikme potansiyeli

bulunmaktadir (Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP), 2013).
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Teriflunamidin metabolizmasi, tiim incelenen canlilarda oksidasyon, hidroliz ile
glukuronid ve siilfat konjugasyonu seklindedir. P450 (CYP450) enzimleri bir dereceye
kadar olayda yer alir fakat 6zel bir izozim baskin degildir. insan ve diger hayvan
tirlerinde kanda dolasan tek metaboliti 4-triflorometilanilin (TFMA), kandaki ilagla
iliskili maddelerin ancak %0.01 den azin1 teskil eder. Insanda ve hayvan tiirlerinde major
atilan metaboliti TFMA-oxanilik asittir. Feges ve idrar yoluyla viicuttan atilir (Committee
for Medicinal Products for Human Use -CHMP, 2013).

Ilag prolifere olan hiicreleri etkiledigi icin, toksisitesini de hiicrelerinde daha fazla
proliferasyon olan kemik iligi (hematopoietik sistem), lenf nodu (immun sistem),
pankreas ve gelisen fetiis gibi organ veya sistemler (zerinde gosterir (Committee for
Medicinal Products for Human Use-CHMP, 2013). Kemik iligi, dalak, timiis ve lenfoid
dokularda hiicresel ve atrofik degisikliklerle birlikte anemi, trombositopeni, 16kopeni,
gastrointestinal traktta Glserasyon, gastrointestinal hemoraji, deri ulserleri, reproduktif
doku atrofisi ve teratojenite gibi toksik etkiler olusturabilir. Ayrica yiiksek dozlarda
rodentlerde hepatoselliler atrofiye, kopeklerde ise pankreas nekrozu, fibrozu ve
inflamasyonuna neden olmaktadir. Yine orta ve yiksek dozlarda fekal diskolorasyon,
diare ve viicut agirliginda diisme gibi yan etkileri bulunmaktadir (Committee for
Medicinal Products for Human Use-CHMP, 2013).

Fare ve ratlarda yapilan tek doz toksisite ¢aligmalarinda, oral ve intraperitoneal (ip)
kullanimda benzer klinik bulgular ve mortalite oranlar1 goriilmektedir. Bu canl
trlerinde, teriflunamid per oral olarak > 200 mg/kg, intraperitoneal olarak > 100 mg/kg
dozlarinda oldiiriictidiir Farelerde oral olarak > 25 mg/kg dozunda 6liim riskinin arttig
bildirilmistir (Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP), 2013).
Intraperitoneal (ip) kullanim olarak, teriflumanidin farelere 10 mg/kg dozunda
enjeksiyonu ile klinik fayda saglandigi ve ilacin 6nemli toksisiteye neden olmadigi

gorilmistdr (Gilli ve ark., 2017).
2.8. immunite ve Sitokinler
2.8.1. Dogal immunite

Dogal (innate) immunite, dogustan gelen immunite, nonspesifik immunite olarak da

adlandirilabilir. Immun cevabin, viicudu disaridan gelen enfeksiyona ve inflamasyona
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neden olabilecek zararli materyallere kars1 koruyan ilk kademede gelisen formunu temsil
eder. Lokosit hiicreleri olarak, natural killer hiicreler, mast hiicreler, eosinofiller,
bazofiller; fagositik hiicre olarak makrofajlar, nétrofiller ve dendritik hicreler bu
mekanizmada gorev almaktadir. Bu bagisiklik sistemi ayrica antijen prezentasyonu ile

adaptif immun sistemi aktive eder (Ademokun ve Dunn-Walters, 2010; Chaplin, 2010).
2.8.2. Antijen Prezentasyonu

Antijen molekiilleri makrofajlar ve diger antijen prezente edici hiicrelerin (dendritik
hicreler, langerhans hiicreleri, B hticreleri) yizeyinde T helper hicrelerine MHC-Klas 2
molekdlleri ile birlikte sunulurken, sitotoksik T hicrelerine MHC- Klas 1 moleklleri ile
birlikte sunulur (Zinkernagel ve Doherty, 1997; Turley, 2000; Sadegh-Nasseri ve ark.,
2008).

2.8.3. Adaptif Immunite

Edinsel immunite olarak da adlandirabilir. Patojenleri yok etmek veya gelismesini
engellemek amaciyla, immun sistemin 6zellesmis hiicrelerle yiirGttiigli immun cevap
mekanizmasidir. Bu mekanizmada patojene 0zel immun cevap olusturulur. Adaptif
immunite spesifik patojene verilen baslangi¢ cevabiin ardindan immiinolojik hafiza
olusmasini saglar. Bu hafizanin olusmasi ile ayn1 patojenle karsilasiimasi durumunda
artmis bir cevap olusturulur. Adaptif immun cevap, lenfosit olarak adlandirilan beyaz
kiire hiicreleri tarafindan gergeklestirilir. Lenfositler B hiicreler ve T huicreler olmak tizere
iki tiptir. B hicreler antikor cevabiyla giden humoral immuniteden, T lenfositler ise

hicresel immuniteden sorumludur (Ademokun ve Dunn-Walters, 2010; Chaplin, 2010).
2.8.4. Humoral Immunite

Ekstraselliiler sivilarda bulunan makromolekiiller ile yiiriitiilen immun mekanizmadir. Bu
makromolekuller, antikorlari, kompleman proteinlerini ve bazi antimikrobial peptidleri
kapsar. Bu immunite, antikor dretimi ve Th2 hucrelerinin aktive olmasi, sitokin tiretimi,
germinal merkez olusumu, izotip degisimi, affinite maturasyonu ve hafiza (memory)
hlcresi gelisimi gibi eslik eden olaylari kapsamaktadir. Humoral immunite, ayrica
patojen ve toksin notralizasyonu, klasik kompleman aktivasyonu, opsonin vasitasiyla
olan fagositoz gibi antikorlarin olusturdugu etkileri de icermektedir (Ademokun ve Dunn-
Walters, 2010; Chaplin, 2010).
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2.8.5. Hicresel Medie immunite

Antikorlarla ilgili olmayan immun cevap seklidir. Bu tip immunite; fagositlerin
aktivasyonu, antijen spesifik sitotoksik T lenfositler ve gesitli sitokinler araciligiyla

islemektedir (Ademokun ve Dunn-Walters, 2010; Chaplin, 2010).
2.8.6. Primer Immun Cevap

Viicudun yabanci bir antijenle ilk kez karsilasmasi sonucu olusur. Bu cevapta naif B
hlcreleri ve T hiicreleri gorev alir. Bu siire¢ sonunda immiin sistem, sézkonusu antijeni
nasil taniyacagini, bu antijene karsi antikor yapmayi ve hafiza (memory) lenfositleri
olusturmay1 6grenir ve basarir. Primer immun cevap humoral veya hiicresel tipte olabilir.
Yaklasik olarak iki hafta kadar surer (Ademokun ve Dunn-Walters, 2010).

Primer cevap sirasinda, genellikle birkag giin- bir hafta (bazen haftalar, aylar) siiren latent
periyod sirasinda B hiicreleri plazma hiicrelerine diferensiye olur. Onceleri B hiicreleri
antikor tliretemez, plazma hiicrelerine doniisiim ile antikor iiretimi baglar. Bu immunite
sonucu lretilen antikor miktart antijenin tabiatina gore degismekle birlikte, genellikle
diisiik diizeydedir. Olusan antikorlarin ¢ogu IgM tipindedir, diisiik oranda IgG antikoru
tiretilir. Olugan antikor miktart 7-10 giin i¢inde zirveye ulasir, kisa bir siire sonra da
minimale diiser. Primer immiin cevap baslica lenf nodu ve dalakta gelisir. Hem timusa
bagimli (adaptif immunite ile ilgili), hem de timusa bagimli olmayan antijenler (dogal
immunite ile ilgili) primer immiin cevaba neden olabilirler (Ademokun ve Dunn-Walters,
2010).

2.8.7. Sekonder immun Cevap

Bu cevap daha 6nce primer cevap olusturulan antijenle tekrar karsilasinca olusur. Burada
cevap veren hiicreler hafiza (memory) hiicreleridir. Humoral veya hiicresel tarzda olabilir.
Sekonder immdiin cevaptaki latent faz 1-4 giin siirer, primer cevaba gore daha kisadir.
Antikor seviyesi 3-5 giin igerisinde zirve noktasina ulasir. Bu immuniteyi gelistirmek
primer immunite olusumuna gore daha kisa zaman alir. Ana olarak IgG antikoru
olusurken bazen az miktarda IgM, IgA ve alerji sozkonusu olursa IgE antikorlar1 da
gelisebilir. Uretilen antikor miktari, primer immun cevapta bulunanin 100-1000 katt
kadardir ve bu cevapta olusan antikor seviyesi uzun sure yiksek dizeyde gider
(Ademokun ve Dunn-Walters, 2010).
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Sekonder immiin cevaplar ana olarak kemik iliginde gelisir. Sirasiyla dalak ve ardindan
lenf nodlar1 bu cevapta rol alir. Sadece timusa bagimli antijenler, sekonder immun cevabi

olusturur (Ademokun ve Dunn-Walters, 2010).
2.8.8. Sitokinler

Sitokinler, antijenlere cevap olarak immun hiicreler tarafindan tiretilen solubl, disiik
molekiiler agirlikli protein, peptid veya glikoprotein yapida kimyasal mesajcilardir.
Dogal ve edinsel immunitede yer alan tiim hiicreler tarafindan iiretilebilmekle birlikte

Ozellikle daha ¢ok T helper hiicreler tarafindan tiretilmektedirler (Ray, 2016).

Sitokin Uretmesi i¢in dnce immin hicreler aktive olur, daha sonra salinan sitokinler
immun sistemin diger hiicrelerindeki 06zel reseptorlere baglanip bu hiicrelerin
aktivitelerini etkiler. Sonugta sitokinler humoral ve selliller immunite arasindaki dengeyi,
inflamasyon ve hematopoiezisi diizenler (Ray, 2016). Sitokinlerin ayrica kanser olusumu,
anjiogenez gibi ¢esitli fonksiyon ve olaylarda da rolii bulunmaktadir (Turner ve ark.,
2014; Ray, 2016).

Sitokin terimi genel ve eski bir terimdir. Yillar i¢inde bu terim lenfokinleri, interferonlari,
interlokinleri, kemokinleri, monokinleri, mezenkimal blyltme faktorlerini, timor
nekrozis faktorlerini ve adipokin terimlerini de igerir sekilde ¢esitlenmistir. Lenfokinler,
lenfositler tarafindan yapilan sitokinlerdir. Lenfokinlerin ¢ogu ayn1 zamanda l6kositlerin
hiicresel cevaplarin1 etkiledikleri igin interlokin (IL) olarak bilinir. Monosit veya
makrofajlar tarafindan salinan sitokinler monokin olarak, inflamatuvar hicreler igin
kemotaktik aktivitesi olan sitokinler kemokin, antiviral cevaplarda etkin sitokinler ise
interferon (IFN) olarak adlandirilmaktadir. Birgok IFN cesiti i¢inde sadece IFN- gamma

inflamatuvar cevapta yer alir (Ray, 2016).

Sitokinler spesifik sekilde otokrin, parakrin, endokrin aktivite gdsterebilirler.
Hormonlardan farkliliklar1 ilgi konusudur. Hormonlarin dolasimda daha yuksek
konsantrasyonda olmalar1 ve 6zel bazi organlarda iiretilmeleri sitokinlerle aralarmdaki
farkliliklardandir. Ayrica sitokinlerin aktiviteleri hormonlara gére daha generalizedir
(Turner ve ark., 2014; Ray, 2016).

Sitokinler interaktif olarak ¢alisarak hiicresel aktiviteyi diizenler. Bu ayni sitokinin farkli

fonksiyonlara sahip olabilmesi (pleitropi), farkli sitokinlerin ayni veya benzer
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fonksiyonlar1 diizenlemeleri (redundancy), iki sitokinin beraber birbirlerine eklenen
etkiden daha fazla tesir olusturabilmeleri (sinergizm), bir sitokinin baska bir sitokinin
etkisini inhibe veya yok edebilmesi (antagonism) &zellikleri ile saglanmaktadir (Ray,
2016).

TNF-alfa, IFN-gamma gibi sitokinlerin bir kismi selliiler immune cevapta, TGF-B, IL-
4, 1L-10, IL-13 gibi bazilar1 ise antikorlarla iligkili humoral cevapta gorev alir. 1L-1, IL6,
TNF- alfa, IL-17, IFN-alfa, IFN-gamma gibi baz: sitokinler pro-inflamatuvar iken; IL-
12, IL-22 gibi sikokinler anti-inflamatuvardir. Sitokinlerin ¢ogu T helper hiicreleri
tarafindan tretilir. T helper (Th) hicrelerin Urettikleri sitokin kombinasyonuna goére
cesitli alt tipleri tammmlanmustir. Genel olarak, Th1, Th17 hlcrelerinin Grettikleri sitokinler
makrofaj ve sitotoksik T hiicrelerinin aktivasyonuna, Th2 hiicrelerince uretilen sitokinler
B hicrelerinin aktivasyonuna, Th17 hiicrelerinin trettigi sitokinler ise notrofil ve
makrofajlarin inflamasyon bélgesine ¢agrilmasina yardim eder. Treg hiicreleri ise immun

cevabi baskilayan anti- inflamatuvar sitokinler salgilar (Turner ve ark., 2014; Ray, 2016).
2.9. Akim Sitometri

Akim sitometri, hiicre ve partikiillerin akmakta olan bir sivinin igindeyken
karakteristiklerinin 6l¢tlmesidir (Guner, 2011). Bu teknik 6zellikle immdn hiicrelerin

taninmasi ve sayilmasi i¢in dnemli ve gii¢lii bir yontemdir.
2.9.1. Akim Sitometri Spektrometresinin Calisma Prensibi

Bu teknikte, bir stispansiyon iginde hiicre ya da partikuller, lazer 15181 ile aydinlatilmakta
olan bir bdlmeden gegcirilir. Bu esnada hucrelerin verdikleri sinyaller toplanarak
bilgisayar yardimiyla analiz edilir (Sek. 2.6). Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin
buydkluk, granilarite gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi gibi hiicreye baglanan gesitli
florokromlar olabilir (Gtiner, 2011).

Bu teknikte dnce hiicrelerin yiizey veya intraselltler proteinlerinin monoklonal antikorlar
yoluyla isaretlenerek taninmasi gereklidir. Hicrenin yapilarina 6zel bu monoklonal
antikorlar, ya fluoresan boyalarla eslestirilerek ya da fluoresansla isaretlenmis anti-
immunoglobulin antikorlart kullanilarak etiketlenir ve boylece tespit edilir. Etiketlenen

hiicre karisimi, kendisinden ¢ok daha biiyiik bir hacimdeki salinde asili tutularak kiiciik
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bir nozzle’a kuvvetle yonlendirilir. Bu sekilde, hiicre karisimli sivinin her biri bir hiicre

iceren damla seklinde cihazda akisi saglanir (Glner, 2011).

Olgiim sirasinda hiicreler canli veya sabit olmalidir ve sivi iginde hiicreler tek tek askida
durmalidir. Ayrica hiicreleri igeren sivi siirekli akarak lazer 15181 iginden gegmelidir. Bu
sekildeki akisda her hiicre lazer 1sigindan gegerken lazer 1181 kirarken hicreye
baglanan floresan boya ise lazer 15181 ile uyarilir yani ekstra enerji yuklenir ve sonugta
floresan yayar. Hassas fotogogaltici tiipler bu yayilan lazer 15181 ve floresan iginimi
hakkinda bilgi toplar (Sek.2.6). Her bir hiicre veya partikiiliin saptirdig lazer ve yaydigi
floresan 151k, optik filtreler ve aynalar ile dalga boylarina gore ayrilir ve analog sinyallere

doniistiiriilir. Lazer 15181 kirtlimi hiicrelerin  biiylikligii ve grantilaritesi hakkinda,
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fluoresan 151n1m ise etiketlenen monoklonal antibodilerin hiicrelere baglanmasi yani her

hiicredeki hiicre yiizeyi veya hiicre i¢i proteini ifadesi hakkinda bilgi verir (Glner, 2011).

