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OZET

Yiiceer, H. (2019). Narkolepsiye Ozgii Otoantikorlarin Immiinopresipitasyon ve Kiitle
Spektrofotometre ile Tanimlanmasi ve Validasyonu. istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Sinirbilim ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Narkolepsi, “rapid eye movement” (REM) uyku fazina anormal gegis ile karakterize ani
baslayan artmis giindiiz uykulugunun, kesintili gece uykusunun, katapleksinin ve
hipnogojik/hipnopompik haliisinasyonlarin goriilebildigi kronik bir uyku bozuklugudur.
Yaklagik 2000°de 1 goriilen bu hastaligin ilk semptomlar1 ergenlik ve geng yetiskinlik
donemlerinde baglamaktadir. Uyaniklik durumuyla ilgili hipokretin hormonunu iireten
ndronlarn kaybi en temel etiyolojisidir. Ayrica, insan l6kosit antijenleri (HLA) ile
bilinen  baglantisi, narkolepsinin  otoimmiin  bir  bozukluk  olabilecegini
distindiirmektedir.

Bu tez calismasinda narkolepsi patogenezine etki edebilecek immiin mekanizmalarin,
hastaliga 06zgli aday molekiil/molekiillerin tespit edilmesi ve validasyonunun
gerceklestirilmesi hedeflenmistir. Boylece, narkolepsinin otoimmiin bir hastalik olarak
degerlendirilmesi yoniinde 6nemli veri elde edilmesi ve yeni tedavi hedeflerine oncii
olunmasi amaglanmistir.

Narkolepsi hasta grubu serumlar1 ile immiinpresipitasyon ve Sivi Kromatografisi -
Kiitle Spektrometresi (LC-MS) c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Yapilan analiz
sonuglarina gore, narkolepsi olgularinda kompleman komponent 4 baglayici protein alfa
(CABPA) aday antijen olarak belirlenmistir. Validasyon ¢alismalarinda C4BPA
diizeyinin ve C4BPA’ya kars1 gelisen antikorlarin hasta ve saglikli kontrol serumlarinda
gosterilmesi hedeflenmistir. Calismaya 41 narkolepsi hastasi ve toplam 19 saglikl
kontrol dahil edilmistir. Narkolepsi ve saglikli kontrol ornekleri karsilastirildiginda
C4BPA diizeyi saglikli kontrollerde narkolepsiye kiyasla anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur. Anti-C4BPA diizeyi karsilagtirmasinda ise anlamli olmamakla beraber
narkolepsi hastalarinda antikor seviyesinin yliksek oldugu goriilmiistiir. Anti-C4BPA ve
C4BPA diizeyleri arasinda korelasyon tespit edilememistir. Dogrulama caligmalarinin
spesifik olarak anti-C4BPA olusumu yerine immiin kompleks varligin1 degerlendirdigi
diisiiniilmekle birlikte, ¢alisma sonuglar1 narkolepsi etyopatogenezinde otoimmiiniteye
sebep olabilecek dogal immiinite mekanizmalarinin etkin olabilecegini gostermistir. Bu
sebeple hastaliga 06zgli otoantikor tespiti i¢in ileri validasyon incelemeleri
gerekmektedir.

Anahtar  Kelimeler:  Narkolepsi, otoimmiinite, immiinopresipitasyon, kiitle
spektrofotometre, otoantikorlar

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 33590
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ABSTRACT

Yuceer, H. (2019). Identification and Validation of Narcolepsy-Spesific Autoantibodies
with Immunoprecipitation and Mass Spectrophotometry. Istanbul University, Institute
of Health Science, Department of Neuroscience. Masters Thesis. Istanbul.

