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OZET

Mehdikhanova, L. Asetilkolin reseptor antikoru pozitif myastenia gravis
hastalarinin timektomi materyallerinde Th17 hucre infiltrasyonunun
degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji
Anabilim Dali, Uzmanlik Tezi, Ankara, 2014. Th17 hucrelerinin myastenia
gravis (MG) patogenezindeki rolt ile iligkili bilgiler sinirhdir. Asetilkolin
reseptor (AChR) antikoru pozitif MG hastalarinin serumundaki Th17 hicre
sayisinin timusun patolojik alt tipleri ile iligkili olabilecegi dusunulmektedir.
Ancak, MG hastaliginin patogenezinde 6nemli rol alan timus dokusunda bu
hicrelere 6zgul belirteglere bakilmamistir. Calismamizda, AChR antikoru
pozitif ve timektomi yapilmis MG hastalarinin timus bezi doku orneklerinde
Th17 hdcrelerine 6zgll IL-21R, IL-23R ve RORYy belirteclerini arastirmayi
hedefledik.

Bu amagla 2000-2010 yillari arasinda klinigimize basvurarak MG tanisi alan
ve tedavi amagli timektomi uygulanmis hastalar retrospektif olarak incelendi.
Calisma AChR antikoru pozitif 37 MG hastasi ve 24 hastadan olusan kontrol
grubu timus dokusu Uzerinde gergeklestirildi. Hasta grubunun timus doku
materyalleri histopatolojik olarak 3 alt grup; timoma (n=15), follikiler
hiperplazi (FH) (n=9) ve normal timus dokusu (n=13) seklinde ele alind1.

Her 3 antikor (IL-21R, IL-23R ve RORYy) ile boyanmada timomali MG
grubunun diger 3 gruba (FH, normal timus ve kontrol) kiyasla anlaml olarak
daha az boyandigi goruldi (p<0.05). Timoma alt grubunda IL-21R ile IL-23R
ve IL-23R ile RORy boyanmasi arasinda korelasyon oldugu goézlendi
(rho=0.574, p<0.05). Hasta alt gruplarinda her 3 antikor ile boyanma
yogunlugu ile AChR antikor duzeyi arasinda korelasyon gortlmedi (p>0.05).

Bulgularimiz Th17 huicrelerinin timoma dokusunda daha az olduguna isaret
etmektedir ve daha once serumda yapilmis ¢alismalardaki Th17 hicre artigi
ile celigkili gibi goérinmektedir. Bunun sebebi otoreaktif Th17 hicrelerinin
timomadan ayrilarak periferik dolasima geg¢mesi olabilir. Calismamiz
timomali MG hastalarinda hastalik patogenezinin farkli oldugu fikrini
desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Myastenia gravis, Asetilkolin reseptér antikoru, Th17
hdcreleri, IL-21R, IL-23R ve RORYy, timoma
Bu calisma HU Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenmistir.



ABSTRACT

Mehdikhanova, L. Evaluation of Th17 cell infiltration in thymectomy
materials of acetycholine receptor antibody-positive myasthenia gravis
patients. Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of
Neurology, Speciality Thesis, Ankara, 2014. There is limited information
on the role of Th17 cells in myasthenia gravis (MG) pathogenesis. Amount of
Th17 cells in sera of acetylcholine receptor (AChR) antibody positive MG
patients was believed to be associated with pathological subtypes of thymus.
However, specific markers for those cells in thymus tissue, which is highly
relevant to MG pathogenesis, have not been previously studied. In our study,
we aimed to investigate the IL-21R, IL-23R and RORy markers that are
specific for Th17 cells, in thymus tissues of thymectomized AChR antibody
positive MG patients.

For this purpose, MG patients who applied to our clinic between 2000-2010
and underwent therapeutic thymectomy were retrospectively evaluated. The
thymus tissues of 37 AChR antibody-positive MG patients and 24 control
patients were selected. Thymus tissues of the patients were classified into
three subgroups: thymoma (n=15), follicular hyperplasia (FH) (n=9) and
normal thymus tissue (n=13).

Immunohistochemical studies using each three antibodies (IL-21R, IL-23R
and RORYy) revealed significantly less amount of staining in thymoma tissues
of MG patients compared to other groups (FH, normal thymus and control)
(p<0.05). In thymoma subgroup, a correlation between IL-21R and IL23R, as
well as IL-23R and RORYy stainings were detected (rho=0.574, p<0.05). In
MG patients, no correlation was found between staining intensity with each
three antibodies and AChR antibody titers (p>0.05).

These findings suggest that Th1l7 cells are relatively sparse in thymoma
tissue and this contrasts with previously reported Th17 cell increase detected
in sera of patients. Detachment of autoreactive Th17 cells from thymoma
tissue and their transport to the peripheral circulation may account for these
findings. Our study supports the idea that the pathogenic process may be
different in MG patients with thymoma.

Keywords: Myasthenia gravis, Acetylcholine receptor antibody, Th17 cells,
IL-21R, IL-23R and RORYy, thymoma
This work is supported by HU Scientific Research Projects Coordination Unit.
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1. GIRIS

Myastenia gravis (MG) anti-AChR antikoru aracili, CD4+ T hucre
badimli otoimmun hastaligin bir prototipidir. Jeneralize MG genellikle 40 yas
altinda kadinlari, 40 yas ustunde ise erkekleri etkileyerek, okuler, bulbar ve
jeneralize gugsuzlige neden olur. Hastalarin  %80-85’inde kas-sinir
kavsaginda yer alan nikotinik AChR’lerine kargi antikor tespit edilir. Bu
antikorlar iskelet kaslarinda AChR’lerini hedef alarak néromuskuler kavsagi
etkiler ve kas gugsuzligune neden olur. Timus bezi MG patogenezinde tam
olarak anlagilmayan, ancak ¢ok onemli role sahiptir. Timus bezinin puberte
ile birlikte fonksiyonunu kaybetmesi ve involusyona gitmesi beklenirken
AChR antikoru pozitif jeneralize MG hastalarinin énemli bir kisminda bu
durumun gerceklesmedigi ve bu hastalarda timik patoloji oldugu
bilinmektedir. Bu patoloji erken baslangicl jeneralize AChR antikoru pozitif
MG hastalarinin %80’inden fazlasinda timik hiperplazi, yastan bagimsiz
olarak %10-15'inde ise timik epitelyal timor-timoma seklindedir (1)
Hiperplazik timus bezleri T hucre, B hlcre ve plazma hucreleri yani sira,
AChR ifade eden miyoid hucreler icerir (2) . Timomada neoplastik epitel
hacreleri ise AChR, titin ve ryanodin reseptori benzeri epitoplar dahil olmak
Uzere ¢ok sayida “self” benzeri antijenler ifade eder (3) . MG iligkili timoma,
hiperplazi ile karsilastirildiginda otoreaktif T hlicrelerden daha zengindir. Bu
otoreaktif T hucreleri pozitif olarak secilir ve perifere gonderilir ve orada
otoantikor Ureten B hucrelere yardim saglamak icin aktive olurlar (4,5) . Bu
veriler timomali MG patogenezinin timik hiperplazili MG’den farkli oldugunu
dusunduarur.

MG patogenezinde AChR spesifik CD4+ T helper (Th) hicreleri AChR
antikoru uretimi icin gereklidir (1) . Th hacreleri 4 buyuk alt gruba ayrilir: Th1,
Th2, T regulator (Treg) ve Th17 hicreleri. Th17 hucreleri insanlarda
dondstlrict buyume faktori beta [“transforming growth factor beta” (TGF-B)]
ve IL-1B varliginda naif CD4+ T hucrelerinden farklilasir (6,7) . Ayrica, TGF-f3
Treg hucre iligkili transkripsiyon faktoéra olan Foxp3'un (“forkhead box P3”)
ifadesini indukleyerek Treg hiicre gelisimine neden olur (8) . Indlklenebilir

Treg hacreleri ve Th17 hicreleri farkhlasma sirasinda karsilikli olarak



dizenlenmektedir ve TGF-B bu yolakta ortak bir indukleyici olarak rol
almaktadir (9) .

Aktive Th17 hucreleri IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 ve tumor nekroz
faktor alfa (TNF-a) salgilar, bu yolla diger proinflamatuvar mediatérlerin
indUksiyonuna ve |0kositlerin, 6zellikle de noétrofillerin inflamasyon bolgesine
alimi ile doku inflamasyonuna neden olur (6,7) . Th17 hucreleri insanlarda
cesitli inflamatuvar hastaliklarda inflamasyon bolgesinde bulunmakta ve
inflamatuvar barsak hastaliklari, romatoid artrit ve multipl skleroz gibi birgcok
otoimman inflamatuvar hastaligin patogenezine katilmaktadir (10,11) .

Daha dnce yapilan galismalarda, Th1/Th2 dengesizligi ve Treg hucre
sayisi degisikliginin MG patogenezinde rol aldigi kanitlanmistir (12,13) .
Timomal MG hastalarinin timus dokusunda Treg htcre sayisinin folliktler
hiperplazili (FH) MG hastalarina kiyasla az oldugu gosterilmistir (14) .

Th17 hucrelerinin MG patogenezindeki rolu ile ilgili ise literatirde ¢ok
sinirh bilgi mevcuttur. Bu bilgilere siklikla periferde pro/antiinflamatuvar
sitokinlerin protein ya da mesajci ribontkleik asit (mMRNA) dlzeylerini
arastiran calismalar ile ulasiimistir. Bu calismalardan birinde, IL-23 mRNA
ifadesinin timomali grupta saglikli bireylere kiyasla anlamli olarak yuksek
oldugu saptanmistir. Yine benzer sekilde, MG serumunda ELISA yontemi ile
calisilan IL-23 seviyesinin timomali grupta saglikli bireylere kiyasla anlaml
derecede ylksek oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada, MG hastalarinin
serumunda Th17 hicre dagihmini belirlemek amaci ile standart akim
sitometri yontemi kullanarak CD4+ T hucreleri arasindaki Th17 hicre sayisi
incelenmistir.  Th17 hicre sayisinin timomali MG grubunda diger gruplara
(timik hiperplazi, normal ve saglikli kontrol) kiyasla anlaml derecede artmis
oldugu gosterilmigtir. MG hastalarinda periferik Th17 hicre sikhgi ile AChR
antikor konsantrasyonu arasinda korelasyon oldugu dogrulanmig, fakat
AChR konsantrasyonu ile timusun patolojik alt tipleri arasinda iligki
g6zlenmemigtir (15) . Bu bilgiler MG’de ortaya g¢ikan otoimmuin davranisin
kokenini aydinlatmaya yararli olsa da yeterli degildir.

MG hastalarinin serumundaki Th17 hucre sayisinin timusun patolojik

alt tipleri ile iligkili olabilecegi distunulmektedir (15) . Ancak, MG hastaliginin



patogenezinde oOnemli rol alan timus dokusunda bu hulcrelere 06zgul
belirteclere bakilmamigtir. Bizim bu tez cgalismasindaki amacimiz, tedavi
amagcli timektomi uygulanmis AChR antikoru pozitif MG hastalarinin timus
bezi doku 6rneklerinde Th17 hiicre yolaginin farkli bilesenleri olan IL-21R,
IL-23R ve RORYy sitokin reseptorlerinin varligini incelemektir. Bu sitokin
reseptorlerinin  varhdr durumunda, Th17 hucrelerine 6zgul belirtegler ile
patolojik alt gruplarin birbiri ile kargilastiriimasi ve ayni zamanda boyanma

yogunlugu ile AChR antikor dlizeyi arasindaki iliskiye bakilmasi planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Noromuskiiler Kavsak ve Hastaliklari

Noromuskuler kavsak (NMK) miyelinli motor sinirler ile iskelet kasi
arasinda baglanti saglar (16) . Motor sinir terminali ile cizgili kas lifi
membraninda impulslar bir elektrik akimi gseklinde iletilse de sinir kas gegis
noktasi olan sinapsta iletim kimyasal temele dayanir. Bu kavgagin herhangi

bir bélgesindeki islev bozuklugu NMK hastaligina neden olur (17) .

2.1.1. NMK Anatomisi

NMK’in 3 temel bileseni vardir: 1. Asetilkolin (ACh) sentezlenen,
depolanan ve salinan presinaptik motor sinir terminali; 2. Hem sinir hem de
kasa ait ortak bir bazal lamina ve asetilkolinesterazin (AChE) da aralarinda
bulundugu bazal laminaya bagh molekdlleri tasiyan sinaptik yarik; 3. AChR

iceren postsinaptik kas membrani (Sekil 2.1) (1)

Sinir terminali

AChR

@) MuSK
(@]
0 (0]
< Rapsyn
9 ACh esteraz
o] ACh

Voltaj kapili Na* kanali

Voltaj kapili Ca** kanali

Postsinaptik membran

Sekil 2.1. Néromuskuler kavsagin bilesenleri (1)

2.1.2. NMK Fizyolojisi

Noromuskuler iletim sinir aksiyon potansiyelinin sinir terminaline
girmesi ve ACh salinimini tetiklemesi ile baslar. ACh igeren sinaptik

veziklllerin ekzositozu i¢in depolarize olmus sinir terminalinde yer alan voltaj



bagimli Ca?* kanallarindan kalsiyumun igeri girmesi gereklidir. Salinan ACh
sinaptik yarik boyunca yayilarak postsinaptik kas membraninda yer alan
AChR’leri ile etkilesime girer ve lokal depolarizasyona, son plak
potansiyelinin (SPP) olusumuna neden olur. ACh postsinaptik membran
uzerinde AChE tarafindan yikilir (1) .

2.1.3. NMK Hastaliklarinin Patogenezi

NMK hastaligi NMK’nin 3 temel bileseninden herhangi birisinde ortaya
¢ikan anormallikten kaynaklanmaktadir:

Presinaptik NMK hastaligi kalsiyumun presinaptik sinir terminaline
girisindeki bozukluga bagh normal kuantum saliniminin azalmasi, sinaptik
veziklller icerisinde ACh’in defektif sentezi ve paketlenmesi veya azalmis
ACh salinimi ile iligkili olabilir.

Sinaptik NMK hastaligi dncelikli olarak AChE eksikligi veya fonksiyon
bozuklugu ile iligkilidir. Bu farmakolojik yolla (ilaclar) veya konjenital MG'de
oldugu gibi AChE’'da genetik bozukluk nedeni ile olabilir. Bu hastaliklarda
glgsiuzlik AChR kanalinin strekli depolarizasyonu veya desensitizasyonu ile
ortaya ¢ikmaktadir.

Postsinaptik NMK hastaligi ise reseptor sayisi veya reaktivitesinde
azalma sonucu ortaya cikar. Ilki, MG'de reseptdr bdlgelerinin kompleman
aracili yikimindan kaynaklanabilir. ikincisi ise, kaltsal AChR alt Unite
mutasyonuna bagli olabilir, bu kanal agma ve kapama islevini etkilemektedir
17) .

2.1.4. NMK Hastaliklarinin Siniflamasi

NMK hastaliklari Tablo 2.1°de gosterildigi gibi presinaptik, sinaptik ve

postsinaptik olmak tzere 3 gruba ayrilabilir (17) .



Tablo 2.1. NMK hastaliklarinin siniflamasi (17)

Presinaptik

Noohk~rwhE

~eooo0op

g.
Sinaptik
1. Konjenital myastenik sendromlar- son plak asetilkolinesteraz

eksikligi
2. llag ve toksinler
a. Kolinesteraz inhibitorleri- edrofonyum, piridostigmin,

Lambert-Eaton myastenik sendrom (LEMS)

Botulizm ve botulinum toksini

Kene paralizisi (Avustralya)

Konjenital myastenia gravis

Kolin asetiltransferaz eksikligi

Sinaptik vezikullerde azalma ve yetersiz kuantal salinim
ilac ve toksinler

Hipermagnezemi

Isirilarak veya sokularak zehirlenme
Aminoglikozidler ve diger antibiyotikler
Kalsiyum kanal blokérleri (mindr)
Aminopiridinler

Kortikosteroidler

Hemikolinium-3

neostigmin

b. Organofosfatlar
Postsinaptik
1. Myastenia gravis

a. Gegici neonatal myasteni
2. llaca bagli myastenia gravis

a. Penisilamin

b. Alfa-interferon
3. Konjenital myastenik sendromlar

@rooooTy

Primer kinetik defektler-yavas ve hizl kanal sendromlari
Primer AChR eksikligi

Rapsyn eksikligi

Sodyum kanali mutasyonu

Plektin eksikligi

MuSK mutasyonlari

Dok-7

4. flag ve toksinler
a.

b.