Hicre veya partikiillerden alinan analog sinyaller cihaz igindeki bilgisayarca
digitallestirilerek histogramlar seklinde cihazin ekranina sunulur. Bu histogramlar,
Olctlen parametrelerin frekans dagilimlarin1 gosterir. Olusturulan histogramlar, eger
hicreleri etiketlemek icin sadece bir tip floresan- antikor kullanilmigsa floresan siddeti ve
hiicre sayisinin degisimini gosteren tek boyutlu histogram seklindedir. Eger birden fazla
antikor her biri farkli bir floresan boya ile etiketlenerek ¢alisilmissa, o zaman elde edilen
bilgiler iki boyutlu dagilim diyagrami (two dimensional scatter diagram) veya kontur
diagrami ile sunulur. Birden fazla antikorun arastirildigi durumda 6nce bir antikorun
etiketledigi hiicre popiilasyonu belirlenir, sonra bu populasyonun ikinci bir antikor ile
etiketlenen ikinci subpopulasyonu belirlenir. Daha fazla hicre populasyonu belirlemek
icin bu islemler tekrarlanir. Bu sekilde akim sitometri ile yiksek sayidaki hiicreler
icerisinde farkli proteinler (hicrelerin ylizeyi veya iginde) tasiyan hiicre gruplarinin
yuzdesi belirlenebilir (Guner, 2011).

2.9.2. Akim Sitometrinin Avantajlar1 ve Dezavantajlar

Akim sitometri hizli, duyarli ve dogruluk orani yiiksek bir tekniktir. Saniyede binlerce
hlcreyi tespit edecek potansiyele sahiptir. Epifloresan mikroskopisinde belirlenemeyecek
diizeyde floresant olan hiicreler flow sitometrisi ile kolaylikla belirlenebilir. Ayni tip
hicrelerin belirlenmesinde floresan élglimlerinin varyasyon sabiti %1 gibi kicuk bir
degerdir. Ayrica istenirse bu teknikle orneklerdeki hiicre gruplari optik 6zelliklerine
dayanilarak fiziksel olarak birbirinden ayrilabilmektedir (Olson ve ark., 1989; Giiner,
2011).

Yalniz bu teknik ileri yapisal detaylara dayanan incelemelerde yetersiz kalabilmektedir.
Ayrica akim sitometride, 6rnek boyutunun kiiciik olmasi da dezavantaj olusturur. Birgok
sitometre cihazi 0.5 ml’den diisiik hacimleri 6lgerken, gercekte bir ml de 1000 hiicre kadar
az sayida hiicre bulunabilmektedir. Bu yiizden cihazi kullanirken 6rnek
prekonsantrasyonu veya cihaz kalibrasyonu gerekmektedir (Olson ve ark., 1989; Glner,
2011).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Myastenia Gravis Hayvan Modellerinin Olusturulmasi

Elli tane belli patojenler agisindan temiz (SPF: Specific pathogen free) C57BL6 tlrlinde
Kobay firmasindan alinan disi fare, Erciyes Universitesi DEKAM unitesinde 10 guinliik
karantina stresinden sonra sekiz haftalikken deney siirecine dahil edildi. Fareler deney

boyunca rutin chow diyet ile beslendiler.

Farelerin ilk kez immunizasyon isleminden sonra (0. Giin), 21. giin (ligiincii haftanin
sonu) ikinci immunizasyonlar1 ve 48. giin (7. Haftanin sonu) ise U¢linct immunizasyon
enjeksiyonlari gerceklestirildi. Bu immunizasyonlarda AChR proteininin fosfat tampon
(PBS) icindeki soltsyonu (0.3 mg/ml) ile komplet Freund’s Adjuvanin (complete
Freund’s adjuvant: CFA) esit hacimlerinin karistirilmasi ile elde edilen emdilsiyonu
kullanildi. Bu emdlsiyon, bir stopcock ve 5 ml lik enjektorler kullanilarak olusturuldu.
Farelerin 40 tanesi, subkutan (sc) olarak dort farkli noktadan (inguinal ve yan alt yan
bolgelerinde sagdan ve soldan) enjeksiyon basina 50 pul olacak sekilde toplamda 200 pl
yukaridaki emulsiyon ile immunize edildi. Boylece her fareye her immunizasyonda
toplam 30 pg AChR proteini verilmis oldu. Kontrol grubu olarak kullanilan 10 farede ise,
icinde AChR proteini olmayan CFA-PBS emulsiyonu ile immunize edilen farelere

benzer, ayn1 hacimlerde sc enjeksiyonlar gerceklestirildi.

Deneyin 50. giiniinde, AChR protein ile immunize olan farelerin 21 tanesine teriflunamid
10 mg/kg dozunda PBS iginde solubulize edilerek glinliik olarak intraperitoneal olarak
yapilmaya baslandi. Enjeksiyon solisyonunu elde etmek igin, 14 mg teriflunamid

(Aubagio 14 mg tablet-Exelon firmasi) 7 ml PBS iginde ¢6zdUrildi ve sonug olarak her
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bir fareye yaklasik 0.1 ml hacimde soliisyon enjekte edildi. AChR proteini ile myastenia
gravis modeli olusturulmus farelerin 19’u ve Kontrol grubundaki farelere ayn1 hacimde
PBS enjeksiyonu yapildi. Calismada kullanilan tiim hayvanlar 84. giinde (12. haftanin

sonu) servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi.

Calismamizda E. Coli’de ifade edilen Chinapeptides sirketinden satin aldigimiz Torpedo
californica AChR proteini kullanildi. Sentezlenen proteinin dizilimi su sekildeydi:
SEHETRLVAN LLENYNKVIR PVEHHTHFVD ITVGLQLIQL ISVDEVNQIV
ETNVRLRQQW IDVRLRWNPA DYGGIKKIRL PSDDVWLPDL VLYNNADGDF
AIVHMTKLLL DYTGKIMWTP PAIFKSYCEI IVTHFPFDQQ NCTMKLGIWT
YDGTKVSISP ESDRPDLSTF MESGEWVMKD YRGWKHWVYY TCCPDTPY LD
ITYHFIMQRI.

3.2. Myastenia Gravis Yoniinden Yapilan Klinik Degerlendirmeler

Deneyin baslamasiyla birlikte farelerin klinik degerlendirmesi Erciyes Universitesi
DEKAM biriminde diizenli olarak gerceklestirildi. Farelerin agirliklar1 ve genel
durumlart her giin degerlendirilirdi. Myastenia gravis hastaligi yonlinden kuvvet
degerlendirmeleri, deneyin baglamasindan sonra ikinci doz AChR immunizasyonuna
kadar ti¢ giinde bir, ikinci doz immunizasyondan deney sonlanmasina kadar ise gunluk
olarak yapild1 ve elde edilen sonuclar not edildi. Bu kuvvet degerlendirmelerine ek olarak
haftalik yapilan ters ¢evrilmis 1zgara testi ve egzersiz sonrasi yapilan ters ¢evrilmis 1zgara
testi birlikte degerlendirilerek farelerde haftalik klinik evre skorlamasi yapildi ve not
edildi. Haftalik klinik derecelendirme skoru, hafta boyunca farelerin gidisat1 g6z 6niinde

bulundurularak haftanin sonundaki durum olarak ele alindi.

Her bir ¢alisma grubunda, hayvanlarin klinik degerlendirmeleri, hastalik insidansi,
hastalik klinik skoru ve agirliklarinin baslangicta tartilan agirliklarina olan ytlizde orani
seklinde parametrelerle ifade edildi ve gruplarin karsilastirmalart bu parametreler

kullanilarak yapildu.

Farelerin klinik skorlar1 degerlendirilirken asagidaki testler ve derecelendirmeler

kullanildz:
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e Myastenia gravis hastahg klinik derecelendirme (klinik kas zaafi skoru):

MG hastalik modeli farelerindeki klinik kas zaafi istirahat halinde ve egzersiz

sonrasindaki gozlemler ve muayene ile su sekilde derecelendirildi (Tuzin, 2017):
Evre 0: Fare normal durus, kas giic ve harekete sahiptir.

Evre 1: Dinlenme durumunda fare normaldir, 25 kez bas asag1 sekilde sarkitilirken
kafes kapagi 1zgarasina pati ile tutunma egzersizi sonrasinda kambur postiir, kisitl
hareket ve basin1 kaldirmada zorlanma gibi kas zaafinin karakteristik 6zelliklerini

gOsterir.

Evre 2: Fare egzersiz yapmadan diiz zeminde yapilan gozlemlerde evre 1 belirtilerini

gOsterir.

Evre 3: Fare evre 2’nin kas zayiflig1 belirtileri yaninda susuz ve can cekisir

durumdadar.
Evre 4: Olum.

Bu evrelendirme sistemine gore, Klinik skorlar1 belirlemek (izere farelerde yaptirilacak
egzersiz, yukarida da belirtildigi tizere 25 kez farelerin bas asagi sekilde sarkitilip kafes
kapagi 1zgarasina pati ile tutunmalar1 seklindeydi. Bu egzersizin ardindan farelerin durus,

hareket ve yiiriiytiglerinin degerlendirilmesi yapilarak klinik derecelerine karar verildi.

Ayrica farelerin ¢ok belirgin olmayan kas zaaflarin1 degerlendirmek iizere ve siipheli

durumlarda asagidaki testler kullanildi:
i) Egzersiz sonrasi tutma gicu (6n ayakla) testi:

Farelerin bir kafes izgarasin1 arka arkaya (5-10 s sirelerle) 20 defa 6n ayaklariyla
tutmalar1 tekrarlattirilacaktir. Bu arada etkin diizeyde gii¢ sarfetmeleri kuyruklarindan

orta seviyede ve stabil olarak gekmek suretiyle saglandi.

Yirmi defa yapilan tutunmanin ardindan yaptirilan tutunmadaki gtcleri belirgin azalan
veya tutunamayan farelerde yorulmayla glic kaybi1 oldugu sonucuna varildi (Kusner,
2018).
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i) Ters cevrilmis 1zgara testi:

Fare 1zgaranin ortasina alindiktan sonra 1zgara ters ¢evrildi ve 30- 50 cm yuksekte tutuldu.
Yaralanma olasiligina karsi alta yumusak bir zemin malzemesi yerlestirildi. Fare bas
asag1 bicimde 1zgaraya dort ayagiyla tutunurken tutunma siiresi degerlendirildi (Kusner,
2018).

iii) Egzersiz sonrasi ters ¢evrilmis 1zgara testi:

Hayvanlar kafes 1zgarasinda 40-50 kere kuyruklarindan cekilerek egzersiz yaptirildi.
Egzersizden sonra dinlenme olmadan 1zgara ters cevrilerek yiiksekte (yaralanma
olasiligina kars1 alta yumusak bir zemin malzemesi yerlestirilerek) farelerin yer gekimine
kars1 1zgaraya tutunarak durmalar1 gozlemlendi. Esik deger olan 5 dakika siiresince bu
sekilde duramayan ve teste uyumundan siiphenilen farelerde 10 dakika dinlenme
periyodundan sonra degerlendirme tekrarlandi. Bu testle, farelerin egzersiz sonrasi tiim

bacaklariyla tutunarak bas asagida yiksekte durma streleri belirlendi (Tuzun, 2017).

Sonugta tiim yapilan testler géz oniinde bulundurularak, egzersiz olmadan go6zlenen
kuvvet kayiplar1 evre 2 olarak degerlendirildi. Bu degerlendirmeyi yaparken farenin diiz
zemindeki hareketleri, tutunmasi ve ters ¢evrilmis 1zgara testinde gosterdigi performans

g6z 6ninde tutuldu.

Egzersiz olmadan normal kuvvet gosteren farelerde, egzersiz sonrasi diiz zemindeki
hareketlerinde kambur postiir, kisitli hareket ve bagini kaldirmada zorlanma gibi kas zaafi
belirtileri gosterenler veya egzersiz sonrasi tutunma testinde kas gligsiizliigli veya
egzersiz sonrasi ters ¢evrilmis 1zgara testinde performans diisiikliigii gosteren fareler

klinik olarak evre 1 olarak degerlendirildi.

Hastalik insidansi degerlendirmelerinde, farelerin myastenik olarak degerlendirilmesi
icin en az evre 1 klinik skorunda olmasi kosulu arandi. Bir bagka deyisle, evre 1 ve
tizerinde kas zaafi gosteren fareler myastenik olarak kabul edilip hastalik insidansi

belirlenmesinde kullanildi.
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3.3. Akim Sitometri ile Dalak, Lenf Nodu ve Timusta Immiin Hiicre ve

Sitokinlerin Degerlendirilmesi

Erciyes Universitesi DEKAM biriminde, sakrifiye edilen tim fareler (n:50) diiz bir
zemine sabitlendikten sonra hepsinin karin bolgesinden kesi agilarak bilateral inguinal
lenf nodlari ile dalaklar1 ve g6giis bolgesinden kesi yapilarak 27 tanesinin ( 12 MG+TF,
8 MG, 9 saglikl1 kontrol grubundan) timuslar1 alindi. Elde edilen dokular fosfat tamponlu
tuz (PBS) soliisyonu iceren buzda bekletilen ependorf tiiplere aktarildi. Daha sonra lenf
nodu, dalak ve timus dokulari, BD falcon Cell Strainer (70 um) ve bir insilin

enjektorinun pistonu yardimiyla 1 ml PBS iginde tek hiicrelere ayrildi.

Deneyin bundan sonraki asamalari, Erciyes Universitesi GENKOK biriminde
gerceklestirildi. Dalaktan alinan hiicrelerin kirmizi kan hiicrelerinden ayrilmasi igin
hlcreler, 300 g’de 7 dakika santrifiij edildikten sonra igine ACK lysis buffer (Red Cell
Lysis sollisyonu) eklenerek oda sicakliginda 5 dakika bekletilip ardindan PBS ile yikandi.
Daha sonra tim hiticrelerin dalaktan elde edilenleri 2 ml, timustan elde edilenleri 1 ml,
lenf nodundan elde edilenleri ise 500 pl komple media igerisine konularak ¢ozduraldu.
Yapilacak stimulasyon, boyamalar ve hiicre sayimlari i¢in bu hiicrelerden dalak igin 100
pl ve lenf nodlarinda 100 pl, timusta 50 pl almarak 96 kuyulu tabla kuyucuklarina
konuldu ve sonrasinda akim sitometri igin gerekli ylzey ve intraselliler boyama

islemlerine devam edildi.

Dalak ve lenf nodlarma ait hiicrelerin 100 pl’si B lenfosit yiizey boyamasi igin ayrild.
Timus hicrelerinin yaris1 CD4+, diger yaris1 ise CD8+ yiizey boyamalari igin ayrildi.
Dalak ve lenf nodundan alinan CD4+ ve CD8+ yiizey boyamasi yapilacak hiicrelere
ayrica sitokin degerlendirmesi i¢in daha sonra intraselliller boyama da yapilacag: igin
once bu hucreler stimule edildi. Uyarimlar i¢in 96-kuyulu tabak icerisinde son hacim 200
ul olacak sekilde hiicreler, komple medyumda, 50 ng/ml phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA) (Sigma, 79346), 1ul/ml lonomycin (Sigma, 13909, 1 ug/m) ve Golgi Plug (BD,
1pL/mL) varliginda 4 saat 37 °C’de, %5 CO2 igeren ortamda inkibe edildi. Sitokin

degerlendirmesi yapmadigimiz igin timus hiicrelerine stimulasyon uygulanmadi.

