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OZET

Sanly, E. (2019). Glisin Reseptor Antikoru Pozitif Kriptojenik Fokal Epilepside Periferik Kan
Hiicrelerinin Immiinfenotiplendirilmesi ve Antijenik Yamitlarinin Arastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii,
Sinirbilim Anabilim Daly, Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2019.

Epilepsi, beyindeki spontan, ani elektrik bosalimlar1 sonucu olusan ndbetlerle
karakterize yaygin bir hastaliktir. Nobetlerin eslik ettigi bazi otoimmiin hastaliklarda
hastalarin serum ve serebrospinal sivilarinda saptanan otoantikorlarin etiyolojisi bilinmeyen
kriptojenik epilepsilerde T hiicre aracili immiin yanita bagli olarak epileptiform aktiviteyi
tetikledigi dusiintilmektedir. Son yillarda rijidite ve miyoklonusla birlikte progresif
ensefalomyelit (PERM) hastalarinda saptanan glisin reseptor (GlyR) antikorlarma kriptojenik
fokal epilepsilerde de rastlanmasi GlyR antikorlarmin ndbet patogenezinde rol
oynayabilecegine isaret etmektedir.

GlyR antikoru pozitif epilepsi olgularinin antijen spesifik immiin hiicre gruplarinda
ortaya ¢ikabilecek immiinolojik degisikliklerinin belirlenmesi amaciyla ¢calismamiza 7 GlyR
antikoru pozitif ve 15 antikor bulundurmayan olgu olmak iizere toplamda 22 Kriptojenik
Fokal Epilepsi hastasi ile yas ve cinsiyet uyumlu 25 saglikli goniillii dahil edildi. Hastalarin
kanlarindan periferik kan mononiikleer hiicreleri (PKMH) izole edilerek immiin sistem
hiicreleri (NK hiicresi, T hiicresi ve alt gruplar1 ile B hiicre ve alt gruplar1) florokrom
antikorlarla isaretlendi ve akim sitometrisi yontemi ile immiinfenotipleme yapildi.

Calisma sonucunda B, T, NK ve NKT hiicreleri genel popiilasyonunda gruplar
arasinda anlaml bir fark goriilmemistir. GlyR antikoru negatif olgularin naif B hiicrelerinde
(CD19'1gD'CD27) saglikli kontrollere gére artis goriiliirken (p=0,0233), GlyR antikoru
pozitif olgularda anlamli bir fark bulunmamistir. GlyR antikoru pozitif ve negatif olgularin
(CD19'IgD'CD27") immatiir B hiicrelerinin azaldig1 gériilmiis ve bunlardan antikor negatif
olgularda anlamlilik bulunmustur (p=0,0458). Hastalarm (CD19°CD38'CD138") plazma ve
(CD19°CD38""'CD138") plazmablast hiicrelerinde goriilen azalma anlamli bulunmamustir. T
hiicre ve alt tipleri degerlendirildiginde CD4" yardimc1 T hiicreler ve CDS" sitotoksik T
hiicrelerinde kontrollere gore anlaml bir fark bulunmamistir. GlyR antikoru pozitif hastalarin
CD3'CD4'CD25" T hiicrelerinde (p=0,0178) ve CD3"CD4 'CD25"¢" regiilator T hiicrelerinde
(p=0,0101) saghkl goniillere gore artig goriilmiistiir.

Bulgular, GlyR antikorlarmin otoimmiinite gelisiminde anahtar mekanizma olan T
hiicre aracili aktif inflamasyona katkida bulunarak epilepsi patogenezinde rol oynayabilecegi
goriisiini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler : Epilepsi, B hiicresi, T hiicresi, Glisin reseptorii antikoru

Bu c¢ahisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 33592
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ABSTRACT

Sanly, E. (2019). Immunophenotyping and Investigation of Antigenic Responses of Peripheral
Blood Cells in Glycine Receptor Antibody Positive Cryptogenic Focal Epilepsy. Istanbul
University, Institute of Health Sciences, Aziz Sancar Institute of Experimental Medicine,
Department of Neuroscience, Master’s Degree Thesis, Istanbul. 2019

Epilepsy is a common disease characterized by seizures caused by spontaneous,
sudden electrical discharges in the brain. In some autoimmune diseases accompanied by
seizures, it is thought that autoantibodies detected in serum and cerebrospinal fluids trigger
epileptiform activity due to T cell mediated immune response in unknown etiology. Recently,
the presence of glycine receptor (GlyR) antibodies, which are detected in patients with
progressive encephalomyelitis with rigidity and myoclonus (PERM) also in cryptogenic focal
epilepsy suggests that GlyR antibodies may play a role in the pathogenesis of seizures.

To determine potential alterations in antigen-specific immune cell subpopulations of
GlyR antibody positive epilepsy patients, a total of 22 Cryptogenic Focal Epilepsy patients
with 7 GlyR antibody positive, and 15 antibody negative patients and 25 age and sex matched
healthy individuals were included in this study. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
were isolated from the patients' blood, and immune system cells (NK cells, T cells with
subgroups and B cells with subgroups) were labeled with fluorochrome antibodies and
immunophenotyping was performed by flow cytometry.

As a result of the study, there was no significant difference between the groups in the
general population of B, T, NK and NKT cells. While naive B cells (CD19'IgD'CD27") of
GlyR antibody negative cases increased compared to healthy controls (p=0.0233), no
significant difference was found in GlyR antibody positive cases. Both GlyR antibody
positive and negative cases (CD19 IgD'CD27) showed a decrease in immature B cells and
significant difference was found in antibody negative cases (p=0.0458). The decrease in
plasma (CD19°CD38'CD138") and (CD19°CD38 ""CD138") plasmablast cells of patients was
not significant. No significant difference was found in CD4" helper T cells and CD8+
cytotoxic T cells compared to controls. CD3'CD4'CD25" T cells (p=0.0178) and
CD3+CD4+CD25"e" regulator T cells (p=0.0101) increased in GlyR antibody positive
patients compared to healthy volunteers.

The findings support the view that GlyR antibodies may play a role in the
pathogenesis of epilepsy by contributing to T cell-mediated active inflammation, a key
mechanism in the development of autoimmunity.

Key Words: Epilepsy, B cell, T cell, Glycine Receptor antibody

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
33592



1. GIRIS VE AMAC

Epilepsi, diinya genelinde 50 milyondan fazla insami etkileyen, ndbetlerle
karakterize, beynin spontan nobetlere yatkin hale geldigi yaygin bir ndrolojik
hastaliktrr. Idiyopatik ve semptomatik epilepsi smiflandirmasinin  disinda kalan
kriptojenik epilepsi, semptomatik bir orijini oldugu diisiiniilen ancak sebebi bilinmeyen
epilepsi sinifin1 ifade eder. Kriptojenik epilepsiler, yetiskin baslangicl epilepsilerin %

40’mndan fazlasini olusturur ve mekanizmasi heniiz aydinlatilamamaistir.

Epileptogenez siiresince glial aktivasyonun oldugu ve ndbet esnasinda astrosit
ve mikroglialarin arttig1 bilinmektedir. Beyin parankiminde immiinglobulin G (IgG),
alblimin gibi molekiillerin damar disma si1zdigin1 gosteren kanitlar, zamanla hastalarin
kan beyin bariyerinin bozulduguna isaret etmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar da
epilepsi hastalarinda interlokin-1 beta (IL-1p), interlokin-6 (IL-6), tlimor nekroz faktor
alfa (TNF-a) gibi pro-inflamatuvar yolaklarin ve antikor aracili mekanizmalarin aktif
oldugunu gostermektedir. Yakin zamanda yapilan calismalardan birinde, ndbetle
karakterize baska bir hastalik olan Rasmussen ensefalitli hastalarin serum ve
serebrospinal sivilarinda spesifik noronal antikorlarin saptanmasi, bilim insanlarini
nobetlerin eslik ettigi diger hastaliklarda da otoantikor arayisma yonlendirmistir. Su ana
kadar yapilan ¢alismalarda, otoantikor iligkili farkli ensefalit formlarinda, voltaj-kapili
potasyum kanali (VGKC) kompleksi, glutamat (N-metil-D-aspartat (NMDA), a-amino-
3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propiyonik asit (AMPA)) reseptorleri, gamma
aminobiitirik asit reseptorleri (GABAA ve GABAg) ve glutamik asit dekarboksilaz
(GAD) gibi hiicre i¢i ve hiicre ylizey reseptorlerine karsi antikorlar saptanmistir.

Bunlardan VGKC, GAD ve NMDA reseptor antikorlarina epilepside de rastlanmustir.

Rijidite ve miyoklonusla birlikte progresif ensefalomyelit (PERM) hastalarinda
da hiicre ici bir enzim olan GAD’a karsi olusmus antikorlar saptanmistir. Uyarana
duyarl spazmlar, sertlik ve miyoklonus semptomlar1 goriillen PERM’de T-hiicre aracili
immiin yanit oldugu disiiniilmektedir. Plazma degisimi, intravendz immiinoglobulin
(IVIG) uygulamalarinin  hastaligin  seyrini  1yilestirdigini  gdsteren  kanitlar
bulunmaktadir. Bununla birlikte, PERM hastaliina sahip ancak GAD antikoru
bulundurmayan hastalarin, hastaligin farkli evrelerinde alinan serumlarinda, glisin

reseptorii alfa 1 (GLRAL) alt birimine baglanan glisin reseptdr (GlyR) antikorlar1



saptanmistir. Bu antikorlarm diizeylerinin tedavi sonrasinda gozlenen klinik diizelmeye
paralel olarak azaldigi ve in vitro deneylerde noron islevlerine olumsuz etkilerde
bulundugu gosterilmistir. Bunun yaninda ¢ok sayida kriptojenik epilepsi olgusunda
GlyR antikoru saptanmis ve bu olgularm bir kisminda immiinsiipresyon sonrasinda
nobetlerin geriledigi gozlenmistir. Bu bulgular GlyR antikorlarmin hastalik gelisiminde
onemli rolleri olabilecegini diislindiirmektedir. GlyR antikoru bulunduran olgularmn

immiinolojik 6zellikleri ile ilgili hi¢bir bilgi bulunmamaktadir.

Bu calisma GlyR antikoru pozitif olgularin periferik kaninda antijen spesifik
edinsel bagisiklik hiicresi oranlarmin antikor bulundurmayan olgulara kiyasla degisiklik
gosterecegi varsayimina dayanilarak planlanmistir. Bu baglamda ¢alismamizin hedefi,
patofizyolojisi heniiz bilinmeyen Kriptojenik Fokal Epilepside, tanisal belirte¢ olarak
onemli olabilecegi dngoriilen ve/veya hastalikta patojenik bir rolii olabilecegi diistiniilen
antijen spesifik edinsel bagisiklikta rol oynayan hiicre gruplarinin periferik kandaki

oranlarinin belirlenmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Epilepsi

2.1.1. Epilepsi Tanim ve Epidemiyolojisi

Epilepsi, beyinde spontan bir sekilde gelisen ve tekrarlayan ndbetlerle seyreden
nérolojik bir hastalik olarak tanmimlanmaktadir'. Epilepsi teshisi 1) 24 saat arayla
birbirinden ayrilmig en az iki provoke edilmemis (ya da refleks) nobet gecirilmesi, 2)
provoke edilmemis (veya refleks) tek nobet gecirilmesi ve nobeti takiben 10 yil
icerisinde meydana gelen provoke edilmemis iki nobetten sonra en az % 60 genel niiks
riskine benzer baska nobet olasiligi ve 3) bir epilepsi sendromu teshisi olmasi
durumlarinda konulmaktadir™. ilk defa 1867 yilinda epilepsi i¢in “ani, diizensiz gii¢
harcamas1” ifadesini kullanan J. Hughlings Jackson bu ifadesini sekillendirerek 1879
yilinda epilepsiyi “gri maddenin zaman zaman, ani, asiri, hizli ve yerel bosalmasi”
seklinde tanmimlamustir®. Epileptik nobet olarak adlandirilan bu bosalimlar néronlardaki
anormal elektriksel aktiviteye bagli olarak gelisen, serebral ndronlarin aniden, asir1 ya
da senkronize bir sekilde desarj olmasi sonucu olusur ve hastalarda gorsel, bilissel,
motor veya otonomik fonksiyonlarda saniyeler ve dakikalarla smirli, kalici olmayan
degisimler yaratabilir. Bu degisimlerin siddeti ve klinik tablodaki yansimasi; beynin

etkilenen bolgesi ve ndbet tipine gore degisiklik gosterir'~.

Epilepsi, beynin nobet gecirmeye yatkin hale geldigi kronik bir durumu ifade
eder’. Normal fizyolojik kosullarda, uyaran olmaksizin noronlarin hipereksitabilite
yoniine kayan yeni adaptif diizeni “epileptogenez” olarak adlandirilir. Kisaca

epileptogenez, beynin nobet iiretme kapasitesinin arttig1 bir siireci temsil eder’'.