C.
. Kobra, konus deniz salyangozu vs tarafindan isirilma

D-tubokurarin, vekuronium ve diger nondepolarizan
bloke edici ajanlar

Suksinilkolin, dekametonyum ve diger depolarizan bloke
edici ajanlar

Tetrasiklinler, linkomisin ve diger antibiyotikler




2.2, Myastenia Gravis Hastaligi

2.2.1. Terminoloji ve Tanimi

MG hastaligi ile ilgili ilk agiklamalar 1879 yilinda Erb tarafindan Ug¢
vaka bildirimi ile, 1893 yilinda ise Goldflam tarafindan daha kapsamli bir
sekilde verilmigtir. Bu durum bazen Erb-Goldflam hastaligi olarak da
adlandirilmaktadir. Hastaligin mevcut terimi ise, ilk kez 1895 yilinda, Jolly
tarafindan “myastenia gravis psddo-paralitika” seklinde kullaniimistir. Ancak
hastalik ile ilgili ilkk tanimlamanin Erb’den 6nce verildigi sonradan ortaya
citkmigtir. Soyle ki, Thomas Willis 1672 yilinda yazmis oldugu “De Anima
Brutorum” kitabinda MG hastaligini tanimlamigtir (18) .

2.2.2. Epidemiyoloji

MG okduler, bulbar ve jeneralize gugsuzllkle seyreden, NMK’'nin en
sik rastlanan hastaligidir. Yillik insidansi 30/1,000,000 civarindadir,
prevalansi ise 25-142/1,000,000 arasinda degdismektedir (19) . MG olusumu
yas ve cinsiyetten etkilenmektedir. Erken erigkin donem (<40 yas) kadinlarda
erkeklerden 3 kat daha sik gozlenmektedir. Ergenlik donemi ve 40 yas
Uzerinde ise hastaligin gortilme sikhgr her iki cinste esit iken, 50 yastan
sonra erkeklerde insidans yukselir (20) . Aile oykusu nadir bildiriimesine
ragmen, birinci derece akrabalarda diger otoimmun hastaliklarin gérulme

insidansi yUksektir (21) .

2.2.3. Klinik Ozellikleri

MG NMK’yi etkileyen antikor aracili otoimmun hastaligin bir prototipidir
(22) . Klinik ozelligi spesifik kas gruplarini iceren gugsuzluktir. Hastalarda
farkh derecelerde pitoz, diplopi, dizartri, disfaji, dispne, fasiyal glg¢suzlik,
ekstremite ve aksiyal gugsuzlik goérulebilir. Genellikle hastalar gui¢gstzligin
gun icerisinde degiskenlik gosterdigini, aktivite ile arttigini, dinlenme ile
azaldigini belirtirler. Pitoz veya diplopi ile prezente olan okuler gugsuzluk
MG’de en sik ortaya ¢ikan ilk bulgudur (20) . Hastaligin jeneralize gugsuzIik
seklinde ilerlemesi genellikle ilk iki yil icerisinde ortaya c¢ikar. Fasial



gugsuzlik oldukgca yaygin izlenmektedir. Agrisiz disfaji ile seyreden bulbar
gugsuzluk, dizartri ve c¢igneme gucligu hastalarin yaklasik %15’'inde ilk
belirtidir (23) . Solunum kaslarini kapsayan gugsuzlik hastalikta nadir
gorulmekle birlikte, hayati tehdit edici durum olmasi nedeni ile acil tedavi
gerektirir. Nadiren de olsa, 6nemli derecede kavsak tipi veya tek kas
gruplarini igeren fokal gugsuzlik olabilir (24,25) . MG seyri degiskendir. Bir
¢cok hastada semptomlar 6zellikle hastahgin ilk yili igerisinde enfeksiyon,
emosyonel stres, cerrahi veya ilaglar ile tetiklenen aralikh kotulesme
gosterirler. Maksimum siddetine ilerleme genellikle hastaligin ilk 2 yili

icerisinde ortaya ¢ikar. Uzun sureli spontan remisyonlar nadir olmakla birlikte

hastalarin %10-20’sinde bildirilmistir (20) .

2.2.4. MG Alt Tipleri

Klinik o6zellikleri, baslangi¢ yasi, otoantikor profili ve timik patoloji

farkhliklarina dayanarak MG ¢ok gesitli sekillerde siniflanmaktadir (Tablo 2.2)

).

Tablo 2.2. MG’nin klinik alt tipleri (1)

Baslangic

Timus

. oo Kas otoantikorlari | HLA birlikteligi Yorumlar
yasl histolojisi
Erken DR3- B8, DR9 Erkek: kadin orani -
baslangi¢ <40 Hiperplazi AChR (Asyalilarda) 1:3
Anti-titin ve
Geg AChR, titin, ryanodin reseptor
baslangi¢ >40 Normal ryanodin reseptor DR2-B7 antikorlar siddetli
hastalik ile iligkili
o Diger
AChR, titin, .
Ufiieli ol Neoplazi DEELT FERERl el Tanimlanmami ﬁ:rs?;?l?lglr?:tillli( kili
(genellikle) P KCNA4 § z) s
olabilir
K>E, bazi
hastalarda selektif
MuSK <40 orofaringeal, fasiyal
(cogu ve solunum
hastada) Normal MuSK DR14-DQ5 kaslarinda
glgsuzlik
Do e
Seronegatif Hiperplazi kimelenmis olmavanlarda
(jeneralize) Dedi (bazilarind | AChR’e karsi Tanimlanmamig Y
egisken . tanimlanamayan
a) antikorlar -
otoantijen?
Erigkin ABD
Okuler v Avruparda; Bw46 (Cin Disik afiniteli
Eg;: d;‘ Bilinmeyen | %50'sinde AChR | hastalarda) AChR antikorlari?




2.2.4.1. MG’nin Klinik Alt Tipleri

Yukarida belirtildigi gibi, MG’nin en sik (2/3) baslangi¢ semptomu
eksternal okuler kaslarin tutulumudur. Okuler kaslara sinirli kalan myastenik
gugsuzlik okuler MG olarak adlandirilir. Cogu hastada ise zamanla bulbar ve
ekstremite gugsuzligu eklenir. Bu hastalar jeneralize MG olarak kabul edilir
17) .

2.2.41.1. Okiiler MG

Okuler MG beyaz irkta, MG hastalarinin %17’sinde gézlenmektedir
(20) . Asya toplumlarinda okiler MG’nin daha sik (tum MG hastalarinin %58
kadari) goruldugu ve cocuklarin daha yatkin oldugu bildirilmigtir (26,27) .
Eger gugsuzlik 2 yil sonrasinda da okuler kaslarla sinirliysa, bu hastaligin
%90 olasilikla jeneralize olmayacagl anlamina gelir (20) . Okuler MG
hastalarinin %50 kadarinda anti-AChR antikorlari vardir ve ylksek antikor
titreleri hastaligin jeneralize olacadi anlamina gelmez (28) . Okuler MG’de
anti-MuSK [“muscle-specific kinase” (kas spesifik kinaz)] antikorlari nadiren
bulunur (29-31) .

Okuler MG immunopatogenezinin jeneralize MG’ye benzer olma
olasihgr yuksektir. Ekstraokiler kaslarin MG’ye artmig duyarlihgi NMK
morfolojisi ve fizyolojisindeki farkliliklardan dolay! olabilir. Ekstraokuler
kaslarda sinaptik kivrimlar daha az belirgindir, daha az postsinaptik AChR’ler
ve daha kuguk motor Uniteler vardir ve ylksek atesleme frekansina sahiptir
(32) . Muhtemelen diger bir iligkili faktor, ekstraokuler kaslarda kompleman
duzenleyicilerinin daha dusuk ifadesidir, bu da onlarin kompleman aracili

hasara daha savunmasiz kalmasina neden olabilir (33,34) .

2.2.4.1.2. Jeneralize MG

Jeneralize MG hastalari erken ve ge¢ baslangigh olmak Uzere ikiye
ayrilabilir (1) . Erken baslangicli MG’in  genellikle 40 yasindan 6nce ortaya
ctkmaktadir (35) . Bu hastalar siklikla kadindir ve anti-AChR antikoruna ve
bayumus hiperplazik timus bezlerine sahiptirler. Anti-AChR antikoruna ek

olarak diger organ spesifik antikorlari mevcut olabilen bu hastalar diger
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otoimmun hastaliklardan, siklikla otoimmun tiroid hastaligindan etkilenmis
olabilir (36,37) . AChR’UG disindaki kas bilesenlerine kargi antikorlar erken
baslangicl MG’de tipik olarak goriimez (38) .

Kirk yasindan sonra baslayan hastalik siklikla erkeklerde goérulir ve bu
hastalarda timus histolojisi genellikle normal veya atrofiktir. Bununla birlikte,
50 yas uzeri hastalarda timoma gorulmedigi surece timektomi nadiren
yapildigi i¢in bu yas grubunda histolojik calismalar nispeten azdir. Geg
baslangicli MG hastalari okuller veya jeneralize glgsuzlikle prezente olabilir,
ancak erken baslangicli MG ile karsilagtinidiginda genellikle daha agir
seyreder ve spontan remisyon nadirdir (39) . Anti-AChR antikorlarina ek
olarak bu hastalarda titin ve ryanodin reseptorleri gibi ¢izgili kas proteinlerine
kargi antikorlar da vardir (40) . Bu anti-kas antikorlarinin, 6zellikle de anti-
ryanodin reseptor antikorlarinin varligi daha agir, jeneralize, agirlikli olarak

orofaringeal gugsuzlik ve siklikla myastenik kriz ile iligkilendirilmistir (41,42)

2.2.4.2. Antikor Tipine Gore MG Alt Tipleri

2.2.4.2.1. Anti-AChR Antikoru Pozitif MG

MG'de anti-AChR antikorlarinin patojenik roli bircok calisma ile
acikca gosterilmistir (43) . MG hayvan modeli MG’li hastalarin serumundan
elde edilen monoklonal reseptor antikorlarinin farelere enjekte edilmesi ile
olusturulmustur. Bu farelerde hem Kklinik, hem de elektrofizyolojik olarak
hastallk  olustugu gozlenmistir.  Klinik olarak yaygin  gugsuzlik,
elektromiyografik olarak ise minyatir SPP amplitidinde dusus izlenmigtir.
Ayrica repetetif sinir uyarimi ile dekrement yaniti elde edilmistir (44-46) .
MG’li hastalarin dolagsimindaki antikorlarin plazma degisimi ile ortadan
kaldiriimasinin klinik takipte genellikle dramatik bir iyilesme ile sonuglandigi
gosterilmigtir (47) .

AChR antikorlari genellikle 1gG1 veya IgG3 izotipine ait olup,
kompleman aktive etme yetenegine sahiptir. Bu antikorlar AChR’Unun a alt
Unitesinin (alfa 67-76) konformasyon bagimli temel immunojenik boélgesine

[“main immunogenic region” (MIR)] baglanir (48) . AChR antikorlari kas son
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plaginda dogrudan hasara neden olsa da, yuksek afiniteli, son derece
mutasyona ugramis dogasi ile anti-AChR IgG’ler otoantikor yanitin T hucre
bagdimli oldugunu goéstermektedir ve CD4+ T hicreleri patolojik antikor

uretiminde B hlcrelerine yardimci olmaktadir (49-51) .

Sekil 2.2'de gosterildigi gibi fonksiyonel AChR’lerin kaybinin
temelinde 3 ana mekanizma vardir (52) :

1. Bu 3 mekanizma arasinda muhtemelen en onemlisi, son plagin
kompleman aracili pargalanmasidir. Bu postsinaptik kas membraninda
morfolojik hasara neden olur (53) . Postsinaptik membranda kivrimh yapinin
duzlesmesi hem sinaptik araligin genislemesine boylece, presinaptik
terminalden salinan asetilkolininin asetilkolinesteraza maruz kalmadan
postsinaptik membrana ulasmasinin zorlasmasina, hem de postsinaptik
membranda voltaj bagiml Na* kanal sayisinin azalmasina neden olur, bu
da kas lifi aksiyon potansiyeli esigini artirir (54) .

2. Her bir AChR’lUnde 2 adet a alt Unitesi dolayisi ile 2 adet MIR vardir.
iki komsu reseptérdeki MIR bdlgelerinin yerlesimi tek antikorun iki reseptore
baglanmasi icin elverigli bir agidadir. Bu baglanma sonucu hizlanmis
internalizasyon ve yikim AChR sayisinin azalmasi ile sonuglanir (55) .

3. Son olarak, antikorlarin AChR’lerine baglanmasi ile AChR’lerinin

dogrudan blokaji bazi hastalarda énemli olabilir (56) .
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A. Kompleman baglanmasi ve NMK’da aktivasyon

Sinir

Sinaptik vezikl

MAC
C5b
Asetilkolin Ce
\ \ Poly C9
Kompleman j"

kaskadinin
aktivasyonu
MAC
olusumuna yol
acar

Kas membran morfolojisinin
degisimi

Kas membrani

C. Fonksiyonel AChR blogu

.
AChR’e karsi otoantikor © i i AChR’e karsi otoantikor

Snd 2
\% AChR'e gapraz \“——"’&—’—_
baglanma
* internalizasyonu X

{7 N)—  AChR yikimi \

Kas hareketi
Kas hareketi yok

Sekil 2.2. Anti-AChR antikorlarinin etki mekanizmalari (57) . MAC: membran

atak kompleksi

2.2.4.2.2. Anti-MuSK Antikoru Pozitif MG

Jeneralize MG hastalarinin yaklasik %15’'inde mevcut test yontemleri
ile anti-AChR antikorlari saptanamamaktadir. Bu hastalarin yaklagik
%40’ Inda diger bir postsinaptik NMK proteini olan MuSK’a karsi antikorlar
bulunur (58) . MuSK transmembran son plak polipeptidi olup, NMK’'nin
normal fonksiyonel batinliguniu saglayan sinyal yolaginda yer alr (59) . Son
kanitlar anti-MuSK' antikorlarinin son plakta AChR kimelenmesini olumsuz

yonde etkiledigini gostermektedir. Bu fonksiyonel AChR sayilarinin



13

azalmasina neden olur (60,61) . MuSK antikorlari anti-AChR antikorlarinin
aksine, agirlikh olarak 1gG4’tur (IgG1 veya 1gG3 degil) ve komplemani aktive
etmezler (58) . Anti-MuSK antikorlu hastalar anti-AChR antikoru pozitif MG ile
benzer bulgulara sahip olabilse de, bazi farkh klinik 6zellikler gosterirler. Bu
grup hastalarda segici olarak fasiyal, bulbar, boyun ve solunum kas
glgsuzligu ve zaman zaman okuler kaslarin goreceli olarak korundugu
belirgin kas atrofisi izlenir (62,63) . Solunum krizleri jeneralize anti-AChR
antikoru pozitif MG hastalarina kiyasla daha sik goralir. Glgsuzlik MG’de
genellikle semptomatik olmayan paraspinal ve Ust 6zefageal kaslari igerebilir
(64) . Antikolinesteraz ajanlara cevap olarak artmig duyarlilik, yanitsizlik ve
hatta koétllesme bildirilmistir (65) . Anti-MuSK MG hastalarinda hastaligin
baglama yasi erken olma egilimindedir ve hastalar agirlikh olarak kadindir

(63) . Timus histolojisi ise genellikle normaldir (66) .

