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Myastenia Graviste Antikora Bagimli
Hiicresel Aracilikli Sitotoksisite
Diizeylerinin Arastiriimasi

OZET Mpyastenia gravis (MG) otoantikorlarca
olusturulan sivisal immdinitenin prototip hastalig
olarak bilinmektedir. Antikora bagimli hiicresel
aracilikli sitotoksitenin (ADCC) MG patogenezinde
rol oynadidina iliskin az sayida calismada farkl
sonuclar elde edilmistir. Bu calismada 30 MG'i hasta
grubu ve 20 sadlkh kontrol grubunun serum ADCC
dizeyleri dictiimustir. ADCC'nin Slciimdi icin, 18
saat 51Cr salinim testi yapiimis, effektér hiicre olarak
sadlikli insan kanindan elde edilen monondikleer
hicreler ve hedef hiicre olarak insan embriyonal
rabdomyosarkom hlicre kultirinden elde edilen
hicreler kullaniimistir, ADCC dizeyleri hasta
grubunda (ort % 43.9), kontrol grubundan (ort

%27.6) istatistiksel olarak anfamli derecede daha
yuksek bulunmustur (p<0.01). Asetilkolin reseptér
antikoru pozitif hastalarin ADCC ddizeyleri (ort %
57.4), asetilkolin reseptdr antikoru negatif hastalarin
ADCC dlzeylerine gére (ortalama: % 32.1) anfamii
olarak yuksek bulunmustur (p<0.01). Hastalarin
klinik durumu, timektomi yapilmis olmasi ve
kortikosteroid ve/veya azatioplrin kullanmakta
olmalari ADCC diizeylerinde anlamli dedisiklik
olusturmamistir. Sonug olarak bu calismada,
ADCC'nin MG'de immunolojik bir mekanizma olarak
rol aldigini ve asetilkolin reseptér antikorlarinin
ADCC olusmasinda belirleyici olabilecegini
destekleyen sonuglar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antikora bagimii hiicresel
aracilikl sitotoksisite, asetil kolin reseptér antikoru,
myastenia gravis.

Investigation Of Antibody
Dependent Cell Mediated
Cytotoxicitiy Levels In Myasthenia
Gravis

ABSTRACT Myasthenia gravis (MG) is known as
prototype disorder of humoral immunity mediated
by autoantibodies. A limited number of studies
investigating the role of antibody dependent cell
mediated cytotoxitity (ADCC) in pathogenesis of
MG have contradictory resufts. In this study, the
level of ADCC were measured in 30 patients with
MG and 20 healthy individuals. The 18 hours 51Cr
releasing test was used for measuring ADCC,
effector cells were supplied from mononucleer cells
of healthy individuals and target cells were suplied

from the cells obtained from embrional
rhabdomyosarcom cell culture. The patients had
significantly higher levels of ADCC (mean: 43.9 %)
compared to control group (mean: 27.6 %) (p<0.05).
The patients with acethylcholine receptor antibodies
(mean: 57.4 %) had significantly higher levels of
ADCC compared to the patients withouth
acethylcholine receptor antibodies (mean: 32.1 %)
(p<0.01). ADCC levels were not effected by clinical
status, tymectomy procedure, steroid and/or
azathiopirin administration. In concusion, ADCC
might have a role in immunological mechanisms in
MG, and AChR antibodies might have an effect on
ADCC.

Key Words: Antibody dependent cell mediated
cytotoxicity, acetylcholine receptor antibody,
myasthenia gravis.

GiRis

Sitotoksik potansiyeli olan hiicrelerin, Fc
reseptorleri araciligiyla hedef hiicre yiizeyindeki
antijenlere baglanmis antikorlara baglanarak
olusturduklar: sitotoksisiteye antikora bagiml
hiicresel aracilikli sitotoksisite (antibody
dependent cell mediated cytotoxicity ADCC) adi
verilmektedir. Dogal 6ldiriicii hucreler,

makrofajlar, monositler, nétrofiller ve eozinofiller
gibi Fc reseptoriine sahip immiin sistemin bircok
degisik hiicresi bu mekanizma ile etki gosterebilir
(12,16,18,23), Immiin sistemin 6nemli bir
mekanizmasi olan ADCC’nin primer miksédem,
Hashimato tiroiditi ve Grave’s hastaliginin
etyopatogenezinde rol oynadigt saptanmustir
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(14,25), Myastenia gravis (MG) otoantikorlarca
olusturulan sivisal immiinitenin prototip hastali
olarak bilinmektedir (1,3,7.9,10,11,13)_ Antikora
bagimli hiicresel aracilikh sitotoksitenin MG
patogenezinde rol alip almadigina iligkin az sayida
cahisma yapilnus ve bu ¢cahsmalarda farkl sonuclar
bildirilmistir (8,20.24.25),