Daha sonra hiicreler 4°C de, 3 dakika 400 g de santrifiij edildi. Buz iizerine alinan kiiltlr

tablasindaki ornekler, 5 dk 1pg/ml Fc-blok ile muamele edilerek Fc reseptorleri bloke
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edildi, ardindan igine yiizey antikorlar1 eklenen boyama buffer: (2% Fetal Bovine Serum-

FBS igeren PBS) kullanilarak 20 dakikada ylizey boyamasi gergeklestirildi.

Sonrasinda intraselltler boyamalar icin hucreler iki defa 400 g’de ti¢ dakika santrifiij
edildi ve Cytofix/Cytoperm™ Fixation/ Permeabilization Kit’indeki (BD 554715)
malzemeler kullanilarak fiksasyon ve permeabilizasyon islemleri yapildi. Bu amacgla,
hiicreler boyama buffer1 ile (%2 FBS 1XPBS) iki defa yikanip 100 pl Fix/Perm Buffer
icinde ¢ozlldu ve karanlikta 20 dakika +4 °C’de bekletilerek fikse edildi. Ardindan
hicreler 400 g’de 3 dakika santrifllj edilip seyreltilmis (1:10 oraninda) intraselliiler
boyama Perm Wash Buffer ile permeabilize edildi ve bu islem iki kez tekrarlandi.

Daha sonra hicrelere 100 pl Perm buffer icinde seyreltilen intrasellular boyama
antikorlar1 eklenerek karanlikta 30 dakika +4 °C’de boyama islemi gergeklestirildi.
Boylece intraselliiller boyama gergeklestirilecek hiicrelere once yiizeyel, sonrasinda da
intraselliiler boyama yapilmis oldu. B hiicre ve timus degerlendirmelerinde ise sadece

yiizeyel boyama gerceklestirildi.

Yuzeyel boyalar icin Biolegend firmasindan FITC anti-mouse CD4 #100405, PE anti-
mouse CD138 (Syndecan-1) #142503, FITC anti-mouse CD19 #152403, FITC anti-
mouse CD8a #100705, Pacific Blue™ anti-mouse CD3¢e #100333, APC anti-mouse
CD154 (CD40L) #106509; intrasellular boyamalar i¢inse yine Biolegend firmasindan
PE/Cy7 anti-mouse IFN-y #505825, PerCP/Cy5.5 anti-mouse IL-22 #516411,
PerCP/Cy5.5 anti-mouse IL-17A #506919, PE/Cy7 anti-mouse IL-10 #505025, PE anti-
mouse GM-CSF #505405, APC/Cy7 anti-mouse TNF-a #506343, PE anti-mouse IL-2
#503807 , APC/Cy7 anti-mouse Ig light chain k #409503, APC anti-mouse Ig light chain
A #407306 kitleri kullanilda.

Boyamalarin ardindan hiicreler, iki kez boyama buffer1 ile yikanip akim sitometri
cihazinda (BD FACSARIAIII) analiz edildi. Akim sitometri sonug grafikleri Ek 1’de

verilmistir.

3.4. ELISA (Enzyme - Linked Immuno Sorbent Assay) Yontemiyle Serum Anti-
AChR Antikorlarimin Degerlendirilmesi

Hasta farelerden -1 (AChR proteini ile immunizasyonundan bir gun 6nce), 49. giin, 84.

glin, saglikli kontrol farelerinden ise -1 ve 84. glinde fasial venlerinden alinan kan, 6000
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g de 10 dakika santrifuj edilerek elde edilen serum -80 ° C ‘de muhafaza edildi. Test guni
oda sicakligina getirilen serumlarda ELISA yontemiyle anti-AChR 1gG, 1gG2b, Ig G3 ve
Ig M antikorlar 6l¢iildii (Yilmaz ve ark., 2020). ELISA tablasinda, antikor dél¢imleri igin
kuyucuk basina 0.5 gr AChR proteini diisecek ve her bir kuyuda total hacim 50 pL olacak
sekilde AChR protein, kaplama soliisyonu icinde (karbonat bikarbonat solusyonu, pH:
8.6) icinde kuyucuklara konarak antijenle kaplama islemi yapildi, ardindan tabla gece
boyu +4°C de inkubasyona birakildi. Ertesi gin tabla, % 0.05 lik Tween 20-PBS
solusyonu ile tg¢ kez birer dakika yikandiktan sonra her bir kuyuda total hacim 50 uL
olacak sekilde PBS iginde %2 ‘fetal bovine serum’ (FBS-PBS) soliisyonu ile bir saat
bloklandi. Bir kez Tween-solusyonu ile yikamanin ardindan 1:1000 oraninda
sulandirilmig fare serumlar1 her bir kuyuya 50 uL olarak konuldu ve oda sicakliginda iki
saat bekletildi. Tween-PBS solusyonu ile ii¢ kez birer dakikalik yikamadan sonra antikor
Olcimleri igin 1:5000 oraninda bloklama solusyonu ile diliie edilen Horse radish
peroxidase (HRP)- konjuge sekonder antikorlar (Kegi anti-fare 19G1, 19G2b, 1gG3, IgM;
bitiin antikorlar Southern Biotech firmasindan alindi) her bir kuyuya 50 uL olacak
sekilde konuldu ve oda sicakliginda 90 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
tabla, Tween-PBS solusyonu ile ii¢ kez birer dakika yikandi ve ardindan HRP enziminin
substrati olarak 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin (TMB) (BioLegend: TMB Substrate #42110)
her kuyuya 50 uL olacak sekilde konuldu. Onbes dakika oda sicakliginda bekledikten
sonra reaksiyonu durdurma solusyonu olarak her bir kuyuya 50 uL olarak 1M HCI
konuldu. Hemen ardindan ELISA okuma islemi 450 nm’de Promega GloMax Multi
Reader cihazinda gerceklestirildi.

3.5. Istatistiki Degerlendirme

Istatistik ~analizleri, SPSS-15 ve GraphPad Prism-6 programlart Kkullanilarak
gerceklestirilmistir.  U¢  bagimsiz  grubun  birbiriyle  karsilastinildign  Klinik
degerlendirmeler (hastalik insidansi, ortalama MG skoru, baslangica gore viicut agirlig
yuzdesi), akim sitometrisi sonuglart ve ELISA ile ¢aligilan immunoglobulin sonuglari,
parametrik kosullar saglandiginda ANOVA testi, parametrik sartlar saglanmadiginda ise
Kruskal Wallis testi ile degerlendirilmistir. Post-hoc analizler i¢in, parametrik kosullarda
Tukey testi, parametrik olmayan durumlarda ise Dunn multipl karsilagtirma testi

kullanilmastr.
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Hasta fare gruplarinin yedinci hafta ve 12. hafta immunoglobulin sonuglarinin, bir farenin
iki degerinin birlikte incelemeye alinarak bagimli olarak degerlendirilmesinde ise
parametrik kosullar saglandigi i¢in, bagimli t testi kullanilmistir. p< 0.05 degerler anlamli

kabul edilmistir. Sonug grafiklerinde;
*: p<0.05,
** p<0.01,
***: p<0.005,

FxE* p< 0.001°1 ifade etmektedir.



4. BULGULAR

4.1. Teriflunamid Kullaniminin Farelerin Klinik Durumuna Etkileri

Myastenik farelerin ila¢ alan ve almayan gruplari ile saglikli farelerin haftalik olarak
klinik bulgular istatistiksel olarak (tiim gruplarin toplu karsilastirilmas: ve ardindan her
bir grubun birbiriyle karsilastirmasini yapan posthoc analizler ile) karsilastirildiginda,
gruplar arasi farkliligin hastalik gelisimi (insidansi) yiizdesi yoniinden (Sekil 4.1A) ve
ortalama MG hastalik skoru yoniinden (Sekil 4.1B) altinci haftadan itibaren basladigi
bulunmustur. Hasta gruplar ile saglikli kontrol fareleri arasinda bu haftalardan baslayarak
anlamli farkliliklar meydana gelmistir. AChR proteini yerine sadece adjuvant madde
(Freund’s adjuvant) enjeksiyonu yapilan farelerde (saglikli kontrol grubu) hastalik
gorilmezken, AChR proteini sc enjeksiyonu yapilan farelerde MG hastaligi gelismistir.
Baslangica gore viicut agirligi yiizdesi yoniinden ise hasta gruplar ile saglikli kontrol
fareleri arasinda sekizinci haftadan anlamli farkliliklar olustugu gozlenmistir. Yapilan
detayli analizde (posthoc testler) bu farkliligin, hasta farelerin saglikli kontrol farelerine
gore sekizinci haftadan itibaren daha diisiik orana sahip olmasi seklinde gerceklestigi

anlasilmistir.

Yapilan detayli analizin (posthoc testler) ilag alan ve almayan fareler arasindaki
karsilagtirmalar1 gézden gegcirildiginde, ilag alan ve almayan hasta farelerin arasinda
onikinci haftada insidans yoniinden, on ve onikinci haftalarda ortalama MG skoru
yoniinden anlamli farklilik saptanmistir. Bu farklilik ilag almayan grupta, ilag alan gruba
gore daha yuksek bir insidans ve daha ylksek bir MG klinik skoru seklindedir (Sekil
4.1A, 4.1B).
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Viicut agirlig1 yoniinden ilag alan ve almayan hasta gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik
bulunmadi. Yalniz onuncu haftadan baslayarak ila¢ alan grubun saglikli gruba gore
agirh@inda anlamli olarak daha az oranda bir artma gorilirken (p<0.01), ilag almayan

grupta saglikli kontrol grubuna gore anlamli farklilik olusturan bir degisim goriilmemistir
(Sekil 4.1C).

rtalama MG skoru

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 ON%’ED%Q)ﬂ‘bQNQN\,\‘W/
Haftalar Haftalar

(A) (B) (©)

Sekil 4. 1. ilag alan hasta fare (MG+TF), ila¢ almayan hasta fare (MG) ve saglikli fare
(Kontrol) gruplarinin klinik durumlari: Toplu karsilastirmalara ait istatistiksel dnemlilik
degerleri siyah yildizlarla, ila¢ alan ve ilag almayan hasta farelerin post hoc testlerdeki
karsilagtirmalarinin istatistiksel dnemlilik degerleri kirmiz1 yildizlarla gosterilmistir. (A)
Ucg ¢alisma grubunun hastalik insidans yiizdeleri ortalamalar1 yéniinden karsilastiriimast,
(B) Ug calisma grubunun ortalama MG hastalik skoru=SEM lerinin birbirleriyle
karsilastirilmasi, (C) Ucg calisma grubunun son olgiilen agirliklarmin, deney
baslangicindaki viicut agirliklarina oran yiizdelerinin ortalama+SEM lerinin birbirleriyle
karsilastirilmasi.

*: Styah yildizlar: Kontrol grubu hasta gruplardan anlamli farkh

*: Kirmizi yildizlar: MG+TF ile MG grubu birbirinden anlaml farkl

a* ve b*: MG+TF ile saglikli kontrol grubu birbirinden anlamli farkh

4.2. Teriflunamid Kullanimimin Toplam T Hucre ve Tiplerinin Sayilarma Etkileri

Dalak dokusu hiicrelerinde, CD3+CD4+ (T helper) (Sekil 4.2A), CD3+CD4+I1L2+ (L2
salgilayan T helper, (Sekil 4.2B), CD3+CD4+IL17A+ (IL17A salgilayan T helper),
(Sekil 4.2C), CD3+CD4+IFN-gamma+ (IFN-gamma salgilayan T helper) (Sekil 4.2D),
CD3+CD4+GM-CSF+ (GM-CSF salgilayan T helper) (Sekil 4.2E), CD3+CD4+1L22+
(IL22 salgilayan T helper) (Sekil 4.2F), CD3+CD4+I1L10+ (IL10 salgilayan T helper),
(Sekil 4.2G), CD3+CD4+TNF-alfa+ (TNF-alfa salgilayan T helper) (Sekil 4.2H) T helper
hiicreleri sayilar1 yoniinden, teriflunamid alan (TG+MG) ve almayan hasta (MG) fareler
ile saghkli kontrol grubunun birbirleriyle istatistiksel olarak karsilagtirma

degerlendirmelerinde:
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e CD3+CD4+I1L2+  (Sekil 4.2B), CD3+CD4+IL17A+  (Sekil  4.2C),
CD3+CDA4+IFN-gamma+t (Sekil 4.2D), CD3+CD4+1L22+ (Sekil 4.2F), T helper
hiicre sayilar1 yoniinden ilag alan ve almayan hasta fare gruplar1 arasinda anlaml
farklilik oldugu saptandi. Ilag alan gruplarda ilag almayan gruplara gére bu tip T

helper hiicre sayilarinin istatistiki olarak anlamli diizeyde daha diisiik oldugu
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Sekil 4. 2. Dalak dokusunda ilag alan hasta fare (MG+TF), ila¢ almayan hasta fare (MG)
ve saglikli fare (Kontrol) gruplar1 toplam T helper (T4) ve sitokin salgilayan T helper
hiicre sayilarinin ortalama +SEM’lerinin birbirleriyle karsilastirilmasi. (A) CD3+CD4+
hicre (T helper), (B) CD3+CD4+IL2+ hiicre (IL2 salgilayan T helper), (C)
CD3+CDA4+IL17A+ hiicre (IL17A salgilayan T helper), (D) CD3+CD4+IFN-gamma+
hiicre (IFN-gamma salgilayan T helper), (E) CD3+CD4+GM-CSF+ hiicre (GM-CSF
salgilayan T helper), (F) CD3+CD4+1L22+ hiicre (IL22 salgilayan T helper), (G)
CD3+CD4+IL10+ hiicre (IL 10 salgilayan T helper), (H) CD3+CD4+TNF-alfa+ hiicre
(TNF-alfa salgilayan T helper)
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bulundu (CD3+CD4+IL17A+, CD3+CD4+IL22+ igin p <0.05; CD3+CD4+IL2+
, CD3+CD4+IFN-gamma+ icin p<0.01).

e Ayrica CD3+CD4+IFN-gamma+ T helper hiicre sayis1 yoniinden kontrol
grubunun (Kontrol), teriflunamid alan hasta gruptan (MG+TF) anlamli diizeyde
yiiksek degere sahip oldugu belirlendi (p <0.001) (Sekil 4.2D) .

Dalak dokusu hicrelerinde, CD3+CD8+ (T sitotoksik) (Sekil 4.3A) CD3+CD8+IL2+
(IL2 salgilayan T sitotoksik) (Sekil 4.3B), CD3+CD8+IL17A+ (IL17A salgilayan T
sitotoksik) (Sekil 4.3C), CD3+CD8+IFN-gamma+ (IFN-gamma salgilayan T sitotoksik)
(Sekil 4.3D), CD3+CD8+GM-CSF+ (GM-CSF salgilayan T sitotoksik) (Sekil 4.3E),
CD3+CD8+1L22+ (IL22 salgilayan T sitotoksik) (Sekil 4.3F), CD3+CD8+IL10+ (IL10
salgilayan T sitotoksik) (Sekil 4.3G), CD3+CD8+TNF-alfa+ (TNF-alfa salgilayan T
sitotoksik) (Sekil 4.3H) T helper hiicreleri sayilar1 yoniinden, teriflunamid alan (TG+MG)
ve almayan hasta (MG) fareler ile saglikli kontrol gruplarinin birbirleriyle istatistiksel

olarak karsilastirma degerlendirmelerinde:

e Teriflunamid alan (MG+TF) ve almayan hasta fare (MG) gruplar ile saglikli
kontrol grubunun (Kontrol) birbirleriyle istatistiksel olarak karsilastirma

degerlendirmelerinde anlamli bir farklilik goriilmedi (p>0.05) (Sekil 4.3).