Narcolepsy is a chronical sleep disorder characterized by abnormal transition to rapid
eye movement (REM) phase with sudden onset of excessive daytime sleepiness,
disrupted nighttime sleep, catalexy and hypnagogic/hypnopompic hallucinations. The
first symptoms of this disease (approximately 1 in 2000) begin in adolescence and
young adulthood. The most important etiology is the loss of neurons producing
hypocretin hormone related to wakefulness. Furthermore, the connection with human
leukocyte antigens (HLA) suggests that narcolepsy may be an autoimmune disorder.

In this thesis, it was aimed to detect and validate the immune mechanisms, disease-
specific candidate molecule/molecules that may affect the pathogenesis of narcolepsy.
Thus, the goal was to obtain important data for the evaluation of narcolepsy as an
autoimmune disease and to pioneer new treatment goals.

Immunoprecipitation and Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) studies
were carried out with narcolepsy group sera. According to the results of the analysis,
complement component 4 binding protein alpha (C4BPA) was detected as a candidate
antigen in narcolepsy. In the validation studies, it was aimed to show the levels of
C4BPA and antibodies developed against C4BPA in the patient and healthy control
sera. 41 patients with narcolepsy and 19 healthy controls were included. When
narcolepsy and healthy control samples were compared, the level of C4BPA was found
significantly higher in healthy controls than narcolepsy patients. Anti-C4BPA levels
were also compared. Although no significant difference was detected, narcolepsy cases
seemed to have higher levels of anti-C4BPA compared to healthy subjects. Even though
validation studies were considered to evaluate the presence of immune complexes
instead of anti-C4BPA formation, the results of the study showed that the mechanisms
of innate immunity, which may cause autoimmunity, might have an effective role in the
etiopathogenesis of narcolepsy. For this reason, further validation studies are required
for the detection of disease specific autoantibodies.

Key Words: Narcolepsy, autoimmunity, immunoprecipitation, mass spectrophotometry,
autoantibodies

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 33590
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1. GIRIS VE AMAC

Narkolepsi, hizli g6z hareketlerinin (rapid eye movements: REM) gorildiigii
uyku fazina anormal gecis, ani baglayan artmis giindiiz uykulugu ve vakalarin cogunda
katapleksi yani kas tonusunun ani kaybi ile karakterize kronik ndrolojik bir uyku
bozuklugudur. Kesintili gece uykusu, uyku paralizisi ve hipnogojik/hipnopompik
haliisinasyonlar hastaligin diger 6énemli belirtileri arasindadir. Katapleksili narkolepsi
prevalansi farkli toplumlarda degiskenlik gosterse de yaklasik 100.000°de 25-50 kisi
olarak belirlenmistir'. Hastaligin ilk semptomlari ergenlik ve geng yetiskinlik
donemlerinde baslamaktadir. Bununla beraber pediatrik ve geriatrik narkolepsi olgulari
da literatiirde tamimlanmustir>*. Cinsiyet acisindan belirgin fark olmasa da narkolepsinin

erkeklerde kadinlara kiyasla daha sik goriildiigii sdylenebilir?.

Uluslararas1 Uyku Hastaliklar1 Siniflandirmasi’nin (International Classification
of Sleep Disorders: ICSD) 3. baskisina gore narkolepsi, dnceden katapleksili ve
katapleksisiz olarak tanimlanirken giiniimiizde tip 1 ve tip 2 olarak ayrilmistir. Bu ayrim
temelde hastalik tanisinda 6nemli bir biyobelirteg olan hipokretin (oreksin) azlig ile
iligkilidir. Narkolepsi tip 1 (NT1) katapleksi ve beyin omurilik sivisinda (BOS)
hipokretin-1 diisiikliigii ile seyrederken narkolepsi tip 2 (NT2) tanist i¢in katapleksi

goriilmemelidir®.