Bu ¢alismada ADCC’nin MG’de patojenik bir
mekanizma olarak rol oynayip oynamadiginin
ortaya konulmasi ve hastalardaki asetilkolin
reseptor antikoru (AChR Ab) diizeyleri ile
iliskisinin belirlenmesi amag¢lanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calisma Anabilim Dalimuz Kas Hastaliklari
Polikliniginde izlenen 30 MG hastasindan alinan
serum oOrnekleri kullanilarak yapildi. Serum
o6rnekleri hastalarin yazili izinleri alinarak
calismada kullanilds. Hastalar klinik olarak
Osserman siniflamasi (13, aldiklar: sagaltim,
asetilkolin reseptor antikor varligi ve timektomi
yoniinden degerlendirildi. Kontrol grubu
olusturmak amaciyla 20 saglikh géniilliiden alinan
serum Ornekleri kullanildt. Toplanan kan 6rnekleri
santirfiij edilerek serumlar: ayrildiktan sonra
kompleman inaktivasyonu igin 56 °C’de 30 dk
bekletildi ve daha sonra serum 6rnekleri -20
°C’de islem icin kullanilana dek saklandi.
ADCC'nin 8lciinmi icin 18 saat 51Cr saliim testi
yapildi. Effektdr hiicre olarak saglikli insan
kanindan elde edilen mononiikleer hiicreler
kullanildi, hedef hiicreyi ise insan embriyonal
rabdomyosarkom hiicre kiiltiiriinden elde edilen
hiicreler olusturdu.

Sitotoksisite 6lgtimii icin hasta serumlar: PBS
ile 1/5 oraninda sulandirddi. Deneysel salinimi
6l¢mek amaciyla hedef hiicre/effektor hiicre
orant 1/50 olacak sekilde 0.1 x 106
konsantrasyondaki 50 pL hedef hiicre ve 5 x 106
konsantrasyondaki 50 uL effektor hiicre 96
kuyucuklu plate’deki kuyucuklara konuldu ve
tizerine 10 pL hasta serumu eklendi. Maksimum
salinimi 6l¢gmek amaciyla ayr bir kuyucuga 0.1
x 106 konsantrasyondaki 50 pL hedef hiicre
konuldu. Ayni kuyucuga 50 pL % 5 Triton X -
100 ve 10 uL RPMI 1640 eklendi. Spontan salinimi
Slcmek amaciyla diger bir kuyucuga 50 L hedef
hiicre ve 60 uL RPMI 1640 konuldu. Daha sonra
37 C'de 18 saat inkiibasyon yapildi ve inkubasyon
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sonrasi stipernatanlar tiiplere alinarak gama

sayacinda okutuldu. ADCC (%) él¢iimii agagidaki

sekilde hesaplandi:
(Deneysel Salinim - Spontan Salinim)

X 100

Spontan Salinim)

(Maksimum Salinim -

Istatistiksel Degerlendirme:

Gruplar arasindaki sonuclarin kargilagtiril-
masinda Mann-Whitney U testi kullanildi. AChR
Ab’u (#) ve () hastalarla kontrol grubu arasindaki
testleri karsilastirmak icin 6nce Kruskal-Wallis
varyans analizi yapild:i ve gruplar daha sonra
Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilastiridi.

