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OZET

Myasthenia gravis (MG) asetilkolin reseptori (AChR) veya “muscle-specific receptor tyrosine
kinase” (MuSK) antikoruyla iliskili, kas zaafiyla karakterize otoimmiin bir hastaliktir. MuSK
antikorlari agirlikla IgG4 izotipindendir. MuSK iliskili MG (MuSK-MG) gelisimini etkileyen
immiunglobilin (Ig) ve sitokinleri arastirmak amaciyla MuSK iliskili deneysel otoimmiin MG
(MuSK-DOMG) modeli C57BL/é6 farelerinde olusturulmustur.

Rekombinan insan MuSK proteini ve “complete Freund's adjuvant” (CFA] [(MuSK+CFA, n=8] ile
immunize farelerin imminopatolojik bulgulari sadece CFA ile imminize (CFA, n=8] kontrol
farelerle karsilastirilmistir. Kas zaafi, klinik skorlama, asma ve motor aktivite testleriyle de-
gerlendirilmistir. Serum anti-MuSK g izotip ve kompleman C3 seviyeleri ELISA ile, n6roms-
kiiler bileske (NMB)'deki Ig ve kompleman depozitleri immiinofloresan boyamayla, kas AChR
ve MuSK miktarlari imminfloresan boyama ve western blot ile degerlendirilmistir. Serum
ve lenf ganglionu hiicrelerinin kiltir Ust sivilarinda sitokin dizeyleri ELISA ve coklu boncuk
yontemiyle olcilmustdr.

MuSK+CFA grubunda 7 farede (%87.5) kas zaafi gozlenirken, CFA grubunda yoktu. CFA gru-
buna gore, MuSK+CFA'da serum anti-MuSK Ig izotip ve C3 seviyeleri, NMB Ig izotip, C3,
membran atak kompleksi (MAK) depozit sayilari yiiksek, NMB’deki AChR diizeyleri diisik-
ken MuSK benzerdi. IgG1 baskin anti-MuSK |g izotipiydi. MuSK+CFA grubunda serumda IL-4,
kultdr dst sivilarinda IL-4, IL-10, IFN-y dizeyleri artmisti.

MuSK-MG'ye benzer sekilde MuSK-DOMG de komplemani aktive etmeyen Ig izotipi IgG1 bas-
kindir. NMB’de kompleman depozitlerinin gorilmesi MuSK-MG patogenezinde kompleman
aracili membran hasarinda rol oynar. IgG1, IL-4, IL-10 dizeylerindeki artis MuSK immdinite-
sinde Th2 tipi yardimci T lenfositlerini distindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Myasthenia gravis, sitokin, MuSK, hayvan modeli, kompleman

ABSTRACT

Myasthenia gravis (MG] is an autoimmune disease characterized by muscle weakness as-
sociated with acetylcholine receptor [AChR] or muscle-specific receptor tyrosine kinase
[MuSKJ-antibodies. MuSK-antibodies are predominantly of 1gG4 isotype. MuSK associated
experimental autoimmune myasthenia gravis (EAMG] model was established to investigate
immunoglobulins (lg] and cytokines related with MuSK associated MG [MuSK-MG).
Immunopathological findings of mice immunized with recombinant human MuSK protein and
complete Freund'’s adjuvant (CFA] [MuSK+CFA, n=8) or only CFA [CFA, n=8] were compared.
Muscle weakness was assessed with clinical scoring, inverted screen and motor activity
tests. Serum anti-MuSK lg isotype and complement C3 levels were measured by ELISA, neu-
romuscular junction [NMJ] Ig, complement deposits, AChR, MuSK levels were measured by
immunofluorescence staining and western blot. Levels of cytokines in sera and supernatants
of MuSK-stimulated lymph node cells were measured with ELISA and multiplex assays.
Seven mice (87.5%) from MuSK+CFA group and no mice from CFA group showed muscle
weakness. MuSK+CFA group showed increased anti-MuSK Ig isotype and C3 levels, NMJ Ig
isotype, C3 and membrane attack complex (MAC] deposit counts, decreased NMJ AChR and
comparable MuSK levels. IgGT was the dominant anti-MuSK Ig isotype. MuSK+CFA group
showed increased IL-4 levels in sera, increased IL-4, IL-10, IFN-y levels in supernatants.
Similar to MuSK-MG patients, non-complement activating IgG1 was the dominant Ig isotype.
Nevertheless, NMJ complement deposits suggests that complement-mediated membrane
damage might participate in MuSK-MG pathogenesis. Increased IgG1, IL-4, IL-10 levels sug-
gest that Th2-type T-helper cells are involved in MuSK immunity.

Keywords: Myasthenia gravis, cytokine, MuSK, animal model, complement
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GiRiS

Myasthenia gravis (MG), T hiicresine bagimli ve antikor ara-
cili otoimmiin bir hastaliktir. MG olgularinda, kolay yorulma,
yutma glcligu ve nefes darligi gibi Klinik bulgularin yaninda,
norofizyolojik incelemelerde tipik olarak dekremental birlesik
kas aksiyon potansiyeli yaniti saptanir. Jeneralize MG olgu-
larinin yaklasik %85-90’inda hastalik postsinaptik nikotinik
asetilkolin reseptori (AChR)’ne Karsi gelisen antikorlara bagli
olarak ortaya cikarken, geriye kalan MG olgularinin bir Kismin-
da “muscle specific receptor tyrosine Kinase” (MuSK) antijeni-
ne karsi antikorlar saptanmistir (1). Postsinaptik noromiiski-
ler bileske (NMB)’de bulunan MuSK proteinine karsi gelismis
antikorlar yaklasik 10 yil 6nce Hoch ve arkadaslari tarafindan
bulunmus, giinimuze kadar gegen surede bu antikorlarin AChR
antikoru negatif hastalarin yaklasik %40’ inda bulundugu sap-
tanmis ve hiicre kiltiirl, pasif transfer ve aktif imminizasyon
calismalari ile MuSK antikorlarinin da AChR antikorlari gibi pa-
tojenik dzellikler gosterdigi belirlenmistir (2,3).

MG hastalarindan elde edilen MuSK antikorlari ile yapilan pasif
transfer ve immunizasyon calismalari sonucunda agrin-MuSK-
LRP4 etkilesiminin sadece fetal donemde degil eriskinlerde
de devam ettigi ve bu etkilesimin antikorlarla kesilmesi so-
nucunda NMB’nin ince yapisinin bozuldugu anlasilmistir (4,5).
Bununla uyumlu olarak baslica komplemani aktive eden IgG1
ve IgG3 izotiplerinden olusan AChR antikorlari agirlikli olarak
baglandiklar postsinaptik NMB’de kompleman aktivasyonu-
na bagli membran yikimi ile sinaptik iletiyi bozarken, baslica
komplemani aktive edemeyen IgG4 izotipinden olusan MuSK
antikorlari agirlikli olarak MuSK’un isleyisini baskilamakta, bu
da agrinin etkisini ortadan Kaldirarak AChR’lerinin postsinaptik
organizasyonunu bozmaktadir (6). Ayrica MuSK antikorlari he-
nlz bilinmeyen mekanizmalarla uygulandiklari deney hayvan-
larinda presinaptik asetilkolin salgilanmasini da azaltmakta
ve Kas liflerinde atrofiye sebep olmaktadirlar (7).