Giiniimiizde tedavi anlaminda giindiiz uykululugu i¢in modafinil, katapleksi i¢in
secici serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI) ve dual serotonin ve noradrenalin geri
alim inhibitorleri (SNRI) gibi antidepresanlar ve bu iki semptomun birlikte tedavisi i¢in
sodyum oksibat kullanilmaktadir. Yakin gelecekte hastalik etyopatogenizin daha detayl
anlasilmasiyla yeni nesil uyku baskilayic1 veya uyaniklik tetikleyici ilaglar, hipokretin
eksikligine yonelik yeni tedaviler ve Onemi gittikce artan immiin mekanizmalar ile
baglantisinin  ortaya c¢ikarilmasiyla 6zellikle erken asamalarda uygulanacak

immiinoterapi segenekleri narkolepsi tedavisi igin s6z konusu olacaktir’.

Uyku bozukluklar1 arasinda molekiiler anlamda en ¢ok arastirilmis rahatsizlik
olan narkolepsi ile ilgili calismalar, hipokretinerjik noéronlarin kaybina bagh
hipokretin/oreksin eksikliginin hastaligin temel etiyolojisi oldugunu gdstermistir. Bu
noronlarm {rettigi hipokretin hormonunun uyku-uyaniklik dongiisiinii diizenlemek,

uyanik kalmayr saglamak ve REM uyku fazina gecisi baskilamakta gorevli oldugu
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sanilmaktadir®!°. Narkolepsi hayvan modelleri de hipokretin/oreksin sistemindeki
bozulmay1 desteklemektedir. Narkoleptik kopeklerde hastaliga karakterize semptomlar
(azalmis uyku latansi ve katapleksi) gbzlenmis ve oreksin reseptdor 2 mutasyonu
saptanmistir'!. Knock-out ve transgenik fare modellerinde de oreksin hormonu eksik

1213 Yaklasik son 20 sene

farelerde narkolepsi fenotipi insana benzer bulunmustur
icinde yapilan genetik ¢alismalar, narkolepsinin insan 16kosit antijenleri (HLA) -DR2 ve
HLA-DQI1 allelleri ile iliskili oldugunu gdstermistir. Major histokompatibilite
kompleksi (MHC) DQ bolgesinde yerlesimli DQA1*01:02, DQB1*06:02, DRB1*15:01
ve DRB5*01:01 allelleri narkolepsi igin yatkinlik genleri olarak bulunmustur'®',
Ozellikle DQB1*06:02 allelinin varligmin narkolepsinin ayirici tanisi igin dnemli
oldugu literatiirde vurgulanmistir'®. Ayrica genom boyu iliskilendirme calismalar
(GWAS), HLA molekiillerine bagli antijenlerin tanimlanmasinda rol alan T hiicre
reseptor alfa lokusunda (THRa) ve sitotoksik T lenfositlerde (CD8+) yiiksek diizeyde
eksprese edilen piirinerjik reseptor alttip P2Y11 geninde polimorfizm saptanmigtir!”!8,
Bunun disinda immiin sistemde fazlasiyla eksprese edildigi bilinen, katapleksiyle iliskili
oldugu diisliniilen ve ndronal sagkalimda rolii olan DNMT1 (Deoksiriboniikleikasit
(DNA) metiltransferaz 1) geninde narkoleptik hastalarda mutasyon goriilmiistiir'®-2,
HLA allelleri ile birlikte bu bulgular, narkolepsinin patogenezinde farkli immiin sistem
hiicrelerinin yer alabilecegini ve hastaligin otoimmiin bir temeli olabilecegini

diistindiirmektedir.