BULGULAR

Calisma Gruplari

Hasta grubu 21 (% 70) kadin ve 9 (% 30)
erkekten olusmustu ve ortalama yas 45.4 olarak
bulundu. Hastalik siiresi 3 ay ile 36 yil arasinda
degisirken, ortalama hastalik siiresi 8.2 yil olarak
hesaplandi. Osserman siniflamasina gore 7 hasta
(%23.3) siuf I, 8'i (% 26.7) siuf IT A ve 151 (%
50) sinif I B olmak tizere 23 hasta (76.7) suuf II
olarak tanimlandi. Sekiz hasta (% 26.7) yalnizca
pridostigmin, 2 hasta (% 6.7) kortikosteroid ve
1 hasta (% 3.3) da azatiopiirin olmak tzere tek
ilag almaktaydi. Geri kalan 19 hasta (% 63.3)
pridostigmine ek olarak kortikosteroid ve/veya
azatiopirin sagaltimi gérmekteydi. Hastalarin
14’iniin (% 46) AChR Ab’unun pozitif, 16’sinin
(% 54) ise negatif oldugu saptandi. Hastalarin
5'ine timektomi yapilmistt. 11 erkek (% 55), 9
kadindan (% 45) olusan kontrol grubunun yaslari
24-60 arasinda olup, ortalama yas 41.1 olarak
saptandi. Hastalarin klinik 6zellikleri tablo 1’de
sunulmustur.

51Cr SalimimTesti Sonuclar:

Calismaya alinan 30 MG hastasimnin ADCC'yi
gosteren sitotoksik etkisi (minimum: % 16.6,
maksimum: % 92.0, ortalama: % 43.9), kontrol
grubunun ortalama degerlerinden (minimum:
%3.1, maksimum: % 45.2, ortalama: % 27.6)
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulundu (p=0.004). Grafik 1’de MG hastalar1 ve
kontrol grubunun sitotoksisite degerleri ve




Tablo 1: Calismaya alinan miyastenia gravis hastalaruun ézellikleri.

Hasta Yas Cins HS?iS;:llik | ey Ozgegmis Aldlgl. ACIR Timell(-
i) Simiflamast Tedavi Ab tomi
1.MB 35 K 7 1B Ozellik Yok Pir, Ks + -
2.5K 43 K 9 I HT, Men Pir - .
3.AY 30 K 1 1B Ozellik yok Pir,Ks - =
4NT 63 K 3 I Ozellik yok Pir - -
5.5E 54 K 17 A Migren Pir - -
6.GP 26 K 4 1IB Ozellik yok Pir,Ks - -
7.ES 32 K 15 IIB Ozellik yok Pir + -
8. DY 38 K 5 1B Ozellik yok Pir, Az + -
9.00 52 E 1 I Ozellik Yok Pir + +
10.NT 43 E 1 IIB Peptik ulkus Pir - -
11.MB | 56 K 23 1B Hipertiroidi | Pir,Ks,Az + +
12.GA 39 K 4 I Ozellik yok Pir, Ks - -
13.NY 33 K 1 I Ozellik yok Ks - -
14 BK 45 K- 3 IIA Kolesist, Pir,Ks - -
15.JA 29 K 7 ITA Bruselloz Aza Ks + -
16.NG 27 K 2 A Ozellik yok Pir,Ks + -
17.HT 54 K 2 1B HT: Pir, Az - -
18.YA 39 E 5 B Ozellik yok Pir, Ks + +
19.HA 59 E 7 I Ozellik yok Pir,Ks - -
20.SE 26 K 11 1B Ozellik yok Ks + +
21.NA 33 E 2 ITA Ozellik yok Pir, Ks . -
22.MC 61 K 36 1A Hep, RA Pir, Ks + .
23.8E 64 E 30 1B Ozellik yok Az + z
24 NA 75 E 8 IIB Ozellik yok Pir,Ks,Az : .
25.GS 41 K 15 ITA Ast. Migren Pir - -
26.NP 61 K 3 ITA Hipotiroidi Pir + +
27.NY 53 K 5 IIB Ozellik yok = | Pir,Ks,Az - -
28.5K 43 E 5 I MNG Pir, Ks - +
290.KA 42 K 11 1IB Ozellik yok Pir,Ks,Az + -
30.YY 66 E 5 1IB Peptik ulkus Pir,Ks,Az + =
(Kisaltmalar;

Pir: Piridostigmin, Ks: Kortikosteroid, Az:Azatiopiirin, HT: Hipertansiyon, MNG:Multinodiiler guatr,
RA:Romatoid artrit, Men:Menenjit, Kolesist: Kolesistektomi, Ast:Astim. )
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Grafik 2: AChR AB (+) ve (-) MG Hastalarwyla Kontrol Grubunun Ozgiil Lizis % Degerlerinin
Karsilagtirilmasi
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ortalamalar: gériilmektedir.