2.2.4.2.3. Seronegatif MG

Anti-AChR ve anti-MuSK antikoru saptanmayan MG hastalari
seronegatif hastalar olarak adlandirilir ve klinik olarak heterojendir. Sadece
okuler, hafif jeneralize veya agir jeneralize hastalik seklinde ortaya
cikabilirler. Seronegatif MG’nin gergek prevalansi oldukga dusuk olabilir.
Cunku seronegatif MG hastalarinin %66’sinda transfekte edilen hicre
yuzeylerinde, tercihen kimelenmis AChR’lere baglanan disik afiniteli 1gG
antikorlar tespit edilmistir (67) ve bu antikorlar su an rutin kullanimda olan
testlerle tespit edilememektedir. Bu dusuk afiniteli antikorlar genellikle 19G1
alt sinifina ait olup komplemani etkinlestirme kapasitesine sahiptir ve bu
durum onlarin patojenik rolinu desteklemektedir (1) . Dogal olarak, bu
hastalar ile anti-AChR antikoru pozitif MG hastalari  klinik 6zellikler,
farmakolojik tedaviye yanit ve timik anormallikler agisindan birbirinden ayirt
edilemez niteliktedir (68) . Seronegatif MG hastalari immunsupresif tedavi,
plazma degisimi ve hatta timektomiden faydalanirlar (69) . Ayrica, bu
hastalarda kas biyopsisi AChR kaybini gdstermektedir (60) . Timus
histolojisinde ise anti-AChR antikoru pozitif MG’ye benzer sekilde hiperplazi

ve germinal merkezler gortlmektedir (28,66) .
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2.2.4.2.4. Anti-LRP4 Antikoru Pozitif MG

Son yillarda seronegatif MG hastalarinda yeni bir antikor olan dusuk
dansiteli lipoprotein reseptor iligkili protein 4 [“low-density lipoprotein
receptor-related protein 4 (LRP4)] antikoru tespit edilmistir. LRP4 dusuk
dansiteli lipoprotein reseptor ailesinin Uyesi olup, multipl epidermal biylime
faktora [‘epidermal growth factor” (EGF)] ve dusik dansiteli lipoprotein
reseptor tekrarina sahip buyuk bir hucre digi N terminal bolge, transmembran
domaini ve katalitik motifi olmayan kisa bir C terminal bdlge icermektedir
(70) . LRP4 agrin reseptorudur (71,72) . Agrin motor sinir terminalinden
salinarak LRP4 ve MuSK’a baglanir. Bu baglanma MuSK’in aktivasyonunu
saglar ve MuSK hicre ici Dok-7 (“docking protein-7”) proteini ile etkileserek
postsinaptik membran Uzerinde yer alan AChR’lerinin kiimelenmesine neden
olur (73) . Bu gune kadar 3 ayr grup tarafindan seronegatif MG hastalarinda
LRP4 antikoru tespit edilebilmistir. Higuchi ve ark. Japon seronegatif MG
hastalarinin %2’sinde (74) , Pevzner ve ark. seronegatif hastalarin yaklagik
%50’sinde (75) ve Zhang ve ark. ise bu grup hastalarin %9.2’sinde (70)
LRP4 otoantikorlari tespit etmistir. Bu 3 calismanin sonuglari arasindaki
farkin nedeni bilinmemekle birlikte, hastalarin farkli Ulke ve etnik kokenlere
sahip olmasi ile iligkili olabilecegi dugunulmektedir (70) . LRP4’4n buyuk
hicre digi domaini goz onune alinirsa LRP4 antikorlarinin patojenik
mekanizmalari blyik olasilikla kompleks olabilir. Ornegin, LRP4 agrine ek
olarak ayrica MuSK ile etkilesir. Bu nedenle anti-LRP4 antikorlari LRP4’ln
MuSK ile etkilesimini engelleyebilir. LRP4 antikorlari AChR antikorlarina
benzer sekilde IgG1 alt sinifina ait olup, komplemani aktive etme yetenegine
sahiptir. Bu nedenle de komplemanin LRP4 antikoru pozitif MG hastalarinin

patogenezinde rolu olabilecedi dusunulmektedir (70, 76) .
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2.2.4.3. Timus Patolojisine Gore MG Alt Tipleri

MG’de otoimmun bozukluga yol agan tetikleyici faktor bilinmemekle
birlikte, bu slrecte timus bezinin rol aldigina dair kanitlar bildirilmistir (1) .
AChR antikoru pozitif jeneralize MG hastalarinin %80’den fazlasinda timusta
patolojik degisiklikler tespit edilmigtir. Timik degisiklikler folliktler hiperplazi
(FH) , diffuz hiperplazi, timus involisyonu ve timomadan olusmaktadir. Erken
baslangicli MG hastalarinda hiperplazi en sik gorulen degisiklik oldugu halde,
ge¢ baslangi¢cli MG’de timoma veya karisik timus histolojisi (timoma ve timik
hiperplazi birlikteligi) hakimdir (77) . MuSK pozitif olgularin timus dokusu ise
minimal histolojik degisikliklere sahip olup, genellikle yas ile uyumlu

kontrollere benzemektedir (66,78) .

2.2.4.3.1. MG ve Hiperplazik Timus

Erken baslangicli anti-AChR pozitif hastalarin %80’den fazlasinda
timik hiperplazi vardir (79) . Seronegatif vakalarda ise degisken oranda (%35-
75) hiperplazik degisiklikler saptanir (66,78) . Hiperplazik timus dokusunda
lenfosit infiltrasyonu ve lenf nodlarina benzer sekilde germinal merkezler
(GM) vardir. Hiperplazik timus bezleri T hicre, B hlcre ve plazma hucreleri
yani sira, AChR ifade eden miyoid hucreler icerir (2) . Nitekim, bu hucreler
AChR’e karsi immun yanit icin gerekli olan tim bilegenleri icerir ve timosit
kdltiriinde spontan olarak anti-AChR antikorlari dretir (80) . Bu bulgular
intratimik patogenez kavramini desteklemektedir. Ayrica, hiperplazik timusun
erken baslangicli MG'de AChR’e kargl immuan yanitin baslatiimasinda rolu

oldugunu gostermektedir (1) .

2.2.4.3.2. MG ve Timoma

MG hastalarinin yaklasik %10-15’inde timik epitelyal timér-timoma
vardir. Timomalar genellikle otoimmunite, muhtemelen lenfosit secimi ve
neoplastik hlcreler tarafindan ifade edilen 6z antijen sunumunun bozulmasi
ile iligkilidir. Neoplastik epitel hucreleri AChR, titin ve ryanodin reseptoru
benzeri epitoplar dahil olmak Uzere ¢ok sayida “self” benzeri antijenler ifade

eder (3) . iliskisiz gibi gériinen bu otoantijenlere karsi hedeflenen, potansiyel
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olarak capraz reaksiyon goOsteren proteinlerin hastaligin olusumunda rol
alabileceg@i dusunulmustur (81). MG iligkili timomalar otoreaktif T hicrelerden
zengindir (5). Timoma ile iligkili otoimmunitenin immunopatogenezi potansiyel
olarak otoreaktif T hlcrelerin pozitif olarak secgilmesi, perifere gonderilmesi ve
orada otoantikor ureten B hucrelerine yardimci olmak Uzere etkinlesmesidir.
Timomada potansiyel reaktif T hucrelerin negatif se¢cimi ve dizenlenmesi
otoimmun regulator gen ifadesi eksikligi ve Treg hucrelerin selektif kaybina
bagli olarak bozulmus olabilir (4,82) .

Timoma iligkili MG erkek ve kadinlarda esit siklikta gorulur, herhangi
bir yasta baglayabilir, genellikle baslangici 50 yasta tepe noktasina ulagir
(83,84) . Bu hastalarin klinigi timomasi olmayan, ilerleyici jeneralize ve
orofaringeal gl¢suzlik ile giden erken baslangigh MG hastalarina kiyasla
daha agirdir. Bununla birlikte, uzun dénem prognozu ge¢ baslangigli
timomasi olmayan MG’ye benzerdir (85-87) . Nadir istisnalar diginda, (88)
timomali MG hastalarinda yUksek titrede anti-AChR antikorlari saptanir ve bu
hastalarda genellikle titine karsi antikorlar da mevcuttur (83) . Timomali
MG’de paraneoplazi ile iligkili antikorlar: anti-voltaj kapil K* ve Ca?* kanal,
anti-Hu, antidihidropirimidinaz iligkili protein 5 ve anti-glutamik asit
dekarboksilaz antikorlari ortaya c¢ikabilir (89) . Voltaj bagimli K* kanali,
KCNA4’e (“potassium voltage-gated channel subfamily A member 4”) karsi
otoantikorlar yakin zamanda agir MG, timoma ve eslik eden miyokardit veya
miyoziti olan Japon hastalarda bildirilmistir (90) . Timomali hastalarda yapilan
timektomi ameliyati ile timdr tam ve kalici olarak ¢ikariimasina ragmen, MG
belirtileri genellikle devam eder ve kronik immunoterapi gerektirir (1) .

Ge¢ baslangigh timomasi olmayan MG hastalarinda AChR’e karsi
otosensitizasyon mekanizmasi agik degildir.Tipik olarak bu hastalarda timik
anormallik gézlenmemektedir. Benzer klinik tablo ve otoantikor profiline sahip
ge¢ baslangi¢cli bazi MG hastalarinda ise otoimmin yanit ile baski altina
alinildigi dusunulen gizli timoma olasiligi da vardir (1) .
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2.2.4.3.3. MG ve Timus involiisyonu

AChR pozitif MG vakalarinin %10-20’sinde genellikle adipoz dokudan
olusan atrofik timus vardir. Atrofi en sik olarak 40 yas Uzeri hastalarda ortaya
cikar, bazi olgularda ise kortikosteroid tedavisine bagh olabilir. Atrofik timus
ile ayni yagta kontrol grubu timusu adipoz doku ve epitelyal alan miktar
acisindan c¢ok benzerdir. Ancak MG'li hastalarda rezidi parankim
adaciklarinda ¢ok sayida, bazen GM olusturan infiltratif B hlcreleri vardir ve
plazma hacreleri doku boyunca dagiimistir. Bunlar hiperplazi ve immin

aktivasyon belirtileridir (77) .

2.2.5. MG’de Tani

MG tanisini klinik olarak teyit etmek igin Tensilon, prostigmin veya buz
testi gibi yatak basi yapilan testler, elektrofizyolojik ve immunolojik testler
kullanilabilir (Tablo 2.3) (1) .



18

Tablo 2.3. MG tanisinda yapilan testler

Ayrintilar

Yatakbasi

Tensilon (Edrofonyum kloriir) testi Pitoz/ekstraokdler gligsiizligl olan
hastalarda guvenilir bir testtir

Prostigmin testi Jeneralize proksimal kas glg¢sizligu olan
hastalarda tercih edilir

Buz testi Pitoz dizelmesini degerlendirmede kullanilir

Elektrofizyoloji

Repetetif sinir uyarimi Jeneralize MG %75, okiler MG <%50

Tek lif elektromiyografi Sensitivitesi ylksek (%95-99), ancak spesifik
degil

immiinolojik testler (antikorlar)

Anti-AChR Jeneralize MG %85, okuler MG %50

Anti-MuSK AChR negatif jeneralize MG %40

Dusiik afiniteli anti-AChR AChR ve MuSK negatif jeneralize MG %66

Anti-LRP4 Seronegatif hastalarda tespit edilmistir

Cizgili kas antikorlari

Anti-titin Timomali MG %95, ge¢ baslangi¢li timomasi
olmayan MG %50

Anti-ryanodin reseptor Timomali MG %70 (daha siddetli hastalik)

Diger

Toraks BT veya MRG MG tanisi onaylandiktan sonra tim
hastalardan elde edilir

Tiroid fonksiyon testleri Hiper, yada hipotiroidi goérilebilir

BT- bilgisayarli tomografi; MRG- manyetik rezonans gériintiileme

2.2.5.1. Yatak Basi Testler

Tensilon (Edrofonyum kloriir) kisa etkili bir antikolinesteraz
inhibitoridir. NMK’da asetilkolinin etki slresini uzatmakla SPP’nin amplitid
ve suresinin artmasina neden olur (1) . Edrofonyum testinde dnce 2 mg test
dozu intravendz olarak enjekte edilir ve 60 saniye yanit izlenir. Daha sonra 3
ve 5 mg dozlar enjekte edilir, herhangi bir dozda 60 saniye icinde duzelme
izlenirse test pozitif olarak degerlendirilir (91) . Dlzelme olarak kas guclnin
iyilesmesi kabul edilmektedir. En objektif ve guvenilir yorumlama ise goz
kapagl pitozunda duzelme veya tek paretik ekstraokller kas gucunde
iyilesme gozlendiginde olabilir (92) . Yayinlanan c¢alismalarda jeneralize MG
icin testin %72-95 duyarlihkta oldugu goésterilmektedir (92) . Bradikardi ve
senkop gibi ciddi komplikasyonlar nadir gorulmekle birlikte (93) , islem
sirasinda kardiyak monitorizasyon bazilari tarafindan dnerilmektedir (92) .

Prostigmin (Neostigmin metilsulfat) testi intravendz edrofonyuma

yanit vermeyen bazi hastalara daha uzun etki suresi olan neostigmin
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metilsulfat 1.5 mg’lik dozda intramiiskiiler olarak enjekte edilir. Intramuskdler
enjeksiyondan sonra etki 5-15 dakikada baslar, 20 dakikada en Ust duzeye
erisir ve yaklasik 1 saat kadar surer. Tensilon testinde oldugu gibi prostigmin
testinde de atropin sulfat hazir bulundurulur. Yanit degerlendiriimesi tensilon
testinde oldugu gibidir (91) .

Buz testi non-farmakolojik, morbiditeye neden olmayan, pitozu olan
hastalarda kullanilan bir testtir. G6z Uzerine 2-5 dakika suresince buz paketi
koyularak yapilir ve pitozda duzelme ile degerlendirilir. Pitozu olan hastalarda
edrofonyum testi yapilamadigi zaman bu testin kullaniimasi kabul edilmigstir
(94) .

2.2.5.2. Elektrofizyolojik Testler

Repetetif sinir uyarimi néromuskuler iletimde en yaygin olarak
kullanilan elektrofizyolojik testtir. NMK hastaliklarinda dusuk frekansta sinir
uyarimi (2-5 Hz) bilegik kas aksiyon potansiyeli amplitidunde ilerleyici dusus
veya dekremente neden olur (Sekil 2.3) . Jeneralize MG hastalarinin yaklasik
%75'inde (okuler MG hastalarinin %<50’sinde) repetetif sinir uyarimi testi
sonucu anormaldir ve bu olasilik proksimal veya fasiyal kaslarda daha
yuksektir (95) .

2mv 5ms

Sekil 2.3. Dusuk frekansl sinir uyarimi ile tipik patolojik dekrement yaniti
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Tek Lif EMG noromuskuler ileti icin en duyarl klinik testtir ve MG’li
hastalarin hemen hepsi bazi kaslarinda artmis jitter gOsterirler.
Noéromuskuler jitter ayni motor Unite tarafindan innerve edilen iki kas lifinin
aksiyon potansiyelleri arasindaki zaman farkinin degiskenligidir (96) ve tek-lif
elektromiyografi (TLEMG) ile tespit edilebilir (Sekil 2.4). incelenen kas
kuvvetsiz ise TLEMG %95-99 MG hastasinda jitter artisini ortaya ¢ikarir
(97,98) (Sekil 2.5).

Sekil 2.4. Normal jitter Sekil 2.5. Artmis jitter

2.2.5.3. immiinolojik Testler

MG tanisi igin en yaygin olarak kullanilan immunolojik test kas
AChR’lerine badlanan serum antikor miktarini élgmektir. Bu islem radyoaktif
isaretli kolinerjik antagonist olan a-bungaratoksin ile yapilir (99) . Testin
duyarlihgi jeneralize MG igin yaklasik %85, okller MG igin ise %50’dir
(99,100) . Anti-AChR antikor dlzeyi her zaman hastalik siddeti ile korele
degildir. Yanlis seronegatif sonu¢ immuinosupresyon alan hastalarda veya
test hastaligin erken déneminde yapildiginda goértlebilir (101) .