Bu fizyopatolojik bulgularla uyumlu olarak MuSK antikoru po-
zitif MG olgularinda ozellikle bulber alan kaslarinda (dil, fa-
rinks ve interkostal kaslar gibi) atrofi goriilmekte ve bazi olgu-
larin Klinik bulgular cok agir oldugundan ve sik miyastenik kriz
gelistirdiklerinden daha yiiksek dozda kortikosteroid ve daha
sik plazmaferez tedavisine gereksinim gostermektedirler (3).

AChR ve MuSK antikorlarinin patojenik ozellikleri baslica hay-
van modelleri ile belirlenmistir. Ozellikle C57BL6 (B6) fare so-
yuyla yapilan cesitli pasif transfer ve immiinizasyon deneyleri
sonucunda AChR ve MuSK antikorlarinin MG’nin baslica pato-
jenik faktorl oldugu ortaya ¢ikmistir (6,7).

MG’de yapilan calismalar bu hastalikta sitokinlerin 6nemine
isaret etmektedir (8). Miyastenik hastalarin periferik kan sito-
kin ve mononikKleer hiicre diizeyleri Uzerinde yapilan calisma-
lar, AChR iligkili MG’nin agirlikli olarak Tip 1 yardimci T hiicre-
si (Th1) tarafindan salgilanan sitokinlerin (interferon (IFN)-vy,
interlokin-2 (IL-2), tumor nekroze edici faktor (TNF)-a gibi)
etkisiyle olustugunu distundirmektedir. Bu sitokinlerin anti-
jen sunumu, T ve B hiicre proliferasyonu gibi islevlerde etkKili
olabilecegdi bildirilmistir. IL-17 salgilayan yardimci T hiicrele-
rinin olusturdugu Th17 grubunun da MG patogenezindeki rold,

yapilan son calismalar ile belirlenmeye baslanmistir. Th17 gru-
bundaki hiicrelerin MG’nin Klinik siddeti ile korelasyon goster-
digi ve immiinite dengesinin regulatuvar T hiicrelerinden Th1
hiicrelerine kaymasinin Th17 hiicreleri sayesinde oldugu ileri
surtlmustir (9). Bunun yaninda Tip 2 yardimci T hiicresinden
(Th2) salgilanan sitokinlerin de (IL-4, IL-5, IL-10 gibi) AChR’ye
0zgu B hicrelerinin proliferasyonunu ve anti-AChR antikoru
yapimini arttirabilecegi bildirilmistir (8). MuSK iliskili MG’nin
gelisimini yonlendiren sitokinlerle iliskili ise herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir.

Bu calismada anti-MuSK antikorlarinin ortaya cikmasinda
hangi sitokinlerin rol oynadiginin in vitro ve in vivo yontem-
lerle incelenmesi amaglandi. Bu amacla rekombinan MuSK ile
aktif imminizasyonun yapildigi bir deneysel MG modeli (“expe-
rimental autoimmune myasthenia gravis”, EAMG) olusturuldu
ve bu model MuSK antijeni ile tetiklenen imminolojik para-
metrelerin arastirilmasi amaciyla kullanildi.

GEREC VE YONTEM
Fareler

Calismalarda 18-20 gram agirliginda 6-8 hastalik erkek ve disi
B6 fare kullanildi. Hayvanlar istanbul Universitesi Deneysel
Tip Arastirma Enstitlisi Deney Hayvanlari Biyolojisi ve Biyo-
medikal Uygulama Teknikleri Anabilim Dali’'ndan temin edildi.
Deneyler, MuSK ve CFA ile imminize edilen (MuSK-CFA) ve
sadece CFA ile immunize edilen (CFA) fare gruplarindan olus-
turuldu. Her grup agirlik, kas gticd, belirli bir stirede yirime
ve dinlenme yuzdeleri, yirtdikleri mesafe parametreleri baki-
mindan incelenmistir. Hayvanlarin diyet programlari ve bakimi
istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’nde
(DETAE) gerceklestirilmistir. Bu calisma, istanbul Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimince destek-
lenmis (Proje No: 29790) ve istanbul Universitesi Hayvan De-
neyleri Yerel Etik Kurulu’nun (HADYEK) 2012/116 no’lu kara-
riyla onaylanmistir.

immiinizasyon

immdinizasyon islemi 6ncesi anestezik olarak 1:5 oraninda PBS
ile sulandirilmis ketamin fare basina 20 pL/pg kullanilmistir.
Anestezik madde farelere intraperitoneal olarak enjekte edil-
mistir. Pichia pastoris mantar soyunda rekombinan olarak
uretilip afinite kromatografisi ile saflastirilan insan MuSK pro-
teininin ekstraselliler kismi (yaklasik 80 kD) Patras Universite-
si’nden Dr. Socrates Tzartos’dan 1,3 pg/uL konsantrasyonunda
temin edilmistir. immiinizasyon éncesinde proteinin safligi jel
elektroforezi ile kontrol edilmistir. MuSK immdunizasyonu yon-
teminin ve kullanilan imminojen miktarlarinin belirlenmesin-
de onceki immunizasyon makalelerinden yararlanilmistir (10).
Tum hayvanlara 28 gulin arayla 3 defa MuSK-CFA veya sadece
CFA immdunizasyonu yapilmis ve son immdunizasyondan 28 giin
sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir. MuSK proteini PBS iginde
cozulerek CFA ile 1:1 oraninda bir emilsiyon hazirlanmis ve bu
emulsiyondan MuSK-CFA grubundaki farelere fare basina 40
Mg olacak sekilde toplam 200 pL uygulanmistir. Tum enjeksi-
yon uygulamalari subkitan olarak yapilmistir. Birinci immni-
zasyonda sag ve sol ayak patisine ve sag ve sol omuza, ikinci
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ve Uglincl immiinizasyonda ise iki (sag ve sol) omuz ve iki (sag
ve sol) bacak bolgesine enjekte edilmistir. Kontrol grubu olan
CFA grubuna ise 1:1 oraninda CFA ve PBS emiilsiyonu hazirla-
narak fare basina 200 pL olacak sekilde MuSK grubuyla ayni
bolgelere ve 28 giin arayla 3 defa enjekte edilmistir. 3. immu-
nizasyondan 15 giin sonra tim farelerden kuyruk veninden kan
alinmis ve serumlari ayrilmistir.

Farelerin Klinik Durumlarinin Degerlendirilmesi

Birinci immunizasyon sonrasinda haftada bir, ikinci immuinizas-
yon sonrasinda haftada 2 veya 3, liglincli imminizasyon son-
rasinda her giin farelerin Klinik durumu kontrol edildi. Her grup
hastalik insidansi, hastalik safhalari, agirlik ve motor aktivite
ve asma testleri ile olclilen kas gicti parametreleri bakimindan
haftada 1 degerlendirildi.