Asetilkolin reseptor antikoru pozitif MG
hastalarinin 6zgiil lizis % degerleri (minimum: %
34.5, maksimum: % 92, ortalama: % 57.4), AChR
Ab’u negatif MG hastalarinin Ozgul lizis %
degerlerinden (minimum: % 16.6, maksimum: %
43.5, ortalama: % 32.1) ve kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulundu. (p=0.000). AchR Ab’u negatif MG hasta
grubu ile kontrol grubunun sitotoksik etki
sonuglarmin karsilastirilmasinda ise anlamli fark
saptanmadi (p=0.534). Grafik 2’de AchR Ab’u
pozitif ve negatif MG hastalar1 ve kontrol
grubunun 6zgiil lizis % degerleri gorilmektedir.

Osserman siniflamasina gére sinif I olarak
degerlendirilen 7 hastanin 6zgiil lizis % degeri
sonuclar1 (Minimum: %21.7, Maksimum: %51.3,
Ortalama: %35.9), suif II olarak degerlendirilen
23 hastanin sonuclart (Minimum: %16.6,
maksimum:%92.0, Ortalama:%46.1) ile
karsilastirldiginda suuf I hastalarin ortalamasiun
sinif II hastalarina gére daha diisiik oldugu
gorulmiis, ancak bu iki grup arasinda istatistiksel

fark saptanmamustir (p=0.226).

Sagalum amaciyla timektomi uygulanan
hastalarin 6zgiil lizis % degerleri minimum: %
42.3, maksimum: % 68.2, ortalama: % 53.1 olarak
bulundu. Timektomisi olan hastalarimizin
tiimiinde AchR Ab’u pozitifti. Bu hastalarn lizis
degerleri timektomi yapilmayan, AchR Ab’u
pozitif hastalarin 6zgiil lizis % degerleriyle
(minimum: % 34.5, maksimum: % 92.0, ortalama:
% 59.7) karsilastirildi. Timektomi yapilan
hastalarmn sitotoksik etkilerinin ortalama degeri
timektomi yapilmayan hastalara oranla daha
diisiik saptandi. Ancak fark istatistiksel olarak
anlamli degildi (p=0.518).

Hastalarin kullandiklari ilaglarin ADCC’ye
etkisini saptamak icin yaptigimiz degerlendirmede
sadece asetilkolinesteraz inhibitérii sagaltimi
goren MG hastalarimnim ADCC 6Sl¢iimleri ile immiin
baskilayici sagaltim géren MG hastalarinin ADCC
Olgtimleri arasinda bir fark saptamadik (p>0.05).
Grafik 3’te hastalarin aldiklar1 sagaltima gére
sitotoksisite sonuclarinin karsilastirilmasi
goriilmektedir,

Grafik 3: MG Hastalariun Ozgiil Lizis % Degerlerinin Uvgulanan Sagaltima Gére Karslastirilmast
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(Kisaltmalar: Pir: Piridostigmin, KS: Kortikosteroid, Az: Azatiopiirin)

* Mavi Cizgiler Ortalama Degerleri Gostermektedir
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TARTISMA

Myastenia gravis, patogenezinde otoantikor-
larn rol aldigr otoimmun bir hastahiktir. Hastalarin
%70-80’inin serumlarinda kas sinir bileskesindeki
nikotinik asetilkolin reseptorlerine karsi olusan
otoantikorlar saptanmakta ve bu antikorlarin
hastalifin patogenezinde rol oynadigi
bilinmektedir (3,5.9:10.11,13). ADCC’nin ise MG
hastaligindaki etkinligine iliskin yapilan az sayida
arastirmada farkli sonuclar elde edilmistir. MG’li
hastalarda ADCC aktivitesinin azalmus oldugunu
® ve kontrollerden farksiz oldugunu(20.249
belirten ¢alismalar mevcuttur. Ancak bu
¢alismalarda hastalarin kendi antikorlar:
kullanilmads@ icin, hastalarin ADCC aktivitesini
ve hastalarin kendi antikorlarinin olusturacagi
sitotoksisiteyi yansitmadigi diisiincesindeyiz.
Bizim calismamizi, az sayida da olsa, bu konuda
yapimus diger calismalardan ayiran en onemli
6zellik MG’li hasta serumlarinin kullanilmasidir.
MG’li hastalarda ADCC aktivitesinin arttigini
gosteren tek calisma Xu ve ark tarafindan 99
MG’li hasta ve 28 kontrol grubundan elde edilen
serumlarla yapilan ¢alismadir 29, Bu ¢alismada
da bizimkine benzer sekilde effektor hiicreler
saglikh kisilerden elde edilmis, antikor olarak
MG’li hasta serumlari, hedef hiicre olarak da insan
embriyonel rabdomyosarkom hiicre hattindan
elde edilen hiicreler kullanilmigtir. Bizim
cahismamiz da ADCC aktivitesinin MG hastalarinda
kontrol grubuna oranla daha ytliksek oldugunu
ortaya koymustur.