Kas sitoplazma proteinlerini (titin, miyozin, aktin ve ryanodin
reseptorleri) taniyan gizgili kas antikorlari timomali MG hastalarinin %75-
85’'inde ve MG tanisi olmayan timoma vakalarinin ise bazilarinda tespit
edilir (40,102) . Erken baslangich MG’de bu antikorlarin varhidi timoma

suphesini uyandirmaktadir, ancak 50 yas Uzeri hastalarda timoma belirteci
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olarak daha az yararhdir. Titin ve diger cizgili kas antikorlari timomasi
olmayan ge¢ baslangich MG hastalarinin %50 kadarinda bulunmaktadir
(40,103) . Eszamanh miyokardit/miyoziti olan timomali hastalari belirlemede
anti-KCNA4 antikor varliginin yararli belirte¢ olabilecegi son calismalarda
gOsterilmistir, ancak teyit edilmesi gerekmektedir (90) .

Anti-AChR negatif jeneralize MG hastalari anti-MuSK antikorlari
agisindan test edilmelidir. Anti-MuSK antikorlari bu gruba dahil hastalarin
yaklasik %40 kadarinda bulunur (58) .

Daha 6nce de belirtildigi gibi, kimelenmis AChR’lere baglanan dusuk
afiniteli anti-AChR antikorlari seronegatif jeneralize MG hastalarinin
%66’sinda tespit edilebilmektedir (67) . Kimelenmis AChR’lere baglanan
dusuk afiniteli anti-AChR antikor varli§i seronegatif okiler MG hastalarinin
yaklagik %50’sinde bildiriimigtir (104) .

MG tanisi konulduktan sonra tum hastalara olasi timoma agisindan

tarama amagli toraks bilgisayarli tomografisi ¢cekilmesi gerekmektedir (105) .

2.2.6. MG’de Tedavi

MG’'de medikal tedavi U¢ gruba ayrilabilir: antikolinesteraz ilaglar,
immunsupresif tedavi ve kisa doénem immunoterapi (plazmaferez ve
immunoglobulin)(22,106,107) . MG’de tedavi secenekleri Tablo 2.4’te

Ozetlenmigtir.
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Tablo 2.4. Kanita dayali siniflama ve gesitli immunoterapi 6nerileri (108)

llag/Tedavi Kanit Oneriler
sinifr*
AChE/’leri Sinif IV Semptomatik tedavi
Steroidler Sinif I Birinci basamak immunoterapi. Kisa sureli

kullanim igindir. ilag dozu azaltilarak , yan
etkiler 6nemsiz denecek seviyeye kadar
dusurulebilirse uzun sare kullanilir.

Azatioprin Sinif | ikinci basamak immiinoterapi. Uzun sireli
kullanim igindir. Steroid dozunu azaltmak
amaci ile; steroide yanitsiz veya tolere
edemeyen hastalarda kullanilabilir.

Mikofenolat Sinif IV Ugtincti basamak immdiinoterapi. Uzun sureli

mofetil kullanim icindir. Herhangi bir uzun sureli
immunsupresif tedaviye ek olarak kullanilabilir.

Siklosporin Sinif | Dordincu basamak immuanoterapi. Uzun sureli

kullanim icindir. Steroid veya azatioprine
yanitsiz veya tolere edemeyen hastalarda
kullantlir.

Takrolimus Sinif | Daérduncu basamak immunoterapi. Steroid,
azatioprin veya siklosporine yanitsiz veya
tolere edemeyen hastalarda kullanilir.

Siklofosfamid | Sinif I Uzun sureli immunoterapi i¢in son segim
ajandir. Steroid, azatioprin, siklosporin veya
takrolimusa yanitsiz veya tolere edemeyen
hastalarda kullanilir.

Plazmaferez Sinif 11l Agir MG, akut alevienme ve myastenik krizde
endikedir. IVIg’e yanitsiz veya tolere
edemeyen hastalarda kullanilir.

IVig Sinif | Agir MG ve akut alevlenmede endikedir ve
takviye immunoterapi ajani olarak iyilesme
durumunu korumak igin kullanilir.
Plazmafereze yanitsiz veya tolere edemeyen
hastalarda kullanilir.

Timektomi Sinif I 60 yas alti, ameliyati tolere edebilecek,
Ozellikle AChR antikoru pozitif olan jeneralize
MG hastalarina yapilir.

*Kanit sinifi I: randomize kontrolli g¢alismalar mevcuttur; sinif 1l: randomize olmayan
kontrolli galismalar veya kugik hasta sayisi ile randomize calisma; sinif Ill: kontrolsuz
¢alismalar; sinif 1V: vaka serileri. AChEI-Asetilkolinesteraz inhibitorleri, 1VIg- intraventz
immunoglobulin.

Antikolinesterazlar MG tedavisinde ilk tercih edilen ila¢ olup, NMK’da
kolinesteraz aktivitesini inhibe etmekle noéromuskuler iletimin artmasina

neden olur. Antikolinesterazlar altta yatan otoimmun sure¢ Uzerine herhangi
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bir etki etmediklerinden MG’nin dogal surecini degistirmemektedir (38) .
Hastalarin ¢ogu, antikolinesterazlar ile kas gucunde iyilesme oldugunu
belirtir, ancak belirtilerde azalma genellikle tam ve kalici degildir. Bu nedenle,
bir ¢ok hastaya immunsupresif ilaglar gerekli olur (106,107,109)
Immiinsupresif tedavi ve timektomi siklikla tamamlayici bir sekilde kullanilir
(106) .

Timus bezinin MG ile iligkili olabilecegi ilk kez 1899 vyilinda
Oppenheim tarafindan MG hastaligindan élen bir hastanin timus kalintisinda
“‘mandalina buyukligunde” tumorin  tespit edilmesi ile dusUnulmagtur.
Bundan iki yil sonra, Carl Weigert bagka bir MG hastasinin 6n mediasten
bdlgesinde timik orijinli invaziv lenfoid tGmaorin varhgini tarif etmistir. 1913
yilinda Ernst Ferdinand ilk kez beraberinde hipertiroidi belirtileri olan 20
yasinda bir MG hastasini ameliyat ederek tiroid bezi yani sira timus bezini
de cikarmistir.  Ameliyat sonrasi donemde hastanin MG belirtilerinde
hipertiroidi bulgularina kiyasla daha fazla iyilesme oldugu dikkati cekmistir
(110) . Bu tarihten sonra MG hastalarina timektomi  uygulanmasina
baslanmigtir. MG hastalarina timektomi yapilmasinin amaci remisyona
neden olmak veya immunsupresif ilaglarin dozunu azaltmaktir (111) .
Timoma varhgi timektomi i¢in tek mutlak endikasyon olmakla birlikte, 50 yas
altinda baslayan AChR antikoru pozitif jeneralize MG hastalarina timektomi
yapilmasi rutin uygulama haline gelmistir (1) . Ergenlik ile 60 yas arasi
timomasi olmayan tum jeneralize MG hastalarinin timektomiden yarar
gordugune dair gorugler vardir (109) . Anti-MuSK MG’de timektominin rolu
belli degildir (63,112) .

2.2.7. Myastenik Kriz

Myastenik kriz, myastenik gug¢suzlikle olusan solunum yetmezligidir.
Sistemik hastalik, enfeksiyon, aspirasyon, cerrahi girisim ve bazi ilaglarin
kullanimi gibi kolaylastirici nedenler myastenik krize yol agabilir (91) . MG
hastalarinin yaklasik %15-20’sinde hastalik stirecinin herhangi bir déneminde
myastenik kriz ortaya c¢ikmaktadir (113,114) . Ancak, myastenik kriz
hastalarin beste birinde MG’nin ilk belirtisi olabilir (115,116) . MG
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baslangicindan ilk myastenik krize kadar gegen medyan sure 8-12 aydir
(115,117) . Myastenik krizin dnlenmesi ve tedavisi igin genellikle hastanin
yogun bakima yatirilarak yakin izleme alinmasi gerekir (118) . MG'de
solunum fonksiyonunda koétulesmeyi belirlemek en iyi negatif inspiratuvar
giicin (NiG) élgtimii ile saglanir. NIG -20 cm H2O'dan az, tidal volim 4-5
mL/kg’dan az ve maksimal solunum kapasitesi tidal volumun 3 katindan az
veya zorlu vital kapasite 15mL/kg’dan az oldugu zaman solunum destegi
gerekir. PCO2 50 mmHg'dan fazla olan hastalarda dusik basingli, yiksek
uyumlu balonu olan endotrakeal tuple trakeal entibasyon yapilmalidir (91) .
Uygun tibbi bakimda gecikme solunum arrestine ve sonugta 6lime vyol
acabilir. Kriz ortaya ciktiginda destekleyici tedaviye ek olarak dolasimdaki
antikorlarin  azaltilmasi 6nerilir. Bu durumda hastalara plazmaferez,

intraven6z immunoglobulin veya kortikosteroid uygulanmaktadir (118) .
2.3. Timus

2.3.1 Timus Anatomisi ve Histolojisi

Timus 6n mediastende yer alan cift loblu lenfoepitelyal bir organdir.
Her lob fibroz septalarla ¢ok sayida lobullere ayrilmistir. Her bir lobulde dis
bolgede korteks, i¢c bodlgede ise medulla yer alr (119) . Korteks T
lenfositlerden zengin icerikte iken, medullada lenfositler daha seyrek
gorulmektedir. Timusta yaygin olarak lenfoid olmayan epitel hlcreleri de
vardir. Bu hucreler buyuk sitoplazmaya sahiptir. Ayrica, timus kemik iligi
orijinli makrofajlar ve dendritik hucreler de icerir. Medullada ise Hassal
cisimcikleri olarak adlandirilan, epitel hudcrelerinin  sikica paketlenmis

kivrimlarindan olusan yapilar vardir (120) . (Sekil 2.6)
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% Kan damari

Sekil 2.6. Timus lobdulleri (119)

2.3.2.Timus immiinogenezi

Timus, T lenfosit gelisiminde ¢ok énemli bir role sahiptir. Prekirsor T
lenfositleri kemik iliginden timusa go¢ eder. T lenfosit prekirsorleri olan CD4-
CD8- hiucreleri timik kortekse yerlesir. Bu cift negatif CD4-CD8- hicreleri
timusun korteks ve medulla bdlgelerinde 6z antijenleri tanimayi 6grenir ve
yuzey belirtecleri dizeyinde degisime wugrarlar. Timik kortekste 06z
antijenlerine yonelik ¢ok guclu afinite gosteren T lenfositler ile ¢ok zayif
afinite gosteren T lenfositlerin segime ugradiklari ve apoptozis ile yok
edildikleri bilinmektedir. Bu mekanizma “self” tolerans gelisiminin en 6énemli
bilesenlerinden biridir ve bu olay negatif se¢cim seklinde tanimlanmaktadir.
Cift negatif CD4-CD8- hucreleri kortekste ¢ift pozitif yani, CD4+CD8+ timosit
haline donusurler. Ardindan, medullada CD4+ veya CD8+ tek pozitif T
lenfositleri seklini alarak periferik dolagima girmek Uzere timustan ayrilirlar
(Sekil 2.7) .

Ergenlikten sonra, timik epitel hiicre hacminde azalma nedeni ile timus
boyutu giderek kucgulir ve timopoez azalir. Bu durum yeni gelisen T
lenfositlerin ¢ikisinda ve dolayisi ile, periferik kanda naif T lenfosit sayisinda
azalmaya neden olur. Histolojik olarak ise, timik korteks hacminde belirgin

azalma izlenmekte iken, medulla boyutunda hafif azalma goérular (121) .
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Sekil 2.7. Timus dokusunda T lenfositlerin gelisimi

(http://wenliang.myweb.uga.edu/mystudy/immunology/ScienceOfImmunology/Stagesof Tlymp
hocytesmaturation.htm sitesinden degistirilerek alinmistir)

2.3.3. MG Hastaliginin Patogenezi ve Timusun Patogenezdeki

Rolii

MG’de otoimmun disfonksiyonun nedeni tam olarak bilinmemektedir.
Ancak AChR antikoru pozitif MG hastalarinda timus anormalliklerinin, immun
sistemin dlzenlemesindeki kusurlarin ve cinsiyet hormonlarinin énemli role
sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, hastaligin ortaya c¢ikmasinda genetik
yatkinligin da etkileyici oldugu dusundlmektedir. MG hastalarinin  buyudk
¢ogunlugunda timus yapisal ve fonksiyonel degisimler sergiler. Bu degisimler
tumor olusumuna (timoma) veya c¢ok sayida B hucreleri iceren GM’lerin

gelisimine (follikler hiperplazi) neden olur (122) .
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2.3.3.1. Follikuler ve Diffuz Hiperplazi

Follikiler hiperplazide medullada B lenfosit infiltrasyonu iceren
genislemis perivaskuler alanlar gorulir. Bunlardan bazilari ektopik B lenfosit
GM’leri halinde dizenlenmigtir ve diger hucreler (6zellikle follikller dendritik
hacreler) ile birlikte follikUlleri olusturur. B lenfositler timik medulla boyunca
dagiir ve ¢ogu zaman Hassal cisimcikleri etrafinda yogunlasir. Diffuz
hiperplazi FH’ye benzer, ancak GM’ler daha az goéralir (123) .

MG’li timusta izlenen GM ile periferik lenfatik organlarda gozlenen
lenfoid follikUller arasinda fark yoktur (124) . Ancak, MG’de timus yerlesimli
GM’ler plazma hucreleri veya AChR ifade eden kas benzeri miyoid hlcreler
ile gevrilidir (2,125,126) .

MG'de GM olusumu anjiogenez ve lenfoanjiogenez ile iligkilidir.
Anjiogenez ve lenfoanjiogenez sirasinda endotelleri ylizey kemokinleri ile
etkilesen endotelyal venuller ve lenf damarlari olusmaktadir (127)
inflamasyon sirasinda doku icerisine B hiicre gdgiinden sorumlu temel
kemokinler CXCL13 (C-X-C motifi kemokin ligand 13), CCL21 (C-C maotifi
kemokin ligand 21) ve SDF-1'dir (“Stromal cell derived factor-1”). Bu
kemokinler fizyolojik ve patofizyolojik kosullar altinda B lenfositlerin ¢ekimini
saglayarak GM olugsumuna neden olur (127,128) . Bu kemokinlerin seviyesi
klinik iyilesmeye neden olan kortikosteroid tedavisinden sonra normale
doner. Ayni zamanda, GM sayisinda da azalma goézlenir (127,129) .

Benzer GM’ler diger otoimmun hastaligi olan hastalarin inflamasyonlu
dokularinda da tarif edilmistir. Sjogren hastaligi olan hastalarin tukrik
bezlerinde, romatoid artritli hastalarin eklemlerinde ve sekonder progresif
multipl skleroz hastalarinin ise meninkslerinde GM’lerin oldugu gdsterilmistir
(130,131) . Bu durumda, AChR pozitif MG hastalarindaki timusun da inflame
doku oldugu varsayilabilir (128) .

2.3.3.2. Timoma

Timoma yavas buyuyen, lokal ve invaziv epitelyal hucre kdkenli bir
timordur. Olgunlasan poliklonal T lenfositlerle c¢evrili transforme epitel

hicrelerinden olusur (132) . Dinya Saglk Orgiti [‘World Health
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Organization” (WHO)] tarafindan yapilan timoma siniflamasi Tablo 2.4’te
gosterilmigtir. Bu siniflamaya gore timomalar epitel hidcre morfolojisi ve
lenfosit-epitel hicre orani gibi 6zelliklerine dayanarak birkag tipe ayriimistir
(133) .