Epileptik 6zellikteki nobetlerin yani sira bir takim bulgularin ve sendromlarin
eslik ettigi, homojenik ya da heterojenik etiyoloji gosterebilen farkli klinik tablolarin
sergilendigi durumlar “Epilepsi Sendromu” olarak adlandirilir. Sendromlar yasa gore
degisiklik gostermekle birlikte benzer nobet tipleri, kalitimin rolii, antiepileptik ilaca
(AED) yantt, elektroensefalografi (EEG) bulgular1 gibi farkli parametreler bakimindan
degerlendirilir. Zaman igerisinde bazi epilepsi sendromlar1 birinden digerine

déniisebilir®.



Toplumun %1’ini ilgilendiren’ ve her yastan insani etkileyebilen epilepsi, inme
ve demanstan sonra en ¢ok karsilasilan norolojik hastaliktir’. Ulkeler arasinda farklilik
gostermekle birlikte her yil 100.000 kisiden 50-120 kadarmnda yeni epilepsi vakasi
goriilmektedir. Epilepsi insidansinin, gelismislik diizeyi yiiksek olan iilkelerde, az
gelismis iilkelere oranla daha diisiik oldugu bildirilmistir®™®. Cocukluk cag: epilepsileri,
epilepsi vakalarnin %40’m1 olusturmakla birlikte insidansin en yiiksek goriildiigi
zaman dilimi neonatal dénemdir. Insidansin yiiksek oldugu ikinci dénem ise 60 yas ve

iizeri ge¢ eriskinlik dénemidir®®

. Farkli kaynaklara gore iilkeler ve gelismislik
diizeylerine baglh olarak degisen hastalik prevalansi 4-10/1000 arasinda iken Tiirkiye

igin aktif epilepsi olgu sayis1 7/1000 olarak bildirilmistir®.

2.1.2. Epilepsi Etiyolojisi

Epilepsi, ortaya cikmasinda ve gelisiminde birden fazla faktoriin rol
oynayabildigi kompleks bir hastaliktir. Genetik, yapisal ve cevresel faktorler tek basina
etki edebilecegi gibi bunlarin kombinasyonlar halinde birlikte yer almasi sonucu da
epilepsi gelisebilir. Bunlar genetik mutasyonlar, yapisal anomaliler gibi dogustan
olabilir. Ya da dogum sirasinda, neonatal donemde veya ilerleyen yaslarda ortaya
cikabilen enfeksiydz, metabolik hastaliklar veya travmalar sonucu edinsel olarak
kazanilabilir. Hastalik baslangic yasi hastaligin etiyolojisi hakkinda yol gosterebilir.
Ornegin; 60 yas ve iizerinde daha sik goriilen damar hastaliklar1 ve serebral hastaliklar
etiyolojiyi olustururken ¢ocukluk dénemi epilepsileri daha ¢ok konjenital veya genetik
kaynaklidir. Etiyolojik smiflandirmalar epilepsi olusum mekanizmasiyle ilgili bilgi

verse de patogenezi hala tam olarak aydimlatilamamistir®.

Epilepsiyle ilgili ortak, ulagilabilir bir bilgi havuzu olusturmak ve eldeki bilgiyi
standartize etmek amaciyla kurulan Epilepsiye Kars1 Uluslararasi Birligin (ILAE) 1989
yilinda yaymladig1 bildiride epilepsi “idiyopatik”, ‘“semptomatik” ve “kriptojenik”
olmak iizere etiyolojik olarak 3 alt baslikta toplanmistir'®. Idiyopatik; altinda yatan
sebebin genetik oldugu diisiiniilen epilepsi grubunu, semptomatik; genetik, bilinen ya da
varlig1 diisiiniilen bir hastalik sonucu beyinde olusan yapisal ya da islevsel bozukluklara
bagl gelisen epilepsi grubunu, kriptojenik ise idiyopatik ya da semptomatik olarak

smiflandirilamayan, sebebi bilinmeyen epilepsi grubunu ifade etmektedir'*"".

Zaman igerisinde gelisen goriintilleme teknikleri ve molekiiler yontemlerle

eldeki bilgilerin artmast sonucu bu smiflandirmanm farkli klinik tablolar1 ve



etiyolojileri aciklamada yetersiz kaldigi gorillmiistiir'”. Ayrica semptomatik ve
idiyopatik ifadelerinin hastalik alt yapisinin yani sira prognozun iyi ya da kotiiye gittigi
tablolar1 ifade etmede kullanilmas1 ger¢ek anlamlarindan uzaklagilmasma neden
olmustur'>". Bunun tizerine ILAE tarafindan 2010 yilinda yeni bir bildiri yaymlanarak
epilepsi smiflandirmasi tekrar diizenlenmistir. Yeni terminolojide “idiyopatik™ kelimesi
“genetik” olarak, ‘“semptomatik” kelimesi “yapisal/metabolik” olarak, “kriptojenik”
ifadesi ise “bilinmeyen (nedeni belirlenemeyen)” seklinde degistirilmistir'>. Ancak bu
siniflandirma da artan bilgi birikimini ifade etmek i¢in yeterli olmadi ve son makalenin
iizerinden kisa bir siire ge¢mesine ragmen 2017 yilinda ILAE tarafindan etiyolojik
siniflandirmanin genisletildigi daha ayrintili bir bildiri yayinlandi. Son durumda epilepsi
“yapisal”, “genetik,” “infeksiy6z”, “metabolik”, “immiin” ve “bilinmeyen” olmak iizere

6 ayr1 kategoriye ayrilmistir'®.

2.1.3. Epilepsi Patofizyolojisi

Epilepsiye dair bilgiler her gecen giin artmakla birlikte epileptogenez siirecine
neden olan fizyopatolojik mekanizmalar heniiz tam olarak bilinmemektedir. Farkli
nobet tipleri ve epilepsi sendromlar1 i¢in farkli patolojik etiyolojiler mevcut olsa da
nobet olusumuna neden olan gegici anormal ndronal eksitasyon ve senkronizasyonun
hepsinde ortak oldugu gorilmektedir. Saglikli bir beyinde noronlarin uyarilmasi ve
aksiyon potansiyeli olugmasi i¢in gerekli bir esik degeri vardir. Epileptik beyinlerde bu
esik degerinin diiserek noronlarmm daha kolay ve siddetli bicimde uyarilabilir hale
gelmesi durumu hipereksitabilite, uyarilan néronlar ¢evresindeki diger noronlarin da
depolarize olarak birlikte ateslenmesi durumu hipersenkronizasyon olarak tanimlanir.
Nobet olusumuna neden olan hipereksitasyon ve hipersenkronizasyon durumlarmin
ger¢ceklesmesine iyon kanallar1 mutasyonlari, hiicresel diizeyde yapisal anomaliler,
norotransmisyon mekanizmasindaki bozukluklar, norotransmitter sentezi hasarlari,
hiicre ici sinyal yolaklarmin aktiflenmesi ve sinaptik baglantilardaki degisimler neden

olabilmektedir'>'¢.

A-Eksitasyon-inhibisyon dengesi

Eksitasyon ve inhibisyon arasindaki dengenin korunmasi herhangi bir
fonksiyonun yerine getirilebilmesi ya da stabil durumun sirdiiriilebilmesi icin
onemlidir. Eksitasyonun inhibisyondan gii¢lii oldugu herhangi bir durumda nobet

olusumu goriilebilir. Normal kosullarda sinaptik aktivasyon inhibitdr ara noronlarla iyi



bir sekilde kontrol edilmektedir. Ancak siddetli eksitasyon veya yetersiz inhibisyon ya
da iki olaym birden gériilmesi nobet olusumunu tetiklemektedir. Inhibitér ve eksitator
fonksiyonun her ikisine de sahip sinapslarda, diizenleyici molekiillerde meydana gelen

mutasyonlar da dengenin bozulmasima neden olabilmektedir'>"”.
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Sekil 2.1:Saghkh noronlarda aksiyon potansiyeli olusumu ve rol alan iyonlar. (E) eksitator
néron, (I) inhibitor néron'”.

B- Iyon Kanallart

Iyon kanallari, membran potansiyelini degistirerek hiicrenin uyarilmasinda ya da
uyarmin inhibe edilmesinde kritik bir rol oynar. Voltaj-kapili iyon kanallari, sodyum
(Na"), kalsiyum (Ca™?) ve potasyum (K) iyonlarmin konsantrasyon gradyani yoniinde
kanaldan gecisini saglayarak depolarizasyon veya hiperpolarizasyona neden olur.
Ligand-kapili iyon kanallar1 ise reseptorler araciligiyla bir dizi hiicre i¢i kaskadi
baslatarak GABA, glutamat gibi nérotransmisyon i¢in 6nemli olan ndrotransmiterlere
cevap olusturulmasini saglar. Bu kanallarda meydana gelen mutasyonlar membran
potansiyelinde ani ve anormal degisimleri destekleyerek epileptogenez gelisimini

tetikleyebilmektedir' "',

Su ana kadar elde edilen veriler 977 kadar genin, iyon kanallariyla iliskili
epilepsi gelisiminde rol oynayabilecegini gostermektedir. Tablo.1’de bilinen iyon

kanallar1 ve reseptr mutasyonlar1 fonksiyonlari ile birlikte verilmistir'®.



Tablo 2.1: Epilepsiyle iliskili insan iyon kanallar ve fonksiyonlari'®,

Iyon Kanallan ve

Reseptorleri

Sodyum Kanallari

Fonksiyon

Aksiyon potansiyeli olusumu ve
yayilmasi

Gen (protein)

SCNI14, SCNIB, SCN24, SCN34, SCN8A,
SCN94

Potasyum Kanallari

e Voltaj-Kapih

Disariya K akigmim ve aksiyon
potansiyellerinin diizenlenmesi,
norotransmitter salmminin
modiilasyonu

KCNA2, KCNB1, KCNCI, KCND2,
KCND3, KCNH2, KCNH5, KCNQ2,
KCNQ3, KCNV2

e Ca'-aktiflenen

Noronal ateslemenin
diizenlenmesi ve devre
uyarilabilirligi

KCNMAI (KCal.l)

e Na'- aktiflenen

Gecikmeli disa dontik Ixna
akimlarinin diizenlenmesi ve
at1s hizinin adaptasyonuna
katkist

KCNTI (KCa4.1)

Kalsiyum Kanallar1

Caiyon giris-gikisin
diizenleyerek membran
potansiyel depolarizasyonunu

CACNAIA, CACNAIH, CACNA2D24,
CACNB4

Klor Kanallan

Istirahat membran
potansiyelinin korunmasi ve
hiicre hacminin diizenlenmesi

CLCN2 (CLC-2), CLCN4 (CLC-4)

v-aminobiitirik Asit

MSS'de major inhibe edici

GABRAI (GABAAol), GABRA6

(GABA) Tip A Reseptorii fonksiyonlarm aracilik etmesi (GABAAob6), GABRBI (GABAABI),
GABRB?2 (GABAAf2), GABRB3
(GABAAf3), GABRD (GABAAJ),
GABRG2 (GABAAy2)

Iyonotropik Glutamat MSS'nin uyarici sinaptik iletimi, GRINI (GluN1), GRIN2A (GluN2A),

Reseptorii plastisitesi ve eksitotoksisitesi GRIN2B (GIuN2B), GRIN2D (GluN2D)

Nikotinik Asetil Kolin Na've K" gecirgenligi ve CHRNA?2 (nAChRa.2), CHRNA4

Reseptorii norotransmitter salinimimin (nAChRa4), CHRNA7 (nAChRa7),

modiilasyonu

CHRNB2 (nAChRB2)

Hiperpolarizasyon ile
Aktive Olan Siklik

Niikleotid Kapih Kanallar

Na've K" gecirgenligi

HCNI, HCN2

C-Sinaptik Fizyoloji

Inhibitér sinaptik iletim, geribildirim ve

diizenlenmektedir.

Negatif geribesleme olarak

ileribildirim mekanizmalariyla

da adlandirilan geribildirim

mekanizmasi uyarict ndronun inhibe edici ara néronlarla sinaps olusturmasi sonucu

kendi kendini deaktive etmesidir. Ileribildirim mekanizmasi ise uyarici noronun

kendisini inhibe etmek yerine uyarilacak olan sonraki ndronlari inhibe eden ara

noronlara sinaps yapmasi seklinde ¢alisir.




GABA inhibisyondan sorumlu baslica norotransmitterdir. Yapitasi olan
glutamat amino asidinden glutamik asit dekarboksilaz enzimi araciligiyla tretilir ve
hedef membran iizerindeki GABAAs ve GABAgp reseptorlerini uyarir. GABAj
reseptorleri iyon kanali aracili inhibisyonda rol oynar ve farmasotik ajanlar ve
diizenleyici molekiiller i¢cin baglanma bdlgelerine sahiptir. Klor (CI') iyonu gecisini
diizenleyerek hiicrenin kisa silirede hiperpolarizasyonuna olanak verir ve aksiyon
potansiyelinin inhibisyonunu saglar. Ancak, matiirasyonunu tamamlamamis
beyinde bazi durumlarda eksitator aktivite gosterdigi de bilinmektedir. GABAg
reseptorleri ise ligandin baglanmasiyla G-proteinini uyarir. Adenilat siklaz ile
birlikte bir dizi kaskadm aktiflenmesi sonucu Ca™ ve K iyonlar1 tizerinden sinyal
iletimi inhibe edilir. Presinaptik terminalde de bulunabilen GABAg reseptorleri
GABA salmimimi azaltarak da aktivasyona engel olabilmektedir. Bu
mekanizmalarin  herhangi bir basamagindaki bozukluk ndbet olusumunu

tetikleyebilir' "'’

Eksitator sinaptik iletimi, glutamaterjik aktivasyon ile saglanir ve temel
yapitast glutamattir. Bu aktivasyonda iyonotropik ve metabotropik reseptor aileleri
rol oynar. Iyonotropik reseptdrler NMDA ve NMDA olmayan reseptorler olarak iki
farkli grupta smiflandirilir. NMDA reseptorlerine baglanan glutamat, membrandan
Ca™ ve Na' gecisini uyararak iyon kanallar1 tizerinden aktivasyon saglar. Burada
yine ikincil haberciler rol aldigi i¢in yavas bir depolarizasyon séz konusudur.
NMDA olmayan diger iyonotropik reseptdr grubu a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolepropiyonik asit (AMPA) ve kainat (KA) reseptorlerinden olusur. Hizli bir
aktivasyon potansiyeli olusturan AMPA reseptorleri NMDA reseptorlerinin

uyarilmasina onciiliik eder.