EAMG farelerindeki Klinik kas zaafi su sekilde derecelendiril-
mektedir: safha 0, fare normal durus, kas glicli ve harekete sa-
hiptir; safha 1, dinlenme durumunda fare normaldir, 20-30 kez
kafes kapag 1zgarasinda pati ile tutunma egzersizi sonrasinda
kambur postdr, Kisitli hareket ve basini kaldirmada zorlan-
ma gibi kas zaafinin karakteristik 6zelliklerini gosterir; safha
2, fare egzersiz yapmadan diiz zeminde yapilan gozlemlerde
safha 1 belirtilerini gosterir; safha 3, safha 2’nin kas zayifligi
belirtileri yaninda susuz ve can cekisir durumdadir; safha 4,
olum. Hastalik belirtilerini gosteren hayvanlarin durumu ta-
Kip edilmis ve safha 3 gosteren fareler etik sebeplerden dolayi
sakrifiye edilmistir. Safha 1 ve Uzerinde kas zaafi gosteren fa-
reler miyastenik olarak kabul edilip hastalik insidansi belirlen-
mesinde kullanilmistir.

immiinizasyon éncesi ve deneylerin hayvan modeli kismi bitene
kadar haftada bir kere agirlik dlciimleri yapildi. immiinizasyon
oncesi ve deneylerin hayvan modeli kKismi bitene kadar haftada
bir kere agirlik 6lcimleri yapildi. Hayvanlar kafes i1zgarasinda
40 Kkere Kuyruklarindan cekilerek egzersiz yaptirildi. Egzer-
sizden sonra dinlenme olmadan i1zgara ters cevrilerek 100 cm
ylkseklikten farelerin yer cekimine Kkarsi 1zgaraya tutunarak
durmalari gézlemlendi. Esik deger olan 5 dakika suresince du-
ramayan fareler 20 kez kuyruklarindan ¢ekerek egzersiz yapti-
rilarak tekrar denendi. Bes dakika durabilen farelere bu tekrar
yapilmadi.

Farelerin motor aktivitesi Commat Ltd. (Ankara, Turkiye) fir-
masinin motor aktivite monitorizasyon cihazi ile 6lgtldi. Bil-
gisayara bagli olan kare seklindeki alanin (45 x 45 cm) tabani
dokunma sensorli olup farenin hareketlerini bilgisayara bir
yazilim araciligiyla aktarmaktadir. Bilgisayar programi tarafin-
dan, bu bilgi, alanin hangi taraflarinda, ne kadar sure boyunca,
kac cm yurtduguni ve hareket ve dinlenme yuzdelerini kulla-
nicilya sunmaktadir. Deneye baslamadan once tim deney hay-
vanlari 2 hafta slireyle motor aktivite alanina alistirildi. Deney
sirasinda fareler bu alan icinde 5 dakika kadar tutulup hareket-
leri program araciligiyla kayit altina alindi.

Deneyin sonlandirilmasi

Son immiinizasyondan 28 glin sonra fareler servikal dislokas-
yon yontemi ile sakrifiye edilmistir. Ekstremite kaslari alinarak
izopentan icinde sivi azot ile dondurulmustur. inguinal, pop-

liteal ve aksiller lenf ganglionlar toplanarak, hicre Kultiri
mediumu icinde lenf hiicre siispansiyonlari elde edilmistir. ileri
safhada kas zaafi sebebiyle deney sirasinda sakrifiye edilmesi
gereken farelerden sadece kas ornekleri alinmistir.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISA yontemi ile MuSK-CFA ve CFA farelerinin serumlarinda
anti-MuSK IgG, 1gG1, IgG2b, IgG3, IgM antikorlari ve komple-
man C3 miktarlari dl¢lilmustdr. ELISA tablasi, antikor dl¢iimler
icin rekombinan insan MuSK proteini ile veya C3 duzey olci-
mu icin anti-fare kompleman C3 antikoru (Cappel, Solon, OH,
ABD) ile kaplama sollisyonu (karbonat bikarbonat sollisyonu,
pH 8.6) icinde Kuyu basina 0,5 ug protein diisecek ve her bir
Kuyuda total hacim 100 pL olacak sekilde kaplanmis ve gece
boyu +4 derecede inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin tabla
bir kez %0,5 Tween 20-PBS soliisyonu ile yikandiktan sonra
PBS icinde %2 “fetal bovine serum” (FBS-PBS) soliisyonu ile
her bir kuyuda total hacim 100 pL olacak sekilde oda sicakli-
ginda 2 saat bloklama yapilmistir. Ardindan %2 FBS-PBS so-
lisyonu icinde 1:1000 oraninda sulandirilmis fare serumlari her
bir kuyuya 100pl olarak konulmus ve 90 dakika +37 derecede
inkiibe edilmistir. Tween-PBS soliisyonu ile yikamadan sonra
antikor olcimleri icin 1:5000 oraninda sulandirilmis %2 FBS-
PBS icinde HRP-Konjuge sekonder antikorlar (kegi anti-fare
IgG, IgG1, IgG2b, 1gG3 ve IgM; bitiin antikorlar Abcam, Camb-
ridge, ingiltere) veya C3 &lciimii icin 1:500 oraninda sulandiril-
mis HRP-Konjuge anti-fare C3 sekonder antikoru (Cappel) her
bir kuyuya 100 pL konulmustur. Doksan dakika +37 derecede
inklibasyonun ardindan, tabla Tween-PBS solisyou ile yikan-
mistir. Substrat olarak 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin (TMB) her
kuyuya 100 pL konulmustur. On dakika sonra reaksiyonu dur-
durma soliisyonu olarak 2M H2S04 100°er L kuyulara konul-
mustur. Hemen ardindan 450 nm’de ELISA okuma islemi ger-
ceklestirilmistir.

immiinfloresan boyama

Fare kas orneklerinde IgG, IgM, IgG1, IgG2b, C3 ve MAK (C5b-9)
depozitleri incelenmistir. Ayrica alpha-bungarotoksin (a-BTx)
baglanma bolgeleri tayini ile AChR diizeyleri, anti-MuSK an-
tikoru baglanma bdlgelerinin tayini ile de MuSK duzeyleri ya-
ri-kantitatif olarak olcllmustur.

Farelerin kas dokusu drnekleri hayvanlar sakrifiye olur olmaz
nemli gazli bez icine alinmistir. Kas 6rnekleri izopentan icinde
sivi azota daldirilmis ve ardindan immiinohistokimya deneyle-
rine kadar -80 derecede saklanmistir. Kriyostat ile kas doku-
larindan 7 pm’lik dondurma Kesitler alinmistir. Kesitler pozitif
yukli lamlara konularak deney zamanina kadar -20 derecede
saklanmistir. Her bir parametre icin fare basina dort kas kesiti
incelenmistir.