Tablo 2.5. Timik epitelyal timdrlerin WHO siniflamasi (1999) (133)

Timoma tipi Histolojik kriterleri

Tip A Homojen neoplastik epitel hucre populasyonundan
olusan timorde igsi/oval sekilli, ntkleer atipinin egslik
etmedigi ¢ekirdekler. Neoplastik olmayan lenfositler yok

veya az
Tip AB Tip A’'ya benzer, ama arada lenfositten zengin alanlar var
Tip B1 Normal fonksiyonel timusa benzer gekilde timik

korteksten ayird edilemeyen genis alanlar ve arada timik
medullaya benzer alanlar var

Tip B2 Neoplastik epitelial hucreleri, belirgin ve vezikller
cekirdekli sis hiucreler ve arada ¢ok sayida lenfositler var.
Perivaskuler alanlar sik

Tip B3 Tumor oncelikle yuvarlak veya poligonal sekilli, orta
derecede atipisi olan epitelial hucrelerden olusur.
Lenfositler az, skuamdz metaplazi alanlari ve
perivaskuler alanlar sik

Tip C Timik karsinom

MG ile en c¢ok iliskili olan tip B2 timomadir. Bunu tip AB ve B1 timoma
izler (132,134,135) . Tip A ve AB timomada epitel hucreleri ig morfolojisine
sahip olup, genellikle meduller yerlesimlidir ve fokal ¢ok sayida (AB) veya
nadir (A) timositler icerir. Tip B1 ve B2 ise gelismekte olan ¢ok sayida
CD4+CD8+ T lenfositleri ile birlikte poliklonal epitel huacreleri icerir ve
morfolojik olarak timik kortekse benzer.

AChR antikoru pozitif jeneralize MG hastalarinin yaklasik %10-
20’sinde timoma vardir. Bu hastalar genellikle 40 yasin Uzerindedir. Timoma
gelisimi ile otoimmin mekanizmalar arasinda gugcli baglanti vardir (122) .
Yapilan bir calismada timomali hastalarin %55’inde MG, %39’unda ise diger
otoimmun sendromlarin geligtigi gosterilmistir (136) . Timomada meduller
alan genellikle sinirhdir. Timik meduilla negatif segim bolgesi oldugu icin, etkili
bir sekilde apoptoza ugramayan otoreaktif T hlicrelerin timomadan ayrilarak

periferik dolagsima gectigi disunulmektedir. Buna ek olarak, “self’ tolerans
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icin onemli olan bazi molekuler bilesenlerin timomada eksik oldugu
gOzlenmigtir. Bu bilesenlere otoimmunite duzenleyici [‘outoimmune regulator”
(AIRE)] faktért, Treg hicre fonksiyonu icin master gen (Foxp3) ve majér
histokompatibilite kompleksi (MHC) sinif Il antijenleri dahildir (137) . “Self”
reaktivitedeki artisin timomali hastalarin serumunda sik rastlanan titin,
ryanodin ve sitokinlere kargi olusan antikorlarin varligindan sorumiu oldugu
gOsterilmistir (137,138) . Timomali hastalarda anti-interferon (IFN) tip |
antikorlarinin da varhg tespit edilmigstir (138) .

Timomali hastalarin yaklasik %20’sinde geriye kalan neoplastik
olmayan dokuda hiperplazi vardir. Diger vakalar ise timik atrofiye sahiptir
(139) . Bu rezidu hiperplazik dokunun timomali hastalarda otoimmin yanitta

roli olup olmadigi belli degildir (77) .

2.3.3.3. Timus involiisyonu

Yukarida belirtildigi gibi, MG hastalarindaki atrofik timus ile yas olarak
eslestiriimis kontrol grubu timusu adipoz doku ve epitelyal alan miktari
agisindan c¢ok benzerdir. Ancak atrofik MG timusunda rezidli parankim
adaciklarinda ¢ok sayida, bazen GM olusturan infiltratif B lenfositler vardir.
Plazma hucreleri ise doku boyunca dagiimistir. Bu belirtiler hiperplazi ve
immudn aktivasyonu gostermektedir ve MG immunopatogenezinde rol

oynamaktadir (77) .

2.3.4. MG’de Timusta Otoimmiin Yanit

AChR antikoru pozitif MG hastalarinin timusunda aktif otoimmun yanit
baslatmak ve surdurebilmek icin gerekli olan tum bilegsenlerin varlig
calismalarda gosterilmistir. Otoantijen ifade eden kas benzeri miyoid hlcreler
(2,125,126) ve timik epitelyal hicreler (TEH’ler) (140) ; profesyonel antijen
sunan hucreler (141) ; AChR spesifik otoreaktif T hucreleri (142,143) ve anti-
AChR antikorlari Ureten B hucreleri (144) myastenik hastalarin timusunda

bulunur.



30

2.3.4.1. Otoimmun Surecgte Kas Benzeri Miyoid Hiicrelerin Rolii

Timik miyoid hadcreleri, AChR’UnUn tum alt Unitelerini ifade etmesi,
fonksiyonel AChR’lere sahip olmasi (2,125,126) ve iskelet kas htcreleri i¢in
karakteristik olan diger antijenleri ifade etmesi (145) nedeni ile T hicre
duyarhihd@inin surdurdlmesinden sorumlu tutulmaktadir (2,125,126) . Bu
hacreler agirlikli olarak AChR’UnUn fetal izoformunu (y alt Unitesi) ifade
eder ve timik hiperplazili MG hastalarinda bu izoforma karsi spesifik
otoantikorlar siklikla mevcuttur (48) . Proinflamatuvar sitokinlere yanit olarak
ise, miyoid hucrelerde AChR bilesenlerinin, 6zellikle de MIR igeren a alt
unitesinin ifadesinde artig gézlenmistir (48) .

Yukarida belirtilen 6zelliklerine ragmen, timik miyoid hucreleri MHC
sinif 1l molekulleri ifade etmez ve bu nedenle T lenfositlere antijen sunumu
mumkin olmaz. Dolayisiyla, AChR pargalarinin timik miyoid hacreler
tarafindan serbest birakildigi, dendritik hicreler tarafindan alindigi ve sonra
AChR spesifik T htcrelerine sunuldugu ileri sUrdlmustir (146) . Bu slreg
capraz sunum olarak bilinmektedir (147) . Timik hiperplazide miyoid ve
dendritik hucrelerin siklikla birlikte kUmelenmesi gozlemi de bu fikri
desteklemektedir (141) . Ayrica, GM’lere yakin bodlgede yer alan miyoid
hicrelere karsi erken ve surekli kompleman saldiri belirtileri bildirilmigtir (79) .
Miyoid hucrelere karsi olan bu atak ve hucrelerin kompleman aracili hasari
dendritik hicrelerde mevcut otoantijen seviyesindeki artistan, GM olusumu
ve antikor gesitlendirme eylemlerinden sorumlu olabilir. Bu durum da kendi
kendini surdurebilen AChR spesifik otoimmun yanitin kurulmasi igin énemli
olabilir (77) .

Timomalarda ise miyoid hucreler nadirdir ve genellikle komsu timus
dokusunda goriilmektedir (148) . Ozellikle de, tip A ve AB timomada AChR ¢
alt Unitesi ifadesinin MG ile iligkili oldugu ve otosensitizasyonda belirgin rol
oynayabilecegi One surulmustar. Ancak bu alt Unite timik miyoid
hicrelerinden ziyade timor epitel hiicreleri tarfindan ifade edilmektedir (149)
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2.3.4.2. Otoimmun Suregte TEH’lerin Rolli

TEH’ler normal veya MG’li timus dokusunda AChR’Unun tamamini
degil, sadece a, B ve ¢ alt Unitelerini ifade eder (140) . Miyoid htcrelerde
oldugu gibi, TEH’ler de inflamatuvar uyarilara AChR alt Gnite transkripsiyonu
ve protein Uretimi dizenlenmesi ile yanit verirler (150) .

Meduller timik epitelyal hicrelerde (mTEH’ler) 6z antijen ifadesinden
sorumlu temel faktér AIRE transkripsiyon faktértidir. Ancak timomalarda
AIRE normal timus dokusuna gore ¢ok daha dusuk dizeylerde ifade edilir ve
nadir goraltr. Bunun nedeni timomalarin agirlikli olarak korteks benzeri epitel
hicreleri icermesidir (bu hucreler ise AIRE eksprese etmez) (82) . Bu
nedenle, AIRE eksikligi, otoreaktif T hlicrelerin gelisimini, dolayisiyla timoma

iliskili MG olusumunu kolaylastirir (82) .

2.3.4.3. T Hiicrelerin intratimik Otosensitizasyonu

Saglikli bireylerde AChR dahil olmak Uzere gesitli antijenlere karsi
otoreaktif halde olan T hicrelerin sistemik dolasimda bulundugu
bilinmektedir. Ancak bu hicreler periferik tolerans mekanizmalari
tarafindan kontrol altinda tutulabilmektedir (151,152) . MG hastalarinda ise
AChR spesifik CD4+ T hucreleri hem serum , hem de timus doku
orneklerinde saptanabilmektedir (153) . Doku igindeki varliklari T hucre
otosensitizasyonunun timusta gerceklestigi fikrini destekleyebilir (142,143) .
CD4+ T hucrelerine yonelik anti-CD4 antikorlari ile tedavinin MG belirtilerini
iyilestirdigi de tespit edilmistir. Bu durum CD4+ T hucrelerin MG’de humoral
otoimmudn yanitin dizenlenmesinde rolu olabilecegini dusundurmektedir
(154) .

Sisely ve ark., MG’li hastalarin periferik kanindan elde edilen T
hicrelerin AChR ile kllture edildigi zaman c¢ogaldigini gostermistir (155) .
AChR alt Unitelerinde T hlicre sensitizasyonu igin ¢ok sayida epitoplar
bulunmaktadir ve T hicre yaniti farkli epitoplara karsi olabilmektedir (49) . En
kuvvetli yanit ise a alt Unite epitopu ile elde edilmigtir (49,156) .
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2.3.4.4. B Hiicrelerin intratimik Aktivasyonu ve Otoantikor Uretimi

Siklikla GM’lere lokalize B hucre lenfoid infiltrasyonlari (123,139) , bir
¢ok otoimmun hastalikta kronik inflamatuvar doku igerisinde tespit edilmistir
(157-159) . Buna FH’li MG timus dokusu da dahildir. 1978 yilinda Vincent ve
ark. tarafindan, MG hastalarindan elde edilen timus dokusunun spontan
olarak AChR’Une karg! antikor Urettigi kanittanmistir (80,160) .

Diger calismalarda, MG hastalarindan elde edilerek kiltire edilen
periferik kan lenfositleri ve timik lenfositler tarafindan AChR antikor Uretimi ile
in vivo AChR antikor titresi ve timik histopatolojik anormallikler arasinda
korelasyon oldugu gosterilmistir. Hiperplazik timustan elde edilen lenfosit
kiltarlerinde Uretilen otoantikor miktari involisyona ugramis veya timomali
timusa kiyasla daha fazladir (161,162) . Hiperplazik timuslardan elde edilen
saflagtirimig B hdcrelerin analizleri, bu hucrelerin aktivasyon belirtecleri
(CD71, 4F2, CD23, B8.7) ifade etme, buyume faktorlerine (B hicre buyume
faktori ve rekombinant IL-2) yanit olarak ¢godalma ve spontan olarak anti-

AChR antikoru salgilama gibi 6zellikleri oldugunu ortaya ¢ikarmistir (163) .

2.4. Otoimmiin Hastaliklarda CD4+ T Hiicre Alt Tipleri ve Sitokinlerin

Rolu

Farklilasmig CD4+ T hucreleri salgiladiklari sitokinlere dayanarak 4
blylk alt grupa ayrilir: Th1, Th2, Th17 ve Treg htcreleri (15) (Sekil 2.8). Bu
alt gruplar icerisinde, Th1 ve Th2 htcrelerinin birbirinden farkli fonksiyonlari
vardir (164) (Sekil 2.9).
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2.4.1. Th1 Hiicrelerinin MG ve EAMG immiinopatogenezindeki

Rolu

Th1 hacreleri IL-2, IFN-y ve TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinler
salgilar. Bu sitokinler hucre aracili immun yanitta onemli bir role sahiptir. Th2
hicreleri ise humoral immun yanitin 6nemli indukleyicileri olan IL-4, IL-6 ve
IL-10 gibi antiinflamatuvar sitokinler salgilamaktadir. Hem Th1, hem de Th2
hicrelerinin  sitokinleri antikor Uretimini indukleyebilir. Ancak, farkl
immunoglobulin (Ig) alt gruplarinin Gretimini desteklemektedir. Th1 hlcreleri
farelerde (ve muhtemelen insanlarda) IgG alt siniflarini indUkleyerek
komplemanin etkili bir bicimde baglanmasina ve etkinlesmesine neden olur.
Oysa, Th2 hicreleri diger g izotiplerini ve IgG alt siniflarini indiklemesine
ragmen, komplemanin zayif baglanmasina veya hi¢ baglanmamasina neden
olur (166) .

MG hastalarinin serum 6rneklerinde farkli AChR epitoplarini taniyan
bol miktarda anti-AChR Th1 hucreleri vardir (152) . Fareler bu hcreler ile
(ayni hastadan elde edilmis B hlicre ve makrofajlarla beraber) asilandigi
zaman patojenik anti-AChR antikorlari dretilir (167) . Proinflamatuvar Thl
sitokinleri kasta MHC sinif || molekullerinin ifadesini indUkler. Dolayisiyla, kas
AChR epitoplarinin  sunumunu kolaylastirarak aktif anti-AChR CD4+ T
hicrelerinin daha da etkinlesmesine neden olur (168) .

Bunun vyanisira, MG hastalarinin timus dokusunda inflamasyon
bulgulari tespit edilmigtir. Bu bulgular arasinda IFN-y tarafindan induklenmis
genlerin artmis ifadesi de vardir. IFN-y AChR alt Unitelerinin 6zellikle,
AChR’Gnin MIR igeren a alt Unitesinin guglu bir indukleyicisidir. Bu bulgularin
kas dokusunda goOrilmemis olmasi AChR’Une karsi otoimmin
sensitizasyonun timus igerisinde gergeklestigi hipotezini desteklemektedir
(150,169) .

Ozetle, AChR’leri, periferde veya timusta yer alan antijen sunan
hicreler aracihdi ile CD4+ T hicrelerine sunulmaktadir. Bu, ortak uyarici
molekuller araciligiyla IL-4 ve IL-6 gibi sitokinlerin dizeyinde artisa neden

olur. Salinan sitokinler ise B hucrelerini uyararak anti-AChR antikorlarinin
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uretimine ve son plak bolgesinde kompleman tespitine neden olarak

AChR’lerinin yikimina yol acgar.

2.4.2. Treg Hiicrelerinin MG ve EAMG immiinopatogenezindeki

Rolu

CD25 markeri ve Foxp3 transkripsiyon faktorl ifade eden CD4+ T
hicreleri Treg hucreleri olarak bilinmektedir ve “self” toleransin
surdurtlmesinde 6nemli role sahiptir. Ayrica, Treg hicreleri inflamasyonu ve
diger T hucrelerinin yanitini baskilayabilmektedir (Sekil 2.10). Donustiruacu
blyume faktort beta [“transforming growth factor beta” (TGF-8)], Treg hlcre
iligkili transkripsiyon faktort olan Foxp3'Un ifadesini indikleyerek Treg hlicre
gelisimine neden olur (8) . Bettelli ve ark. tarafindan TGF-B'nin Foxp3
ifadesini indukledigi, IL-6’nin ise bu yolagi inhibe ettigi gosterilmistir (170) .
IL-6, Treg hucrelerinin patojenik Th1 hucrelerine induklenmesini
etkilemektedir. Bu olay, MG hastalarinda IL-17A, IL-21 ve IL-22 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin dizeyinde regllasyona neden olarak immun
surecin gelismesine ve immuin dengesizligin sdrduridimesine katkida
bulunmaktadir (171,172) .

Daha o6nce MG hastalarinda yapilan c¢alismalarda, Th1/Th2
dengesizligi ve Treg hlicre sayisi degisikliginin MG patogenezinde rol aldigi
kanitlanmistir (12,13) . Timomasi olan MG hastalarinda hem Treg hicre
sayisi, hem de timustan periferik kana go¢ eden Treg hucre oraninin
timomasi olmayan MG hastalarindan daha az oldugu gosterilmistir (4,14) .