Glutamat salmmimini diizenleyebilen metabotropik reseptorler (mGlul ve
mGlu8), ayrica G-proteini aracili farkli sinyal yolaklarmni indiikleyerek K™ ve Ca™
kanallarininin manipiilasyonunda gorev alir. Epileptik nobetlerin tetiklenmesinde
bliylik potansiyel teskil eden bu reseptdrler hafiza ve O6grenme yolaklarinin

plastisitesi gibi baska 6nemli fonksiyonlarda da rol oynar'’~°.

D-Glial Mekanizmalar

Glia hiicreleri noron gelisimi, plastisite, beyin homeostazisinin ve pH

dengesinin saglanmasi, kan-beyin bariyerinin korunmasi, inflamasyon ve akut



travmalarda uygun yanitin olusturulmasi gibi bir ¢ok kritik ndérolojik fonksiyonda
gorev almaktadir. Epileptiform aktivite esnasinda ve sonrasinda hiicre ve hiicreler
aras1 homeostazisin degistigi bilinmektedir. Ozellikle akut lezyonlar, inflamasyon
ve timor varligi gibi durumlarda glial mekanizmalarin aktiflenmesi epileptik

desarjlarla da yakindan iliskili olabilecegine isaret etmektedir' "'

Yapilan ¢aligsmalar epileptik odakta bulunan reaktif astrosit ve mikroglia gibi
hiicrelerin membran potansiyelinin hipereksitabilite yoniinde degismesine ve
inflamasyon  yolaklarinin  tesvik edilmesiyle nobet gelisimine katkida

17,21,22 i s
72122 jyon dengesinin korunmasinda ve

bulunabilecegini  gostermektedir
norotransmiter seviyelerinin modiilasyonunda rol oynayan astrositler kontrolsiiz
olarak aktif oldugunda hiicrede biyokimyasal ve yapisal bir dizi degisimlere neden
olmaktadir. Astrositler, presinaptik bosluktaki glutamati tasiyicilar ile icine alarak
glutamine cevrilmesini saglar ve boylece GABA iiretiminde azalmaya neden olur.
Ayrica nronlardan sinaptik alana birakilan K' iyonlarmin kilcal damarlara gegisine
aracilik eder. Bu siiregte reaktif astrositlerin igindeki Ca™ dalgalar1 aksiyon
potansiyeli olusturmaya tesvik edebilecek glial transmitterlerin salinmasini
indiikler. Yine astrosit i¢ine alinan inhibe edici molekiiller olan adenozinler de

burada yikilarak sinapslarin uyarilabilirligini arttirr! "2,
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Sekil 2.2. Reaktif astrositler ile uyarilmis néronlar arasindaki iletisim*'.

2.1.4. Epilepsi Simiflandirmasi

Ik olarak 1964 yilinda Henri Gastaut tarafindan epileptik nobetler igin ortak bir
siniflandirma sistemi olusturulmas: gerekliligi ortaya konulmustur. 1969 yilinda
kendisinin Onerdigi siniflandirma tablosu, 1981 ve 1989 yillarinda ILAE tarafindan
genisletilerek yeniden diizenlenmistir. Teknolojik imkanlardaki artigla birlikte en son
2017 yilinda “ILAE nobet tipleri ve epilepsilerin operasyonel siniflandirmasi” bashgiyla

en giicel siiflandirma sistemi yaymlanmugtir™**.

Epilepsi nobetlerinde ve sendromlarinda; klinik bulgular agisindan bireyler
arasindaki farkliliklara bakildiginda genis bir spekturum gozlenir. Bu nedenle hastaliga
yonelik tan1 ve tedavinin her birey i¢in hassas ve ayrntili bir sekilde ele alinmasi
gerekir. Bu ¢ercevede tek bir smiflandirma sistemiyle tan1 koymak da miimkiin degildir.
Hastaligin tanis1 EEG bulgulari, Manyetik Rezonans (MR) goriintiileme, genetik testler
ve norolojik incelemeler dogrultusunda gilincel smiflandirma sisteminde, etiyolojik
siniflandirma diginda ndbet tipi, epilepsi tipi ve epilepsi sendromu olmak {izere {i¢ ayr1
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Fokal -
) ‘ roxal ‘ Jeneralize ‘ Bilinmeyen m
) (Parsiyel)
.\ )
: E 2
o N ; Ny
5 Jeneralize
5 .
c [ -‘ Fokal Jeneralize ‘ ve Fokal ‘Bilinmeyen _
5 o Kombine Metabolik
g J
[ J
Bilinmeyen

Sekil 2.3. Epilepsi siniflandirma sistemi. *N&bet baglangicim ifade eder. (ILAE Epilepsi 2017
smiflandirma sisteminden'* modifiye edilmistir.)

2.1.4.1. Epilepside Nobet Tipine Gore Simiflandirma
Nobet tipine gore smiflandirma, beyindeki nobet baslangic bolgesine gore
parsiyel (fokal), jeneralize ve bilinmeyen ndbetler olmak iizere tige ayrilir. Unilateral ve

bilateral baslangiclar parsiyel ve jeneralize ndbetleri aymrmada kullanilirken ndbet
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odagiyla ilgili yeterli bilgi bulunmadigr durumlarda nobet tipi “bilinmeyen” olarak

siiflandirilir?®.

”~

k Fokal Baslangig } [ Jeneralize Baslangig ] [ Bilinmeyen ]
Uyanik Bozuk Suur ]
- /Motor \ Motor \
N\ Tonik-Klonik Tonik-Klonik
Motor Baslangig Klonik Epileptik spazm
Otomatizm Tonik Non-motor
Atonik' Myoklonik Davrami
Klonik Myoklonik-tonik- tutuklugu
Epileptik spazm’ Klonik . N J
Tonik Atonik
Non-Motor Baslangig Epileptik spazm
Otonomik Non-Motor (absans) [ Siniflandinlmayan’ }
Davramis tutuklugu Tipik
Kognitif Atipik
Emosyonel Myoklonik
\Samiul / 6oz kapag
myoklonusy
N J
[ Bilateral tonik-Klonik ] 'uyaniklik derecesi genellikle belirtilmez

Lyetersiz bilgi veya herhangi bir kategoriye sokamama nedenli

Sekil 2.4. Nobet tiplerinin ILAE 2017’ye gore siniflandiriimasi (genisletilmis versiyonu)®’
A-Parsiyel (Fokal) Nobetler

Elektriksel aktivasyon diizensizliginin tek bir hemisferden orijin aldigi, daha dar
bir alam1 etkileyen nobet tipleridir. NObet swrasinda hastanin  kendisinin  ve
cevresindekilerinin farkinda olup bilinglilik durumunun korundugu durumlar basit
parsiyel nobetler, bilinglilik durumunun bozuldugu durumlar ise kompleks parsiyel

nobetler olarak adlandirilir>>2°,

Basit parsiyel nobetlerde odak cikisina gore etkilenen beyin bolgelerinde
(temporal, oksipital, pariyetal veya frontal lob) etkilenen alanin biiyiikligiine ve
lokalizasyonuna bagli olarak motor, duysal ya da psisik fenomenler olusabilir.
Temporal lob kaynakli basit parsiyel nobetlerde ani korkular, hos olmayan tat ve koku

algilanmas1 gibi aura adi verilen semptomlar gorilebilirken, frontal lob kaynakli
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nobetler genellikle motor hareketlerde anlik degisen hareket bozukluklari ile seyreder.
Pariyetal lobdan odak alan ndbetler ise duysal semptomlara sebep olurken oksipital lob
genellikle gozde 151k ¢cakmalar1 ve farkl renk gecisleri ile gorsel semptomlara neden

olabilmektedir**?.

Kompleks parsiyel nobetlerde, suur kaybi goriildiigii icin hastada kalic1 olmayan
hafiza kusurlar1 olusabilir ve hasta nobeti hatirlayamaz. Bu tip nobetlerde donma
davranis1 ve sonrasinda biling kaybiyla ortaya cikabilen kontrolsiiz, yar1 amacgli motor
davraniglarin  goriildiigii otomatizmler goriilebilmektedir. Otomatizm davranislari;
dudak emme, yalanma, ¢igneme ve yutkunma gibi oral 6zellik gosterebilecegi gibi
elbise ¢ekistirme, ani kalkigla harekete gegme, esyalar1 diizenleme, sik kelime ve ciimle
tekrarlar1 ya da cinsel davraniglarla ilgili olabilir. Bu nobetler direkt suur kaybiyla
baslayabilecegi gibi basit parsiyel nobet seklinde baslayip biling bozukluguyla devam

ederek kompleks parsiyel ndbetlere doniisebilir’®®.

Basit ya da kompleks parsiyel seklinde baglayan nobetler daha genis aglara
yayilarak eski adiyla sekonder jeneralize, yeni terminolojideki adiyla bilateral tonik-

klonik ndbetlere doniigebilir’®.

Biling farkindaligi hakkinda yeterli bilgi olmadig: takdirde motor veya motor
olmayan baslangic seklinde ayr1 bir siniflandirma yapmak da miimkiindiir. Motor
bulgular klonik kas sigramalari, myoklonik, tonik, atonik hareketler, epileptik spazmlar
veya otomatizmalar seklinde tezahiir edebilir. Motor fonksiyon bozuklugu gériilmeyen
non-motor baglangicli nobetlerde emosyonel, biligsel, otonomik ve duysal semptomlar
goriilebilir***.

B-Jeneralize Nobetler

Elektriksel aktivasyon diizensizliginin iki hemisfere de projekte oldugu biitiin
beyni etkileyebilen ndbet tipleridir. Fokal nobetler gibi motor ve motor olmayan
nobetler olmak tizere ikiye ayrilir. Motor baslangigli nobetlerin en sik goriilen tipi tonik-
klonik nobetler olmakla birlikte diger atonik, myoklonik, myoklonik-atonik vb.
Sekil.2’de de belirtilen davranis kaliplar1 goriilebilir.

Tonik-klonik ndbetler, 1 ile 3 dk boyunca seyredebilen tiim viicudun katilagarak

kasilma olaymin gerceklestigi tonik evreyle baslayip kaslarin gevsemesiyle devam eden
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klonik evreden meydana gelir. Hasta nobet esnasinda bilincini kaybeder ve nefessiz

kalma, dil 1sirma, idrar kagirma gibi durumlar meydana gelebilir.

Motor baglangicli olmayan jeneralize nobetler, absans ndbetleri olarak
adlandirilir. Hastada bosluga dalma davranisinin goriildiigii EEG paterni net olan suur
kaybiyla seyreden kisa siireli nobetlerdir. Nobetler giin igerisinde siklikla
tekrarlayabilir. Genellikle c¢ocukluk c¢ag1 epilepsilerinde ve 15 yasin altindaki

cocuklarda goriiliir®* .

C-Bilinmeyen Baslangi¢cli Néobetler

Nobete iliskin yeterli veri bulunmamasi durumunda klinik bulgular ndbet
olarak tanimlansa da nobet baslangici hakkinda net bir yorum yapmak miimkiin
olmayabilir. Bu gibi durumlarda yeni bir nobet daha ayrintili bir sekilde

gbzlemlenene kadar ndbet baslangici bilinmeyen olarak smiflandirilir®®.