Lenf nodu dokusu hiicrelerinde, CD3+CD4+ (T helper) (Sekil 4.4A), CD3+CD4+IL2+
(IL2 salgilayan T helper) (Sekil 4.4B), CD3+CD4+IL17A+ (IL17 salgilayan T helper)
(Sekil 4.4C), CD3+CD4+IFN-gamma+ (IFN-gamma salgilayan T helper) (Sekil 4.4D),
CD3+CD4+GM-CSF+ (GM-CSF salgilayan T helper) (Sekil 4.4E), CD3+CD4+1L22+
(IL22 salgilayan T helper) (Sekil 4.4F), CD3+CD4+IL10+ (IL10 salgilayan T helper)
(Sekil 4.4G), CD3+CD4+TNF-alfa+ (TNF-alfa salgilayan T helper) (Sekil 4.4H), T
helper hiicreleri sayilart yonutnden, teriflunamid alan (TG+MG) ve almayan hasta fareler
(MG) ile saglikli kontrol grubunun birbirleriyle yapilan istatistiksel karsilagtirma

degerlendirmelerinde:

e Ilag alan ve almayan hasta fare gruplari arasinda CD3+CD4+IFN-gamma+ (Sekil
4.4D), CD3+CD4+GM-CSF+ (Sekil 4.4E), CD3+CD4+I1L22+ (Sekil 4.4F) T
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Sekil 4. 3. Dalak dokusunda ilag alan hasta fare (MG+TF), ilag almayan hasta fare (MG)
ve saglikli fare (Kontrol) gruplar1 toplam sitotoksik T (T8) ve sitokin salgilayan
sitotoksik T hiicre sayilarinin ortalama+SEM’lerinin birbirleriyle karsilastirilmasi. (A)
CD3+CD8+ hiicre (T sitotoksik), (B) CD3+CD8+IL2+ hiicre (IL2 salgilayan T
sitotoksik), (C) CD3+CD8+IL17A+ hiicre (IL17A salgilayan T sitotoksik), (D)
CD3+CD8+IFN-gamma+ hiicre (IFN-gamma salgilayan T sitotoksik), (E)
CD3+CD8+GM-CSF+ hiicre (GM-CSF salgilayan T sitotoksik), (F) CD3+CD8+IL22+
hiicre (IL22 salgilayan T sitotoksik), (G) CD3+CDS8-+IL10+ hiicre (IL 10 salgilayan T
sitotoksik), (H) CD3+CD8+TNF-alfa+ hiicre (TNF-alfa salgilayan T sitotoksik)

helper hiicre sayilar1 ydniinden anlamli farklilik oldugu saptanmustir. ilag alan
gruplarda ila¢ almayan gruplara gore bu tip T helper hiicre sayilarinin istatistiki
olarak anlaml diizeyde daha diisiik oldugu bulundu (CD3+CD4+IFN-gamma+
icin p <0.05, CD3+CD4+GM-CSF+, CD3+CD4+1L22+ i¢in p<0.01) (Sekil 4.4D,
4.4E, 4.4F).
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Sekil 4. 4. Lenf nodu dokusunda ilag alan hasta fare (MG+TF), ila¢ almayan hasta fare
(MG) ve saglikli fare (Kontrol) gruplart toplam T helper (T4) ve sitokin salgilayan T
helper hiicre sayilarinin ortalama +SEM’lerinin birbirleriyle karsilagtirilmasi. (A)
CD3+CD4+ hiicre (T helper), (B) CD3+CD4+IL2+ hiicre (IL2 salgilayan T helper), (C)
CD3+CDA4+IL17A+ hiicre (IL17A salgilayan T helper), (D) CD3+CD4+IFN-gamma+
hiicre (IFN-gamma salgilayan T helper), (E) CD3+CD4+GM-CSF+ hicre (GM-CSF
salgilayan T helper), (F) CD3+CD4+IL22+ hiicre (IL22 salgilayan T helper), (G)
CD3+CD4+IL10+ hiicre (IL 10 salgilayan T helper), (H) CD3+CD4+TNF-alfa+ hiicre
(TNF-alfa salgilayan T helper)

e Kontrol grubunun (Kontrol), CD3+CD4+IFN-gamma+ (Sekil 4.4D) ve
CD3+CD4+IL10+ (Sekil 4.4G) T helper hiicre sayilart yoniinden diger iki gruptan
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anlamli farklilik gosterdigi bulundu. Bu farkliligin teriflunamid alan hasta gruptan
(MG+TF) (her iki degerlendirme icin p<0.001) ve teriflunamid almayan hasta
gruptan (MG) anlamli diizeyde (IFN-gamma ic¢in p<0.05, IL-10 icin p<0.005)
yiiksek degere sahip olma seklinde oldugu belirlendi. (Sekil 4.4D ve 4.4G).

e Ayrica istatistiki olarak kontrol grubunun ilag alan hasta gruptan daha fazla
CD3+CD4+ (Sekil 4.4A) ve CD3+CD4+GM-CSF+ (Sekil 4.4E) helper T
hiicrelerine sahip oldugu saptandi. Bu farkliligin anlamlilik diizeyi CD3+CD4+
icin p<0.005, CD3+CD4+GM-CSF+ igin p<0.001 seklindeydi. (Sekil 4.4A ve
4.4E

Lenf nodu dokusu hicrelerinde, CD3+CD8+ (T sitotoksik) (Sekil 4.5A),
CD3+CD8+IL2+ (IL2 salgilayan T sitotoksik) (Sekil 4.5B), CD3+CD8+IL17A+ (IL17A
salgilayan T sitotoksik) (Sekil 4.5C), CD3+CD8+IFN-gamma+ (IFN-gamma salgilayan
T sitotoksik) (Sekil 4.5D), CD3+CD8+GM-CSF+ (GM-CSF salgilayan T sitotoksik)
(Sekil 4.5E), CD3+CD8+I1L22+ (IL22 salgilayan T sitotoksik) (Sekil 4.5F),
CD3+CD8+IL10+ (IL10 salgilayan T sitotoksik) (Sekil 4.5G), CD3+CD8+TNF-alfa+
(TNF-alfa salgilayan T sitotoksik) (Sekil 4.5H) sitotoksik T hiicreleri sayilar1 yoninden,
teriflunamid alan (MG+TF) ve almayan hasta fareler (MG) ile saglikli kontrol grubunu
(Kontrol) birbirleriyle karsilagtiran istatistiksel degerlendirmelerde;

e CD3+CD8+IL2+ (Sekil 4.5B), CD3+CD8+GM-CSF+ (Sekil 4.5E),

e Teriflunamid alan hasta fare grubu CD3+CD8+ sitotoksik T hiicre sayisinin
kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiik oldugu bulundu (p<0.05) (Sekil
4.5A).

e Kontrol grubu CD3+CD8+IFN-gamma+ sitotoksik T hiicre sayisinin diger iki
gruptan anlamli diizeyde yiiksek oldugu (her iki karsilastirma igin p<0.001)
saptandi (Sekil 4.5D).

e C(CD3+CD8+IL22+  (Sekil  4.5F), CD3+CD8+IL10+  (Sekil 4.5G),
CD3+CD8+TNF-alfa+ (Sekil 4.5H) sitotoksik T hiicre sayilar1 yoniinden gruplar
arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).

Timus dokusunda total timosit (Sekil 4.6A), CD3+ (lenfosit) (Sekil 4.6B), CD4+ T hiicre
(Sekil 4.6C), CD3+CD4+ (T helper) (Sekil 4.6D), CD3+CD4+CD40L+ (CD40L+ T
helper) (Sekil 4.6E), CD8+ (CD8+ T hicre) (Sekil 4.6F), CD3+CD8+ (T sitotoksik)
(Sekil 4.6G), CD3+CD8+CD40L+ (CD40L+ sitotoksik T hiicre) (Sekil 4.6H) T hiicre
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sayilar1 yoniinden, teriflunamid alan (TG+MG) ve almayan fareler (MG) ile saglikli

kontrol gruplarinin birbirleriyle istatistiksel olarak karsilastirmalarinda;

e la¢c almayan hasta fare grubu CD3+CD4+ ve CD3+CD8+CD40L+ hiicre

sayilarinin diger iki gruptan (ilac alan hasta fare grubu ile kontrol grubu) anlaml
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Sekil 4. 5. Lenf nodu dokusunda ilag alan hasta fare (MG+TF), ila¢ almayan hasta fare
(MG) ve saglikli fare (Kontrol) gruplari toplam T sitotoksik (T8) ve sitokin salgilayan T
sitotoksik hiicre sayilarinin ortalama £SEM’lerinin birbirleriyle karsilastirilmasi. (A)
CD3+CD8+ hicre (T sitotoksik), (B) CD3+CD8+IL2+ hiicre (IL2 salgilayan T
sitotoksik), (C) CD3+CD8+IL17A+ hiicre (IL17A salgilayan T sitotoksik), (D)
CD3+CD8+IFN-gamma+ hicre (IFN-gamma salgilayan T sitotoksik), (E)
CD3+CD8+GM-CSF+ hiicre (GM-CSF salgilayan T sitotoksik), (F) CD3+CDS8+IL22+
hiicre (IL22 salgilayan T sitotoksik), (G) CD3+CDS8+IL10+ hiicre (IL 10 salgilayan T
sitotoksik) (H) CD3+CD8+TNF-alfa+ hilicre (TNF-alfa salgilayan T sitotoksik)
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derecede yukseklik gosterdigi (degerlendirmelerin hepsi i¢in p<0.05) bulundu.
(Sekil 4.6D ve Sekil 4.6H)

Kontrol grubunun CD3+CD4+CD40L+ T hiicre sayilar1 yoniinden ise diger iki
gruptan (ila¢ alan ve almayan hasta fare grubu) anlamli derecede diisiik degere
sahip oldugu (her iki degerlendirmede p<0.05) saptandi. (Sekil 4.6E)

Total timosit (Sekil 4.6A), CD3+ (Sekil 4.6B), CD4+ (Sekil 4.6C), CD8+(Sekil

°
4.6F) ve CD3+CDS8+ (Sekil 4.6G) T hiicre sayilar1 agisindan gruplar arasinda
anlamli bir farklilik goriilmedi (p>0.05).
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Sekil 4. 6. Timus dokusunda ila¢ alan hasta fare (MG+TF), ila¢ almayan hasta fare (MG)
ve saglikli fare (Kontrol) gruplarinin total timosit (A), lenfosit (B), CD4+ T hicre (C), T
helper (D), CD40L+ T helper (E), CD8+ T huicre (F), T sitotoksik (G), CD40L+ sitotoksik
T hucre (H) sayilar1 ortalama+SEM’lerinin birbirleriyle karsilastirilmast.
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4.3. Teriflunamid Kullaniminin Toplam B Hiicre ve Tiplerinin Sayilarina Etkileri

Dalak dokusunda CD19+ (B lenfosit) (Sekil 4.7A), CD19+CD138+ (plazma hiicre) (Sekil
4.7B), CD19+CD138+kappa+ (kappa immunoglobulini Greten plazma hicresi) (Sekil
4.7C), CD19+CD138+lambda+ (lambda immunoglobulini Greten plazma hicresi) (Sekil
4.7D), CD19+kappa+ (kappa immunoglobulini Ureten B lenfosit) (Sekil 4.7E),
CD19+lambda+ (lambda immunoglobulini treten B lenfosit) (Sekil 4.7F) hicrelerinin
sayilar1 ve CD138 OFI (plazma hiicresi ortalama floresan intensitesi) (Sekil 4.7G)
yonlerinden, teriflunamid alan (MG+TF) ve almayan hasta (MG) fareler ile saglikli

kontrol (Kontrol) gruplarinin birbirleriyle istatistiksel olarak karsilagtirmalarinda;

e flagc alan ve almayan hasta fareler arasinda CDI19+CD138+,
CD19+CD138+kappa+, CDI19+kappa+, CDI19+lambda+ B hiicre sayilar
yonlerinden anlamli farkliliklar oldugu saptandi. Ilag alan farelerin bu
degerlerinin ilag almayan farelere gore anlamli diizeyde daha diisiik oldugu
bulundu. Anlamlilik diizeyleri CD19+CD138+ icin p<0.001,
CD19+CD138+kappa+ icin p<0.005, CD19+kappa+ ve CD19+lambda+ B hiicre
sayilar1 i¢in p<0.05 olarak belirlendi (Sekil 4.7B, 4.7C, 4.7E, 4.7F).

e Ilag alan fare grubunun CD19+CD138+, CD19+CD138+kappa+, CD19+kappa+,
CD19+lambda+ B hiicre sayilari yonlerinden ayrica kontrol grubundan da anlaml
diizeyde diisiik deger gosterdigi saptandi. Anlamlilik diizeyleri CD19+CD138+
ve CD19+CD138+kappa+ icin p<0.005, CD19+kappa+ icin p<0.05 ve
CD19+lambda+ igin p<0.01 olarak belirlendi (Sekil 4.7B, 4.7C, 4.7E, 4.7F).

e Kontrol grubunun CD19+CD138+lambda+ B hiicre sayis1 yoniinden ila¢ alan
hasta grubundan anlamli diizeyde daha yiiksek (p<0.01) degere sahip oldugu
bulundu (Sekil 4.7D).

e Kontrol grubunun CD138 OFI yoninden hem ila¢ alan hasta fare grubundan
(p<0.005), hem de ila¢ almayan fare grubundan daha yuksek (p<0.05) degere
sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.7G).

e CDI19+ B lenfosit sayilar1 yoniinden gruplar arasinda anlamli bir farklilik

gozlenmedi (p>0.05) (Sekil 4.7A).
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Sekil 4. 7. Dalak dokusunda teriflunamid ilac1 alan hasta fare (MG+TF), ilag almayan
hasta fare (MG) ve saglikli fare (Kontrol) gruplariin, B lenfosit (A), plazma hticre (B),
kappa immunoglobulini Greten plazma hicre (C), lambda immunoglobulini tireten plazma
hiicre (D), kappa immunoglobulini Greten B lenfosit (E), lambda immunoglobulini Greten
B lenfosit sayilari (F) ile plazma hicresi ortalama floresan intensitelerinin (G) ortalama
+SEM’lerinin birbirleriyle karsilagtirilmasi.

Lenf nodu dokusunda CD19+ (B lenfosit) (Sekil 4.8A), CD19+CD138+ (plazma hiicre)
(Sekil 4.8B), CD19+CD138+kappa+ (kappa immunoglobulini tireten plazma hiicresi)
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Sekil 4. 8. Lenf nodu dokusunda teriflunamid ilaci alan hasta fare (MG+TF), ila¢ almayan
hasta fare (MG) ve saglikli fare (Kontrol) gruplarinin, B lenfosit (A), plazma hicre (B),
kappa immunoglobulini Greten plazma hicre (C), lambda immunoglobulini dreten
plazma hicre (D), kappa immunoglobulini Ureten B lenfosit (E), lambda
immunoglobulini treten B lenfosit sayilar1 (F) ile plazma hicresi ortalama floresan
intensitelerinin (G) ortalama +SEM’lerinin birbirleriyle karsilagtirilmasi.