MG hastalarinda Treg hucrelerinin fonksiyonu bozulabilir (13) . Buna
ek olarak, timektomi sonrasi dolasimdaki Treg hucre sayisinda artig
g6zlenmigstir ve bu artis semptomlarin iyilesmesi ile korele bulunmustur
(173) .
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Sekil 2.10. MG patogenezinde CD4+ T hicre alt tiplerinin rolt (174)

2.4.3. Th17 Hicrelerinin MG, EAMG ve Diger Otoimmiin

Hastaliklarin immiinopatogenezindeki Rolii

Th17 hucreleri, farelerde TGF-B ve IL-6 tarafindan sinerjik etki ile
glglu bir sekilde induklenir (170,175,176) . TNF ve IL-1’in, TGF-B ve IL-6
varliginda Th17 hdcrelerinin sonraki farklilagsmasinda rol aldigi gosterilmigstir
(175) . Ayrica, IL-6 ve TGF-B birlikteligi aktive T hucreleri tarafindan optimal
sekilde IL-17 ifadesine neden olmaktadir. Treg hucreleri ve Th17 hucreleri
farkllagma sirasinda karsilikh olarak duzenlenmektedir ve TGF-f bu
yolakta ortak bir indukleyici olarak rol almaktadir (9) . Bu hicreler, Th1/Th2
sitokin dengesi Uzerinden antikor Uretimini etkilemektedir (174) (Sekil 2.10).

Th17 hicreleri  insanlarda gesitli  inflamatuvar  hastaliklarda
inflamasyon bolgesinde bulunur ve inflamatuvar barsak hastaliklari, romatoid
artrit ve multipl skleroz gibi birgok otoimmun inflamatuvar hastalgdin
patogenezine katilir (10,11) .

Multipl skleroz hastalarinda yapilan bir ¢alismada immunomodulator
tedavi (IFN-B1) alan hastalarin serumlari Th17 iligkili sitokinler (IL-17, 1L-23
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ve IL-26) ve reseptorleri (IL-17R ve IL-23R) acisindan degerlendirilmigtir.
IFN-B1 tedavisi ile IL-17 ve IL-17R hucrelerinde azalma gozlenmistir (177) .

Deneysel otoimmin MG [‘experimental autoimmune myasthenia
gravis” (EAMG)], MG’nin farelerde yapilan hayvan modelidir. EAMG
modelinde Th17 hicre oraninda Ozellikle hastaligin ilerlemesi ile IL-17
dizeyine eslik edecek sekilde artigs gozlenmistir. Ayrica, IL-17 ile uyarildigi
zaman AChR peptidine 6zgu T hicrelerinin ¢gogalma yeteneginde ve anti-
AChR antikor salgilayan hicre sayisinda artis oldugu izlenmistir. Bu bulgular,
Th17 hucrelerinin  IL-17 sitokini salgilayarak otoimmin yanita neden
oldugunu dusundurmektedir (178) .

Yapilan bir calismada AChR antikoru pozitif jeneralize MG
hastalarinda da serum IL-17 duzeyinin kontrol grubuna kiyasla yuksek
oldugu gosterilmigtir (179) .

Wang ve ark. ise MG hastalari (timoma, timik hiperplazi ve normal
timus dokusuna sahip) ve saglikh bireylerden alinan serum o6rneklerini
standart akim sitometri yontemi ile ¢alisarak total CD4+ hiicreleri arasindan
Th17 hucrelerini sayisal olarak degerlendirmiglerdir. Calisma sonucunda
timomali MG’de Th17 hicre populasyonunda artis, Treg hucre
populasyonunda ise azalma oldugu gosterilmistir. Ayrica, timomali MG’de
Th17 ile iligkili sitokinler olan IL17, IL1B ve IL23 ifadesinde artis oldugu tespit
edilmistir. Th17 hdcreleri ve onlarla iligkili sitokinlerdeki artis timomali MG
hastalarinda hastaligin siddeti ile korele bulunmus, timomasiz (timik
hiperplazi, normal timus) MG hastalarinda ve saglikl bireylerde ise buna
rastlanmamistir. MG hastalarinda periferik Th17 huacre sikligi ile AChR
antikor dlzeyi arasinda korelasyon oldugu dogrulanmig, fakat AChR dizeyi
ile timusun patolojik alt tipleri arasinda iliski gozlenmemigstir. Bu bulgularla
Th17/Treg dengesizligi ve Th17 iligkili sitokinlerin 6zellikle timomali MG'de

patogenez surecine katildig1 gosterilmistir (15) .

2.4.4. Th17 Hiicre Belirteglerinin Rolii

IL-21, Th17 hdcreleri tarafindan salgilanmaktadir. Bununla birlikte IL-

21'in Th17 hacre farkhlasmasinda rol aldigr in vitro ve in vivo olarak
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gOsterilmigtir (180-182) . IL-6 tarafindan induksiyonundan sonra IL-21 ve
TGF-B sinerjik etki ile farelerde Th17 hucre farklilasmasina neden olur (180-
182) (Sekil 2.8 ve 2.11). IL-21’'in veya IL-21R ifadesi kaybininin Th17
hicrelerinde kusurlu farklilagsmaya neden oldugu in vitro olarak gosterilmistir
(180-182) . Bu bilgiler, IL-21’in Th17 hicre farklilagsmasinda énemli bir roli
oldugununu ve IL-6-IL-21 linear sitokin yolaginin bu surecte yer aldigini
gOstermektedir (9) .

IL-23, IL-12 sitokin ailesinin bir Uyesi olup, aktive miyeloid hucreler,
dendritik hicreler ve makrofajlar tarafindan ifade edilir (183) . IL-23’Gn Th17
hicre gelisimindeki roll IL-12 ve IL-23 eksikligi olan farelerin incelenmesi ile
olmustur. 1L-23 eksikligi olan farelerde deneysel otoimmin ensefalit
[‘experimental autoimmune encephalomyelitis” (EAE)] ve kollajen ile
indUklenen artrit [“collagen-induced arthritis” (CIA)] gelisiminin kusurlu oldugu
gosterilmigtir (184,185) . IL-23 ve IL-6 sinerjik etki ile Th17 hucre
farkhlasmasini indiklemektedir (186) (Sekil 2.11). IL-23R’lUnun aktive edilmis
T hucreleri Uzerinde asiri ifadesi ise Thl7 hucrelerinin IL-23 bagimh
farkllagsmasina yol acmaktadir (182). Ayni zamanda, IL-23 primer yanit
sonrasi Th17 hicrelerinin hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi i¢in araci olabilir
9) .

RORy (“RAR-related orphan receptor gamma”) insanlarda RORC geni
tarafindan kodlanan proteindir (187) . RORYy transkripsiyon faktorleri nikleer
reseptor ailesinin bir Gyesidir. Ayni RORC geninden buyuk olasilikla alternatif
promoterlerin secimi ile iki izoform Uretilmektedir (188-190) :

1. RORy- 1-11 ekzonlari icermektedir (191) . RORYy timus, akciger,

karaciger, bobrek, kas ve kahverengi yag dokusu dahil olmak Uzere

bir cok dokuda ifade edilmektedir (187,192,193) .

2. RORyt de RORy’ya 6zdes olarak mRNA’dan uretilir, ancak 5’- buyuk
ekzonlari genin alt kisminda konumlanmis alternatif ekzon ile yer
degistirmigtir. Bu ise farkli, daha kisa N-terminale neden olur (189) .
RORyt’nin doku dagilimi timusa sinirli gérinmektedir (189) ve sadece
olgunlasmamigs CD4+CD8+ timositlerde, ayrica lenfoid doku
indukleyici hucrelerde ifade edilmektedir (194-196) .
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Gunumuzde, ROR-yt'nin Th17 hucrelerinin farklilagsmasi igin gerekli
oldugu bilinmektedir. RORyt ifadesi TGFB veya IL-6 tarafindan
indUklenmektedir (Sekil 2.11). RORyt timopoezde énemli bir dizenleyici rol
oynar. RORyt'nin asiri ifadesi Th1 ve Th2 hicre farklilagsmasi bloke oldugu
zaman Th17 hacre farklilagmasini desteklemektedir (9) . Ayrica, RORyt
farkhlasmamis T hdcrelerin apoptozunun engellenmesinde ve onlarin Th17

hicrelerine farklilagsmasinin saglanmasinda rol oynamaktadir (188) .

DH DH

% Naif % ‘
TGF-p " Tér-p
+
/ \ IL-6
IL-23
IFN-y .
IL-4
1L-25 [~H=> IL-21
Treg IL-27 Thl7

Sekil 2.11. Th17 hicrelerinin farklilasmasi (197) . DH: dendritik hlicre
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3. GEREG VE YONTEMLER

Bu tez calismasi, GO 13/34-32 karar numarasi ile Hacettepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan alinan
onay sonrasi, arastirma protokolimuize uygun sekilde Nisan 2013- Ocak
2014 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakdltesi Noroloji Anabilim
Dali ve Patoloji Anabilim Dali Imminohistokimya Laboratuvari’nda

gergeklestiriimistir.

3.1. Hasta Segimi

Bu c¢alisma igin, 2000-2010 yillari arasinda merkezimize basvurmus,
klinik ve laboratuvar tani yontemleri ile MG tanisi almis ve Noromuskuler
Hastaliklari Arastirma Laboratuvari Veritaban’'na kaydedilmis tim MG
hastalari tarandi. Bu hastalar icerisinden, AChR antikoru pozitif olan ve tedavi
amacli timektomi uygulanmis MG hastalari segildi. Timektomi uygunlanmig
hastalarin timus doku materyallerinin yeterliligi kontrol edildikten sonra 37 MG
hastasi galismaya dahil edildi. Kontrol grubu olarak yine 2000-2010 yillan
arasinda tiroid veya paratiroid hastaligi nedeni ile opere edilirken timus
dokulari da cikariimig olan ve normal histopatolojik bulgulari olan hastalarin
doku 6rnekleri kullanildi. Bu vakalara ise Hacettepe Universitesi Bilgi islem

Daire Bagkanligrnin patoloji rapor taramasi ile ulasildi.

3.2. Hasta ve Kontrol Grubunun Olusturulmasi

Planlanan immunhistokimyasal c¢alismalar igin tedavi amaclh timektomi
uygulanmig olan 37 AChR antikoru pozitif MG vakasindan hasta grubu
olusturuldu. Bu hastalarin timus doku materyalleri histopatolojik olarak 3 grup

seklinde ele alindr:
1. Histopatolojisi timoma ile uyumlu olan 15 timus doku materyalleri,

2. Histopatolojisi follikuler hiperplazi veya timik hiperplazi ile uyumlu

olan 9 timus doku materyalleri,

3. Histopatolojisi normal timus dokusu ile uyumlu olan 13 timus doku

materyalleri
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Tiroid veya paratiroid hastaligi nedeni ile opere olmus toplam 24 hastadan

ise kontrol grubu olusturuldu.

3.3. Timus Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Calismada, ameliyat sirasinda c¢ikarilmis ve patolojik olarak
incelenmesi i¢cin merkezimizin Patoloji Anabilim Dal’'na gonderilmis ve orada
arsiv materyali olarak saklanmakta olan timus bezi doku 6rnekleri kullanildi.
Toplam 61 hastaya ait formalin tespitli parafine goémull timus doku
preparatlari yeniden degerlendirilerek her vaka igin en tanisal tek blok segildi.
Secilen bloklarin hematoksilen eozin kesitleri tekrar incelenerek tanilari
yeniden gbézden gegirildi. immiinohistokimyasal calismalar igin her vakaya ait
timus doku bloklarindan uger kesit olmak Uzere 4 mikrometre kalinliginda

kesitler alindi.

3.4. immiinohistokimyasal Boyama

Kesitler Tablo 3.1’de 6zellikleri belirtilen antikorlar ile belirtilen sire ve
dilusyonlarda boyandi. Bu amagcla Hacettepe Universitesi Tip Fakdltesi
Patoloji Anabilim Dali immiinohistokimya Laboratuvar’nda bulunan Leica
BOND-MAX otoboyama cihazi kullanildi. Boyamalar Uretici firmanin 6nerdigi
protokole uygun sekilde yapildi. Sekonder antikor olarak Leica polimer Kiti
kullanildi.

IL-21R, IL-23R ve RORYy ifadeleri 1sik mikroskobu ile degerlendirildi.
Pozitif kontrol olarak IL-21R antikoru icin insandan elde edilen timus, IL-23R
antikoru icin dalak, nukleer reseptdr olan RORy antikoru igin ise testis doku

kesitleri kullanildi.
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Tablo 3.1. Kullanilan primer antikorlar ve inkibasyon sureleri
PSS Antijen
, y Klon/Katalog antikorla - J
Antikor | Saglayici L Diliisyon aciga
numarasi inkiibasyon
L cikarma
siiresi
IL-21R Thermo PA5-19982 15 dakika 1/300 ER2 (EDTA)
Scientific
IL-23R LSBio LS-C724 100 dakika | 1/200 ER2 (EDTA)
RORy* | LSBio LS-B1797 100 dakika | 1/200 ER2 (EDTA)

* Calismamizda kullaniimis olan RORY/RORC antikoru RORC’nin her iki izoformunu (RORy
ve RORyt) boyama 6zelligine sahiptir. ER: Epitop Retrival-2 numarali solliisyonu

3.5. Dokularin Degerlendirilmesi

Dokular 1sik mikroskobunda (Olympus BH-2), X40’hk buyltmede,
birbirlerinden bagimsiz olarak iki arastirmaci (Dr. Lala Mehdikhanova, Dog.
Dr. Sevgen Celik Onder) tarafindan degerlendirildi. IL-21R, IL-23R ve RORy
antikorlari ile yapilan immunohistokimyasal boyamada timus dokusunda
mevcut olan lenfoid hicrelerin membran6z ve sitoplazmik boyanmasi pozitif

olarak kabul edildi.

IL-21R, IL-23R ve RORYy antikorlari ile boyanan her vakaya ait timus
dokulari boyanma yogunlugu (intensite) agisindan degerlendirildi. Bunun igin
her dokuya ait en yogun boyanan 3 alan segcildi. Boyama yogunlugu
acisindan 0, 1, 2, 3 olarak skorlandi. Buna gore 0, boyanma yok; 3, en yogun
boyanma; 1, az sayida hlcre boyanmasi olarak degerlendirildi. 1 ve 3 olarak
skorlanan iki grup arasindaki her turlu boyanma yogunlugunun skoru ise 2

olarak kabul edildi.

3.6. istatiksel Yontemler

istatistiksel analizler IBM SPSS 21 yazihimi

Verilerde tanimlayici istatistikler olarak nitel degigkenler icin say! ve yuzde,

ile gerceklestirildi.

sayisal degiskenler i¢in ortanca (min-max) verildi. Yas acgisindan 2 grup
(hasta ve kontrol) arasindaki farklilik bagimsiz gruplarda T testi ile, 4 grup
tek yonli ANOVA testi

cinsiyetin karsilagtirimasinda Ki-kare testi kullanildi. iki grup arasindaki

arasindaki farkhlik ise ile yapildi. Gruplar arasi
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farklihk Mann-Whitney U testiyle, 4 grup arasindaki farklilik ise Kruskal Wallis
testiyle incelendi. Kruskal Wallis testinde farklihk dnemli bulundugunda ikili
kargilastirmalar Dunn testi ile gerceklestirildi. Degigkenler arasindaki iligki
Spearman korelasyon katsayisi ile incelendi. P<0,05 dederi istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Ozellikler

AChR antikoru pozitif MG hastalarindan secilen hasta grubunun
demografik o6zellikleri ve timus doku histopatolojileri Tablo 4.1’de

Ozetlenmigtir.