2.1.4.2. Epilepsi Sendromu

Epilepsi sendromu, etiyolojik smiflandirma ve ndbet tipi siniflandirmasina ek
olarak klinik Ozellikler, EEG ve nOrogoriintilleme bulgulari, ndbet baslangic yasi,
tedaviye yanit gibi eldeki verilerin biitiinsel degerlendirilmesi sonucu ortaya atilan bir
terminolojidir ve daha iyi bir kavrama saglar’*®*’. Smiflandirma sistemine son yillarda
dahil edilmesi sebebiyle heniliz ILAE tarafindan yaymlanmis tam bir epilepsi sendromu
listesi yoktur. Ancak bazi iyi bilinen sendromlar mevcuttur ve Tablo.1’de ayrica

tanimlanmustir™®.
Tablo 2.2: Epilepsi Sendromlarinin Simflandiriimasr®

Sendrom Gruplari Spesifik Sendromlar

Bebeklik ve cocukluk ¢adi idiyopatik fokal epilepsiler ~ Benign infantil nébetler

Sentrotemporal dikenli benign ¢ocukluk ¢agi
epilepsisi

Erken baslangi¢li benign ¢ocukluk ¢agi oksipital
epilepsisi

Geg baslangicli cocukluk ¢ag1 oksipital epilepsisi

Ailesel (otozomal dominant) fokal epilepsiler Benign ailesel neonatal nébetler
Benign ailesel infantil nobetler
Otozomal dominant nokturnal frontal lob epilepsisi

Ailesel temporal lob epilepsisi



Semptomatik (veya muhtemelen semptomatik)
fokal epilepsiler

idiyopatik jeneralize epilepsiler

Refleks Epilepsiler

Epileptik ensefalopatiler

Progresif miyoklonik epilepsiler

14

Degisken odakli ailesel fokal epilepsi

Limbik Epilepsiler

Hipokampal sklerozla iliskili mesial temporal lob
epilepsisi (MTLE-HS)

Spesifik etiyoloji ile tanimlanan mesial temporal
lob epilepsisi

Lokasyon ve etiyoloji ile tanimlanan diger tipler
Neokortikal Epilepsiler

Rasmussen sendromu
Hemikonviilziyon-Hemipleji Sendromu
Lokasyon ve etiyoloji ile tanimlanan diger tipler

Gezici fokal ndbetler ile seyreden infantil epilepsi

Bebeklik dénemi benign miyoklonik epilepsisi
Miyoklonik astatik nébetlerle karakterize epilepsi
Cocukluk ¢ag1 absans epilepsisi
Miyoklonik absans epilepsisi
Degisken fenotipli idiyopatik jeneralize epilepsi
*Juvenil absans epilepsisi
*Juvenil miyoklonik epilepsi

*Yalnizca jeneralize tonik-klonik nébetle giden
idiyopatik epilepsi

Febril nobetli jeneralize epilepsi

Idiyopatik fotosensitif oksipital lob epilepsisi
(IFOLE)

Diger gorsel sensitif epilepsiler

Primer okuma epilepsisi

Irkilme/Startle epilepsisi

Erken miyoklonik ensefalopati

Ohtahara sendromu

West sendromu

Dravet sendromu

Lennox-Gastaut sendromu

Landau-Kleffner sendromu

Yavas dalga uykusu sirasinda devamli diken-
dalgali epilepsi

Noronal seroid lipofusinozlar

Sialidoz

Lafora hastalig
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Unverricht Lundborg hastaligi (ULH)
Noroaksonal distrofi

Miyoklonik epilepsi ve ragged-red lifleri
(MERRF)

Dentatorubropallidoluysian atrofi

Mutlaka epilepsi tanisi gerektirmeyen nébetler Iyi huylu neonatal nébetler
Atesli nobetler
Refleks ndbetleri
Alkol detoksifikasyon ndbetleri
Uyusturucu veya diger kimyasal kaynakli ndbetler
Tekli ndbetler veya izole ndbet kiimeleri

Nadiren tekrarlanan nébetler (oligoepilepsi)

2.1.4.3. Epilepside Etiyolojik Siniflandirma
Epilepsi hastalig1 giincel haliyle etiyolojik olarak ‘“yapisal”, “genetik,”
“infeksiy0z”, “metabolik”, “immiin” ve “bilinmeyen” olmak iizere 6 alt baslikta

kategorize edilmistir'*.
A-Yapisal Etiyoloji

Yapisal etiyolojiye sahip epilepsiler beyindeki lezyonlardan, anatomik veya
patolojik bozukluklardan kaynaklanir. Bunlar; beyin tiimorleri (gliyomalar, sekonder
tiimorler), enfeksiyonlar (viral/bakteriyel menenjit ve ensefalitler, Insan bagisiklik
yetmezligi viriisii (HIV)), kazalara bagl travmalar, gelisimsel bozukluklar, inme,
hipokampal skleroz, metabolik bozukluklar, serebrovaskiiler hastaliklar olabilir. Bu
anomaliler konjenital veya edinsel olabilecegi gibi genetik kaynakli malformasyonlar
(tek gen mutasyonlari, kromozom bozukluklari) da olabilir. Etiyolojinin yapisal olarak
nitelendirilebilmesi icin EEG bulgular, MR goriintiileri ve diger destekleyici
parametrelerin  hastanin anomaliye bagli olabilecek epilepsi klinik tablosunu

= . 06,2431
dogrulamasi gerekir®***!.

B-Genetik Etiyoloji

Genetik etiyoloji, epileptik ndbetlerin primer kaynaginin bilinen veya varligi
diisiiniilen genetik bozukluklar1 isaret ettigi tablolar i¢in kullanilir. Burada aile soy
agacmin incelenmesi, genetik testler ve bunlar1 destekleyici elektroklinik verilerin 1iyi
bir sekilde degerlendirilmesi 6nem tasir. Genetik alt yap1 KCNQ2/KCNQ3 potasyum

kanali genlerindeki mutasyona bagli goriilen Benign Familial infantil Epilepsi
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Sendromu’nda oldugu gibi otozomal dominant kalitimla aktarilabilirken Dravet
Sendromu’nda SCNIA4 geninde goriilen de novo mutasyonlar1 gibi kalitimsal olmadan
da gelisebilir. Ayrica bazi tablolarda bozuklugun fenotipe yansimasi, risk faktorii
olusturan otozomal aktarimin yeni mutasyonlar ile tetiklenmesi sonucu goriilebilir.
Monogenik kalitim goriilen Dravet Sendromu gibi bazi patolojilerdeki gen mutasyonlar1
iyl bir sekilde biliniyor olsa da yliksek genetik heterojeniteye sahip epilepsi ve

sendromlarina neden olan bir ¢ok gen ve mutasyonlar heniiz aydinlatilamamistir'***.

C-Enfeksiyoz Etiyoloji

Enfeksiyoz epilepsi, Merkezi Sinir Sistemi’nde (MSS) goriilen enfenksiyonlara
paralel sekonder bir epilepsi gelisimi durumudur ve etiyolojiler arasinda en cok
rastlanilanidir. Bu durum ensefalit ve menenjit gibi akut enfeksiyonlar sonucu olusan
kronik bir tabloyu ifade eder. Bu enfeksiyonlar sitma, norosistiserkozis gibi parazitik;
HIV, sitomegaloviriis, Zika virlisii gibi viral, tiiberkiiloz menenjit gibi bakteriyel
kaynakli olabilir. Her yasta karsilasilabilen serebral enfeksiyonlardan konjenital

kaynakli olanlar ayrica yapisal malformasyonlara da neden olabilmektedir'*****.

D-Metabolik Etiyoloji

Epileptik nobetlere neden olabilen bu tip etiyoloji ndbet gelisiminin bilinen bir
metabolik bozukluk sonucu olustugu epilepsi tipidir'*. Metabolik epilepsiler sonradan
kazanilabilecegi gibi genetik defektler dolayisiyla konjenital kaynakli da olabilir.
Nobete sebep olabilen durumlar hiicre zar1 ve metabolizmasi i¢in gerekli maddelerdeki
yetersizlikler, hiicre i¢indeki dengenin de§ismesi, hiicre ici toksisite gibi anormal
biyokimyasal degisiklikler ya da iiremi, porfiri gibi metabolizmayla ilgili enzim
defektleri olabilir’™'®. Hastaligin etiyolojisini belirlemek uygulanacak tedavi ve

nébetlerin dnlenmesi agisindan 6nemlidir'®.
E-Immiin Etiyoloji

Immiin etiyoloji, epileptik nobetlerin MSS’deki inflamasyon yamitiyla iliskili
immiin hastaliklardan koken aldigi diisiiniilen etiyolojik alt sinifi tanimlar. Nobet
esnasinda ve sonrasinda inflamatuvar molekiillerin aktivitesinin degistigi bilinmekte ve
ndbet olusumunun temelinde bu mekanizmalarim yattig1 diisiiniilmektedir. Ozellikle son
yillarda nobetlerle iliskili baz1 ensefalit tiplerinde bulunan otoantikorlar bu alt grubu

gliclendirmektedir. Bunlarin arasinda limbik ensefalit, anti-NMDA reseptorii ensefaliti
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ve anti-l0sin acisindan zengin glioma-aktive protein 1 (anti-LGI1) ensefaliti tiirleri
vardrr. Etiyolojinin immiin olarak tanimlanmasi nobetleri Onlemede hastalara
uygulanabilecek immiinoterapi gibi diger tedavi yontemlerinin géz Oniine alinmasi

. 14,24
acisindan 6nem tagimaktadir'***3

F-Bilinmeyen Etiyoloji

Etiyolojisi aydmnlatilamamis epilepsi grubunu ifade eder. En yaygm ndrolojik
hastaliklardan biri olarak hastalarin dortte liciinde epilepsiye neden olan sebepler hala
bilinmemektedir’*. Hastalar klinik bulgular dogrultusunda ndbet tipine gbre
smiflandirilir ancak diger etiyolojik siniflandirma kategorilerine dahil edilemez. Her
gecen giin artan bilgiler 1s1¢81mda varolan norogoriintiileme tekniklerinin ve molekiiler
analiz yontemlerinin gelismesi, tibbi kaynaklara ulasimin artmasi ile bilinmeyen
epilepsilerin de ortaya atilabilecek yeni veya olagan kategorilere dahil edilecegi

diistiniilmektedir'***,

2.1.5. Epilepsi Tanis1

Epilepsi tanisi, hastaligin prognozunun tayini ve optimal tedavi yonteminin
olusturulmasi acgisindan kritiktir. Birincil olarak epizodik semptomun epileptik aktivite
olup olmadiginin degerlendirilmesi gerekir. Ikincil yaklasim risk etmenlerinin ve
sebeplerinin saptanmasi seklinde olmalidir. Ugiincii olarak da olas1 hastalik tedavisine
ilaveten antikonviilzan tedavinin gerekliligi kararinin verilmesidir. Epilepsi Oykiisii ya
da nobet hikayesi bilinen hastalarda ise taniya dair yaklagim allta yatan etiyolojinin
saptanmast ve hastanin siiregelen tedavisinin yeterli olup olmadigin belirlenmesi

seklindedir.

Hasta Oykiisiiniin dinlenmesini takiben tam bir norolojik muayene yapilmalidir.
Nobetlerin metabolik altyapisi olup olmadigi bir takim rutin testler (kan, idrar vs.) ile
kontrol edilir. Enfeksiydz olabilecegi diisiiniilen durumlarda lomber ponksiyon
yapilabilir. Epileptik aktiviteler nobet sirasinda ya da normal durumda provoke edilmek
kaydiyla EEG ile monitorize edilir. Bazi epilepsi sendromlar1 ve hasta yasina, ndbet
tipine gore spesifik olarak tanimlanmis elektriksel aktivite paternleri (jeneralize diken
dalga aktivitesi gibi) mevcuttur ve tani koymayr kolaylastirir. Ancak subkortikal
odaklarda goriilebilecegi gibi her zaman anormal EEG paterniyle karsilasmak miimkiin
olmayabilir. EEG monitdrizasyonu taniya destek niteliginde bir aragtir ve tiim

hastalarda kesin taniy1 koyamaz. Epileptiform aktivitenin tiimor vb. lezyonlar ya da
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yapisal anomali varligi dogrultusunda gelisip gelismedigini saptamak MR goriintiileme
(MRG) ve Bilgisayarli Tomografi (BT, Pozitron emisyon tomografisi (PET), tek foton
emisyon bilgisayarli tomografi (SPECT)) gibi beyin goriintiilleme tekniklerinden

yararlanilir®>~°,

2.1.6. Epilepsi Tedavisi

Epilepsi tedavisi bireyler arasi degiskenlik gostermekle birlikte iyon kanallari,
GABAerjik transdiiksiyon, ndrotransmitter modiilasyonu, presinaptik vezikiil
sekresyonu iizerinden ndrolojik modiilasyonu hedef alir. Antiepileptik ajanlar hastaligi
tamamen ortadan kaldwracak nitelikte degildir ve cogunlukla ndbetleri Onleyici
(antikonviilsan) sekilde calisir. Bununla birlikte hala hastalarin %30’undan fazlasinda
nobet olusumunun Oniine gecilememekte ve ilag direnci goriilmektedir. Antikonviilsan
nitelikteki ilaglarmn hastalik baslangicindan itibaren devamli kullanilmasi gerekliligi

hastalarda ilag toksisitesine neden olabilmektedir.

Epilepsi tedavisinde birinci nesil ilaglar olan valproik asit ve etosuksimid
(absans nobetleri i¢cin efektif), fenobarbiton, karbamazepin, primidon vb. ilaclar1 yan
etkilerin azaltildig1 levetirasetam, okskarbazepin, gabapentin, lakozamid, topiramat gibi
ikinci nesil ve perampanel, brivarasetam ve retigabin gibi lcilincli nesil ilaclar
izlemistir’’ . flaglarin yan sira cerrahi miidahale, ketojenik diyetler, immiinoterapi ve
giyilebilen elektronik stimiilasyon cihazi gibi alternatif tedavi yontemleri meveuttur®’*.
Son yillarda ozellikle ilaca direngli epilepsilerde ve ensefalit tiirevlerinde immiin
mekanizmalarin etkisi iizerine immiinoterapik ajanlara yonelim artmustir. TNF-a

inhibisyonu ile nobete karsi koruyucu ve CD4" T hiicreleriyle iliskili mikroglia

aktivasyonunu 6nleyen minosiklin bu ajanlardan biridir*®.