Calismamizda AChR Ab’u pozitif MG
hastalarinda, AChR Ab’u negatif MG hastalarina
ve kontrol grubuna oranla daha fazla ADCC
aktivitesi saptanms ve AChR Ab’unun ADCC’nin
olusmasinda 6énemli rol oynadigi gorulmistiir.
Xu ve ark tarafindan yapilan ¢calismada da bizim
calismamuza benzer sonuclar elde edilmigtir (25).
AChR Ab’u pozitif MG hastalarin sonuglarint,
AChR Ab’u negatif MG hastalarina ve kontrol
grubuna gore daha yiiksek saptamamiza ragmen
bu ii¢ grubun elde edilen % spesifik lizis
degerlerinin oldukga tistiiste gegtigi, yani AChR
Ab’u negatif MG hastalarinda ve kontrol grubunda
yiiksek ADCC aktivitesi degerlerinin oldugu, ya
da AChR Ab’u pozitif MG hasta grubunda diigtik
ADCC aktivitesi degerlerinin oldugu
goriilmektedir. Bu da bize AChR Ab pozitifliginin
yanisira, baska faktorlerin de ADCC aktivitesinin
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olusmasinda etken olabilecegini diigtindiirmiistur.
Xu ve ark. @5 tarafindan serum 6rnegiyle olusan
sitotoksisitenin, saflastirilmis Ig G 6rnekleriyle
olusan sitotoksisiteye gore daha yiiksek bulunmast
AChR Ab’u yaninda baska faktorlerin de ADCC
olusmasinda etken oldugunu géstermektedir. Bu
etkenlerden biri asetilkolin reseptorlerine karst
gelisen Ig G tipi antikorlar diginda diger
otoantikorlar ve sitokinlerin de ADCC aktivitesinin
olusmasinda rol alabilmesidir 2.6.8.17.21.22) Ayrica
AChR Ab’u negatif hastalarda ADCC aktivitesinin
yiiksek ¢ikabilmesinin nedenlerinden biri de, bu
hastalarda saptanamayan antikorlarin varligi
olabilir. Seronegatif MG olarak adlandirilan bu
hastalarda var olan bazi antikorlar diigiik serum
diizeylerinden dolayi saptanamayabilir (4.6,19,26),
Yine immiin baskilayici tedavi 1 yildan daha fazla
uygulandiginda antikor tiretimini saptanamayacak
diizeylere dusiirebilir . Bu sonuglar, ADCC’de
asetil kolin Ab’unun yanisira bagka etkenlerin de
rol oynayabilecegini gostermektedir.

Calismamizda hastalarin klinik durumunun,
timektomi yapilmis olmasinin ve kortikosteroid
ve/veya azatioplirin kullanmakta olmalarinin
ADCC diizeylerinde anlamli degisiklik
olusturmadigt saptanmistir. Ancak ADCC
aktivitelerinin timektomi Oncesi ve sonrasi
doénemlerde ve yine immiin baskilayic1 sagaltim
oncesi ve sonrast dénemlerde degerlendirilmesi,
ilaclarin ve timektominin ADCC iizerine olan
etkisi konusunda daha yararh bilgiler saglayacaktur.
Benzer sekilde ADCC lizerine etkili diger
etmenlerin de arastirilmasi her bir hastanin
durumuna iligkin veriler saglayacagindan, konuya
aciklik getirmesinin yanisira belki de hastalarin
sagaltimina yon verebilecektir.

Bu calismanin sonuglarina gére MG
patogenezinde ADCC immiin bir etki
mekanizmasi olarak karsumiza ¢ikmaktadir. AchR
Ab’u olumlu hastalarda anlamh derecede ytliksek
saptanmast ADCC’deki antikor etkinligini ortaya
koymakta, AchR Ab'u negatif hastalarda ve kontrol
grubunda gozlenen yiiksek degerler ise ADCC’de
antikorun yani sira bagka etkenlerin de rol
alabilecegini gostermektedir.
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