Kas Kesitleri -20 derece aseton icinde fiksasyon icin 10 dakika
bekletilmistir. PBS ile yikamanin ardindan nemli olmasina dik-
kat edilen imminohistokimya kutusuna konulan preparatlarin
Uzerine bloklama icin PBS icinde %5 FBS her bir 6rnege 100
pl eklenerek 20 dakika inkibe edilmistir. Ardindan dokularin
Uzerine %5 FBS-PBS ile 1:500 oraninda sulandirilmis rodamin
konjuge a-BTx (Molecular Probes, Eugene, OR, ABD) ve 1:100
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oraninda sulandinlmis FITC ile konjuge anti-fare IgG, IgM,
IgG1, IgG2b, C3 veya MAK (Abcam, Cambridge, ingiltere) kari-
simdan 100’er pl dokularin Gizerine konulmustur. Gece boyunca
4 derecede inkiibasyondan sonra PBS ile yikama yapilip doku-
lar 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Abcam) ile kapatilmistir.
Floresan mikroskobu altinda kirmizi renkli rodamin konjuge
a-BTx baglanma bolgeleri ve yesil renkli FITC konjuge antikor
baglanma bolgeleri sayilmistir. Antikor baglanma balgelerinin
sayilar a-BTx baglanma bdlgelerinin sayilarina bolindp 100
ile carpilarak kesit basina diisen antikor veya kompleman de-
pozit oranlari hesaplanmistir.

ikinci deneyde ise dondurma Kas kesitleri tizerinde ayni fiksas-
yon ve bloklama protokoli uygulanmis. Ardindan rodamin kon-
juge V-BTx (1:500 diluisyon) ile beraber tavsan anti-fare MuSK
antikoru (Abcam) 1:100 oraninda %2 FBS-PBS icinde sulandi-
rilarak Kesitlere uygulanmis ve gece boyunca 4 derecede inkii-
basyon yapilmistir. Ertesi gun, kesitler yikandiktan sonra, FITC
ile konjuge Keci anti-tavsan IgG antikoru (PBS icinde 1:1000
oraninda sulandirilmig) uygulanip, 2 saat sureyle oda isisin-
da inkiibasyon yapilmistir. Ardindan kesitler yikanip DAPI ile
kapatilmistir. Kas kesitlerinde bulunan AChR diizeyleri kirmizi
renkli rodamin konjuge a-BTx baglanma bolgelerinin sayilma-
s1, MuSK diizeyleri ise yesil renkli anti-MuSK antikor baglanma
bolgelerinin sayilmasi ile yari-kantitatif olarak yapilmistir.

MuSK stimulasyonu ile lenf ganglionu hiicrelerinin sitokin
iretim diizeylerinin belirlenmesi

Farelerden elde edilen lenf ganglionlarindan hiicre siispansi-
yonlari elde edildi. Kuyucuk basina 200000 adet hiicre, kultir
medyumu icinde (0,2 mL RPMI 1640, %10 FBS, 25 mM HEPES
soliisyonu, 30 pM merkaptoetanol, 100 U/mL penisilin, 100 pg/
mL streptomisin) 96 kuyucuklu mikrotitre plakalarina eklendi
ve rekombinan MuSK (5 pg/mL) ile veya sadece kiiltiir med-
yumuyla inkiibe edildi. inkiibasyon 37°C ve %5 CO2 ortaminda
72 saat yapildi. Sitokin Uretiminin degerlendirilmesi amaciyla
Ust sivilar toplandi ve analiz edilene kadar -80°C’de saklandi.
Optimal MuSK konsantrasyonu ve inklibasyon stireleri 6n ca-
lismalarda belirlendi. Her farenin ilgili sitokine ait sitokin in-
deksleri MuSK ile uyarilan hicrelerin st sivilarindaki sitokin
konsantrasyonunun, sadece kilttir medyumuyla inkiibe edilen
hiicrelerin Ust sivilarindaki sitokin konsantrasyonuna balin-
mesiyle elde edildi.

Sitokin diizeyleri icin ¢coklu boncuk ve ELISA yontemleri

Coklu Boncuk ELISA yontemi Milliplex Map Kit Mouse Cytoki-
ne/Chemokine kit (Millipore, Billerica, MA, ABD) talimatlarina
gore yapilmistir. Bu yontemle IFN-y, IL-10, IL-12, IL-17, IL-2,
IL-4, IL-6 ve TNF-a seviyelerine MuSK ile uyarilmis lenf gang-
lionu hiicre Kultlr st sivilarinda bakilmistir. Farelerin serum
orneklerinde IL-4, IL-17 ve IFN-y diizey ol¢tiimleri fare sitokin
ELISA Kitleri (Peprotech, Rocky Hill, NJ, ABD) kullanilarak tre-
ticinin talimatlar dogrultusunda yapilmistir.

Western Blot

Bu yontem ile MuSK ekspresyonuna yari Kantitatif olarak ba-
kilmistir. Farelerden elde edilen kas ornekleri homojenizas-
yonun ardindan denature edilmistir (100 °C, 5 dakika). Bu or-

neklere ait 1 pg protein elektroforez kuyucuklarina yiklenerek
akrilamid jelde yuratilip, 45 pm polivinilidin florid membran-
lara transfer edilmistir (100 V, 80 dakika). Bloklamanin (TBS-T
icinde 95 st tozu, 90 dakika) ardindan tavsan anti-fare MuSK
antikoru ile oda isisinda 2 saat inkiibasyon yapilmistir (Ab-
cam). PBS ile ylkamanin ardindan HRP-konjuge ikincil kegi
anti-tavsan antikoru (Abcam) ile 2 saat oda Isisinda inkibas-
yon yapilmistir. Sonug immunoreaktif kemiliiminisans film ile
ECL Western Blot substrati kullanilarak gorinttlenmistir. Bu
yontemle elde edilen bantlarin yodunlugu bir dansitometre ve
gorintu analiz yazilimi araciligiyla (Vilber Lourmat Biotechno-
logy, Marne-la-Vallée, Fransa) dlciilip ayni kas dokusu homo-
jenatindan anti-aktin antikoru ile elde edilen bandin yogunlu-
guna olan orani hesaplanmistir.

Akim sitometrisi

Farelerden elde edilen lenf ganglionu hiicreleri (1x106), 4°C’de,
30 dakika boyunca FITC veya PE ile konjuge CD4, CD8, CD19
ve CD11b antikorlari ile inkibe edildikten sonra, %2 parafor-
maldehit ile fikse edildi ve akim sitometrisi cihazi ile sonuglar
elde edildi.