2.1.7. immiin Sistem Elemanlari

2.1.7.1. immiin Sisteme Genel Bakis

Viicut homeostazisini tehdit eden, kendinden olmayan her tiirlii protein, patojen
ve organizmaya karsi olusturulan koordine, hiicresel ve molekiiler yanit mekanizmasi
immiinite olarak adlandirilir. Immiin sistemin iki ana bileseni oncii savunma sistemini
olusturan dogal bagisiklik ve onu takiben daha etkili ve giiclendirilmis bir savunma
sunan adaptif bagisikliktir. Bu iki yanit birbirini tamamlayict sekilde, biitiinsel ve

birbiriyle iletisim halinde ¢alisir*'.
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Sekil 2.5. Dogal ve edinsel immiinite elemanlar®'.
A-Dogal Immiinite

Dogal immiin sistem elemanlar1 epitel bariyerler, makrofaj ve notrofil gibi
fagositoz yetenegine sahip hiicreler, dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler, dendritik hiicreler ve
bunlar1 tamamlayict sekilde destekleyen kompleman sistemi ve mediyatorlerinden
olusurken karakteri itibariyle patojenleri spesifik olarak aymrmaktan ¢ok cabuk yanit
olusturulmasmi saglar. ilk savunma mekanizmasidir ve yabanci maddelere maruz
kalmadan 6nce de dolagim sistemimizde enfeksiyon ajanlariyla karsilasmaya hazir halde

bulunur. ilk 0-12 saatte giiclenerek tam kapasitesine ulagir*'.
B-Edinsel Immiinite

Edinsel bagisiklik yaniti1 patojenik ajanlara maruziyet sonrasi gelismesi
sebebiyle kazanilmis/adaptif immiinite olarak da adlandirilir. 1k 12 saatte
savunmasini yapan dogal bagisiklik sistemi edinsel bagisiklik sistemi elemanlarini
uyararak daha uzun stireli gii¢lii bir savunma hatt1 olusturulmasini saglar. Siirekli
patojenik ajana maruz kalan savunma hiicreleri ajanlara spesifik adaptasyon gecirir,
gliclenir ve prolifere olur. Dogal immiinitenin aksine spesifik epitop ve
determinantlar1 tanir ve onlara 6zel cevap gelistirir. Ayrica ayni patojenleri bir
sonraki karsilasmada daha hizli cevap olusturmak iizere hafiza hiicrelerine

kaydeder™'.

Edinsel cevap, humoral ve hiicre-aracili olmak iizere iki ana mekanizma
izerinden olusturulur. Bu mekanizmalara B ve T lenfositler, antijen sunucu

hiicreler (APC) ve efektor hiicreler eslik eder”’.



20

2.1.7.2. B Hiicrelerinin Rolii

B hiicreleri antikor iiretme yetenegine sahip tek immiin sistem elemanlaridir.
Ekstraseliiler mikrop ve toksinlerini taniyarak notralize edilmelerini saglar ve
kompleman sistemini aktive ederler. Erken matiirasyonlarmi kemik iliginde tamamlayip
lenfoid organlara gbogerek burada antijenlerle karsilaginca aktive olurlar. Matiirasyon
evresine kadar ve matiirasyon siiresince baskalasacaklar1 spesifik hiicre alt gruplarma
gore farkli zamanlarda farkli yilizey belirtecleri (cluster of differentiation (CD),
farklilagsma kiimesi) eksprese ederler (Sekil 2.6). Heniiz olgunlasmamis Naif B hiicreleri
ylizeylerinde eksprese etmeye bagladiklar1 antijen-spesifik reseptorler olan
immiinoglobulin (Ig) ailesi tiyelerinden IgD ve IgM izotoplar1 ile antijenleri tanirlar.
Antijen ile karsilagilinca yardimci T hiicre stimiilasyonuyla birlikte B lenfositleri
klonlar halinde c¢ogalmaya baglar. Boylece aktif faza gegen hiicreler ya antikor
salgilayan plazma hiicrelerine ya da hafiza hiicrelerine evrimlesirler. Hafiza hiicrelerine
doniisen B hiicreleri izotip doniisiimii yetenegi kazanarak IgM ve IgD disinda diger Ig

ailesi izotoplarmi (A, G, E) eksprese edebilir hale gelir*'*,

Perifer cotg
CD3ghi
cop7m
gD

Plazma
Matiir Naif Plazmablast hcreleri
Kem'lk Il'lg] Gegis B hiicreleri Bhiicreleri
cDet CD19*
+
CD10+. CD24, Geminal merkez
CD24hi CcDag+ S
coagh oD+ B hiicreleri Hafiza B
9 hiicreleri
cD2r-
CcD19*
Cosgh co1"
D coe4
1g38
CcD2r+
IgD-
Germinal merkez

Sekil 2.6: B hiicre alt tipleri ve yiizey belirtec tipleri

2.1.7.3. T Hiicrelerinin Rolii

Antikor affinitesi yliksek ve genis bir antijen tanima rezervuarma sahip T
hiicreleri, fagositik cep igerisine alinmis mikroplari, virlis veya bakteri gibi hiicre i¢i
ajanlar1 tanir. Bunun i¢in farkli fonksiyonlarmma gore 6zellesmis T hiicre tipleri bulunur.

Bunlar; salgiladiklar1 sitokinlerle diger hiicreleri uyaran yardimeci T hiicreler, yabanci
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antijenleri elimine eden sitotoksik T hiicreler, immiin yanitin baskilanmasini diizenleyen
reglilator T hiicreler ve dogal immiinite elemani NK hiicrelerinin T hiicresi

ozellikleriyle birlestigi NKT hiicreleridir.

T hiicre aracili bagisiklik yanitinda patojenik antijenlerin taninmasi, patojenlerin
fagosite edilip peptid haline getirilen pargalarinin Antijen Sunucu hiicreler (APC)
tarafindan membran yilizeyine c¢ikarilmast ve T hiicrelerine sunulmasi ile
saglanmaktadir. T hiicreleri de APC’ler lizerindeki bu Major Histokompatibilite
Kompleks (MHC) olarak adlandirilan epitoplar1 taniyip onlara baglanarak efektor
mekanizmalar1 harekete gecirir. En ¢ok bulunan APC hiicreleri dendritik hiicreler
olmakla birlikte B hiicreleri, mikroglia ve makrofajlar da ayn1 6zellige sahiptir. CD4 " ve
CDS8" gibi T hiicresi alt tipleri bu hiicre gruplar1 tarafindan aktive edilir ve farklilasma
sonrasinda bu efektér T hiicreleri spesifik sitokinleri salgilama 6zelligi kazanir*'™.

Farkli bir T hiicresi tipi olan regiilator T hiicreleri (CD4 CD25") ise otoimmiiniteyi

onleyici bir bariyer olarak gérev yapar**.

2.2. Epilepsi ve Immiinite

Epilepsiyle immiinite arasinda kurulan ilk bagmtilar ilaca direngli bazi
epilepsilerde steroid ve anti-inflamatuvar ajanlarin ndbet tablosunu iyilestirmesiyle
kurulmus ve febril nobetlerdeki inflamatuvar yolaklarin aktivasyonuyla bu hipotez

gﬁglenmistir44.

MSS, lenfatik sistem miidahaleleri ve periferden gelebilecek herhangi bir
tehditten kan-beyin bariyeri KBB ile izole edilmis olsa da beyni hedef alan sistemik ya
da enfeksiyoz hastaliklar ya da akut travmalar sebebiyle lokal olarak dogal ve adaftif
immiin yanit gelistirebilmektedir. Ayrica ndbetler de dahil bu tiir travmalar KBB’nin
zarar gormesine ve  periferal hiicre ve molekiillerin MSS’ye sizmasmma neden

44,45

olabilmektedir ™. KBB’nin de kritik rol oynadigi MSS’de meydana gelen inflamatuvar

siirecler astrosit, mikroglia gibi glial hiicrelerce yonetilir ve sitokin, kemokin gibi
mediyatorlerle diizenlenir***®. Bu siirecte baslica inflamatuvar molekiillere sahip
interlokin (IL), interferon (IFN), tiimor nekroz faktorii (TNF), transformasyon biiylime
faktorii (TGF) aileleri ve niikleer faktor kappa B (NF-kB) gibi transkripsiyon faktorleri
etkin rol oynar**.

[k defa Rasmussen ensefalitli hastalarda beyinde aktif inflamasyona

47,48

rastlanilmistir Yapilan deneysel hayvan c¢alismalar1 ve epilepsili hastalarin
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beyninden elde edilen veriler astrosit, mikroglia, kan-beyin bariyeri endotel hiicreleri ve
periferal bagisiklik hiicrelerince diizenlenen inflamatuvar siireglerin faal durumda
oldugunu gdstermistir™™*. Nobetlerin sitokin ve kemokin seviyelerinde degisimlere
neden olmasi, sik nobet geciren hastalarda inflamasyonun kroniklesmesine katki
saglayarak nobet olusumunu tetikleyebilmektedir. Arastirmalar epileptik odak ve
cevresinde proinflamatuvar molekiiller olan TNF-a, IL-1B, ve IL-6 gibi sitokinlerin

ekpresyonunda artis oldugu®’

ve bu molekiillerin reseptorleri ve iliskili olduklari
(GABA, glutamat gibi) norotransmitterlerdeki modiilasyonunun prokonviilsan etki
gosterebilecegini ortaya koymaktadir®'. Sitokin upregiilasyonunu takiben immiin
sistemin kompleman hiicreleri ve prostaglandin gibi siklooksijenaz-2 (COX-2) bagimh
yolaklar aktiflenmektedir. Noronal hiicrelerde sentezlenen kemokinler ise nodbetten
sonraki evrelerde ortaya ¢ikmaktadir. Immiin sistem igin dnemli olan endotel hiicrelerde
nobete bagh gelisen uyarimlar ise IL-1 ve reseptorleriyle birlikte hiicreler arasi
adezyon molekiilii-1 (ICAM), P-selektin gibi adezyon molekiillerini tetikleyerek
inflamasyonu desteklemektedir. Vaskiiler inflamasyon periferdeki lenfositlerin KBB’ye
filtrasyonunu da yOnlendirebilir. Ayrica febril ndbetlerin hipokampiisten IL-1
salmmni  artirdigi  bilinmektedir.**  Lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilan sigan
beyinlerinde ise kronik stresin hipokampiiste hipereksitasyona ve glutamat reseptorii
birimlerinde degisimlere neden oldugu goriilmiistiir’”>. Deneysel epilepsi fare modeliyle
yapilan caligmada indiiklenen nobet sonrasi hipokampiis ve kortekste IL-6, IL-1[,

ICAM-1, TNF-o ve supresor sitokin sinyali-3 (SOCS3) molekiillerinin mRNA

diizeylerinin arttig1 bulunmustur>>.

Epilepside adaptif immiinitenin rolii lizerine yapilan eski bir ¢alismada T hiicre
alt tiplerinde artig, NK hiicrelerinde azalma, makrofaj ve B hiicrelerinde ise belirgin

degisiklik bulunmadig bildirilmistir>*.

2.3. Epilepsi ve Otoimmiinite

2.3.1. Antikor Yapisi, Otoantikorlar ve Otoimmiinite

Antikorlar simetrik birbirine es iki hafif ve iki agir zincirden olusan Y seklinde
glikoprotein yapida molekiillerdir. Her iki tip zincirde de antijen tanima fonksiyonunu
iistlenen amino terminali (V) ve sabit yapiyr olusturan karboksil uglar1 (C) bulunur.
Tekrarlayan Ig domenleri ile immiinoglobulin adin1 da alan antikorlar cesitleri arasinda

yapisal olarak benzer ancak antijen tanima bdlgeleri bakimindan farklilik
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gostermeleriyle ¢ok sayida farkli antijeni taniyabilme kapasitesine sahiptir. Agir

zincirindeki polipeptide gore insanda 5 tip Ig (IgG, IgM, IgA, IgE, IgD) izotipi

55
bulunur™".

(A secreted IgG (B Membrane Ig Bincing site
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chain binding site

Fab

Hinge region
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complement
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Sekil 2.7: Antikor yapisi*'.

Otoimmiinite, viicudun kendi hiicrelerine karsi olusturdugu kontrolsiiz bagisiklik
yanitidir. Genetik yatkinlik ya da enfeksiyon temelli self-tolerans mekanizmasinda
olusan bozukluklar sebebiyle otoreaktif lenfositlerin prolifere olarak efektor faza
gecmeleriyle meydana gelir. Bu self reaktif lenfositler otoantikor olarak adlandirilir.
Simdiye kadar elde edilen veriler self tolerans mekanizmasiin diizenlenmesinde 6nemli
olan regiilator T ve B hiicrelerdeki degisimlerin otoantikor olusumuna neden olarak

epilepsi patogenezinde kronik inflamasyonda rol oynayabilecegini gostermektedir™°.