Tablo 4.1. AChR antikoru pozitif MG hasta grubunun demografik 6zellikleri

ve timus doku histopatolojileri

Hasta no Yas Cinsiyet Timus doku histopatolojisi
1 34 K Normal
2 41 E Normal
3 40 K Normal
4 40 E Normal
5 29 E Normal
6 42 E Normal
7 15 K Normal
8 27 K Normal
9 23 K Normal
10 53 K Normal
11 40 K Normal
12 22 K Normal
13 28 K Normal
14 56 E Timoma AB
15 71 E Timoma AB
16 43 E Timoma AB
17 28 K Timoma AB+FH
18 41 K Timoma B2
19 22 K Timoma B2
20 42 K Timoma B2
21 59 K Timoma B2,B3+TH
22 56 K Timoma B2,B3+FH
23 24 E Timoma B3
24 74 K Timoma B3
25 42 K Timoma B3
26 50 K Timoma kistik+FH
27 45 K Timoma sklerozan
28 47 E Timoma sklerozan
29 35 K FH
30 23 K FH
31 25 K FH
32 25 E FH
33 52 E FH
34 31 K FH
35 40 K FH
36 19 K FH
37 20 K FH

K-kadin; E-erkek; FH-follikiler hiperplazi; TH-timik hiperplazi
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MG hastaligi olmayan ve timus histopatolojisi normal olan hastalardan

secilen kontrol grubunun demografik ozellikleri ve tiroid ve/veya paratiroid

doku histopatolojileri Tablo 4.2’de 6zetlenmisgtir.

Tablo 4.2. MG hastaligi olmayan kontrol grubunun demografik 6zellikleri ve

tiroid ve/veya paratiroid doku histopatolojileri

Kontrol no | Yas | Cinsiyet Tiroid/paratiroid doku histopatolojisi
1 32 K diffuz hiperplazi, Graves

2 32 K Hashimoto tiroiditi

3 44 K Hashimoto tiroiditi

4 66 E kolloidal guatr

S 46 K multinoduler guatr

6 42 E multinoduler guatr

7 44 K multinoduler guatr

8 44 E multinoduler guatr

9 65 E multinoduler Kistik guatr

10 49 K noduler guatr, kronik lenfositik tiroidit
11 38 K paratiroid adenom

12 42 K paratiroid adenom

13 42 K paratiroid adenom

14 48 K paratiroid adenom

15 55 K paratiroid adenom

16 51 K paratiroid adenom

17 52 K paratiroid adenom

18 55 K paratiroid adenom

19 50 K paratiroid adenom

20 41 E paratiroid adenom

21 59 K paratiroid adenom, noduler guatr

22 51 K paratiroid adenom, multinoduler guatr
23 39 E paratiroid adenomu

24 20 K paratiroid adenomu, kronik lenfositik tiroidit

K-kadin; E-erkek

Normal timus histopatolojisine sahip MG hastalarinin yas ortalamasi
33.391£10.5; timomali hastalarin yas ortalamasi 46.67+15.2; FH’li hastalarin

yas ortalamasi 30.0+£10.8; kontrol grubu hastalarinin yas ortalamasi ise

46.13+10.4’tu. Buna gore FH’li ve normal timus histopatolojisine sahip

hastalarin yasi diger iki gruba gore anlamli olarak diguktiu (p<0.05).
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FH’li hastalarla normal timus histopatolojisine sahip hastalarin ve
timomali hastalarla kontrol grubu hastalarinin yas ortalamalari arasinda
belirgin bir fark saptanmadi (p>0.05) .

Gruplar cinsiyet acisindan karsilastirildiginda normal timus
histopatolojisine sahip MG hastalarinin 9'u (% 69.2) kadin, 4’G (%30.8)
erkek; timomal hastalarin  10'u (%66.7) kadin , 5'i (%33.3) erkek; FHli
hastalarin 7’si (%77.8) kadin , 2’si (%22.2) erkek; kontrol grubu hastalarinin
18’'i (%75) kadin ve 6’si (%25) erkekti. Buna gore tim gruplarda kadin
hakimiyeti mevcuttu. Ancak gruplar arasinda cinsiyet bakimindan anlaml bir

fark saptanmadi (p>0.05).

4.2. immiinhistokimyasal Boyama Bulgulari

AChR antikoru pozitif MG hastalarinin antikor duzeyleri ve timus doku
orneklerinin IL-21R, IL-23R ve ROR-y ile boyanma degerlendirmeleri Tablo
4.3 ve Sekil 4.1-4.3’te 6zetlenmisgtir.
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Tablo 4.3. MG hastalarinin AChR antikor duzeyi ve timus doku érneklerinin
IL-21R, IL-23R ve RORYy ile boyanma ozellikleri

Hasta No AChR antikor Timus doku IL-21R IL-23R RORYy
dizeyi (hnmol/L) histopatolojisi
1 * Normal 2 2 2
2 5.0 Normal 0 0 0
3 0.6 Normal 2 1 1
4 5.2 Normal 1 3 2
5 1.2 Normal 2 2 2
6 1.6 Normal 1 1 2
7 1600.0 Normal 3 3 2
8 175.0 Normal 2 2 2
9 15.0 Normal 1 2 1
10 70.0 Normal 1 2 2
11 1.3 Normal 3 3 2
12 4.1 Normal 2 2 2
13 70.0 Normal 2 2 2
14 35.0 Timoma AB 0 0 1
15 20.0 Timoma AB 1 1 1
16 42.0 Timoma AB 1 0 0
17 45.0 Timoma AB+FH 0 0 0
18 60.0 Timoma B2 2 2 0
19 75.0 Timoma B2 1 1 0
20 50.0 Timoma B2 1 1 1
21 38.0 Timoma B2,B3+TH |1 0 0
22 2.0 Timoma B2,B3+FH |0 0 0
23 42.0 Timoma B3 1 0 0
24 395.0 Timoma B3 1 0 0
25 10.0 Timoma B3 1 0 0
26 5.0 Timoma kistik+FH 0 0 0
27 8.0 Timoma sklerozan 1 2 1
28 20.0 Timoma sklerozan 1 2 1
29 150.0 FH 1 1 2
30 640.0 FH 2 2 2
31 4.4 FH 2 2 2
32 140.0 FH 3 2 2
33 2.0 FH 1 3 2
34 50.0 FH 2 1 2
35 392.0 FH 1 2 2
36 * FH 2 2 2
37 * FH 2 2 2

*Antikor dizeyi pozitif olarak rapor edilmis, ancak titre bilinmiyor, diizey >0.05 nmol/L pozitif
olarak kabul edilmistir. FH-follikuller hiperplazi; TH-timik hiperplazi; 0-boyanma yok; 1-az
sayida hiicre boyanmasi; 2- 1 ve 3 olarak skorlanan iki grup arasindaki her tirli boyanma;

3-en yogun boyanma.




48

Kontrol grubu timus doku orneklerinin IL-21R, IL-23R ve RORYy ile

boyanma degerlendirmeleri Tablo 4.4 ve Sekil 4.1-4.3’te 6zetlenmisgtir.

Tablo 4.4. Kontrol grubu timus doku érneklerinin IL-21R, IL-23R ve RORYy ile

boyanma &zellikleri

Kontrol No | Timus doku histopatolojisi IL-21R IL-23R RORy
1 Normal 3 2 2
2 Normal 2 2 2
3 Normal 2 2 2
4 Normal 1 2 3
5 Normal 1 1 1
6 Normal 1 2 2
7 Normal 0 2 2
8 Normal 3 3 2
9 Normal 0 3 2
10 Normal 1 1 1
11 Normal 2 2 2
12 Normal 2 2 1
13 Normal 3 2 2
14 Normal 2 2 1
15 Normal 0 2 1
16 Normal 2 2 2
17 Normal 2 2 2
18 Normal 1 2 2
19 Normal 3 2 2
20 Normal 2 3 2
21 Normal 2 2 3
22 Normal 1 1 1
23 Normal 1 2 2
24 Normal 1 2 1

0-boyanma yok; 1- az sayida hiicre boyanmasi; 2- 1 ve 3 olarak skorlanan iki grup
arasindaki her turll boyanma; 3- en yogun boyanma.
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Sekil 4.1. Tum gruplarda IL-21R antikoru ile boyanma yogunlugunun
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Sekil 4.2. Tim gruplarda IL-23R antikoru ile boyanma yogunlugunun
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Sekil 4.3. Tum gruplarda RORYy antikorlari ile boyanma yogunlugunun

dagihmi

Hasta ve kontrol

hemotoksilen eozin boyamalari Sekil 4.4’te gosterilmigtir.

grubundan birer

hastanin timus dokularinin

Hasta ve kontrol grubu timus dokularinin IL-21R, IL-23R ve RORYy

antikorlari ile en az ve en yogun boyanmalarina ait 6rnekler Sekil 4.5-4.7°de

gosterilmisgtir.
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Sekil 4.5. Hasta ve kontrol grubu timus dokularinda IL-21R antikoru ile
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boyanma 6rnekleri. Boyanma yogunlugu skoru: A-0, B-1, C-1, D-3, E-O, F-3,

G-1, H-3.
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Sekil 4.6. Hasta ve kontrol grubu timus dokularinda IL-23R antikoru ile

boyanma érnekleri. Boyanma yogunlugu skoru: A-0, B-2, C-1, D-3, E-0, F-3,

G-1, H-3.
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Sekil 4.7. Hasta ve kontrol grubu timus dokularinda RORYy antikoru ile
boyanma ornekleri. Boyanma yogunlugu skoru: A-0, B-1, C-2, D-0, E-2, F-1,
G-2.
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4.3. Boyanma Yogunluklarinin Karsilastiriimasi

Hasta grubu ile kontrol grubunun timus doku 6rnekleri IL-21R, IL-23R
ve RORYy antikorlari ile boyanma yogunlugu acisindan karsilastirildiginda
hasta grubunun IL-23R ve RORYy antikoru ile kontrol grubuna kiyasla anlamli
olarak daha az boyandidi gozlendi (p<0.05). IL-21R antikoru ile ise, her iki
grup arasinda farklilik gézlenmedi (p>0.05) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Hasta ve kontrol grubunun IL-21R, IL-23R ve RORYy antikorlari ile

boyanma yogunlugu agisindan karsilastiriimasi

Antikorlar | Gruplar | Ortalama | Standart min max p

sapma degeri
Hasta 1.35 0.82 0.0 3.0

IL-2IR - Fiontrol | 1.58 0.93 0.0 3o | 0304
Hasta 1.38 1.01 0.0 3.0

= *

IL-23R Kontrol 2.00 0.51 1.0 3.0 0.013
Hasta 1.22 0.89 0.0 2.0

*

RORY I Fiontrol | 1.79 0.59 1.0 30 | 2018

*p<0.05

Doért grup birbirleri her 3 antikor (IL-21R, IL-23R ve RORYy) ile
boyanma yogunlugu acgisindan Kruskal Wallis testi ile karsilagtirildi, gruplar
arasi farkhhk gozlendi (p<0.05) (Tablo 4.6). Bu farklihdin hangi alt gruptan
kaynaklandigini gostermek amaci ile ikili karsilagtirmalar Dunn testi ile
gerceklestirildi. Sadece timoma grubunun IL-21R, IL-23R ve RORYy
boyanmasinin kontrol, follikiler hiperplazi ve normal timus gruplarina gore

anlamli olarak daha az oldugu goruldu (p<0.05) (Tablo 4.7-4.9).
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Tablo 4.6. Tum gruplarin IL-21R, IL-23R ve RORYy ile boyanma yogunlugu

agisindan karsilastiriimasi

Boyalar Gruplar | Ortalama | Standart min max | p degeri
sapma
Normal 1.692 0.85 0.0 3.0
Timoma 0.80° 0.56 0.0 2.0 .
L2 1.782 0.67 1.0 3.0 0.007
Kontrol 1.582 0.93 0.0 3.0
Normal 1.922 0.86 0.0 3.0
Timoma 0.60P 0.83 0.0 2.0 .
[z 1.89° 0.60 1.0 30 | 0001
Kontrol 2.002 0.51 1.0 3.0
Normal 1.692 0.63 0.0 2.0
Timoma 0.33° 0.49 0.0 1.0 .
IR 2.002 0.00 2.0 20 | 0001
Kontrol 1.792 0.59 1.0 3.0

*p<0.05, b ile a arasinda anlamh farklilik oldugu g6zlendi

Tablo 4.7. IL-21 antikoru ile boyanma agisindan gruplarin ikili kargilagtirmasi

(Dunn testi)

ikili Standart test p degeri Diizeltilmis p
karsgilastirma istatistigi degeri
Timoma-Kontrol 2.834 0.005 0.028
Timoma-Normal 2.826 0.005 0.028
Timoma-FH -2.803 0.005 0.030
Kontrol-Normal -0.401 0.688 1.000
Kontrol-FH -0.637 0.524 1.000
Normal-FH -0.255 0.799 1.000

Tablo 4.8. IL-23 antikoru ile boyanma agisindan gruplarin ikili karsilastirmasi

(Dunn testi)

ikili Standart test p degeri Diizeltilmis p
kargilagtirma istatistigi degeri
Timoma-Kontrol -3.103 0.002 0.012
Timoma-Normal 3.698 0.000 0.001
Timoma-FH 4,434 0.000 0.000
Kontrol-Normal 0.215 0.830 1.000
Kontrol-FH 0.386 0.699 1.000
Normal-FH 0.168 0.867 1.000
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Tablo 4.9. RORYy antikoru ile boyanma agisindan gruplarin ikili

karsilagtirmasi (Dunn testi)

ikili Standart test p degeri Duizeltilmis p
karsilastirma istatistigi degeri
Timoma-Kontrol 4.269 0.000 0.000
Timoma-Normal 5.105 0.000 0.000
Timoma-FH -4.802 0.000 0.000
Kontrol-Normal 0.182 0.856 1.000
Kontrol-FH -0.939 0.348 1.000
Normal-FH -0.881 0.378 1.000

Hasta alt gruplarinin her biri i¢in (normal, timoma ve FH) her 3 antikor
(IL-21R, IL-23R, RORYy) ile boyanma yogunlugunun birbiri ile korelasyonuna
bakildi.

Normal timus dokusunda IL-23R ile RORy boyanmasi arasinda
korelasyon oldugu gozlendi (rho=0.588, p<0.05). IL-21R ile RORYy ve IL-21R
ile IL-23R boyanmalari arasinda korelasyon izlenmedi (p>0.05) (Tablo 4.10).

Timoma alt grubunda IL-21R ile IL-23R ve IL-23R ile RORYy
boyanmasi arasinda korelasyon oldugu saptandi (sirasi ile rho=0.574,
p<0.05; rho=0.559, p<0.05), ancak IL-21R ve RORy arasinda korelasyon
g6zlenmedi (p>0.05) (Tablo 4.10).

FH'li timus dokusunda ise IL-21R ve IL-23R boyanmasi arasinda
korelasyon go6zlenmedi (p>0.05) . Tum FH’li timus dokulari RORYy ile
boyanma yogdunlugu agisindan ayni skorlandigi i¢in IL-21 ve IL-23 ile RORy
arasindaki iligki degerlendirilemedi (Tablo 4.10).

Kontrol grubu timus doku 6rneklerinin her 3 antikor (IL-21R, IL-23R,
RORYy) ile boyanmasinda boyanma yogunluklari arasinda Kkorelasyon

saptanmadi (p>0.05).
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Tablo 4.10. Hasta alt gruplarinin IL-21R, IL-23R ve RORYy antikorlari ile

boyanma yogunlugunun birbiri ile korelasyonu

Gruplar Antikorlar IL-21R | IL-23R | RORYy
Eorelasyon 1.000| 0.532| 0.454
IL-21R ats%ylgl
p degeri 0.062| 0.119
N 13 13 13
catsayr 05%2) 1000) 0589
Normal IL-23R o degeri 062 035
N 13 13 13
Korelasyon 0.454| 0,588"| 1.000
G katsaylgl
\ p degeri 0.119| 0.035
N 13 13 13
Eorelasyon 1.000| 0,574"| 0.020
IL-21R ats%ylgl
p degeri 0.025| 0.944
N 15 15 15
Korelasyon 0,574 1.000| 0,559
. . katsayisi
imoma - p degeri 0.025 0.030
N 15 15 15
Korelasyon 0.020| 0,559"| 1.000
R katsay|§|
Y p degeri 0.944 0.030
N 15 15 15
Korelasyon 1.000| -0.056
L katsaiylsll
p degeri 0.887
N 9 9 9
Eorelasyon -0.056| 1.000
FH IL-23R ats%ylgl
p degeri 0.887
N 9 9 9
Korelasyon
katsayisi
RORy p degeri
N 9 9 9

*korelasyonun mevcut oldugu gruplar
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AChR antikor duzeyi ile boyanma yogunlugu arasindaki korelasyona
bakildiginda her 3 antikor (IL-21R, IL-23, RORYy) ile boyanma yogunlugu ve
AChR antikor dlzeyi arasinda korelasyon saptanmadi (p>0.05)(Tablo 4.11
ve 4.12).