(Sekil 4.8C), CD19+CD138+lambda+ (lambda immunoglobulini Greten plazma hiicresi)
(Sekil 4.8D), CD19+kappa+ (kappa immunoglobulini Greten B lenfosit) (Sekil 4.8E),



48

CD19+lambda+ (lambda immunoglobulini treten B lenfosit) (Sekil 4.8F) hicrelerinin
sayilar1 ve CDI138 OFI (plazma hiicresi ortalama floresan intensitesi) (Sekil 4.8G)
yonlerinden, teriflunamid alan (MG+TF) ve almayan hasta (MG) fareler ile saglikli

kontrol (Kontrol) gruplarinin birbirleriyle istatistiksel olarak karsilastirmalarinda;

e Teriflunamid ilaci alan ve almayan hasta fareler arasinda CD19+CD138+,
CD19+CD138+kappa+, CD19+kappat+ B hiicre sayilar1 ve OFI CDI138
yonlerinden anlamli farkliliklar oldugu saptandi. lag alan farelerde bu degerler
ilag almayan farelere gore anlamli diizeyde daha diisiik bulundu. Anlamlilik
dizeyleri CD19+CD138+ B hiicre sayilar1 igin p<0.01 olarak belirlenirken,
CD19+CD138+kappa+, CD19+kappa+ B hiicre sayilar1 ile OFI CD138 degerleri
icin p<0.05 olarak bulundu (Sekil 4.8B, 4.8C, 4.8E, 4.8G).

e ilag alan fare grubunun CD19+CD138+kappa+, CD19+kappa B hiicre sayilari
yonlerinden ayrica kontrol grubundan anlamli diizeyde diisiik deger gosterdigi
saptandi. Anlamlilik diizeyleri CD19+CD138+kappat+ B hiicre sayilart igin
p<0.005, CD19+kappa+ B hiicre sayilari icin p<0.001 olarak belirlendi (Sekil
4.8C, 4.8E).

e Kontrol grubunun CD19+CD138+lambda+ B hiicre sayis1 yoniinden ila¢ alan
hasta grubundan anlamli diizeyde daha yiiksek (p<0.05) degere sahip oldugu
bulundu (Sekil 4.8D).

e Kontrol grubunun CD19+ lambda B hiicre sayis1 yoniinden ila¢ almayan hasta
fare grubundan daha yiiksek (p<0.05) degere sahip oldugu saptand1 (Sekil 4.8F).

e CDI19+ B lenfosit sayilar1 yoniinden gruplar arasinda anlamli bir farklilik

g6zlenmedi (p>0.05) (Sekil 4.8A).

4.4. Teriflunamid Kullamminin AChR’e Karsi Gelisen Otoantikorlar Uzerine
Etkisi

AChR’lerine kars1 gelisen bazal donem ile yedinci ve onikinci hafta immunoglobulin
(IgG1, IgG2b, IgG3, IgM) degerleri, ilag alan ve almayan hasta gruplari ile saglikli

kontrol fareleri arasinda karsilastirildiginda:

e IgGl degeri acisindan onikinci haftada, kontrol grubu degerinin hasta gruplari
degerlerinin her ikisinden de diisiik oldugu gozlenmistir. Bu degerlendirmelerin

tiimiinde anlamlilik p<0.001 diizeyinde bulunmustur (Sekil 4.9A).
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o IgG2b degeri acisindan onikinci haftada, kontrol grubu degerinin hasta gruplari
degerlerinin her ikisinden de diisiik oldugu gozlenmistir. Bu degerlendirmede
anlamlilik p<0.001 diizeyinde bulunmustur (Sekil 4.9B).

e IgG3 degerleri agisindan yapilan karsilastirmada, onikinci haftada kontrol grubu
degerinin teriflunamid alan hasta grubu degerinden anlamli diizeyde diisiik oldugu
bulundu (p<0.01) (Sekil 4.9C).

e IgG3 degerleri agisindan yapilan karsilastirmada, onikinci haftada kontrol grubu
degerinin ilag almayan hasta grubu degerinden anlamhi diizeyde diisiik oldugu
belirlendi (p<0.05) (Sekil 4.9C).

e Onikinci hafta sonuglarinda teriflunamid alan hasta grubunun IgM degerinin ilag

almayan hasta grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi (p<0.05)

(Sekil 4.9D).
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Sekil 4. 9. Teriflunamid alan ve almayan hasta fare gruplari ile saglikli kontrol grubunun
deney baslangicindaki bazal IgG1 (A), 1gG2b (B), 1gG3 (C), IgM (D) ELISA sonuglari
ile yedinci hafta ve onikinci hafta sonug¢larinin birbirleriyle karsilastirilmasi.

Not: Yedinci hafta sonunda (49. Giin) ELISA testi i¢in kan alinmis, teriflunamid ilacinin
kullanimina 50. giinde baslanmustir.
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o IgM degeri agisindan onikinci haftada, kontrol grubu degerinin hasta gruplari
degerlerinin her ikisinden de diisiik oldugu gozlenmistir. Bu degerlendirmelerde
anlamlilik p<0.001 diizeyinde bulundu (Sekil 4.9D).

Bagimli olarak (yani aymi farenin farkli zamanlardaki degerlerini birbiriyle
karsilastirarak) yedinci ve onikinci haftanin sonlarinda yapilan AChR’lerine karsi1 gelisen

1gG1, IgG2b, IgG3, IgM immunoglobulin seviyeleri degerlendirmelerinde:

e Teriflunamid alan ve almayan hasta gruplarinda, onikinci hafta IgG1, I1gG2b,
IgG3, IgM degerlerinin yedinci hafta degerlerinden anlamli olarak daha yiiksek
oldugu gozlendi. Bu anlamlilik, her iki grupta 1gG2b ve Ig M igin p<0.001, 1gG3
icin ise p<0.005 diizeyinde bulundu (Sekil 4.10A, 4.10B).

e Teriflunamid alan hasta grubunda, onikinci hafta sonunda yapilan incelemede
IgM degerinin yedinci hafta sonundaki degerden p<0.05 diizeyinde anlamli daha
yiiksek oldugu anlasildi (Sekil 4.10A).

e Teriflunamid almayan hasta grubunda, onikinci hafta sonunda yapilan incelemede
IgM degerinin yedinci hafta sonundaki degerden p<0.001 diizeyinde anlaml1 daha
yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.10B).
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Sekil 4. 10. Teriflunamid ilact alan (MG+TF) (A) ve almayan hasta (MG) fare gruplarinda
(B), ayn1 grup icinde yapilan bagiml testlerle farelerin yedinci hafta ve onikinci hafta
IgG1, 1gG2b, 1gG3, IgM ELISA sonuclarinin birbiriyle karsilagtirilmasi.

Not: Yedinci hafta sonunda (49. Giin) ELISA testi i¢in kan alinmis, teriflunamid ilacinin
kullanimina 50. giinde baslanmustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Farelerde MG hastalik modeli olusturularak, teriflunamid adli immunomodilatér ilacin
etkilerinin degerlendirildigi bu ¢aligmada, klinik bulgularin ila¢ kullanan farelerde ilag
kullanmayanlara gére daha fazla oldugu bulunmustur. Bu durum ilacin hastalikta
iyilesmeye neden oldugunu disiindiirmektedir. Bu iyilesmenin immunolojik
mekanizmasinit agiklamak {izere yaptigimiz T hiicre, sitokinler ve B hucrelerin  akim
sitometre ¢aligmalari ile ELISA yontemi ile Ig G (G1, G2b, G3) ve IgM tipindeki AChR
antikorlarinin serum diizeyleri ilizerine yaptigimiz incelemelerde anlamli bulgulara

ulastik.

Akim sitometri yontemi kullanilarak T hiicreleri, B hticreleri ile sitokin salgilayan T hiicre
tiplerinin sayilarimin ve ELISA yontemi ile serum immunoglobulin diizeylerinin
degerlendirilmesi sayesinde klinik dizelmenin mekanizmasi {izerine agiklamalar
getirebilecek 6nemli sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglardan saglikli kontrol grubunun
hem ilag alan, hem de ilag almayan hasta gruplariyla gosterdigi anlamli farkliligin daha
cok hastalik mekanizmasi ile iliskili oldugu diisiiniiliirken, 6zellikle ilag¢ alan ve almayan
hasta gruplar1 arasinda belirlenen anlamli farkliligin ilacin yararli etkisine baglh

olabilecegi seklinde degerlendirme yapilmistir.

Myastenik farelerin ila¢ alan ve almayan gruplar ile saglikli farelerin haftalik olarak
klinik bulgular1 istatitiksel olarak karsilagtirildigimizda (tiim gruplarin  toplu
karsilastirilmast ve ardindan her bir grubun birbiriyle karsilagtirmasini yapan posthoc
analizler ile), gruplar arasi farkliligin hastalik gelisimi (insidansi) yiizdesi yoniinden ve

ortalama MG hastalik skoru yoniinden altinci haftadan itibaren basladigini bulduk. Bu
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sonuglara gore MG hastalik modeli gelistirmek icin AChR protein enjeksiyonu
yaptigimiz farelerde istatistiki olarak altinci haftada hastalik modelinin gelistigini
bildirebiliriz. Bir baska deyisle hastalik modelinin gelismesi istatistiki olarak, farelere

yaptigimiz ikinci AChR enjeksiyonundan ii¢ hafta sonraya karsilik gelmektedir.

Yapilan detayli analizin (posthoc testler) ilag alan ve almayan fareler arasindaki
karsilastirmalarin1 gozden gecirdigimizde, ilag alan ve almayan hasta farelerin arasinda
onikinci haftada insidans yoniinden, on ve onikinci haftalarda ortalama MG skoru
yonunden anlamli farklilik saptadik. Bu farkliligin ila¢ almayan grupta, ila¢ alan gruba
gore daha yuksek bir insidans ve daha yiksek bir MG skoru seklinde oldugunu gozledik.
Bu durum teriflonamid ilacinin ti¢ haftalik kullanimdan sonra etkisini gostermeye
basladigini, ila¢ kullaniminin besinci haftas: sonunda klinik diizeyde iyilestirici etkisini
artirdigini gostermektedir. Nitekim besinci hafta sonrasi fareleri sakrifiye ettik ve deneyi

sonlandirdik.

Myastenik farelerin ilag alan ve almayan gruplar ile saglikli farelerin haftalik olarak
klinik bulgular1 istatitiksel olarak karsilastirildiginda  (tiim  gruplarin  toplu
karsilastirilmast ve ardindan her bir grubun birbiriyle karsilastirmasini yapan posthoc
analizler ile), saglikli kontrol grubu hastalik modeli gelistirilen gruplar arasi farkliligin
hastalik gelisimi (insidansi) ylizdesi yoniinden onikinci ve ortalama MG hastalik skoru
yoniinden altinci haftadan itibaren basladigi bulunmustur (Sekil 4.1). Hasta gruplar ile
saglikli kontrol fareleri arasinda bu haftalardan baglayarak anlamli farkliliklar meydana
gelmistir. Kontrol farelerinde hastalik goriilmezken AChR proteininin SC enjeksiyonu
yapilan farelerde MG hastalig1 gelismistir. Baslangica gore viicut agirhigi ytizdesi
yoniinden ise hasta gruplar ile saglikli kontrol fareleri arasinda sekizinci haftadan anlamli
farkliliklar olustugu gdzlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli sekilde bu farkliligin, hasta
farelerin saglikli kontrol farelerine gore sekizinci haftadan itibaren daha diisiik orana

sahip olmasi seklinde ifade oldugu anlagilmustir.

Hayvan agirliklar1 yoniinden yapilan degerlendirmelerde, ila¢ alan ve almayan hasta
gruplari arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi. Yalniz onuncu haftadan baslayarak ilag
alan grup saglikli gruba gore agirliginda anlamli olarak daha az oranda bir artma
gorulirken, ilag almayan hasta grupta saglikli kontrol grubuna gore anlamli farkli bir

degisim goriilmemistir. Bu durum, orta ve ylksek dozlarda teriflunamidin kilo kaybina
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neden olabilmesine bagl olabilir (Committee for Medicinal Products for Human Use-
CHMP, 2013).

T ve B lenfositleri etkileyerek immunomodiilator etki gosteren baska ilaglarin MG
modellerini inceleyen baska calismalar igin literatiirii inceledigimizde, fingolimod ile
ilgili caligmalarin farkli sonuglar verdigini gordiik. Bu ¢alismalarin birinde, farelere (¢
doz AChR injeksiyonu ile immunizasyon yapildiktan bir hafta sonra fingolimod veya
spinomid verilmeye baslanmis, her iki ilacin da klinik olarak bir fayda saglamadig
goriilmiistiir (Pelz ve ark., 2018). Bu ¢alismada bu ilaclarla kanda B lenfosit, CD4+ and
CDS8+ T hiicre sayilarinin kontrol grubuna gore anlamli 6lgiide diismesine ek olarak, IL-
2, IFN gamma ureten CD4+T hiicrelerinin sayisi da anlamli olarak diisiik bulunmustur.
IL-17 iireten CD4+T hiicrelerin sayisi ise sinirda artmigtir. Fingolimod ve spinomid, bu
caligmada antikor salgilayan (ASC) hiicreler ve plazma hiicrelerin sayisini etkilememistir.

Ayrica ilaglarin antikor seviyelerini etkilemedigi bulunmustur.

Fingolimod Uzerine yapilan baska bir ¢alismada ise ratlar AChR ile ilk immunizasyondan
onbes giin sonra ila¢ kullanmaya baslamis, daha sonra ikinci ve iliclincii doz
immiinizasyonu almuslardir. iki farkli ilag dozunda gergeklestirilen bu ¢alismada ratlarin
her iki dozda da, yiksek dozda daha belirgin olmak Gzere, klinik semptomlarinda
diizelme olusturdugu, agirliklarini yiikselttigi bulunmustur. Bu caligmada ratlarin timus
dokusu ve serumlarinda, IL-2, IFN gamma, IL-4 ve IL-6 incelenmistir. {lacin yiiksek
dozunda diisiik dozuna gore daha belirgin olmak {iizere, ilag almayan hayvanlara gOre
timus dokusu ve serumda IL-2, IFN gamma, IL-6 *nin ifadesi azalmis, IL-4 yéninden ise
anlamli degisiklik olmamistir. Bu ¢alismada, Fingolimodun inflamatuvar faktorlerin
salinmasin1 engelleyerek anti-inflamatuvar etki ile faydali etki gosterdigi sonucuna

varilmistir (Huang ve ark., 2018).

Fingolimod ve spinomid, sfingosin 1-fosfat (SIP) reseptor antagonistleridir. SIP, lenf
dokusu ve kanda yuiksek oranda konsantredir ve immin hdcrelerin yuzeyinde yer alan
reseptorleri ile baglanmasi, lenfositlerin lenfoid organlardan salinmasi igin kesin
gereklidir (Brinkmann, 2007). Fingolimod ve spinomid, SIP reseptorlerine baglanarak bu
reseptorlerin internalize olmalarina neden olur, lenfositlerin lenf nodlarinda birikmesine
ve lenfopeniye neden olur. Bu ilaglar multipl skleroz hastalig1 ve bazi bagka otoimmun

hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Tsunemi ve ark., 2010).
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Sonug olarak birbiriyle klinik fayda yoniinden ters sonuglar bildiren bu iki ¢alismaya daha
analitik yaklasirsak, fingolimodun MG hastalik modeli olustuktan sonra baglandiginda
klinik olarak etkisiz, fakat daha klinik model tam olusmadan ilk immunizasyon sonrasi
baglandiginda etkili oldugu seklinde degerlendirme yapabiliriz. Teriflunamid ile
yaptigimiz kendi ¢calismamizda ise klinik model olustuktan sonra dahi ilacin klinik olarak

fayda sagladigim gordik.

Ekstraselluler adenozin, immdin reaksiyonlarda gerekli bir inhibituar duzenleyicidir,
etkisini dort farkli adenozin reseptorii iizerinden gostermektedir. Adenozin reseptorleri
pekeok immiin hiicre {izerinde yer almakta ve hem dogal (innate), hem de edinsel
(adaptif) immun cevabi regiile etmektedir (Haskd ve ark., 2008). Bir ¢alismada ratlarda
MG modeli gelistirerek modelin olusumu ve ilerlemesi sirasinda adenozin reseptdrlerinin
degisimi izlenmistir. MG hastas1 ratlarin, lenf nodu, dalak lenfositlerinde ve periferik
kanda mononukleer hiicrelerinde A1 ve A2aAR’nin (adenozin reseptorleri) mRNA ve
protein seviyelerinin anlamli olarak diistiigii saptanmistir. A2gR seviyelerinin ise orta
fakat anlamli olmayan bir sekilde yiikseldigi, AzaR seviyesinde ise bir degisiklik
olmadig tespit edilmistir (Li ve ark., 2014).