2.3.2. Epilepsi ve Otoimmiin Hastahklar

Son yillarda ndbetlerle karakterize otoimmiin hastaliklarda artan sayida c¢esitli
antikorlarin tespit edilmesi etiyolojisi bilinmeyen kriptojenik epilepsilerin patogenizinde
bu otoantikorlarin rol oynayabilecegi diisiincesini kacinilmaz kilmistir. Farkli ensefalit
formlar1 (limbik ensefalit, Hashimoto ensefalopatisi), sistemik lupus eritematozus (SLE)
gibi sistemik ve norolojik hastaliklara sahip bireylerin serum ve beyin-omurilik

swvisinda antikorlar saptanmistir® %,

Otoantikorlarm eslik ettigi limbik ensefalitlerde nobetlerin sebebi antikor
yanitina baglanmakta ve simdiye kadar hiicre icine spesifik; anti-ndronal niikleer

antikor (ANNA-1), GAD65, Mal ve Ma2 antikorlari, hiicre yiizeyine spesifik; VGKC
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kompleksi antikorlar1 (kontaktin-iligkili protein 2 (CASPR2) ve Lgil, NMDAR,
AMPA, GABA-B ve metabotropik glutamat reseptor 5 (GluRS) antikorlar

tanimlanmstir™® °.

Intravenéz immiinglobulin (IVIG), intravendz (IV) steroidler, IVIG veya IV
steroidlerin bir kombinasyonu, siklofosfamid ve plazmaferez gibi VGKC kompleksi,
GADG65, Ma2 ve NMDA antikorlar1 goriilen hastalarin %81 kadarinda nobet sikligin
azalttig1 goriilmiistiir. Erken tedavi uygulananlarin ise tedaviye daha iy1 cevap verdigi

bildirilmistir™.

2.4. Otoimmiin Epilepside Rol Oynayan Antikorlar

2.4.1. GAD65 Antikoru

Noronal hiicre i¢i antikorlardan olan GAD, GABAerjik néronlarda bulunan ve
pankreatik beta hiicrelerde sentezlenen GABA nin baslica inhibitorii olarak MSS’de rol
alir. Hiicre kiiltiirii calismalarinda antikoru igeren hasta serumu ile inkiibe edilen
hipokampal noéronlarda GABA aktivitesinin azaldigi goriilmiistiir. Ilk olarak Tip 1
Diyabet’le iliskisi tanimlanmistir. Paraneoplastik olmayan limbik ensefalit, serebellar
ataksi, ilerleyici rijidite ve kas spazmlar1 ile karakterize Stiff Person sendromu (SPS),
palatal miyokloni, beyin sap1 disfonksiyonu, otoimmun poliglandiiler sendrom ve

epilepsi hastalarinda da rastlanmaktadir®’ "%

. Calismalarda 6zellikle kronik ya da yeni
baslangicli temporal lob epilepsisi ndbetleriyle iliskili oldugu goriilmektedir™”. IVIG

tedavisinin sadece bazi GAD65 antikor pozitif hastalarda etkili oldugu gériilmiistiir’’.

2.4.2. NMDAR Antikoru

Ensefalit ve over teratomlar1 olan hastalarda bulunmustur. Limbik ensefalitlerde
olgularm %80’e yakimmnin NMDA reseptoriine karst gelistigi  bildirilmistir.
Otoantikorlar, sinaptik transmisyon i¢in onemli olan iyonotropik glutamat reseptori
NMDA molekiiliiniin iki farkl alt tipine kars1 gelismektedir. Kanitlar daha ¢ok temporal

lobla baglantili oldugu yoniindedir™®>.

2.4.3. AMPA Antikoru

Iyonotropik glutamat reseptdrii olan AMPA’nm GluR1/GluR2 alt birimlerine
kars1 gelisen antikorlarin nobetlerle iligkili oldugu diisiiniilmekle birlikte daha az sayida
ensefalit hastalarinda goriilmektedir®>. Ogrenme, bellek fonksiyonlari igin 6nemli

olmast ag¢isindan hizli nérosinaptik eksitasyonda rol oynar®.
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2.4.4. Glisin Reseptorii Antikoru

Glisin reseptorleri, beyin sap1 ve spinal korddaki ndrotransmisyon i¢in dnemli
inhibitér mekanizmalardan biridir ve iyonotropik reseptorler grubunda yer alir. Alfa
1,2,3,4 ve beta alt iinitelerinden olusan heteromerik bir yapi goriilmekle birlikte
antijenik alt iinitesi GlyRal olarak bildirilmistir. Hiicre membranmndaki CI' iyonu

. 4
transportunu  diizenler®*®

. Yapilan son caligmalarda inhibitér fonksiyonu disinda
embriyonik néral hiicrelerde eksitator fonksiyonu oldugu da ileri siiriilmiistiir®.
Disfonksiyonu sonucu goriilen tablolar irkilme refleksi, spazmlar, hipertoni ve rijidite
ile iliskilidir®*®’. ilk olarak PERM’li hastalarda GlyR’ye kars: antikor bulunmasiyla
birlikte Stiff-person Sendromu, epileptik ndbetlerle karakterize ensefalitler, serebellar
ataksi, motor fonksiyon bozukluklari,, demiyelinizasyon ve kognitif disfonksiyon

gorillen olgularda da bu antikora rastlanmistir®’%>7%%,

Standart tedavilerin
immiinterapiyle desteklenmesinin hastalik seyrini olumlu yonde etkiledigi

gérﬁlmﬁstﬁr”.

2.4.5. CASPR2 Antikoru
Voltaj-kapili potasyum kanali proteinlerinden olan CASPR2’ye kars1 gelisen
antikor yanit1 ilk olarak periferik sinirlerdeki hipereksitabileteyle karakterize

néromiyotoni ve Morvan sendromu vakalarinda saptanmustir™.

2.4.6. GABAg Antikoru
Limbik fonksiyon bozuklugu bulgular1 ve refrakter temporal lob ndbetleri olan

hastalarda saptanmis ve immiinoterapiye iyi yamit verdikleri gézlenmistir*®.

2.4.7. mGluRS Antikoru
MGIuRS, G-protein aracilt ikincil habercilerin aktivasyonunu diizenleyen
metabotropik bir glutamat reseptoriidiir. Oafelia sendromu olarak bilinen otoimmiin

ensefalit ve Hodgkin lenfomali 2 hastada saptanmustir™.

2.4.8. Ma (Mal ve Ma2) Antikorlan

Apoptotik hiicre 6liim ve RNA transkripsiyonu mekanizmalarinda fonksiyonu
oldugu diisliniilen Ma antikorlar1 beyin sap1 ensefalitli hastalarda saptanmistir. Limbik
ensefalit ve ndbetlerin bu antikorlara baglh gelistigi yapilan c¢alismalarla

desteklenmistir>’.
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Bu bilgiler dogrultusunda ¢aligmamizin amaci, patofizyolojisi heniiz bilinmeyen
Kriptojenik Fokal Epilepside, tanisal belirte¢ olarak 6nemli olabilecegi ongoriilen
ve/veya hastalikta patojenik bir rolii olabilece§i diisiiniilen GlyR’ye karsi gelisen
antikor bulunduran periferik kan hiicrelerinin (T, NK hiicresi, T hiicresi alt gruplari ile

B hiicre ve alt gruplar1) immiinfenotiplendirilmesidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklem Bilgileri

Calismamiza Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim
Dali, Epilepsi Poliklinigi’nden takipli, epilepsi etkinlik siniflamasi tablosu (ILAE)
kriterlerini saglayan 22 Kriptojenik Fokal Epilepsi hastasi ile yas ve cinsiyet uyumlu 25
saglikli goniillii dahil edilmistir. Hasta grubu kendi igerisinde Glisin reseptorii (GlyR)
antikoru pozitif ve GlyR antikoru negatif olgular olarak iki alt gruba ayrilmstir.
Epilepsi hastaligina herhangi bir yasta rastlanabildiginden hasta ve saglikli grubu i¢in

18 yas ve iistli bireyler secilmistir.

Bu c¢alisma icin “Istanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’nun” 2012/153937 protokol numarali “Epilepsi hastalarinda otoimmiinite
ile iligkili alt tiplerin arastirilmasi” baslikli etik kurul onayr alinmis, yine ayni kurum
tarafindan 2018/301629 numarali etik kurul karar1 ile onaylanmis ¢alisma grubu ayrica
yine “Epilepsi ile iligkili Glisin Reseptdor Antikorlarmin  Fizyopatolojik
Mekanizmalarinin Incelenmesi” bashkli 2019/103 dosya numarali etik kurul onayi

almig hasta 6rnekleri kullanilmustir.

3.1.1. icleme Kriterleri

Calismamizda Kriptojenik Fokal Epilepsi grubu goniilliilerinin arastirmaya dahil
edilebilmesi i¢in; 18 yasini doldurmus olmasi, goniilliiliik esasini1 kabul etmesi, klinik ve
EEG bulgulariyla ILAE epilepsi smiflandirma kriterlerine uygun olmasi kosullar:
dikkate alinmistir.

Saglikli goniilliilerin arastirmaya dahil edilebilmesi i¢in; 18 yasin1 doldurmus
olmasi, goniilliiliik esasin1 kabul etmesi, 3 ay icerisinde enfeksiydz hastalik gecirmemis

olmasi, otoimmiin ve ndrolojik bir hastaligi olmamasi kosullar1 dikkate alinmaistir.

3.1.2. Dislama Kriterleri
Epilepsi grubu goniilliilerinde 18 yasmin altinda ve ILAE epilepsi smiflandirma

kriterlerine uymayan goniilliiler arastirmaya dahil edilmemistir.

Saglikli goniilliilerde ise 18 yasmin altinda kalan bireyler ile otoimmun ve/veya

norolojik bagka bir hastaliga sahip olan bireyler arastirmaya dahil edilmemistir.
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3.2. Cahisma Materyali

Orneklerin toplanmasi Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Noroloji
Anabilim Dali’nda, ornekler iizerinde gerceklestirilen calismalar ise Istanbul
Universitesi Aziz Sancar DETAE’de uygulanmustir. Arastirmanm sorumlulugunu
istlenen bolim olan Aziz Sancar DETAE Sinirbilim Anabilim Dali’nda derin
dondurucu, +4°C buzdolabi, hassas terazi, santrifiij, vorteks, pipet takimi, otoklav, ¢eker
ocak, sicak su banyosu, hiicre kiiltlirii inkiibatorii, spektrofotometre ve distile su cihazi
bulunmaktadir. Bagisiklik sistemi hiicre alt tiplerinin analizlerinin gergeklestirilecegi

akim sitometre cihazi kullanimi ise Aziz Sancar DETAE, Immiinoloji AD’de yapildi.

3.3. Kullanilan Yontemler

3.3.1. Hastalarin Serum Orneklerinde GlyR Antikoru Varhginin Belirlenmesi
Glisin reseptorii transfekte edilmis hiicre hatlarinda, immiinohistokimyasal
analizler ile serumda o0zgiil otoantikor belirlendi. Glisin reseptorii alfal-alfa3 ile
transfekte edilmis insan embriyonik bobrek (HEK) 293 hiicrelerinin kullanildig:
immiinositokimyasal yontem ile, hasta serumlarindaki otoantikorlar canli hiicre
boyamas1 kullanilarak test edildi. Otoantikorlarin endojen glisin reseptorii alt
birimlerine baglanmasimi test edebilmek ic¢in ise ticari néron hiicre soylarinin in vitro
kosullarda  kiiltiirleri  yapildi.  Farklilasan  hiicrelerin  erken  asamalarinda
immiinositokimyasal boyamalar ile GlyR ekspresyonunun gosterilmesi saglandi.
Immiinohistokimyasal boyamalar ticari yetiskin sigan beyin kesitleri iizerinde yapild.
Proteini dogal konfigiirasyonunda korumak ve optimum boyanma paternini

saptayabilmek i¢in noron hiicre soyu yaninda dokular da kullanildi.

3.3.2. Gradyan Yontemi ile Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerin izole Edilmesi
Periferik kan mononiikleer hiicreleri (PKMH) “gradyan yontemi” kullanilarak
izole edildi. Bu amagla EDTA igeren tiiplere alman donor kanlar1 (20 ml), aym
hacimde fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltis olan PBS (phosphate buffered saline) ile
diliie edildi. Olusturulan kan ve PBS karigimi, karisimin 3’te 1’1 oraninda hiicre ayirimi
icin kullanilan Ficoll (Lympho-paque) iceren medyumun {istiine serolojik pipet
yardimiyla yavasca eklendi. Falkonlar 3000 rpm’de 20 dakika 20°C’de fren ayar1 3
olacak sekilde santrifiij edildi. Elde edilen hiicre gradyaninda serumun hemen altinda
kalan mononiikleer hiicre tabakasi serolojik pipet araciligiyla toplanip iizerine ayni

hacimde PBS eklenerek 1800 rpm’de 10 dakika, 4°C’de santrifiije edildi. Santrifiij
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sonrasinda pelletin iistiinde kalan siipernatant kisim uzaklastirildi. PBS ile yikama
islemi ikinci kez tekrar edildi. Ikinci yikamanin ardindan hiicre pelleti 1 mL fetal sigir
serumu (FBS, fetal bovine serum) icerisinde ¢oziilerek hiicreler Thoma laminda sayild:.
Ardindan hiicreler 1 cryo tiip i¢inde 1x10° hiicre olacak sekilde 1 mL %10 DMSO
(Dimetil siilfoksit) ve %90 FBS karisimi icerisinde dondurularak -80'C derin

dondurucuda saklanda.