Kas patolojisi

Kas drnekleri izopentan iginde sivi azotta sok donduruldu. Kri-
yostatta 7 mikrometrelik kesitler alindiktan sonra HRE, si-
tokrom oksidaz (COX) ve siiksinat dehidrogenaz (SDH) boyalari
kullanilarak boyamalar yapildi. Gomori’nin trikrom boyamasi
ile de “ragged red fibre” degerlendirmesi yapildi (11).

istatistik

Deney parametrelerinin anlamlilik diizeyi EAMG insidans kar-
silastirmalari igin Fisher’in kesin testi, EAMG klinik safha kar-
silastirmalari icin Mann Whitney U ve diger karsilastirmalar
icin Student t testi ile degerlendirildi. Anlamlilik diizeyi p<0,05
olarak kabul edildi.

BULGULAR
immiinizasyon ve klinik bulgular

MuSK-EAMG modeli 2. deney grubunda 8’i MuSK ve CFA, 8’i
sadece CFA immunizasyonu ile uygulandi. Diger Klinik bulgu-
larla uyumlu sekilde 2. immunizasyondan sonraki 3. ve 4. haf-
talarda MuSK-CFA ile immtnize edilen farelerin agirliklari CFA
ile immunize edilenlerinkine gore belirgin derecede disiktu
(Student’s t-test ile *, p<0.05). Yeterli insidansta EAMG gelis-
tigi icin 3. imminizasyona gerek gorilmedi.

Fareler izlenerek kas zaaflari skorlandi (Evre 1-4), asma testi
ile kas gucleri degerlendirildi ve EAMG insidensleri kaydedildi.
Fareler deneyin 56. giintinde (8. hafta) sakrifiye edildi.

Deneyin sonunda MuSK-CFA ile immunize edilen farelerde
EAMG insidensi %100 iken sadece CFA ile immunize edilen fa-
relerde hastallk gelismemisti (tUm haftalarda Fisher’in kesin
testi ile p<0.001) (Sekil 1a).

Kas zaafi evreleri (0, normal; 1, sadece egzersiz ile zaaf; 2,
spontan zaaf; 3, Kilo kaybi, solunum siKintisi, ileri hareketsiz-
lik; 4, 6lim) EAMG insidensi ile paralel olarak 2. immunizas-
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yondan sonra artmaya baslad!. ikinci immiinizasyondan sonra
2 farede evre 2, 6 farede evre 4 zaaf gelisti. MuSK-CFA ile im-
munize farelerin ortalama hastalik evre skorlari 2. immunizas-
yondan sonraki tim haftalarda sadece CFA ile immiinize edilen
farelerden belirgin derecede yiiksekti (Mann-Whitney U testi
ile *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001) (Sekil 1b). Asma testi ile ka-
fes kapadinda basasagi asili kalma siireleri degerlendirildi. En
fazla 3 dakika bu sekilde durmalari beklenen farelerin, bu su-
reden once dismeleri durumunda asili kalabildikleri stire kay-
dedildi. Her farenin asili kalma stiresi CFA grubunun ortalama
asili kalma suresine bolundi ve iki grubun bu yontemle elde
edilen oranlari Karsilastirildi. MuSK-CFA ile immunize farele-
rin 2. immunizasyondan sonraki 3. ve 4. haftalarda asma testi
oranlari CFA ile imminize edilenlere oranla belirgin derecede
disiiktu (Student’s t-test ile *p<0.05; **p<0.01), (Sekil 1c). Di-
ger Klinik bulgularla uyumlu bir sekilde 2. imminizasyondan
sonraki 3. ve 4. haftalarda MuSK-CFA ile immunize edilen fa-
relerin agirliklar CFA ile imminize edilenlerinkine gore belirgin
derecede disikti (Student’s t-test ile *p<0.05) (Sekil 1d).

MuSK-EAMG modelinde serum IgG ve C3 diizeyleri

2. imminizasyondan 15 giin sonra elde edilen serum 6rnek-
lerinde anti-MuSK IgG, 1gG1, IgG2b, 1gG3 ve IgM dlzeyleri
olclldl. MuSK-IgG, IgG1, IgG2b ve IgG3 dizeyleri MuSK-C-
FA ile imminize edilen farelerde CFA ile imminize edilenlere
gore belirgin derecede yiksekti (Student’s t-test ile *p<0.05,
***p<0.001). Anti-MuSK IgM ise MuSK-CFA veya CFA ile immi-
nize edilen farelerin serumlarinda saptanmadi. Bu bulgunun
IgM antikorlarinin immiinizasyondan Kisa bir sure sonra ortaya
cikip kaybolmasiyla ilgili olabilecegi dustnildi (Sekil 2).

Kas immiinopatolojisi

Antikor veya kompleman depozitlerinin bulundugu BTx-bag-
lanma bdlgelerinin sayisinin toplam BTx-baglanma bélgeleri-
nin sayisina orani hesaplandi.

CFA ile immunize edilen farelerin NMB’lerinde kompleman ve
IgG depozitleri bulunmazken, MuSK-CFA ile immunize edilen-
lerin NMB’lerinde degdisen oranlarda IgG, 1gG1, 1gG2b, C3 ve
MAC depozitleri gozlendi. Ne MuSK-CFA ne de CFA-immiinize
farelerde IgM depozitlerine rastlanmadi.

Kesitlerde bulunan AChR ve MuSK ekspresyon diizeylerinin be-
lirlenmesi icin sirasiyla BTx-baglanma boélgeleri ve anti-MuSK
antikor baglanma bolgeleri sayildi. Bu amagla her farenin iki
farkli kasindan elde edilen dorder Kesit kullanildi. MuSK ile
immiinize edilen farelerin a-BTx baglanma bolgeleri, sadece
CFA ile imminize edilenlerden belirgin derecede azdi (*, Stu-
dent’s t-test ile p=0.04). Anti-MuSK ile yapilan incelemede ise
MuSK-CFA ve CFA ile immunize edilen fareler arasinda fark
yoktu (Sekil 3a).

Ek olarak MuSK-CFA ve CFA ile imminize edilen farelerin kas
MuSK diizeyleri western blot incelemesiyle karsilastirildi. Her
farenin kas ornekleri homojenize edilerek, jel elektroforezinde
ylritildy ve kas proteinleri nitroseluloz membranlara trans-
fer edildi. Anti-MuSK antikoruyla yapilan immunoblot calis-
malarinda MuSK’a ait dngdriilen molekuiler agirlikta (~100 KD)
bantlar saptandi. Kantifikasyon amaciyla ayni membranlarda

beta-aktin antikoru ile 50 kd civarinda bantlar elde edildi. Bir
yazilim yardimiyla her farenin kas drnegine ait MuSK ve be-
ta-aktin bantlarinin yogunlugu olgllerek iki bandin oranlari
hesaplandi. MuSK-CFA ve CFA ile immunize edilen fareler ara-
sinda MuSK/beta-aktin oranlari arasinda fark yoktu (Sekil 3b).

Genel olarak bu bulgular, MuSK immiinizasyonunun AChR eks-
presyonunda azalmaya sebep olurken MuSK ekspresyon du-
zeyini degistirmedigini gosterdi ve daha onceki MuSK immdini-
zasyon calismalarini destekler nitelikteydi.