Adenosin ile ilgili yukaridaki bilgilerin dogrultusunda, CGS21680 kodlu adenozin 2A
reseptori (A2aR) agonistinin MG tedavisindeki etkinligi arastirilmistir. Ratlar ile yapilan
bir ¢alismada MG modeli gelistirmeye baglamadan 6nce ve MG modeli gelistirdikten 29
gun sonra baslanan bu ilagla her iki durumda da klinik bulgularda ila¢ kullanmayanlara
gore semptomlarda diizelme gozlendigi bildirilmistir (Li ve ark., 2012). Bu g¢alismada
normalde AzaR ifadesinin T hucrelerinde B hicrelerinden daha fazla, CD4+ T
hucrelerinde CD8+ T hiicrelerinden daha fazla oldugu fakat MG gelistirilen ratlarda A2aR
dansitesinin, dalak ve lenf nodunda CD4+ T, CD8+ T ve B hiicrelerinde kontrol ratlarina
gore oOnemli sekilde diisiik saptandigi bildirilmistir. Arastirmacilar MG hastaligi
progresyonu sirasindaki A2aR ifadesindeki bu diisiisii, hastaligin sureci icerisinde ilacin
onleyici etkisinin azalmasina yol agabilecek bir faktor seklinde yorumlamistir. Ayrica
AChR-spesifik lenfositlerin in-vitro ortamda A2aR agonisti ile 6n islem sonucunda anti-
AChR IgG degerlerinin diistiigi gozlenmistir. Bu 6n ¢alismalar sonrasinda, hastalik
gelismeden Once ilacin baglanmasi seklindeki koruyucu tedavi ¢alismasinda, ilacin ¢ok
basarili oldugu, hastaligin ilerlemesini tamamen engelledigi goriilmiistiir. Hastalik modeli

gelistikten sonra ilacin baglanmasi seklindeki terapétik protokolde ilacin hastaligin
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gidisatin1 degistirdigi, fakat etkisinin koruyucu tedaviden daha az oldugu saptanmustir.
Bu bulgular A2aR agonistinin, MG modeli olusumundaki erken olaylari, érnegin T
hiicreleri ile ilgili olaylar1 (Antijen tanima, epitop yayilmasi, T hiicrelerinin fazlalagsmast),
engelledigini gostermektedir. Fakat gelismis MG modelinde, otoimmun hafiza, T ve B
cevaplar1 (komplement aktivasyonu ile birlikte) ile ndromuskuler kavsakta bir kez hasar
gelistikten sonra, A2aR agonisti ile tedavi fazla etkili olamamaktadir (Li ve ark., 2012).
Bu calismada, dalak ve lenf nodundan elde edilen hiicrelerde gergeklestirilen akim
sitometrisi ile ilacin B hicrelerinin proliferasyonunu degistirmedigi ve B hicrelerince
anti-AChR IgG salinimi {izerine bir etkisi olmadigi bulunmustur. Bu durumda ilacin MG
lizerine yararli etkisinin, CD4+ T hicrelerince tetiklenen mekanizmalarla (sitokinlerin
araciligiyla) ilgili antikorlarin sentezinin artirilmasi ve proinflamatuvar sitokinlerin
salinmasinin inhibisyonu seklinde gelistigi biciminde yorumlamislardir. Nitekim A2aR
aktivasyonu ile Thl, Th2, Th17 hiicre sayilar1 ve bu hiicrelerce iiretilen sitokinlerin
miktarimin distiigiini, regulatuar T hiicre sayilari ve sitokinlerinin arttigini bulmuslardir.
Th1, Thl7 sitokinlerinin proinflamatuvar, Treg sitokinlerinin anti-inflamatuvar olmasi ile
goriilen bu degisiklikler MG’in inflamatuvar bir otoimmun hastalik olmasi ile uyumlu
olarak degerlendirilmistir. Th2 sitokinlerinin anti-inflamatuvar olmasina ragmen MG
modelinde diisiik olmasi ilk bakista hastalikla uyumsuz bir tablo olarak goériinmektedir.
Bu durum Th2 hiicrelerinin ayrica B hiicrelerinin biiyiimesi ve differansiyonunu stimile
etmeleri ve kompleman fikse etmeyen (farelerde IgG1l gibi) antikor Uretimini

indlklemeleri bulgulari ile agiklanmaktadir (Wang W ve ark., 2007; Li ve ark., 2012).

Bir A vitamini metaboliti olan All-transretinoik asit (ATRA) bazi otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde kullanilan baska bir immunomodulator ilagtir. Retinoik asit (RA), retinoik
asit reseptorlerine (RAR) ve retinoik X reseptorlerine (RXR) baglanarak farkli immiin
sistem hiicre tiplerini etkiler (Mora ve ark., 2008). ATRA ise RA’ nin bir tipi olup major
RAR ligandidir ve lenfosit diferansiyonu ve fonksiyonunda énemli rol oynar. ATRA T
helper (Th) hucreleri immiin cevaplarinin gidisatini, Th1’e baglh inflamasyonu inhibe,
Th2 anti-inflamasyonu artirarak degistirirler (Iwata, 2003). ATRA, ayrica Thl7
(inflamatuvar) ve Threg (anti-inflamatuvar) diferansiyonlarin1 Threg lerin olusumunu
Th17’ lerinkine Ustiinleyerek degistirir (Mucida ve ark., 2007). Ek olarak A vitamin
eksikligi olan farelerde antijen spesifik 1gGl cevaplarinin bozuldugunu gosteren

caligmalar, ATRA’nin B hiicrelerinin izotipleri ile antikor cevaplarini etkiledigini
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gOstermektedir (Smith ve Hayes, 1987; Chen ve ark., 2008). Yine ATRA’nin antijen
prezente eden hicrelerin fonksiyonunu, maturasyonunu ve kapasitesini etkiledigine dair
yayinlar bulunmaktadir (Geissmann ve ark., 2003; X. Wang ve ark., 2007). Bu bilgilerin
1s18inda, MG rat modelinde ATRA’ nin in vitro ve in vivo etkilerinin calisildig
arastirmada klinik olarak fayda saglandigi gozlenmistir (Xie ve ark., 2013). Bu faydayzi,
ATRA ile ilgili daha once literatiirde yer alan ¢alismalarla uyumlu olarak Thl, Th17, Tfh
(Follikiiler helper T hiicreleri, CD4+CXCR5ICOS™" B hiicre folikiilii i¢inde yer alip B
hlcrelerine IgG antikor yapiminda en fazla yardim eden T helper hiicre grubu) hiicrelerini
azaltarak; Th2, Treg, Tfr (follikiler regulatuar hiicreler, B hiicre folikiilii iginde yer alip,
Tth hicrelerini inhibe eden T helper hiicre grubu) hicrelerini arttirarak gerceklestirdigi
bulunmustur. Sonug olarak ATRA alan ratlarin serumlarinda almayan ratlara gére daha

az miktarda anti-AChR IgG antikoru oldugu saptanmustir.

Literatiirdeki bir ¢alismada teriflunamid isimli ilacin MuSK immunize MG modeli
gelistirilmis farelerde de klinik faydali etki gosterdigi bildirilmektedir (Yilmaz ve ark.,
2020). Bahsedilen bu ¢alismada hastalik modeli gelistirilmis evre 2 farelerin bir kismina
ilag (30 pg teriflunamid ip/giin, PBS iginde ¢oziinmiis sekilde), bir kismina ise PBS
verilmis, fareler alt1 hafta siireyle izlenmistir. Son asamada ila¢ kullanan sekiz farenin %
50’sinde, PBS alan dokuz farenin hepsinde MG hastaligi bulgulari oldugu gozlenmistir.
Yine sadece PBS alan farelerde MG hastaliginin siddetinin arttigi farelerin tigiiniin evre

3’e, bir farede ise evre 4’e yiikseldigi bildirilmistir.

MuSK immunize MG modelinde teriflunamidin etkisini inceleyen, yukarida belirttigimiz
calismada (Yilmaz ve ark., 2020), ikinci immiinizasyon sonrasi yedinci haftadan
baslayarak MG modeli gelistirilen farelerde saglikli kontrol grubuna gore anlamli agirlik
diisiisii baslamis, sekizinci haftada yapilan iiglincli immunizasyon sonrasi baslanan
teriflunamid ilacinin baslanmasinin ardindan dokuzuncu haftadan itibaren bu ilaci
kullanan farelerin agirliklarinda diizelme oldugu bildirilmistir. Bizim c¢alismamizda
teriflunamid kullanimi ile farelerin agirliklarinda diizelme meydana gelmemis, hatta
onuncu haftadan baglayarak ilag alan grubun saglikli gruba gore agirhiginda anlamli
olarak daha az oranda bir artma gorulirken, ila¢g almayan grupta ise saglikli kontrol

grubuna gore anlamli farklilik olusturan bir degisim goriilmemistir. Bu durumun bizim
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modelimizin AChR immunizasyonu ile gergeklestirdigimiz farkli bir model olmasinin

yanisira, teriflunamid dozumuzun daha yiiksek olmasina bagli olabilecegini diisliniiyoruz.

MuSK ile immunize farelerde teriflunamidin etkinligini arastiran bu ¢alismada da ylzey
boyamasi yapilan LN dan alinan hiicrelerde T lenfosit, T helper hiicreler, T sitotoksik
hiicreler, B lenfositler, natural killer hiicreler, fagositozla goérevli dogal immunite
hlcreleri gibi bazal immun hiicrelerin akim sitometresi ile oran1 incelenmis ve sonucta
tedavi ile bu hiicrelerin oranlarinda azalma egilimi olmakla birlikte anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir. Ayrica hafiza (memory) T hicrelerinin oraninda bir etkilenme
saptanmamugstir. Plazmoblast orani ise, tedavi ile azalma egilimi gostermekle birlikte bu
azalma istatistiki olarak anlamli diizeyde bulunmamustir. Fakat hafiza (memory) B
hiicrelerinin orani, ila¢ almayan hasta grupta ilac alan gruba gore ve saglikli farelere gore
anlaml sekilde yiliksek bulunmustur. Ayrica farelerin serumlarinda Ig G, Ig G1, Ig G2b,
Ig G3 diizeyleri ¢alisilmis, ilag almayan hasta grubun diizeylerinin ilag alan hasta gruptan

ve saglikli kontrol grubundan daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Biz ise ¢alismamizda, teriflunamidin MG modeli gelistirilmis farelerde klinik olarak
tedavi edici etkisi oldugunu ve hastaligin progresyonunu engelledigini bulduk.
Literatirde MG hastaliginda kullanilan ilaglarin tedavi edici etkisine paralel olarak
hayvanlarin agirliklarinda diizelmeye neden oldugunu belirten calismalarin aksine,
caligmamizda ila¢ kullanan ve kullanmayan hasta fareler arasinda viicut agirliklari
acisindan anlamli bir fark bulmadik (Li ve ark., 2012; Huang ve ark., 2018; Pelz ve ark.,
2018; Yilmaz ve ark., 2020). Bu durumun, teriflunamidin orta ve yiiksek dozlarda
kullanildiginda, kilo kaybi yan etkisinin olabilmesine bagli olabilecegini diistindiik
(Committee for Medicinal Products for Human Use-CHMP, 2013). Asagida daha detayli
olarak degerlendirecegimiz {izere bu tedavi edici etkisini, T htcreleri, B hiicreleri ve
antikor Uretimi Uzerine etkileriyle gergeklestirmis olabilecegini diisiinerek birtakim

incelemeler yaptik.

Dalak ve lenf nodunda farkli sitokin salgilayan tipleri icerir sekilde T helper hiicre sayilari
yoniinden yapilan karsilastirmalarda, dalakta T helper hiucrelerinin 1L2, IL17A, IFN-
gamma, IL22 sitokinleri tasiyanlari; lenf nodunda ise IFN-gamma, GM-CSF, 1L22
sitokinleri yonunden ilag alan hasta farelerde, ilag almayan farelere gére anlamli derecede
daha diisiik sayida hiicre oldugunu saptadik. IL2, IL17A, IFN-gamma, 1L22, GM-CSF
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sitokinlerinin inflamasyonda gorevli ve inflamasyon durumunda artan sitokinler oldugu
g0zoniine alindiginda teriflunamidin farelerde inflamatuvar siiregleri azaltmis olabilecegi
seklinde yorumlanabilir (Ray, 2016). Bu sitokinlerden en fazla anlamli farklilik
gosterenlerin, dalakta IFN-gamma (ayrica lenf nodunda da anlamli) ve IL2, lenf nodunda
GM-CSF oldugunu bulduk. Bu sitokinleri immunomoddlator yonlerini de kapsayacak
sekilde daha yakindan inceleyecek olursak, immun olaylardaki etkilerini daha iyi

anlayabiliriz.

IFN-gamma, akut inflamasyon sonrasi bir yabanci antijenin uzun siireli viicutta
bulunmasina cevap olarak T helper (T1 tipi) hiicreleri tarafindan tretilir ve kronik
inflamatuvar yanita neden olur. Adaptif immun cevabi diizenleyici rolii olan IFN-
gamma, kronik inflamatuvar yamtta biyik roli olan makrofajlar1 aktive eder. Bu
aktivasyon makrofajlarin ve antijen prezente edici hicrelerin antijen ekspresyonunu
artirtr. TNF-alfa ve IFN-gamma birlikte galisarak interselliiler adezyon molekiillerinin ve
Klas I MHC’in ekspresyonunu artirarak daha fazla sayida 16kositleri ¢agirir ve boylece
kronik inflamatuvar cevabin olusmasini saglarlar (Ray, 2016). Sonug olarak IFN- gamma
ve TNF-alfa inflamasyonun akut doneminde gorev alir ve inflamasyonun
kroniklesmesine neden olurlar. Bu bilgiler 1s1ginda sonuglarimizi degerlendirirsek,
farelerin ii¢ kez antijen ile karsilagsmasi ve ardindan bes hafta gegcmesi sonucu olayin
kronik siirece girdigi i¢in hasta hayvanlarda saglikli kontrol farelerine gore T helper
hucrelerinde IFN-gammanin, dalakta ve lenf nodunda ise anlamli disiis gosterdigini
diislinebiliriz. IFN- gammanin ilag alan farelerde ila¢ almayanlara gore daha diisiik olmasi
bu ilacin immun hiicreler gibi hizli gogalan hiicrelerin proliferasyonu ve aktivasyonu ile
bu hicrelerin sinyalizasyonu olan sitokinlerin Uretimi gibi enerji gerektiren
fonksiyonlarini azaltma etkisine bagl oldugu diistiniilebilir. IFN-gammanmn diigmesi,
ayrica adaptif immun cevabin olugsmasini engellemek yoluyla teriflunamid kullaniminin

olusturdugu klinik yarara fayda saglamis olabilir.