3.3.3. Hiicrelerin Akim Sitometresi icin Florokrom Antikorlar ile Isaretlenmesi:
Hasta ve saglikli dondrlerden izole edilerek -80°C’de saklanan periferik kan
mononiikleer hiicreleri 37'C’ye ayarlanmis su banyosunda ¢ozdiiriildii. Donmus hiicre
siispansiyonunda bulunan DMSO toksik bir sivi oldugundan hiicreler hizlica vitamin,
amino asit ve inorganik tuz bakimindan zengin olan medyum (RPMI 1640 ve FBS) ile
bulusturuldu ve 1800 rpm’de +4'C’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist
sivt uzaklastirilarak hiicreler 1 mL PBS igerisinde ¢oziildii. Hiicrelerin bir kismi Tripan
mavisi ile boyanarak hiicre sayilari tespit edildi. Periferik kan mononiikleer hiicrelerinde
farkli hiicre alt gruplarini incelemek amaciyla A, B ve C olmak {izere ii¢ ayr1 flow
sitometri tlipli hazirlandi. Tiiplerin igerisinde sirasiyla 5x10°, 2x10° ve 1x10° hiicre
olacak sekilde hiicreler PBS (boyama tamponu olarak) ile karistirilarak tiiplerin
icerisine eklendi. Hiicreler iizerlerine “floresan isaretli monoklonal antikorlar”
eklenerek 20 dakika oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda inkiibasyona birakildi. A
tiptinde anti-insan CD3-FITC, CDI16/CD56-PE, CD45-PerCP, CD19-APC (BD
Trucount tiip katalog: 340334; BD Trucount mix: 342446BD MultitestTM) antikorlar1
kullanilarak T, B ve NK hiicrelerinin genel hiicre dagilimlar1 belirlendi. B tiiplinde anti-
insan CD19-APC, CD27-FITC, CD24-PerCP, CD38-Alexa Fluor 700, CD138-PE, IgD-
APC/Cy7 (Biolegend) antikorlar1 ile B hiicresine spesifik hiicre alt gruplarina bakildi. C
tiiplinde ise anti-insan CD3-Alexa Fluor 700, CD4- PerCP, CD8a-PE/Dazzle, CD127-
PE/Cy7 (Biolegend), CD25-APC (BD) antikorlar1 ile T hiicresine spesifik hiicre alt
gruplar1 saptandi. Floresanla isaretlenmis monoklonal antikor miktarlari, firmalarin
kataloglarinda &nerildigi sekilde uygulanmustir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler PBS’le
1800 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek yikama islemi uygulandi. Ardindan
hiicrelerin st sivis1 uzaklastirildi ve duvara yapisan hiicreler tiiplere vurmak suretiyle
kaldirild1. Uzerlerine 150 ul PBS ve 150 pl %2 paraformaldehid igeren okuma tamponu
eklendi. Hazirlanan hiicrelerin 6 renkli akim sitometrisi (BD FACSAria 1I) cihaz ile
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okumasi1 yapildi. Spesifik hiicre gruplarinin belirlenmesi ve ayristirilmas: i¢in Cell

Quest (BD) ve FlowJo7.6.5 programlari ile veri analizleri yapildi.

3.4. istatistik

Hastalarin ve saglikli kontrol olgularmin klinik ve demografik o6zelliklerinin
karsilagtirilmasinda parametrik veriler icin ANOVA testi kullanildi ve hastalik alt
gruplar1 arasindaki ikili karsilastirmalar Student t-testi veya Mann-Whitney U testi ile
yapildi. Parametrik olmayan veriler ise ki-kare testi ile karsilastirildi.

Periferik kan hiicrelerinin alt gruplarinin belirlenmesinde ve verilerinin analizinde
FlowJo ve Cell Quest (BD) analiz programlar1 ile ¢alisildi. Akim sitometrisi
sonuglarinda ikiden fazla grup bulunan durumlarda ANOVA ve Tukey’in post-hoc testi
ile, iki grup bulunan durumlarda ise Student t-testi ile karsilastirma yapilda.

Hasta ve saglikli kontrol olgularinin yaslari, standart sapmayla beraber ortalama
deger ve aralik ile birlikte ortanca deger olarak verildi. Korelasyon analizlerinde
Pearson korelasyon testi uygulandi.

Istatistiksel anlamlilik, p degerinin 0,05’ten kiigiik olmasi olarak tanimland: ve
analizleri SPSS 21.0 programi ile yapildi. Grafikler i¢cin GraphPad Prism 5 programi
kullanilda.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik ve Demografik Veriler
Gruplara ait klinik ve demografik bilgiler Tablo 4.1°de belirtilmistir.

Tablo 4.1: Klinik ve demografik veriler

GlyR Antikoru Pozitif GlyR Antikoru Negatif Saghklh Kontrol
(n=7) (n=15) (n=25)
Cinsiyet (K/E) ‘ 3/4 8/7 13/12
Yas (1l SS)
43,71£13,33 35+7,4 37,92+11,80

Calismamiza katilmayi kabul eden Kriptojenik Fokal Epilepsi hastalarindan
glisin reseptor antikoru pozitif, antikoru negatif ve saglikl bireylerin cinsiyet durumlari
ki-kare testi ile yaslar1 ise ANOVA testi ile karsilastirildi. GlyR antikoru pozitif 7
hastadan 5 tanesi MTS, 2 tanesi bilinmeyen Kriptojenik Fokal Epilepsi hastasidir ve
hastalik baslangic yaslar1 11,86+5,05 olarak hesaplanmistir. Hastalarin 3/7’sinde
tedaviye direng goriilmektedir ve 3/7’si cerrahi operasyon gecirmistir. Hastalarin
hicbirinde status Oykiisii yoktur ve 7 hastanin da nobet tipi kompleks parsiyel ndbet
olarak belirlenmistir. Epilepsi hastalarinin tamami antiepileptik ila¢ tedavisi altindaydi
(levetirasetam, karbamazepin, topiramat, lamotrijin ve okskarbazepin) ama baska bir

ila¢ kullanma 6ykiisii ve komorbid hastalik hikayesi yoktu.

4.2. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre Fenotiplerinin Karsilastirilmasi

4.2.1. Periferik Kan B, T ve Dogal Oldiiriicii Hiicrelerin Dagilimi

Yedi glisin antikoru pozitif, 15 glisin antikoru negatif olmak tlizere toplam 22
epilepsi hastast ve 25 saglikli bireyin periferik kan mononiikleer hiicre popiilasyonlar1
incelendiginde CD19" B hiicresi, CD3" T hiicresi, CD3'CD16 CD56" dogal &ldiiriicii
(NK) hiicresi ve CD3"CD16'CD56" NKT hiicre popiilasyon yiizdeleri arasinda anlamli

CD3'CD16"CD56" CD3"CD16"CD56"
CD19" B hiicresi CD3" T hiicresi NK hiicresi NKT hiicresi
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CD3'CD16°CD56" CD3"CD16"CD56*
CD19* B hiicresi CD3" T hiicresi NK hiicresi NKT hiicresi
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Sekil 4.1: PKMH hiicreleri arasinda T, B, NK ve NKT dogal 6ldiiriicii hiicre
popiilasyonlarinin genel dagilimi

4.2.2. Periferik Kan B Hiicresi Immiinfenotiplerinin Gruplar Arasindaki Dagilim
Perifere ait B hiicrelerinin arastrma gruplar1 arasindaki dagilimi B hiicre alt

tiplerinin ylizeylerindeki belirteclere (cluster of differention;farklilasma kiimesi;CD)

gore immiinfenotiplendirilmis ve bunun i¢in “temel kapilama stratejisi” kullanilmistir

(Sekil 4.2).

250K o 2 1 Prasma cells
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Sekil 4.2: B hiicre tiplerinin gruplandirilmasi i¢in kullamlan kapilama stratejisi

Akim sitometresi yonteminde hiicrelerin 6nden sacilim (Forward Scatter-FSC)
ve yandan sa¢ilim (Side Scatter-SSC) parametreleri araciligiyla konumlar1 belirlenip
Sekil 4.2°deki oryantasyonda lenfosit hiicreleri tanimlanmistir. CD19 ylizey belirtecine

sahip B hiicreleri CD3, CD14 ve CD56 yiizey belirtegleri bakimindan negatiftir.

Spesifik B hiicre alt tipleri, hiicre membrani ylizeyinde eksprese edilen farkli
tipte belirtegler kullanilarak ardisik kapilama metoduyla tanimlanmistir. Hiicre alt tipleri
naif B hiicresi, doniismiis ve donlismemis (switched ve unswitched) hafiza B hiicreleri,
plazma hiicresi, plazmablast hiicresi ile diizenleyici B hiicrelerinden olusmaktadir. Bu
hiicre tiplerinin tanimlanmas1 antikor iiretimi ile antijen sunumunda fonksiyonu olan B
hiicreleri alt tiplerinin ayrmtili olarak degerlendirilmesi amagland1. incelemesi yapilan

spesifik B hiicre tipleri ve ekprese ettikleri yiizey belirtecleri asagidaki sekildedir:



33

Naif B Hiicresi: CD19'1gD 'CD27°

Immatiir B Hiicresi: CD19 IgD CD27"

Déniismemis Hafiza B Hiicresi (Unswitched): CD19 1gD 'CD27"

Déniismiis Hafiza B Hiicresi (Switched): CD19'1gDCD27"

Plazma Hiicresi: CD19"CD38"CD138"

Plazmablast: CD19"CD38""CD13§"

Diizenleyici B Hiicresi: CD19'CD24"CD38""

B hiicre alt popiilasyonlarina bakildiginda epilepsi hasta grubunda saglikli
bireylere oranla anlamli olmasa da bir artig oldugu goriilmiistiir (p=0.0862). Antijenle
karsilasmamis naif B hiicrelerinde (CD19'IgD'CD27") epilepsi grubunda saglikli
dondrlerlerle kiyaslandiginda anlaml bir artma (p=0,431) goriilmekle birlikte immatiir
B hiicrelerinde (CD19'IgD'CD27) saghkli donérlerde hastalara oranla anlamli bir
azalma oldugu belirlenmektedir (p=0,0100). Hafiza B hiicrelerinde ise iki grup arasinda
anlaml bir fark gozlenmedi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: Periferik mononiikleer B hiicresi alt tiplerinin epilepsi hastalar1 ve saghkh
kontroller arasindaki dagihim

B hiicre popiilasyonunun antikor pozitif ve negatif olgular arasinda B hiicre
fenotiplerinin farkli olup olmadig1 degerlendirilmistir. Glisin antikoru pozitif, negatif ve
saglikli kontrol olgular1 olarak 3 ayr1 grupta incelendiginde genel B hiicresi dagiliminda
gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (p=0.2121). Naif B hiicreleri

(CD19'IgD'CD27) acisindan gruplar incelendiginde ise glisin antikoru negatif
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olgularda saglikli kontrollere goére anlamli bir artis (p=0,0233) bulunurken antikor
pozitif olgularda goriilen artis anlamli bulunmamustrr. Immatiir B hiicrelerinde
(CD19'IgD'CD27) ise epilepsi hastalarmda saglikli dondrlere oranla bir azalma
goriilmektedir. Ancak bu hiicrelerdeki azalma glisin antikoru negatif olgularda anlamli
iken (p=0,0458) antikor pozitif olgularda anlamlilik seviyesine ulagsmamistir
(p=0.0917). Hafiza B hiicrelerine bakildiginda doniismemis (unswitched) hafiza
hiicreleri (CD19'1gD'CD27") gruplar arasinda birbirine yakm seviyelerdedir.
Déniismiis (switched) hafiza hiicrelerinde (CD19 IgD CD27") ise glisin antikor pozitif
olgularda anlamli olmamakla birlikte diger gruplara oranla (glisin negatif olgulara

kiyasla daha belirgin, p=0.0571) bir artig gézlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Periferik mononiikleer B hiicresi alt tiplerinin antikor pozitif ve negatif olgular
ile saghkh kontroller arasindaki dagilinm

Antikor sentezleyen hiicre dnciilii plazmablast hiicreleri (CD19°CD38 CD138)
incelendiginde epilepsi grubunda saglikli bireylere gore bir azalma oldugu saptanmistir
(p=0,0205). Ancak epilepsi alt grubu olan glisin pozitif ve negatif olgular ayr1 ayri
degerlendirildiginde azalma miktar1 anlamlilik diizeyine ulasamamistir (p=0.0697).
Antikor sentezinden sorumlu plazma hiicrelerinin (CD19°CD38°CD138") ise epilepsi
hastalarinda belirgin sekilde azaldig1 goriilmektedir (p=0,0173). Yine antikor pozitif ve
negatif olgular ayr1 olarak degerlendirildiginde antikor pozitif olgularda negatif olgulara

oranla daha fazla azalma meydana geldigi ancak anlamliliga ulagsmadig1 gortlmiistiir
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(p=0.0832). Regiilatér B hiicrelerinde (CD19'CD24 "'CD38"") epilepsi olgularinm
tamaminda gozlenen disiikliik anlamli degilken iiclii karsilastirmalarda belirgin bir

degisiklik goriilmemistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: Plazmablast, plazma hiicresi ve regiilator B hiicre alt tiplerinin antikor pozitif ve
negatif olgular ile saghkh kontroller arasindaki dagilhimm

4.2.3. Periferik Kan T Hiicresi iImmiinfenotiplerinin Gruplar Arasindaki Dagilim

Spesifik T hiicre alt tipleri, hiicre membran1 yiizeyinde eksprese edilen farkl

tipte belirtecler kullanilarak ardigik kapilama metoduyla tanimlanmistir. Hiicre alt tipleri

CD4" yardimc1 T hiicresi, CD8" sitotoksik T hiicresi, ve Treg denilen farkl1 fenotipte
regiilator T hiicre (CD25, CDI127 belirteglerini farkli oranlarda ekprese eden)

tiplerinden meydana gelmektedir.