Birinci MuSK immuinizasyon calismasinda oldugu gibi bu ca-
lismada da hematoksilen-eozin (H-E) boyasi ile MuSK-CFA ile
immunize edilen farelerde kas lifi atrofisi gozlendi. Bununla
beraber kas orneklerinin siiksinat dehidrogenaz (SDH) enzim
ekspresyonlarinin normal olmasi bu atrofinin mitokondrial is-
lev bozukluguna bagli olmadigini diistindiirdu (Sekil 4).

Lenf ganglion hiicre alt popiilasyonlari

Farelerin sakrifikasyonu ile elde edilen lenf ganglionu hiicreleri
siispansiyon haline getirilerek CD19 (B lenfosit belirteci), CD4,
CD8 (T lenfosit belirteci) ve CD11b (dendritik hiicre belirteci)
antikorlari ile inkiibe edildi ve akim sitometrisi ile bu dort fark-
Ui hiicre grubuna ait oranlar belirlendi. MuSK-CFA ve CFA ile
immunize edilen fareler arasinda bu temel hiicre gruplari ara-
sinda fark olmadigi ve dolayisiyla MuSK immiinizasyonunun
belli bir hucre alt grubunu 6zellikle aktive etmedigi distnuldu
(SekKil 5).

Lenf ganglionu hiicrelerine ait sitokin yanitlari

Sakrifiye edilen farelerin lenf ganglion hiicreleri toplanarak tek
hiicre stispansiyonu seklinde 96 kuyucuklu plaklara ekildi ve
insan MuSK, fitohemaglutinin (PHA) (pozitif kontrol) varliginda
veya sadece Kuiltlir medyumu ile (negatif kontrol) 72 saat inku-
be edildi. Ardindan Kuiltur Ust sivilarinda sitokin diizeyleri coklu
boncuk yontemiyle dlctldu.

MuSK-CFA veya CFA ile immdinize edilen farelerin lenf gangli-
onu hucrelerinin sitokin yanitlari arasinda belirgin fark yoktu.
Sadece MuSK ile immuinize edilen farelerde daha yiksek IL-17
yaniti saptandi ancak bu fark istatistiksel anlamliliga ulasma-
di.

Birinci ve ikinci immunizasyon calismasinda MuSK EAMG mo-
deli basariyla uygulanmistir. MuSK enjekte edilen farelerde
klinik zaafin gelismesi yaninda serumda MuSK antikorlarinin
saptanmasi, NMB’de IgG ve kompleman depozitlerinin bulun-
masi ve Kas orneklerinde azalmis AChR ekspresyonunun gos-
terilmesi, MuSK immiinizasyonunun, AChR ve MuSK antikoru
pozitif bulunan miyastenik hastalarinkine benzer mekanizma-
larla néromuskuler bileske hasari yaptigini gostermektedir.

Ek olarak MuSK-CFA ve CFA ile imminize edilen farelerin kas
MuSK diizeyleri western blot incelemesiyle karsilastirildi. Her
farenin kas ornekleri homojenize edilerek, jel elektroforezinde
yurttilda ve kas proteinleri nitroseluloz membranlara trans-
fer edildi. Anti-MuSK antikoruyla yapilan immunoblot calis-
malarinda MuSK’a ait 6ngorilen molekiler agirlikta (~100 kD)
bantlar saptandi. Kantifikasyon amaciyla ayni membranlarda
beta-aktin antikoru ile 50 kd civarinda bantlar elde edildi. Bir
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yazilim yardimiyla her farenin kas ornegine ait MuSK ve be-
ta-aktin bantlarinin yogunlugu olgilerek iki bandin oranla-
ri hesaplandi. MuSK-CFA ve CFA ile imminize edilen fareler
arasinda MuSK/beta-aktin oranlari arasinda fark yoktu. Genel
olarak bu bulgular, MuSK immiinizasyonunun AChR ekspres-
yonunda azalmaya sebep olurken MuSK ekspresyon diizeyini
degistirmedigini gosterdi ve daha onceki MuSK immuinizasyon
calismalarini destekler nitelikteydi.

TARTISMA VE SONUC

MuSK iligkili MG’yi AChR iligkili MG’den ayiran baslica klinik
ozellikler boyun, omuz ve bulber kaslarin agirlikli olarak tutul-
masl, basta aksiyel kaslar ve dilde olmak tizere gesitli kaslarda
atrofi gorulebilmesi, timusda hiperplazinin olmamasi ve hatta
bazi olgularda timusda atrofi gorulebilmesi ve Kkolinesteraz
inhibitdr tedavisine yanitsizlik veya asiri duyarliliktir (12-15).
MuSK iliskili MG’de hastaligin erken donemlerinde agir klinik
bulgular ve miyastenik kriz gelisebilmekte ve pek ¢ok olguda
yliksek dozda imminslpresan tedaviye gereksinim duyulmak-
tadir (16,17).

Bu farkli klinik 6zelliklerin altinda yatan imminopatolojik fak-
torler hakkindaki bilgimiz ¢cok sinirlidir. MuSK antikoru sap-
tanan MG olgularinin kendine 6zgli HLA alelleri (DR14, DQ5)
ile iliskili olmasi, MuSK antikorlarinin agirlikli olarak komple-
mani aktive etmeyen IgG4 izotipinden olmalari ve antikorlarin
kompleman aracili NMB yikimi yerine AChR ekspresyonunu en-
gelleyerek etki etmeleri dikkat ceken ozelliklerdir (12,18,19).

MuSK iliskili MG’nin imminopatolojisinin arastirilabilmesi
amaciyla aktif immunizasyon veya pasif transfer modelleri
gelistirilmistir. Pasif transfer calismalarinda MuSK antikoru
pozitif olgulardan elde edilen saflastirilmis IgG ornekleri fare-
lere uygulanirken, immiinizasyon deneylerinde cesitli tavsan,
fare ve sican soylarina insan, fare ve sicana ait rekombinan
MuSK (ekstraseliiler kismi) proteinleri uygulanmistir. Hem pa-
sif transfer hem de immunizasyon modellerinde deney hayvan-
larinda kas zaafi gelismis ve kolinesteraz inhibitorleri ile kas
zaafinda gecici diizelme, NMB’de antikor birikimi ve elektromi-
yografi incelemelerinde ardisik elektrik uyarisina dekremental
birlesik kas aksiyon potansiyeli yaniti gibi MG’nin karakteris-
tik ozellikleri de olusturulmustur. Ayrica, bu ¢alismalar, MuSK
iliskili MG olgularinda saptanan Kas atrofisini ve kolinesteraz
inhibitor asirn duyarliigini basarili bir sekilde taklit etmistir.
Boylece, MuSK iliskili MG modeli hem MuSK antikorunun has-
talik olusumunda rol oynadigini gostermis hem de agrin-LRP4
ve MuSK etkilesiminin sadece intrauterin donemde sinaps olu-
sumundan sorumlu olmadigini, hayat boyunca sinaps islevle-
rinin strdirtlmesine Katkida bulundugunu ortaya koymustur
(20-30).