IFN-gamma, IFN- 2 grubuna ait bir interferondur. Interferonlar, antiviral, antitumor ve
immunomodulator etkili immun cevabin ana koordinatérleri olan sitokinlerdir (Gresser,
1990). IFN-gamma direk olarak viral replikasyonu engelleme ile immunstimulatuar,
immunomodilatér, antitimor etkilerinden dolayr immun sistemde 6nemli bir
interferondur. Dogal (innate) immunite mekanizmasinda en fazla, natural killer (NK)

hiicreler, natural killer hiicreler tarafindan {iretilirken; adaptif (edinsel) immunite
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gelistiginde ise en ¢cok CD4 Thl ve CD8 sitotoksik T lenfositleri tarafindan tretilirler.
Ayrica non sitotoksik dogal lenfoid hicreler (innate lymphoid cells: ILC) tarafindan da
olusturulurlar (Saha ve ark., 2010; Pott ve ark., 2011; Wack ve ark., 2015). IFN-gamma
normal hucrelerdeki Klas 1 MHC molekullerinin ve antijen prezente eden hicrelerdeki
(APC) Klas 2 MHC molekiillerinin ifadesini artirarak dogal (innate) ve adaptif (edinsel)
immuniteyi indikler (Amaldi ve ark., 1989; Shirayoshi ve ark., 1988). Ayrica IFN-
gamma, Thl hiicrelerinden salinir ve CD4+ (ThO) hicrelerinin Thl hicrelerine
donlismesini saglayarak pozitif bir besleme zinciri olusturur. Bu arada IFN-gamma, T
hicrelerinin Th2, Th17 ve Threg htcrelerine donmesini engeller (Luckheeram ve ark.,
2012). Calismamizda hem dalak, hem de LN’unda, ilag alan farelerde ilag almayanlara
gore IFN-gamma + T helper hiicrelerinin azalmasi, Thl hiicrelerinin azalmas1 demektir.
Th1 hicrelerinin makrofaj ve sitotoksik T hicrelerini aktive ettigini ve olusan IFN-
gammanin klas 2 MHC molekillerinin ifadesini artirarak antijen prezentasyonunu
indiikledigini gbzonunde bulundurursak, IFN-gammada ilagla olusan azalmanin ilacin
verdigi klinik faydaya katki vermis olabilecegini diislinebiliriz. Lenf nodunda ayrica ilag
almayan hasta farelerde, saglikli kontrol farelere goére IFN-gammanin anlamli diisiik
olmasi immunolojik olayin kronik fazda olmasi ile ve IFN-gammanin ise daha ¢ok akut
fazda rol almasi ile LN ’nun B hiicrelerinin olgunlagsmasi ve antikor tiretmesi gibi adaptif
immunolojik olaylarinin ileri evrelerinde rol almasina bagli olarak IFN-gamma ile iliskili

fazla gorev Ustlenmemesi ile agiklanabilir.

Calismamizda ilag alan hasta grubunun LN’unda granulosit makrofaj koloni (colony)-
stimulizan faktori (GM-CSF), ilag almayan hasta grubuna gore (p<0.01) ve saglikli
kontrol grubuna gore (p<0.001) daha diisiik degerde bulduk. Dalakta ise anlamli bir
farklilik saptamamakla birlikte GM-CSF’nin ila¢ alan grupta ila¢ almayana gore daha

diisiik olma egilimi icerisinde oldugunu gozledik.

GM-CSF, sitokin olarak gorev alan bir glikoprotein olup kemik iliginde beyaz kiirelerin
buyume faktorl olarak gorev yapar, kok hucrelerini granulosit (nétrofil, eosinofil,
bazofil) ve monosit Gretmesi i¢in uyarir (Francisco-Cruz ve ark., 2014). Monositler, kan
dolasimina c¢ikar ve dokulara gecerek, makrofaj ve dendritik hiicrelere doniisiir. Bu
hicreler immun ve inflamatuvar olaylarin zincirinde yer alirlar. Dendritik hucreler,

antijen prezente eden hiicre olarak gorev alarak dogal (innate) ve primer immun
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mekanizmalarda yer alirlar. Ayrica GM-CSF monosit ve makrofajlart stimiile ederek
onlarin pro-inflamatuvar sitokinler salgilamasina neden olur (Lee ve ark., 2020). Bu
durumda ilag alan farelerde GM-CSF’nin diismesi primer immun olaylar1 Ve

inflamasyonu azaltarak MG hastaligi iizerine iyilestirici etkide bulunmus olabilir.

IL-2 nin immun sistemdeki T hticrelerinin daha gok lenfositler olmak Uzere beyaz kiire
hlcrelerinin (l16kosit ve lenfositler) immun fonksiyonlarini diizenleme gorevleri gibi
etkileri goziiniine alindiginda dalakta ilag kullanan farelerde kullanmayanlara gore
anlaml diisiik saptanmasi ilacin klinikte goriilen yararli etkisine fayda sagliyor olabilir.
IL-2 ilk bulundugunda T- hiicre biiylime faktorii olarak adlandirilmis bir sitokindir. Bir
immun cevap sirasinda buyik oranda aktive CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinden salinir,
CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin proliferasyonunu indiikler, CD4+ T helper hicrelerinin
Th1 ve Th2 tipinde T helper hiicrelerine ve T hafiza (memory) hiicrelerine doniisiimiinii
stimule ederken, Th17 ve folikiiler Th hiicrelerine doniisiimiinii engeller (Liao et al.,
2013). IL-2’nin T hafiza (memory) hiicrelerine donisiimi stimule etmesi, hiicresel
immunitenin devamini saglar. Ayrica natural killer hiicreler ile B lenfositlerinin
proliferasyonu ile fonksiyonlarini ve makrofajlarin olgunlagsmasini indtkler. 1L-2 ile
aktive olan B lenfositler membrana bagli IgM’den ziyade, sekrete edilen IgM dretirler
(Malek ve Castro, 2010). Biitiin bu bilgiler gz o6niinde bulunduruldugunda ilag
kullaniminin IL2 diistikliigi ile aktif immunolojik olaylart baskilamasinin ilacin klinik

faydasina katki saglamis olabilecegini diisiliniiyoruz.

Ayrica dalak ve LN dokusunda teriflunamid alan farelerde almayanlara gore IL-22
tasiyan T helper hiicre sayilarinin anlamli diisiik oldugunu saptadik. 1L-22’ nin psoriasis
ve kronik inflamatuvar bagirsak hastaligi gibi patolojik siireglerde de yer alabildigini
g6zonunde bulundurursak IL-22 nin ilag alimiyla diismesi klinik faydaya katki saglamig
olabilir. Onceleri IL-22’nin Th17 hiicrelerinden salindig1 diisiiniiliiyordu fakat yapilan
calismalarla bunun boyle olmadigi anlasildi. IL-22 pek ¢ok immunolojik hiicre tarafindan
salinabilen ancak uygun reseptorii olan epithelial hiicrelerle iletisime gecip fizyolojik
olarak buradaki hasar1 tedavi eden ve dokuyu koruyan bir sitokindir. Ancak inflamasyon
bulunan yerlerde fazla olmalar1 rejeneratif etkilerinden baska patolojik inflamasyonu
artirabilme etkilerine baglanmaktadir. Nitekim otoimmun hastalik, enfeksiyon ve
malignansi gibi siireglere de katki verdikleri belirlenmistir (Perusina Lanfranca ve ark.,

2016). Biz ise calismamizda anlamli olmamakla birlikte dalakta ve LN’da hasta farelerde
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IL-22’nin artma egiliminde oldugunu bulduk. Teriflunamid alimi ile IL-22’nin hem
dalak, hem de LN’da anlamli hem diistiiglinii saptadik. Bu durum belirttigimiz {izere

myastenik fareler (izerinde tedavi edici etki yapmus olabilir.

IL-17A tastyan T helper hiicre sayilarmi ise dalak dokusunda ila¢ alan farelerde
almayanlara gore anlamli olarak daha diisiik sayida oldugunu bulduk. Bu sonucun IL-
17A’nin T helper T17 alt tipi hicrelerince dretilen bir sitokin olarak nétrofil ve
makrofajlarin migrasyonundan sorumlu oldugu dikkate alinirsa ilacin inflamasyonu
azaltmak yoluyla MG hastaligindaki klinik faydali etkisi ile iligskili oldugunu
diislinebiliriz (Zenobia ve Hajishengallis, 2015).

Lenf nodunda belirledigimiz IL-10’un kontrol grubunda hasta fare gruplarina gore
anlamli yiiksek olmasi bulgusu MG hastaliginin etkisine baglanabilir. IL-10"un T helper
hlcrelerinin alt grubu olan T reg hiicrelerinden salinmasi ve immun cevabi pek ¢ok yolla
suprese etmesi seklindeki etkileri diistiniildiigiinde bu bulgu hastalikta beklenen yonde
bir bulgudur. B hicreleri, T hiicreleri, monositler, natural killer hicreleri ve antijen
prezente eden hicreler gibi c¢ok farkli hiicre ¢esitlerince salinan bu sitokin
proinflamatuvar sitokinlerin salinimini engeller. Ayrica T helper hiicrelerin Thl ve Th2
alt gruplarinin  aktivasyonunu engelleyerek makrofajlarin ve B hiicrelerinin

aktivasyonunu inhibe etme gorevi bulunmaktadir (Ray, 2016).

TNF-alfa sitokini yonunden gruplar arasinda hi¢ anlamli sonug elde etmedik. TNF-alfa
hakkindaki bilgileri gozden gecirecek olursak: Bu sitokin akut inflamasyonu y6neten ana
sitokin olmakla birlikte primer rolii immun sistemin regulasyonudur. immun sistem
hiicrelerinin hepsinde iiretilebilmekle birlikte ¢cogunlugu makrofajlardan iretilir. TNF-
alfa etkisini TNFR1 (TUmor nekrozis faktor reseptori) ve TNFR2 olmak (izere iki farkli
reseptor Gzerinden gosterir. TNFR1 pek ¢ok hiicrede ifade edilirken, TNFR2 primer
olarak endotel hcreleri, epitel hicreleri ve bazi immun hiicreler gibi belirli hiicre
gruplarinda bulunur. TNFR1 sinyali proinflamatuar ve apopitotik iken, TNFR2 sinyali
anti-inflamatuvar ve hicre proliferasyonunu indtkleyicidir (Gough ve Myles, 2020; Heir
ve Stellwagen, 2020). Bu bilgilerin 1s1ginda ¢alismamizda TNF-alfa yoniinden bir
farklilik bulmamamiz bu sitokinin T hicrelerinden ziyade en c¢ok makrofajlarda
uretilmesine ve farkli reseptor tiplerine gore birbirinin tam tersi etkilere sahip olmalari

nedenlerine bagl olabilir.
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Dalak ve lenf nodunda farkli sitokin salgilayan tipleri igerir sekilde sitotoksik T hucre
sayilar1 yoniinden yapilan karsilastirmalarda, T helper hiicrelerindeki gibi zengin bulgular
saptamadik. Bu durum literatiirde MG hastaliginin T helper hicreleri ile regule bir
hastalik olarak bildirilmesiyle uyumluluk gostermektedir. Dalakta toplam sitotoksik T
hlcre sayist ve bunun IL2, IL17A, IFN-gamma, GM-CSF, 1L-22, 1L-10, TNF-alfa
sitokini iireten sayilar1 yoniinden, ¢alisma gruplarimiz arasinda anlamli bir farklilik
saptamadik. Lenf nodunda yaptifimiz benzer degerlendirmelerde ise, teriflunamid
ilacinin hizli boliinen hiicrelerin proliferasyonunu bozmasi 6zelligi ile uyumlu olarak bu
ilact kullanan hasta farelerin CD3+CD8+ yani sitotoksik T hiicre sayilarinin saglikli
kontrol farelerine gore anlamli diisiik olarak bulduk. Ayrica bir bagka anlamli bulgu
olarak, IFN-gamma ureten sitotoksik T hiicre (CD3+CD8+IFN-gamma-+) sayilarinin ilag
alan ve almayan hasta gruplarinda saglikli kontrol grubuna gore anlamli diisiik oldugunu
tespit ettik. Bu bulgu lenf nodunda T helper hiicrelerinde (CD4+) de gozledigimiz bir
bulgudur. T helper hiicrelerinde oldugu gibi immunolojik olayin kronik fazda olmasi

nedeniyle IFN-gammanin diisiik oldugunu diistinmekteyiz.

Timusta yaptigimiz degerlendirmeleri gozden gegirecek olursak, total timosit ve T hiicre
sayilarinin genel olarak ila¢ almayan hasta grupta saglikli kontrol grubuna gore yiiksek
olma egiliminde, ila¢ alan hasta grubunda ise ilag almayan hasta gruba gore daha diisiik
olma egiliminde oldugu gézlenmistir. Bununla birlikte bu egilim sadece CD3+CD4+ yani
T helper hiicreleri i¢in anlamlilik diizeyine ulasmis; ila¢ almayan hasta grubunda T helper
hiicrelerinin sayisi, ilag alan hasta gruptan (p<0.05) ve saglikli kontrol grubundan anlamli
yuksek (p<0.05) olarak bulunmustur. Bu bulgular MG’in T helper hicreleri ile medie bir
hastalik olmasi ve teriflunamidin hizli boliinme 6zelligine sahip hiicreler olan T

lenfositlerin proliferasyonunu bozma 6zelligi ile kolayca agiklanabilir.

Timusta ayrica CD4+CD40L+ ve CD8+CD40L+ hiicrelerinin sayilar1 yoniinden ¢aligsma
gruplarimiz arasinda anlamli farkliliklar saptadik. CD40L (CD40 ligand: CD154) nin
primer olarak aktive olan T hucreleri Uzerinde yer alip, antijen prezente edici hiicreler
(APC) uzerinde bulunan CD40 proteini ile baglanarak ¢ok c¢esitli humoral ve selliiler
immun cevaplarda ana modulatérlerden biri oldugunu diistintirsek (Grewal ve Flavell,
1998; Chatzigeorgiou ve ark., 2009), CD4+CD40L+ hiicre sayisinin saglikli kontrol

grubunda hasta gruplara gore anlaml diisiik, CD8+CD40L+ hiicre sayisinin ise ilag
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almayan hasta grupta, ilag alan hasta grup ile saglikli kontrol grubuna gore anlamli sekilde
daha yiiksek olmasi sonuglarma bagli olarak immun sistemin regilasyonunda MG
hastalig1 ve teriflunamid kullanimi ile timusta 6nemli oranda degisiklikler olustugunu

diistinebiliriz.

Bir bagka deyisle, CD40L tasiyan hiicreler, antijen presente eden hiicrelerin (dendritik
hlcreler, makrofajlar, Langerhans hiicreleri, B lenfositler) aktivasyonunu saglayarak hem
humoral, hem de selliller immun mekanizmalarda, dogal ve adaptif immun cevabin
olusturulmasinda diizenleyici rol oynarlar. Klasik olarak CD40L ifadesinin sadece CD4+
T hiicrelerinde yer aldig bilgisi son zamanlarda CD8+ T hiicrelerinin de bu ligandi
icermesinin tespitinden sonra degismistir (Bourgeois, 2002). CD40L+ T helper
hicrelerine, B hiicrelerinden antijen sunuldugunda, bu B hiicrelerinin aktivasyonuna,
hizlica gogalarak germinal merkez olusturmalarina ve bu germinal merkezde plazma
hiicrelerine ve memory B hiicrelerine doniismelerine ilaveten antibodi izotip
degisimlerine ve affinitelerini olgunlastirmalarina neden olur. Biitiin bu olaylarin sonucu,
B hucrelerinin bir topluluk olarak bir antijenik hedefe yonelik 6zel antikorlar olusturmasi
saglanir. Nitekim CD40 veya CD40L (CD154) eksik olan farelerde immunoglobulin klas
degisimi veya germinal merkez olusumu az diizeydedir, sonugta immun cevaplar siddetli
bir bicimde hasarlanir. CD40L ile ilgili gendeki bir hasar, immunoglobulinlerde klas
degisiminin yapilmasi yetenegini yok eder ve sonugta hiper IgM sendromu gorulir
(Grewal ve ark., 1995).

CDA40 iceren dendritik hiicreler, CD40L iceren CD4+ ve CD8+ T hiicrelerine antijen
sunumu yaptiklarinda ise dentritik hiicreler aktive olur ve IL-12 ile IFN-gamma salmak
yoluyla CD8+ T hiicrelerinin fazlalagsmasini ve memory (hafiza) T8 hiicrelerine

farklilasmalarini saglarlar (Tay ve ark., 2017).

CD40L  hakkindaki  biitin ~ bu  bilgileri  gozoniine alarak  sonuglarimizi
degerlendirdigimizde hasta farelerde CD4+CD40L+ hiicre sayilarinin kontrol grubuna
gore anlamli yiiksek olmasi, bu farelerdeki aktif immiinolojik olaylar1 gostermesi
yonunden akla uygun gelmektedir. CD8+CD40L+ hiicre sayilarinin ilag kullanmayan
hasta grupta saglikli kontrol grubuna gore anlamli yiiksek olmasi aktif immunolojik olay1
gostermesi acisindan makul bir sonu¢ olmakla birlikte T helper hiicreleri ile agiklanan

MG patogenezi gdzoniine alindiginda oldukga ilging bir bulgudur. Ustelik ila¢ kullanan
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hasta farelerde, CD8+CD40L+’nin ila¢ kullanmayanlara gore anlaml diisiik bulunmasi,
bu durumun teriflunamidin tedavi edici fonksiyonuna katkida bulunuyor olabilecegine

isaret etmektedir.