Narkolepsinin  immiinite mekanizmalar1 ile 1ilgili sitokin diizeyindeki
arastirmalar, interlokin (IL) 6 ve timor nekroz faktor-alfa (TNFa) gibi proinflamatuvar
sitokinlerin uyku-uyaniklik dongiisiinde etkin oldugunu ve narkolepsi hastalarinda bu
sitokinlerin saglikli kontroller ile karsilastirndiginda daha yiiksek seviyelerde
bulundugunu gdstermektedir?!?%. Ek olarak, literatiirde NT1 hasta serumlarinda artmis
hipokretin-1 reaktif total immiinoglobulin (Ig) G ve IgM otoantikorlarmin tespit
edilmesi narkolepsinin otoimmiin bir hastalik olarak degerlendirilmesi yoniindeki

siipheleri artirmistir>>24,

Narkolepsinin tam olarak aydinlatilamamis olan immiinopatogenezi hakkinda
daha fazla bilgi sahibi olmak amaciyla, calismamizda narkolepsiye ozgli aday
molekiil/molekiillerin immiinopresipitasyon (IP) ve Sivi Kromatografisi Kiitle

Spektrometrisi (LC-MS/MS) ile tanimlanmasi ve tanimlanan adaylarin validasyonunun
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yapilmas1 hedeflenmistir. Bu arastirma, narkolepsiye yonelik aday antijenlerin
belirlenmesinde yiiksek duyarliliga sahip analitik bir yontem olan LC-MS/MS
metodunun ilk kez kullanilacak olmasi yoniiyle oOnem tasimaktadir. Olasi
molekiil/molekiillerin saptanmasi ve tanimlanmasi ile narkolepsinin otoimmiin bir
hastalik olarak ele alinmasi yoniinde onemli ¢ikarimlar yapilmasi ve yeni terapdtik

seceneklerin degerlendirmeye alinabilmesi hedeflenmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Narkolepsi

2.1.1. Tanim ve Epidemiyoloji

Narkolepsi; uyku ataklari, ani baslayan artmis giindiiz uykulugu ve kesintili gece
uykusu ile karakterize kronik bir uyku bozuklugudur. Narkolepsi hastalarinda temel
bozulma hizli géz hareketleri (REM) uyku fazina gecis mekanizmasinda olmakla
birlikte bu bozulmaya bagli olarak uyku felci, hipnogojik/hipnopompik haliisinasyonlar
ve vakalarin c¢ogunda kas tonusunun ani kaybi olan katapleksi goriilmektedir®.
Obstruktif uyku apne sendromlu hastalardan sonra artmis giindiiz uykululugu en cok

narkolepside goriilmektedir®’.

Narkolepsi ve katapleksi benzeri tablolardan ilk kez Willis’in 1672 yilina ait
raporunda bahsedilmistir. Bu raporda Willis, giindelik islerini yerine getirebilen; ancak
konusurken, giilerken, yiiriirken, yemek sirasinda agizlarinda lokma varken dahi ani bir
sekilde uykuya dalan olgulardan s6z etmistir. 1842 yilinda Binnis ise giindiiz
uyuklamalari sirasinda goriilen uyku paralizisi durumundan ilk kez bahsetmis ve bunu
adeta giindiiz vakti yasanan kabus olarak nitelemistir. Willis’in ardindan Westphal 1877
yilinda narkolepsi benzeri olgular1 raporlamistir. Narkolepsiye dair ilk kapsamli tanim
ise 1880 yilinda Fransiz doktor Jean Baptiste Edouard Gélineau tarafindan yapilmistir.
Bu sebeple narkolepsi Gélineau sendromu olarak da bilinir. Narkolepsi tanimini ilk kez
kullanan da Gélineau olmustur’®?’. Bu tanim Yunanca kokenli vapkworg, “narke” yani
“uyku, uyusma, uyusukluk” ve epilepside de gecen “lepsis” yani “atak, nobete tutulma”
kelimelerine dayanarak koymustur. Epilepsi ile kelime ortakligi disinda Gélineau, adin
koydugu narkolepsi hastaligin1 epileptik ndbetlere benzeyen katapleksi sendromu