Tablo 4.11. Hasta grubunun IL-21R, IL-23R ve RORYy ile boyanmasinda

boyanma yogunlugu ile AChR antikor duzeyi arasindaki iligki

IL-21R IL-23R RORYy
Korelasyon 0.150 0.021 0.054
AChR antikor katsayisi
duzeyi p degeri 0.396 0.908 0.760
N 34 34 34

N-hasta sayisi

Tablo 4.12. Hasta alt gruplarinin IL-21R, IL-23R ve RORY ile boyanmasinda

boyanma yogunlugu ile AChR antikor duzeyi arasindaki iligki

AChR
Gruplar antikor IL-21R IL-23R RORy
duzeyi
AChR Kf;f;gi?’;” -0.006 0.347 0.235
oz Zﬂtz“éolr o degeri 0.986 0.268 0.462
y N 12 12 12
AChR Kf;f;gi?’;” 0.451 0.092 -0.230
Ul thz”éoir o degeri 0.092 0.745 0.411
y N 15 15 15
Achr | Korelasyon | 55, -0.299
FH antikor katsays|
. p degeri 1.000 0.515
duzeyi N . , .

N-hasta sayisi

Hasta alt gruplarinda boyanma yogunlugu ile yas arasindaki iligskiye
(>40 yas ve =40 yas) her bir alt grupta karsilastirma icin yas agisindan yeterli

hasta sayisi olmadigindan bakilamadi.
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Merkezimizde AChR antikoru pozitif saptanan MG hastalarina anti-
MuSK ve c¢izgili kas antikorlari rutin olarak bakilmamaktadir. Bu testler
sadece klinik takibinde kotu gidise sahip hastalara yapilmaktadir.
Calismamiza dahil edilen bu durumda bir hastada (1.hasta, Tablo 4.1 ve 4.3)
anti-AChR antikoru pozitifligine ek olarak anti-MuSK antikor pozitifligi; diger
bir hastada (19. hasta, tablo 4.1 ve 4.3) ise anti-titin antikor pozitifligi
saptanmistir. Calisma kapsami disinda tutulmakla birlikte timektomi yapilmis
olan 3 AChR antikoru negatif, MuSK antikoru pozitif olan MG hastasinin
timus doku 6rneklerinin IL-21R, IL-23R ve RORYy ile boyamasi da yapiimigtir.
Bu hastalardan 2’sinde normal timus doku histopatolojisi, birinde ise FH
saptanmistir. MuSK antikoru pozitif olan bu 3 hastanin timus doku
orneklerinde de her 3 antikor ile hafif veya orta derecede boyanma oldugunu

saptadik.
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5. TARTISMA

Calismamizda, AChR antikoru pozitif ve timektomi yapiimis MG
hastalarinin timus bezi doku orneklerinde Th17 hucrelerine 6zgul IL-21R, IL-
23R ve RORYy belirteglerini arastirmayi hedeflemistik. Bu amacgla 37 MG tanili
hastanin timektomi materyalleri ile farkl nedenlerle opere edilmis ve biyopsi
materyallerinde timus dokusu izlenen 24 hastanin biyopsi materyalleri
karsilastirildi.

Calismamizin sonuglarina goére, her 3 antikor (IL-21R, IL-23R ve
RORYy) ile boyanmada sadece timomali MG grubunun diger 3 gruba (FH,
normal timus ve kontrol) kiyasla anlamli olarak daha az boyandidi goruldu
(p<0.05). FHli MG hastalari, normal timus histopatolojisine sahip MG
hastalari ve kontrol grubu arasindaki ikili karsilagstirmalarda boyanma
yogunlugu agisindan anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05). Hasta alt
gruplarinin her birinde (normal, timoma ve FH) her 3 antikor (IL-21R, IL-23R,
RORYy) ile boyanma yogunlugunun birbiri ile korelasyonuna bakildiginda
normal timus dokusunda IL-23R ile RORy boyanmasi arasinda korelasyon
oldugu gozlendi (rho=0.588, p<0.05). Ayni alt grupta IL-21R ile RORYy ve IL-
21R ile IL-23R boyanmalari arasinda korelasyon izlenmedi (p>0.05). Timoma
alt grubunda IL-21R ile IL-23R ve IL-23R ile RORy boyanmasi arasinda
korelasyon oldugu halde (sirasi ile rho=0.574, p<0.05; rho=0.559, p<0.05),
IL-21R ile RORy arasinda korelasyon gézlenmedi (p>0.05). FH'li timus
dokusunda ise IL-21R ve IL-23R boyanmasi arasinda korelasyon g6zlenmedi
(p>0.05) . Ayni grupta IL-21 ve IL-23 ile RORy arasindaki iliski sonuclarda
belirtilen nedenlerle degerlendirilemedi. Hasta alt gruplarinda her 3 antikor ile
boyanmada boyanma yogunlugu ile AChR antikor dlzeyi arasinda
korelasyon gorulmedi (p>0.05).

Th17 hdcrelerinin insanda MG Uzerindeki rolu ile iligkili bilgiler
sinirhdir. Literatirde glinimize dek MG immunolojisi konusundaki bilgilere
siklikla serumda pro/antiinflamatuvar sitokinlerin protein ya da mRNA
duzeylerini arastiran ¢alismalar ile ulasiimigtir. Bu bilgiler MG’de ortaya ¢ikan
otoimmun davranisin kokenini aydinlatmaya yararli olsa da yeterli degildir.

Yapilan bir galismada, kantitatif PCR (“polymerase chain reaction”) yontemi
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kullanilarak bakilan IL-23 mRNA ifadesinin timomali grupta saglikli bireylere
kiyasla anlamli olarak yuksek oldugu saptanmistir. Yine benzer sekilde, MG
serumunda ELISA yontemi ile calisilan IL-23 seviyesinin timomali grupta
saglikh bireylere kiyasla anlamli derecede ylksek oldugu gosterilmistir (15) .
MG hastalarinin periferik kan monontukleer hucrelerinde Th17 hucrelerinin
farkhlasmasinda 6nemli role sahip RORyt mRNA gen ifadesinin gorece
miktarinin saglikli kigiler ile benzer oldugu saptanmistir (172) . MG
hastalarinin serumunda Th17 hucre dagihimini belirlemek amaci ile yapilan
diger bir calismada ise, standart akim sitometri yontemi kullaniimistir. Bu
calisma sonucunda CD4+ T hacreleri arasindaki Th17 hicre sayisinin
timomali MG grubunda diger gruplara (timik hiperplazi, normal ve saglikli
kontrol) gére anlamli derecede artmis oldugu gdsterilmistir. Timik hiperplazili
MG hastalari, normal timus dokusuna sahip MG hastalari ve saglkli
bireylerin serumunda ise Th17 hlcre sayisi agisindan anlamh bir farkhlik
g6zlenmemigtir (15) . Bu bulgular, timomali MG hasta grubunda IL-23 Ureten
hicre sayisinin fazla oldugunu veya bu hicrelerin oldukca aktif olduklarini
gostermektedir. Ancak, olayin ana kaynagr olan timus hakkinda bilgi
vermemektedir. Calismamizin farki, bu otoimmun surecin timus dokusunda
arastinimasi ve sitokinlerin reseptorlerinin degerlendiriimesidir. IL-21R, IL-
23R ve RORYy reseptorlerine ait immunhistokimyasal bu degerlendirme bize
Th17 agirhkh olarak bu immun yanita katilan hucre grubu hakkinda bilgi
verecektir.

Literatlrde timus dokusunda Th17 iligkili otoimmuUn yolaklari arastiran
sinirh sayida arastirma vardir. Cordiglieri ve ark., timus dokusunda real-time
PCR yontemi ile Th17 iligkili bazi sitokinlerin (IL-6, IL-17A, IL-17F, IL-17C ve
TGF-B1) gen ifadesini g¢alismis ve IL-17A ve IL-17F mRNA ifadesinin
hiperplazik timusta ylksek oldugunu gostermiglerdir. Ayrica, hiperplazik
timusta adi gegen proinflamatuvar sitokinlerin asiri ifadesine Treg gelisiminde
onemli olan iki belirleyicinin TGF-B1 ve Foxp3’in mRNA dizeyinin azalmasi
eslik etmistir. Bu bulguyu destekler sekilde yapilan caligmalarda Treg
hdcrelerinin sayisi bazi myastenik timus dokularinda azalmis bulunurken,

digerlerinde sayi azalmaksizin belirgin Treg fonksiyon kaybinin oldugu
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gOsterilmigtir (14,198) . Bu durum Thl17/Treg dengesinin myastenik timus
ortaminda bozulmasi ve bu dengenin Th17’ye yonelimi ile bu mikrogevrede
kontrolslz bir inflamasyonu desteklemektedir. Biz de ¢alismamizda FH’li MG
grubu hastalarinda timusun Th17 hucre belirtegleri olan IL-21R, IL-23R ve
RORYy antikorlari ile boyandigini tespit ettik. Ancak, MG hastaligi olmayan
kontrol bireylerin timus dokularinin da her 3 antikor ile benzer yogunlukta
boyandigini gorduk. Bu iki grup arasinda boyanma agisindan belirgin bir
farkin olmamasi MG hastalarinin timektomi éncesinde immunosupresif tedavi
almalari ile iligkili olabilir.

Calismamizda, saptadigimiz énemli diger bir bulgu ise her 3 antikor
(IL-21R, IL-23R ve RORYy) ile boyanmada timomali MG grubunun diger 3
gruba (FH, normal timus ve kontrol) kiyasla anlamli olarak daha az
boyanmasi idi. Bu bulgu Th17 hucrelerinin timoma dokusunda daha az
olduguna isaret etmektedir ve serumda yapilmis olan calismalardaki Th17
hiacre artisi ile geligkili gibi gorUinmektedir. Ancak timomada meduller alan
genellikle sinirhdir. Timik medulla negatif secim bdlgesi oldugu icin, etkili bir
sekilde apoptoza ugramayan otoreaktif T hicrelerinin timomadan ayrilarak
periferik dolasima gectigi dusunulmektedir. Buna ek olarak, “self” tolerans
icin dnemli olan AIRE, Foxp3 ve sinif I MHC gibi bazi molekulerin timomada
eksik oldugu goézlenmistir (137) . Bu hipotez, periferik kanda Th17 sayisi
artarken bizim galismamizda buldugumuz timus dokusundaki Th17 hucre
belirteclerinin azalmasini da aciklayabilir.

Calismamizda timoma grubu hastalarinin yas ortalamasinin diger
hasta gruplarina (FH ve normal) kiyasla daha ytksek oldugu dikkat ¢ekicidir.
Ancak kontrol grubu hastalarinin da yas itibari ile timoma grubuna benzer
olmasi timomadaki boyanma azhginin yastan badimsiz oldugunu
gOstermektedir.

MG hastalarinin timus dokusunda Th17 hicre infiltrasyonunu
degerlendirirken ¢alismanin guvenilirligini artirmak amaci ile ayni yolagin
farkli bilesenlerini (IL-21R, IL-23R ve RORY) inceledik. inceledigimiz bu 3
belirtec farkli hlcreler Gzerinde ifade edilmekte ve farkli gorevler

sergilemektedir. Bu belirtecler icerisinde RORyt lenfoid doku indukleyici
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hicrelerde ifade edilmektedir (194) . IL-21R’Unun ozellikle T hucreleri, B
hucreleri ve dogal oldurucu [“natural killer” (NK)] hicreler Gzerinde ifade
edildigi bilinmektedir. IL-23R ise bellek T hucreleri, NK hicreleri, makrofajlar,
dendritik hlcreler ve monositler tGzerinde ylksek dizeyde tespit edilmistir
(199) . IL-21R, IL-23R ve RORYy ifade eden tim tanimlanmig hucreler gesitli
dokularda bulunmakla birlikte timus dokusunda da mevcuttur. Bu bilgiler
Isiginda, hasta alt gruplarinin her birinde (normal, timoma ve FH) her 3
antikor (IL-21R, IL-23R, RORYy) ile boyanma yogunlugunun birbiri ile
korelasyonuna bakildi. Timoma alt grubunda IL-21R ile IL-23R ve IL-23R ile
RORy boyanmasi arasinda korelasyon oldugu saptandi (sirasi ile rho=0.574,
p<0.05; rho=0.559, p<0.05), ancak IL-21R ve RORYy arasinda korelasyon
go6rulmedi (p>0.05). Timoma grubunda gdzlenen antikorlar arasindaki bu
pozitif korelasyon bulgularimizin gtvenilirligini desteklemektedir.
Calismamizda Th17 hucre belirtegleri ile AChR antikor duzeyleri
arasindaki iligkiyi de inceledik, ancak bir korelasyon tespit edemedik.
Literatlrde bizim kullandigimiz belirtecler ile antikor dizeyleri arasinda bir
korelasyon c¢alismasi mevcut degildir. Ancak bir bagka Th17 hucre belirteci
olan IL-17 dizeyinin serum seviyesi ile serum AChR antikor duzeyleri
arasinda korelasyon gosterilmigtir. Adi gecen bu c¢alismada serum IL-17
duzeyinin timustaki patolojik degisiklikler ile iliskisine yetersiz hasta sayisi
nedeni ile bakilamamistir (179) . Wang ve ark. tarafindan ise hi¢ tedavi
almamis MG hastalarinda periferik Th17 hucre sikligi ile AChR antikor dizeyi
arasinda korelasyon oldugu saptanmigtir (15) . Bizim timus dokusundaki
calismamiz, bu bulgulari desteklememistir. MG’li timus dokularinin (timoma,
FH ve normal timus) her 3 antikor (IL-21R, IL-23, RORYy) ile boyanmasinda
boyanma yogunlugu ile AChR antikor duzeyi arasinda Kkorelasyon
saptamadik. Ayrica AChR antikoru duzeyi ile timus patolojisi arasinda da
iliski gozlemedik. Hastalarimizin serum antikor Olgumu ile timektomi
arasindaki surede immunosupresif tedavi almalarinin bu sonuca yol agmis

olabilecegide g6z ardi edilmemelidir.
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Bu ¢alisma Th17 hacrelerinin timus dokusunda farkli timik patolojilerde
calisiimis olmasi nedeni ile 6nemlidir. Ancak hastalarin timektomi oncesi

immunsupresif tedavi almis olmalari galismanin en énemli kisithhigidir.
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6. SONUG VE ONERILER

1. Her 3 antikor (IL-21R, IL-23R ve RORYy) ile boyanmada timomali MG
grubunun diger 3 gruba (FH, normal timus ve kontrol) kiyasla anlaml
olarak daha az boyandigi goruldu. Bu bulgu Th17 hucrelerinin timoma
dokusunda daha az olduguna isaret etmektedir.

2. FHli MG hastalari, normal timus histopatolojisine sahip MG hastalari ve
kontrol grubu arasindaki ikili kargilastirmalarda boyanma yogunlugu
acisindan anlamli bir fark saptanmadi.

3. Timomal MG grubu hastalarinin yas ortalamasi 40’in Uzerindedir ve bu
grubun timus dokusundaki boyanma azligi yasla iliskili degildir.

4. Timoma alt grubunda IL-21R ile IL-23R ve IL-23R ile RORy boyanmalari
arasinda korelasyon oldugu gérildi. Timoma grubunda gézlenen bu
pozitif korelasyon bulgularimizin guvenilirligini desteklemektedir.

5. Hasta alt gruplarinda her 3 antikor ile boyanmada boyanma yogdunlugu ile
AChR antikor dlizeyi arasinda korelasyon gorilmedi.

6. Yeni tani almis MG hastalarinda timektomi sirasinda elde edilen timus
dokusu ile eszamanh olarak alinan serumda Th17 hlcre veya
belirteclerini  karsilastirmali olarak incelemek igin ileri g¢alismalar

yapilabilir.
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