Bugline kadar yapilan calismalar MuSK antikorlarinin hem
presinaptik hem de postsinaptik NMB yapilarina etki ederek
hastallk olusturdugunu gostermektedir. MuSK antikorunun
bildirilmis etki mekanizmalari MuSK’un membrandan hiicre
icine internalizasyonu, MuSK aracili rapsin aktivasyonunun
baskilanmasi, asetilkolin esteraz ColQ-MuSK etkilesiminin 6n-
lenmesi ve presinaptik asetilkolin salgilanmasinin azalmasidir
(31). Bu etkilerin sonucunda postsinaptik MuSK ekspresyonu

degismezken AChR ekspresyonu azalmakta, NMB’de ileti bo-
zulmakta ve buna bagli kas zaafi gelismektedir (26,27,29,30).

MuSK antikorlarinin etki mekanizmalari ile ilgili bilgiler gide-
rek cogalmakla beraber, bu antikorlarin olusumunu saglayan
immunolojik faktorlerle ilgili bilgilerimiz cok sinirlidir. Bu fak-
torlerin aydinlatilmasi amaciyla yaptigimiz bu ¢alismada, B6
farelerinin rekombinan insan MuSK proteininin ekstraseluler
kismi ile immiinizasyonu sonrasinda, farelerde %87.5 gibi yik-
sek bir insidansla kas zaafi gelismis ve farelerin NMB’lerin-
de kompleman ve antikor depozitleri ve serumlarinda MuSK’a
kars! antikorlar saptanmistir. Sadece CFA ile immdunize edilen
kontrol grubu farelerinde ise kas zaafi gelismemis ve NMB
depozitleri veya serum MuSK antikorlari saptanmamistir. Bu
bulgular MuSK modelinin basarili bir sekilde oturtuldugunu
gostermektedir. EAMG insidans bulgumuz 6nceki MuSK immu-
nizasyonu deneylerinde elde edilenlerle (%60 ile %100 arasin-
da) benzerlik géstermektedir (20,24,26,29).

Modelin basarili oldugunu gosteren diger bir bulgu ise yaptigi-
miz yari kantitatif degerlendirmede MuSK ve CFA ile immuni-
ze edilen farelerde kas AChR ekspresyonunun sadece CFA ile
immunize edilen farelere gore anlamli diizeyde azalmis olma-
sidir. MuSK ekspresyonu acisindan ise MuSK-CFA ve CFA grup-
lari arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir. Kas dokusunda
MuSK ekspresyonu degismezken, AChR ekspresyonunun azal-
masi MuSK iliskili MG modelinin karakteristik bir o6zelligidir ve
cesitli MuSK iliskili EAMG calismalarinda bu bulgu gosterilmis-
tir (24,29,31). AChR iligkili EAMG’de Kas zaafi baslica NMB’nin
postsinaptik Kisminda kompleman aracili hasarlanma ve buna
bagli AChR ekspresyonunda azalma sonucunda gelismektedir
(12). MuSK iliskili EAMG’de ayni mekanizmanin gecerli olmasi
durumunda hem AChR hem de MuSK’un ekspresyon diizeyle-
rinin azalmasi beklenirdi. MuSK immiunizasyonu sonrasinda
sadece muskiler AChR diizeylerinin azalmasi, MuSK antikor-
larinin, NMB yikimindan ¢ok MuSK’un kas membraninda AChR
eksprese ettirme islevini baskilayarak kas zaafina sebep ol-
dugunu distindirmustir. MuSK iliskili EAMG modeli gelistiril-
mis deney hayvanlarinin kas orneklerinde elektron mikroskopi
incelemesi ile agir bir yikim gozlenmemesi bu gortsi dogru-
lamistir (27). Ayrica cesitli calismalarda MuSK antikorlarinin
farkli mekanizmalarla MuSK’un fizyolojik islevlerini baskiladigi
da gosterilmistir (12,18,19).

MuSK ile imminize farelerin serum orneklerinde saptanan
IgG’ler, onceki calismalarda oldugu gibi (24,26,29) hem komp-
lemani aktive etmeyen IgG1 hem de kompleman aktive eden
IgG2 ve IgG3 izotiplerine aittir. Hem immiinize edilmemis hem
de AChR ile imminize edilmis B6 farelerinde serumda diize-
yi en yuksek olan baskin IgG izotipi IgG2b iken, 1gG2a, IgG2c,
IgG3 ve IgG1 izotiplerinin diizeyleri IgG2b’ye gore daha diisiik-
tlr. Ayrica IgG2b disindaki izotiplerin serum konsantrasyonlari
birbirine yakindir (32-34). Calismamizda ise MuSK ile immiinize
farelerde baskin IgG izotipi IgG1 idi ve IgG2b ve 6zellikle 1gG3
dizeyleri IgG1’inkilere oranla ¢cok daha dusuktl. Benzer sekil-
de MuSK iliskili MG olgularinda da komplemani aktive etme-
yen anti-MuSK IgG4 baskin izotip olarak olgularin tamamin-
da saptanirken, komplemani aktive etmeyen anti-MuSK IgG1
%85-90 oraninda saptanmakta ve anti-MuSK IgG1 dizeyleri,
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anti-MuSK IgG4 diizeylerinden disiik bulunmaktadir (35). Bu
bulgular imminizasyonla olusturulan MuSK EAMG modelinin
insan hastaligini basariyla taklit ettigini gostermektedir. Ay-
rica MuSK iligkili MG ve EAMG’de komplemani aktive eden IgG
izotiplerinin saptanmasi bu hastaliklarda kompleman aracili
patojenik mekanizmalarin da rol oynayabilecegini dusundir-
mektedir.

Antikor bulgulari ile uyumlu bir sekilde MuSK ile immiunize
edilen farelerin NMB’lerinde komplemani aktive etmeyen IgG1
izotipleri yaninda komplemani aktive eden IgG2b ve IgM an-
tikorlari ve kompleman (C3 ve MAK) depozitleri saptadik. Bu
bulgular da kompleman aracili NMB yikiminin MuSK iligkili
MG’de rol oynayabilecegini diisindirmektedir. Ancak, MuSK
ile immdunize edilen farelerin tamaminin serumlarinda komple-
man aktive eden antikorlar ve NMB’lerinde komplemani aktive
eden antikorlar ve kompleman depozitleri saptanirken, MuSK
antikoru pozitif MG hastalarinin sadece %25 gibi kuguk bir
kesiminin NMB’lerinde kompleman depozitlerinin saptanmasi
(36), MuSK antikoru saptanan MG olgularinin serumlarindan
saflastirilan IgG1-3 izotiplerinin farelere uygulanmasi sonu-
cunda kas zaafi gelismemesi (30) ve kompleman C3 veya C5
faktori eksik farelerde MuSK immdunizasyonuyla EAMG olus-
turulabilmesi (26) bu varsayimi zayiflatmaktadir. Ayrica NMB
depozitlerinin varliini gosteren yontemimiz kantitatif bir yon-
tem olmadigindan miyastenik farelerin NMB’lerindeki depozit
miktari konusunda bilgi vermemektedir. MuSK immiinizasyonu
sonrasinda NMB’lerde biriken az miktarda kompleman fakto-
rinin fonksiyonel bir degisiklige yol acabilecek diizeyde kas
membrani yikimina sebep olmamasi da mimkuinduir.