Calismamizda, B hiicre say1, antikor iireten hiicre say1 ve antikor Uretme antijenine dair
ortalama floresan dlzeyi (ortalama CD138+ floresan intensitesi) yoniinden, ilag alan
hasta fareler ile ila¢c almayan hasta fareleri ve saglikli kontrol farelerini birbirleriyle
karsilastirildigimizda, dalak ve lenf nodunda anlamli bazi sonuglara ulastik. Bu
sonuclardan ilag alan farelerle diger iki grup arasinda (ila¢ almayan fareler ve saglikli
kontrol fareleri) olanlari, dalakta CD19+CD138+, CD19+CD138+kappa+,
CD19+kappa+, CD19+lambda+ hiicre sayilar1 idi. CD19+CD138+lambda+ hiicre sayisi
anlamlilig1 ise sadece ilag alan grupla saglikli kontrol grubu arasinda bulundu. Ortalama
CD138+ floresan intensitesi yoniinden dalakta saglikli kontrol grubunun diger iki gruptan
anlamli sekilde daha yuksek degere sahip oldugu bulundu. Lenf nodunda ise
CD19+CD138+kappa+, CD19-+kappa+ sayilar1 yoniinden ilag alan grup diger iki gruptan
anlamli diisiik degere sahip olarak belirlendi. Ayrica yine lenf nodunda ilag¢ alan grup
CD19+CD138+ hiicre sayis1 ve ortalama CD138+ floresan intensitesi yoniinden ilag
almayan gruptan, CD19+CD138+lambda+ hiicre sayist yoniinden saglikli kontrol
grubundan anlamli daha diisik degere sahipti. CD19+ hiicre sayis1 yoniinden gruplar

arasinda dalakta ve lenf nodunda hi¢bir anlamli farklilik bulunmada.

CD19+ hucrelerinin tim B lenfositleri, CD138+ hiicrelerinin ise antikor Uretebilen B
lenfositleri (plazma hiicreleri) ve kappa ile lambdanin her immunoglobulinde iiretilen tek
tip hafif zinciri belirterek aktif antikor Ureten hicreleri gosterdigini géz oninde
bulundurdugumuzda ve ayrica ilag alan grubun diger gruplardan daha diisiik degere sahip
olmasini ilacin etkisine bagladigimizda; teriflunamidin etkisini total B lenfosit sayisini
diistirmekten ziyade antikor Ureten plazma hicre sayilarini diisiirme suretiyle yaptigi
diisiniilebiliriz. Fakat ila¢ kullanan ve kullanmayan fare gruplart arasinda
immunoglobulinler agisindan yaptigimiz istatistiki incelemelerde bu bulguyla uyumlu bir
farklilik bulmadik. Belki gézlem siiremiz daha uzun olsaydi bu agidan birbiriyle uyumlu

bulgulara ulasabilirdik.

Calismamizda, CD138+ ortalama floresan intensitesinin, dalakta ila¢ alan ve almayan

hasta fare gruplarinda saglikli kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiik ve lenf



65

nodunda ila¢c almayan hasta grupta ilag alana gore anlamli daha yiiksek oldugunu
saptadik. CD138+ ortalama floresan intensitesinin bir hiicrede goériilen ortalama floresan
aktivitesi olup ilgili antijenin ifadesini (ekspresyonunu) yansittigini diisiinerek ve son
yillarda yapilan yayinlara gore CD 138’ in daha uzun yasam siiresine sahip plazma
hiicrelerinde, yeni gelisen plazma hiicrelerine gére daha fazla ifade edildigini aklimizda
tutarak elde ettigimiz bulgulari degerlendirirsek, genel olarak hasta gruplarda yash
plazma hiicre ifadesinin daha diisiik (dalak) ve 6zellikle ila¢ alan hasta grupta almayana
gore daha diisiik (lenf nodu) oldugu sonucuna varabiliriz (Mittag ve Tarnok, 2009;
McCarron ve ark., 2017; Mizrahi ve ark., 2018). Kisa omiirlii, gen¢ yani daha yeni
Uretilmis plazma hiicrelerinin IgM, tam olgunlasmis, yasl olanlarin ise IgG trettigi goz
onune alindiginda bu sonuglarn immunoglobulin tiplerine de yansiyabilecegini
diistiniiyoruz (Bortnick ve Allman, 2013; Nutt ve ark., 2015).

Nitekim farelerin serumlarinda ¢alistigimiz anti-AChR antikorlarint deney modelimizin
gelistigini kanitlama aract olarak kullanmanin yanisira immunoglobulin tiplerindeki
degisiklikleri incelemek icin de kullandik. Calisma gruplarinin immunoglobulin
degerlerinin topluca grup diizeyinde gosterdigi degisiklikleri ve gruplardaki her bir
farenin immunoglobulin degerlerinin zamansal degisimini inceledigimiz istatistiki

degerlendirmeler sonucu ilging verilere ulastik.

Farelerin gruplar bazinda immunoglobulin degerlerinin topluca degerlendirilip
karsilastirilmasinda, hastalik modeli olusturma islemleri asamasindan sonra ilag alan ve
almayan hasta gruplarinin her ikisinde de inceledigimiz tiim immunoglobulinler (IgG1,
1gG2Db, 1gG3, IgM) yoOniinden saglikli kontrol grubuna gore anlamli yiikseklik oldugunu
saptamamiz MG hastalik modelimizin gelistiginin biyokimyasal olarak kamtidir. ilag
kullanim1 6ncesi immunoglobulinler yoniinden hasta gruplari arasinda anlamli bir fark
gozlenmezken bes haftalik ila¢ kullanimi1 sonras1 deneyimizin sonlanmasi ile yaptigimiz
incelemede, Ig G tipleri yonunden ila¢ alan ve almayan hasta gruplar1 arasinda anlaml
bir fark gozlenmezken; Ig M yoniunden ila¢ alan grupta, almayan gruba gore istatistiki

olarak daha yiiksek degerler saptanmaistir.

Her bir farenin immunoglobulin degerlerinin zamansal degisimini inceledigimiz
istatistiki degerlendirmeler sonucunda ise zaman igerisinde (ila¢ kullanma déneminin

basi ve deneyin sonlandirilma asamasi arasinda) iki gruptaki hasta farelerde son bakilan
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immunoglobulin degerlerinin ilk bakilan degere gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu
bulundu. Ayrica bu anlamlilik degerlerinin Ig G2b, 1gG3 ve IgM ydninden her iki hasta
grubunda ayni dizeylerde oldugu belirlendi. Fakat IgG1l diizeyi yoniinden yapilan
degerlendirmede ila¢ kullanmayan hasta grubundaki degisikligin, ila¢ alan gruba gore
daha fazla anlamli oldugunu bulduk (ila¢ alan grupta p<0.05, ila¢ almayan grupta
p<0.001). Bagka bir deyisle teriflunamid kullanimi farelerde Ig G1 {iretimini azaltir

gorinmektedir.

IgM duzeyindeki ylkselmenin, daha Once bahsettigimiz CD 138+ ortalama floresan
intensitesinin hasta gruplarda ve 6zellikle ila¢ alan hasta grupta saptanan diisiikligiinu
yani daha fazla gen¢ (baska deyisle daha az hafiza-memory plazma hicresi) ve
dolayisiyla IgM (reten plazma hicre kapasitesi ile uyumluluk gosterdigini
diistinmekteyiz (Bortnick ve Allman, 2013; Nutt ve ark., 2015; Khodadadi ve ark., 2019).
flag alan grupta ilag almayan gruba gore saptadigimiz daha iyi klinik durumun, ilag alan
grupta 1gG1’in daha az diizeyde yiikselmesine baglayabiliriz. g G1 farelerde kompleman
baglamayan bir immunoglobulin olmakla birlikte, immunglobulinlerin MG’de
immunolojik etkilerini AChR’e direk baglanmakla da gosterebildigi g6zoninde
bulunduruldugunda bu sonuca varmamizin akla yatkin oldugunu diisiiniiyoruz (Ey ve
ark., 1979). Nitekim bu diisiincemiz MG patogenezinde IgG1’in en Onemli
immunoglobulin olmasi ile uyumluluk gostermektedir (Lefvert ve ark., 1981; Rgdgaard
A ve ark., 1987).

Sonug olarak ¢alismamizda teriflunamidin farelerde MG hastaliginda klinik olarak tedavi
edici etkisi oldugunu ve hastaligin progresyonunu engelledigini bulduk. MG hastaligina
neden olan aktif immun mekanizmanin AChR’ini hasarlayan antikorlar oldugu seklindeki
bilgilerimize dayanarak teriflunamidin daha c¢ok reseptorlere karst olusan
immunoglobulin tipini degistirerek etki gosterdigini bulduk. Teriflunamid kullanimi ile
olusan antikorlarin IgG tipinden IgM tipine kaydigin1 gézlemledik. Bir baska deyisle,
teriflunamid Ig G olusumu ile giden sekonder immuniteden, IgM olusumu ile karakterize
primer immuniteye dogru immunolojik cevaplari degistirmekte, yani sekonder
immunitenin gelismesini engellemektedir. Bu durumu ise muhtemelen yasam siiresi kisa
plazma hiicrelerinin antikor liretmesini saglayarak, yani uzun yasamis plazma (hafiza

plazma) hiicrelerinin olusumunu veya aktifligini azaltarak yaptigini disiinmekteyiz.
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Nitekim anti MuSK antikoru ile gelistirilen MG modeli ¢aligmasinda bildirilen,
teriflunamidin etkisini memory B hiicresi iizerine yaptig1 inhibitor etkiyle gerceklestirdigi

sonucu ile bizim sonucumuz uyumluluk icerisindedir (Yilmaz ve ark., 2020).

Ayrica teriflunamid, dalak ve lenf nodu dokusunda inflamatuvar sitokinleri Greten T
helper hiicre sayilarini azaltip sitokinleri etkileyerek edinsel (adaptif) immunite
cevaplariin gelisimini azaltan bir zemin olusturuyor gibi géziikmektedir. Bu sonugclar
MG’de etkilerini onceki sayfalarda tartistigimiz fingolimod, ATRA ve adenozin
reseptoru agonisti ilacla benzerdir (Li ve ark., 2012; Xie ve ark., 2013; Huang ve ark.,
2018). Teriflunamid kullanimi ile dalak dokusunda IL-2, IL17A, 1L22, IFN- gammanin,
lenf nodu dokusunda ise GM-CSF, IL-22, IFN-gamma ifadelerinin anlamli olarak
azaldigini belirledik. Bu sitokinlerden IFN- gammayi en yaygin olarak etkilenmis olarak
bulduk. Bu sitokinin azalmasinin, inflamatuvar ortami azaltarak ve MHC-2 molekuli
vasitasiyla ger¢eklesen antijen prezentasyonunu azaltarak MG hastaliginda tedavi edici
etkiye fayda saglamis olabilecegini diisiiniiyoruz. Ayrica yine IFN-gamma ile ilgili
olarak fare modelimizde lenf nodu dokusunda IFN-gamma Qreten sitotoksik T
hucrelerinin diismesi, hem IFN-gammanin, hem de sitotoksik T hiicrelerinin MG hastalig

ile iligkisini gdsteren ilging bir bulgu oldugu kanisindayiz.

Timus dokusunda ise teriflunamid, T helper hiicre sayisini diisiirerek ve antijen
prezentasyonunda gorevli ligandlar1 sunan hiicre sayisini diigiirerek etki gosterir
g6zikmektedir. Burada sitotoksik T hiicrelerinde de bahsettigimiz bu ligandi prezente
eden hiicre sayisindaki azalmanin, T helper hiicreleri ile medie bir hastalik olarak bilinen
MG’de sitotoksik T hucrelerinin de rolii olabilecegini gostermesi agisindan ilging bir

bulgu oldugunu diisiiniiyoruz.

Calismamiz, teriflunamidin inflamasyonu azaltmak, sitokin Oreten T hicrelerinin
sayllarin1 azaltip immun cevaplar1 baskilamak, antikor tireten plazma hiicrelerinin
sayisint azaltmak ve AChR’ye karsi olusan antikor profilini degistirmek gibi farkl
mekanizmalarla MG fare modelinde klinik olarak fayda sagladigini gostererek insanlarda
MG tedavisinde potansiyel bir ilag oldugunu isaret etmesi agisindan 6nemlidir. Bununla
birlikte izlem siiresinin uzatilmasi ve antikorlarin daha uzun siire takip edilmesi ile daha
fazla bilgi edinmemiz miimkiin olabilirdi. Ayrica yine ¢alismamiz timus dokusunda daha

ayrintili caligma yapilmasi, hafiza (memory) B ve T hiicrelerinin 6zellikle ¢aligilmasi gibi
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parametrelerle daha guclendirilebilirdi. Biitiin bunlarla birlikte ¢calismamiz dalak, lenf
nodu ve timus gibi {i¢ farkli dokuda T ve B hiicreler, sitokinler ve antikorlari iceren

incelemeleri kapsayan oldukg¢a detayli bir arastirma profiline sahiptir.

Calismamizin isaret ettigi iizere, teriflunamid immun sistemde yaygin etkisi ve yan
etkilerinin diisiikliigii nedeniyle MG hastalarinda kullanim i¢in uygun bir aday olabilir.
Bu ilacin etkinligi ve mekanizmasi ile ilgili yapilacak caligmalarin, ilacin klinikte

kullanim1 konusunda daha fazla bilgi verme agisindan faydali olacagini diisiintiyoruz.
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Sekil Ek.1. 2. Lenf nodu dokusunda bir fareye ait toplam T helper (T4) ve cesitli sitokin
salgilayan T helper hiicrelerini gdsteren akim sitometri sonuglari, kapilama stratejilerini
gosteren ornek grafikler
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Sekil Ek.1. 3. Dalak dokusunda bir fareye ait toplam sitotoksik T (T8) ve ¢esitli sitokin
salgilayan sitotoksik T hiicrelerini gosteren akim sitometri sonuglari, kapilama stratejilerini
gosteren ornek grafikler
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Sekil Ek.1. 4. Lenf nodu dokusunda bir fareye ait toplam sitotoksik T (T8) ve cesitli
sitokin salgilayan sitotoksik T hiicrelerini gdsteren akim sitometri sonuglari, kapilama
stratejilerini gosteren drnek grafikler
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Sekil Ek.1. 5. Timus dokusunda bir fareye ait toplam sitotoksik T hiicreleri (T8) ve ¢esitli
tipte sitotoksik T hiicrelerini gdsteren akim sitometri sonuglari, kapilama stratejilerini
gosteren ornek grafikler
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Sekil Ek.1. 6. Timus dokusunda bir fareye ait toplam T helper (T4) ve cesitli tipte T
helper hiicrelerini gdsteren akim sitometri sonuclari, kapilama stratejilerini gdsteren

ornek grafikler
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Sekil Ek.1. 7. Dalak dokusunda bir fareye ait toplam B hiicreleri, ¢esitli tipleri (A) ve
CD138+ B hiicreleri ortalama floresan intensitesini (B)gosteren akim sitometri sonuglari,
kapilama stratejilerini gdsteren ornek grafikler
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Sekil Ek.1. 8. Lenf nodu dokusunda bir fareye ait toplam B hiicreleri, ¢esitli tipleri (A) ve
CD138+ B hiicreleri ortalama floresan intensitesini (B)gdsteren akim sitometri sonuglari,
kapilama stratejilerini gosteren 6rnek grafikler.
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