Yardime1 T Hiicresi: CD3°CD4"

Sitotoksik T Hiicresi: CD3'CD8"

Regiilatdr T Hiicresi: CD3'CD4'CD25"¢"

Dogal Regiilatér T Hiicresi: CD3'CD4 CD25 CD127°

Regiilator T Hiicresi: CD3'CD4'CD25"€"CD127°

T hiicre alt tipleri epilepsi ve saglhkli kontrol gruplar1 arasinda

degerlendirildiginde sadece CD3'CD4'CD25" T hiicresi grubunda anlamli fark
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gozlenmistir (p=0,0452). Diger T hiicrelerinde belirgin bir fark goriilmemektedir (Sekil
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Sekil 4.6: T hiicre alt tiplerinin epilepsi hasta grubu ile saghkh kontroller arasindaki

dagihimm

T hiicre alt tipleri, epilepsi alt gruplar1 antikor pozitif ve negatif olarak ayr1 ayri

degerlendirildiginde CD4" T hiicrelerde fark goriilmezken glisin antikor pozitif
olgularda anlamliliga ulasmamis bir azalma goriilmektedir. CD3'CD4'CD25" yiizey
belirteclerini eksprese eden T hiicrelerinde glisin antikoru pozitif olgularin saglikli
kontrollere gére anlamli bigimde (p=0,0178) artmis iken antikor negatif olgulara gore
olan artisin ise anlamhilik dlizeyine ulasmadigi belirlenmistir (p=0.0571).
CD3'CD4'CD25"" yiizey belirteglerini eksprese eden Treg hiicrelerinde ise glisin
antikoru pozitif olgularda hem antikor negatif hem de saglikli bireylere kiyasla anlamli

bir artis goriilmiistir (Glisin(+) wvs glisin(-), p=0.0200)(Glisin(+) vs saglikli



kontrol,p=0.0101). Diger regiilator T hiicre alt gruplarinda ise gruplar arasinda belirgin

fark goriilmemistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: T hiicre alt tiplerinin antikor pozitif ve negatif olgular ile saghkl kontroller
arasindaki dagihmm
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5. TARTISMA

Epilepsi, diinyada en sik karsilan ilk ii¢ norolojik hastaliktan biri olarak 50
milyondan fazla insan1 etkileyen, néronlarin eksitasyon ve senkronizasyonundaki hiper
aktiviteye bagh olarak kendiliginden gelisen nobetlerle hastalarin motor, otonomik,
kognitif fonksiyonlarinda kisa siireli kayba neden olan MSS hastahgidir'>%. Hastalik
patogenezinde heterojenik yapisi itibariyle farkl etiyolojiler goriilse de hastalarin biiytlik

bir kisminda hastaligin altinda yatan sebep bilinmemektedir'***.

Bu etiyolojisi
bilinmeyen kriptojenik epilepsiler igerisindeki fokal epilepsi grubu yetiskin baslangi¢l

epilepsilerin %50’sine yakin bir popiilasyonu olusturmaktadir’’.

Son yillarda epileptiform aktiviteyle yakin iliski igerisinde bulunan ensefalit
tiirleri ve epilepsi sendromlarinda hastalarin beyin omurilik sivist (BOS) ve
serumlarinda rastlanan otoantikorlar, iktal aktivite sirasinda ve sonrasinda degisen
sitokin (TNF-o, IL-1B, IL-1Ra, IL-6, IFN-y, COX-2) ve kemokin diizeyleri ile glial
hiicrelerdeki kroniklesen aktivasyon anormal desarjlarin immiiniteyle iligki igerisinde

oldugunu agikga gostermektedir*>"""

. Son zamanlarda artan cesitli otoantikorlarin
(GlyR, CASPR2, GAD65 vb.) eslik ettigi nobetlerle karakterize sistemik ve norolojik
MSS hastaliklarinin nodbet patofizyolojisinde otoimmiin mekanizmalarin sorumlu

olabilecegini 6nermektedir’® .

Bu calismayla birlikte kriptojenik fokal epilepsi hastalarmin bir kisminda
saptanmis olan GlyR’ye kars1 antikor bulunduran hastalarin, otoantikor bulundurmayan
hastalarin ve saglikli bireylerin periferik kan hiicrelerinin immiinfenotiplendirmesini
yaparak NK hiicresi, T hiicresi, T hiicresi alt gruplar1 ile B hiicre ve alt gruplarini
ayrintili olarak inceledik. Literatiirde antikor pozitif hastlarda immiinfenotiplemeyle
ilgili ¢ok az calisma olmakla birlikte calismamiz GlyR antikoru saptanan epilepsi
hastalarinda yapilan ilk immiinfenotipleme ¢aligmasidir. Calisma sonucunda B, T, NK
ve NKT hiicreleri genel popiilasyonunda epilepsi grubu, epilepsi alt gruplar1 ve saglikli
kontroller arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. B hiicre ve alt tipleri incelendiginde
epilepsi hastalarmm (CD19'1gD'CD27") naif B hiicrelerinde artis, immatiir B
hiicrelerinde ise azalma goriilmiistiir. GlyR antikoru pozitif olgularda anlamli bir fark
goriilmezken antikor negatif olgularda da kontrole gore naif B hiicrelerde artma,

(CD19'IgD'CD27) immatiir B hiicrelerde ise azalma goriilmiistiir. Hastalarin
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(CD19°CD38°CD138") plazma ve (CD19'CD38 'CD138") plazmablast hiicrelerinde
azalma goriiliirken hastalik alt gruplarinda anlamli bir fark bulunmamistir. T hiicre ve
alt tipleri degerlendirildiginde CD4" yardimci T hiicreler ve CD8" sitotoksik T
hiicrelerinde kontrollere gére anlamli bir fark bulunmamistir. Regiilator T hiicrelerde ise
GlyR antikoru pozitif hastalarda CD3'CD4"CD25" ve CD3'CD4"CD25"¢" T hiicrelerde

artig gorilmiistiir.

Literatiirde ilaca direncli Mezial Temporal Lob epilepsili hastalarm CD4" ve
CDS8" hiicrelerine iliskin yapilan sitokin sekresyonu ¢alismasinda CDS" hiicrelerince
salgilanan TNFa, IL-17, IFN-y gibi inflamasyonla iliskili molekiillerde azalma
goriilmektedir’’. Calismamiz sonucu GlyR antikor pozitif grupta kontrole gére CD8" T
hiicrelerde anlamli olmasa da bir azalma goriilmesi bu hiicrelerin sekresyonundan
sorumlu oldugu sitokin miktarlarindaki azalmanin nedeni olabilir. Caligmanin devami
olarak oOrneklem sayisi1 arttirilarak bu hiicrelerle iliskili sitokinlerin diizeyleri ve
ekspresyonlarina bakilabilir. Proinflamatuvar sitokin artisina ornek olarak Peltola ve
arkadaslarinin ilaca direngli epilepsi hastalariyla yaptig1 calismada ise plazmadaki IL-6,
IL-1Ra ve IL-1Ra/IL-1 oranlarmimn yliksek oldugu proinflamatuvar sitokinlerin arttigi
gésterilmistir72. Elimizde bulunan caligma grubuna ait serum Orneklerinde plazma
sitokin diizeylerine bakilarak karsilastirma yapilabilir. TLE’li 22 hastayla ndbetten
sonraki 24 saat i¢cinde alman periferik kanda yapilan bir ¢alismada hastalarin NK
hiicrelerinde artis gdriilmiistir>. Ayni hasta sayisiyla yaptigimiz calismada NK
hiicrelerinde bir artis gormemekle birlikte anlamli olmayan azalma da mevcuttur. Bu
hasta klinik tablolarinin tedaviye yanit vermesinden kaynaklaniyor olabilir. GABAg
reseptor antikoru bulunduran limbik ensefalitli hastalarda yapilan bir ¢aliymada ise
CD138°CD19" plazma hiicrelerinde artis goriilmistir’*. Kendi calismamizda
CD19'CD38°CD138" plazma hiicreleri ve CDI19'CD38°CD138 plazmablast
hiicrelerinde artis oldugu dogrultusunda olup bu literatiirle uyumludur. Epilepsili
¢ocuklarda yapilan bir arastirmada CD4" hiicreler ile CD4 CD25 Foxp3" Treg hiicreler
hasta ¢ocuklarda kontrollere gore diisiik bulunmus ve Treg hiicrelerinin patogenezde
etkisi olabilecegi one stiriilmiistiir”. Calismamizda CD3"CD4"CD25"&" T hiicrelerde
buldugumuz artisla uyumlu degilken, CD3'CD4'CD25" hiicrelerindeki degisiklikler
benzerdir. Yine ayni ¢alismada NK ve B hiicrelerinde artig goriilmesi NK hiicrelerinde
gordiigiimiiz azalmayla uyusmasa da B hiicrelerinde gordiiglimiiz anlamliliga

ulasmayan artis1 destekler niteliktedir. Onceki literatiiriin aksine yine epilepsili



40

cocuklarda yapilan baska bir ¢alismada IL-10 ekpresyonu ve CD25 yiizey belirteci
iizerinden Treg hiicreleri degerlendirilmis ve kontrollere gore artis gozlenmistir’®.
Martin ve arkadaslarmin Rasmussen ensefalitli hastalarda yaptig1 ¢alisma CDS" ve
CD4" T hiicrelerin periferden beyne sizdig1 ve aracilik ettikleri IFN-y, TNF-a gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerle inflamasyon aktivitesini siirdiirerek hastaligin patogenezinde
6nemli oldugunu belirtmistir’’. Ayni sekilde hipokampal sklerozlu temporal lob
epilepsili hastalarda yapilan diger bir calismada genis bir kohortta beyindeki lenfosit
infiltrasyonu ve kronik inflamasyonla iligkisi CD8" ve CD4" hiicreleriyle tanimlanmis
ve CD4" hiicrelerdeki klonal genislemenin CD8" hiicrelere oranla daha fazla oldugu
ortaya konmustur’®. Calismamizdaki glisin reseptdr antikoru pozitif hastalarda CD8"
hiicrelerde goriilen anlamlilik kazanmayan azalma periferdeki hiicrelerin beyne olasi

infiltrasyonuyla aciklanabilir.

Literatiirde temporal lob epilepsili hastalarda yapilan bir ¢calismada da CD4" T
lenfositlerde regiilator T hiicreleriyle iliskili HLA-DR, CTLA-4, CD25, CD69, 1L-23R,
IFN-y, TNF-a ve IL-17 ekspresyonlar1 kontrollere gore yiiksek bulunmus ve bu
hiicrelerin kronik olarak aktif halde olduklariyla iliskilendirilmistir”. Elde ettigimiz
sonuglar bu verileri destekleyici yondedir. Bunlara ek olarak ilaca direngli epilepsilerde
epileptik lezyonlardan alman T Ilenfositlerin incelendigi bir ¢alismada Treg
hiicrelerindeki azalmanm hastalik siddetini arttirdigi gésterilmistirgo. Calismamizin

devaminda Treg hiicrelerinin tedavi etkinligi tizerindeki rolii de degerlendirilebilir.

Calismada immiin hiicrelerin sadece immiinfenotiplemeleri yapilarak otoantikor
gelisimine katkilar1 irdelenmistir. Halbuki fonksiyonel olarak bu hiicrelerin iirettigi
sitokinlerin otoantikor yapimi ve izotip doniisiimiine etkisi bilinmesine ragmen, hiicre
ici sitokinlerin veya hiicre kiltiirii sonras1 st sivida sitokin diizeylerinin

degerlendirilmemis olmasi ¢alismanin smirliliklar1 olarak gdze ¢arpmaktadir.

IL-10 ve TGF-B gibi supresif etkili sitokinlerin aktivasyonu, Treg hiicrelerinin
otoimmiinite gelisimindeki dnemli bir mekanizmadir” ve epilepsi patogenezine katkida
bulundugu bir ¢cok ¢aligmayla desteklenmektedir. T hiicrelerin spesifik alt gruplarinin
otoantikor bulunduran ve  bulundurmayan olgular arasinda farklilhik gostermesi

otoimmiiniteye katkisi agisindan 6nemli olabilir ve daha fazla caligmayla irdelenmelidir.
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