Calismamizin bir sinirlamasi, uyguladigimiz imminizasyon
yonteminin farelerin %60 kadarinda 6tenaziyi gerektirecek du-
zeyde siddetli kas zaafina sebep olmasidir. MuSK iliskili MG ol-
gulari ile yapilan calismalarda ise olgularin cogunda bu diizey-
de agir kas zaafi bulunmamaktadir. Bu durum immiinizasyonla
olusturulan MuSK EAMG modelinin muhtemelen ortalama bir
MuSK iliskili MG klinik tablosundan ¢cok MuSK antikoruna bag-
LI miyastenik kriz tablosunu taklit ettigini distndurmektedir.
MuSK iliskili MG hastalari ile EAMG fareleri arasindaki komple-
man ve antikor farkliliklarini bu faktore baglamak mimkinddr.
Bu varsayimin miyastenik kriz ile basvuran MuSK iliskili MG
olgularinin serum ve kas orneklerinden elde edilen 6rneklerle
yapilan calismalarla sinanmasi gerekmektedir.

Komplemani aktive etmeyen IgG izotiplerinin Uretimi hem in-
sanda (IgG4), hem de farede (IgG1) Th2-tipi immdinite tarafin-
dan kontrol edilmektedir. Benzer sekilde Th1-tipi imminite
de kompleman aktive eden IgG izotiplerini (insanda IgG1 ve
IgG3, farede IgG2 ve 1gG3) aktive etmektedir (37). MuSK ilis-
kili MG’de baskin izotipin 1gG4 olmasi MuSK immdunitesinin
agirlikli olarak Th2-tipi imminite tarafindan kontrol edildigi-
ni diistindirmektedir. Bu varsayimi test etmek icin yaptigimiz
calismamizda MuSK ile immunize edilen farelerin anti-MuSK
IgG izotip dagilimini inceledigimizde Th2-tipi immunite ile tre-
timi uyarilan IgG1’in baskin izotip oldugunu saptadik. Bununla
uyumlu olarak ayni farelerin serumlarinda ve MuSK ile uyaril-

mis lenf ganglionu hiicrelerinin Kaltir Ust sivilarinda Th2-tipi
immunite ile iliskili IL-4 ve IL-10’un CFA farelerine oranla daha
yuksek oldugunu belirledik. Ayrica, Th1-Th2 dengesinde Th2
baskinligini degerlendirmek amaciyla kullanilan serum IL-4/
IFN-gama konsantrasyon oraninin MuSK-CFA ile immunize fa-
relerde sadece CFA ile immunize farelere Kiyasla anlamli dere-
cede ylksek oldugunu gosterdik. Th1-tipi immunite ile iligkili
oldugu bilinen IL-12, TNF-alfa ve IL-2’nin kiltir Ust sivilarin-
daki diizeyleri gruplar arasinda Kkarsilastirildiginda MuSK-CFA
ile immunize farelerde duzeylerin ya CFA grubu ile ayni ya da
daha dusik oldugu gozlendi. Tek istisna olarak Th1 tipi sitokin
olan IFN-gama’nin Kultiir Gst sivilarindaki dizeyi MuSK-CFA
grubunda CFA grubuna gore anlamli derecede yiiksekti. Bu
bulgular, MuSK’un bir antijen olarak hem Th1 hem de Th2-tipi
immuniteyi uyardigini ama Th2 tipi immunite uyarisinin daha
baskin oldugunu ve bu sebeple MuSK iliskili MG olgularinda
IgG4 izotipinin, MuSK’'un EAMG modelinde ise IgG1 izotipinin
baskin izotip olarak saptandigini distindiirmektedir. Farkli an-
tijenlerin farkli Th-tipi imminiteleri etkinlestirdigi ve immni-
zasyon c¢alismalarinda otoantijen olarak kullanilan molekiliin
yapisinin ortaya cikan immin yanitin 6zelliklerine yon verdigi
bilinmektedir. Mikobakterium proteinleri ve ovalbumin agirlikli
olarak Th1 tipi immuniteyi uyarirken, lipopolisakkaritlerin 6n
planda Th2 tipi immuniteyi etkin hale getirmesi buna bir 6rnek
olarak gosterilebilir (38-40). Sonuclarimiz, benzer bir ayrimin,
agirlikli olarak Th1 tipi sitokinlerin rol oynadigi AChR immu-
nitesi (41,42) ile MuSK immdnitesi arasinda da olabilecegini
disundirmektedir.

Sonuglarimiz ayrica mikobakterium iceren ve Th1 tipi immani-
teyi uyaran CFA’nin MuSK iligkili EAMG modeli i¢cin uygun bir
adjuvan olup olmadidi tartismasini da giindeme getirmekte-
dir. AChR iliskili MG de 6n planda Th1-tipi immunite ile ortaya
ciktigindan, AChR iliskili EAMG modelinde Th1 tipi immuniteyi
uyaran CFA’nin adjuvan olarak kullanilmasi bir sorun yarat-
mamaktadir (40,43). Ancak MuSK iliskili MG’nin calismamizin
diistindirdugi sekilde on planda Th2-tipi immunite ile gelisi-
yor olmasi durumunda CFA'nin adjuvan olarak kullanilmasinin
MuSK immiinitesinin patogenezinin calisildigi deneylerde ya-
niltici sonuglara yolagmasi mimkinddr. Bu sebeple, MuSK ilis-
kili EAMG calismalarinda, MuSK ve CFA ile immunize edilen fa-
relerin sonuglarinin, kontrol grubu olarak Th2-tipi immuniteyi
uyaran lipopolisakkarit gibi adjuvanlarin kullanildigi gruplarin
sonuglari ile karsilastirilmasi gerekmektedir.

Ozetle, calismamizin sonuclari MuSK immiinitesinde agirlikli
olarak Th2 tipi sitokinlerin ve daha geri planda Th1 tipi sito-
kinlerin etkinlestigini distndirmektedir. Gelecekteki calisma-
larda IL-4 veya IL-10 gibi Th2 sitokinlerini Gretemeyen “knock
out” fare soylarinin MuSK immitinizasyonuyla EAMG olusumu-
na direncli olduklarinin gosterilmesi bu sonucu destekleyecek-
tir. MuSK imminitesinin olusumunda rol oynayan sitokinlerin
belirlenmesi hem MuSK patogenezinin aydinlatilmasini sagla-
yacak hem de sitokin baskilanmasini temel alan imminoterapi
yontemleri icin daha gergekci hedeflerin belirlenmesine yardim
edecektir.
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