sebebiyle epilepsiden ayirmakta zorlanmigtir®®,

Narkolepsi tip 1 (NT1) i¢in prevalans 100.000°de 25-50 kisi iken narkolepsi tip
2 (NT2) icin 100.000°de 20-34 kisidir. Bu oranlar farkli toplumlara gore farklilik
gostermektedir. Ornegin; Avrupa iilkeleri i¢in 100.000 kiside 19-56 iken, 100.000
kiside 2 ile Israil igin en diisiik ve 1000 kiside 18 ile Japonya icin en yiiksek olarak
bulunmustur’?°2°. En diisiik prevalansa sahip Israil’de DQB1*0602 alleline ait tasiyici

frekansimin da iilkeler arasinda en diisiik seviyede oldugu gdsterilmistir’!.
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Hastalik insidansi yaga bagimli olup Avrupa iilkelerinde en diisiik insidans orani
0.13/100.000 olarak 5 yasin altindaki g¢ocuklarda; en yliksek insidans orani ise
1.06/100.000 olarak 20-59 yas arasi yetiskinlerde bulunmustur’’. Narkolepsi bu
oranlara gore nadir hastalik kategorisinde goriilmesine ragmen hastalik tanisinin halen
konulamamas1 veya semptom baslangicindan ¢ok sonra konulabilmesi sebebiyle bu

insidans oranlari tartismalidir®’.

Cinsiyet agisindan belirgin fark bulunmamasina ragmen narkolepsi, 1,6:1 olarak
erkeklerde kadinlara kiyasla daha sik goriilmektedir**® Genellikle geng yetiskinlik
donemlerinde goriilmekle birlikte, nadir olarak pediatrik ve geriatrik narkolepsi olgulari
da literatirde tanimlanmistir>®. Narkolepsi hastalar1 giinliik yasantida &zellikle
akademik hayat ve is ortaminda hastaligin yarattig1 ciddi negatif psikososyal etkilerle
karsilasmaktadir. Hastalarin yasadiklar1 katapleksi ve uyku ataklarina bagh is ve trafik
kazas1 gecirme riski saglikli popiilasyona kiyasla 3-4 kat daha fazladir. Tedavi ile

kontrol altina alindiginda bu riskin azaldig literatiirde gosterilmistir®>-*

2.2. Narkolepsinin Klinik Ozellikleri

2.2.1. Uyku Hali ve Artms Giindiiz Uykulugu

Narkolepsi i¢in uyku hali 6zellikle giindiiz vaktinde goriilmektedir. Artmis
giindiiz uykulugu narkolepsi tanis1 i¢in en temel semptomdur®®. Rahat veya sedanter
durumlarda kolayca uykuya dalma, bagimi sallama, uyuma egilimi yasama veya bu
durumlarda uyumadan kaginmak icin ekstra caba gosterme ihtiyact olarak kendini
gostermektedir’®. Ayrica, hastalarda “uyku ataklar1” olarak adlandirilan uyamk
donemde ani, siddetli ve kars1 konulmaz uyku ihtiyaci ortaya ¢ikmaktadir. Bu ataklar
genelde 1-2 dakika slirmekle beraber bazen yarim saate kadar uzayabilmektedir.
Hastalar atak sonrasi uyandiklarinda dinlenmis ve uykusunu almis hissetseler de kisa
zaman sonra siddetli uyku ihtiyaci tekrar dogabilir ve yeni bir atak gergeklesebilir®®.
Ataklar hastalik seyri i¢inde bazi donemlerde diizelme gosterse de ¢ogunlukla 6miir
boyu goriiliir. Ek olarak narkolepsili hastalardaki bu uyku hali; hafizada kotiilesme,

dikkat ve konsantrasyonda azalma ve ¢abuk &fkelenmeye sebep olabilmektedir?®’.

2.2.2. Katapleksi

Narkolepsi vakalarimin tamamina yakin bir kisminda goriilen katapleksi,

bilateral kas tonusunun kismi veya biitiin olarak kaybidir’>. REM uyku fazina ani ve
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zamansiz gecis ile iligkili mekanizma bozulmasindan kaynakli,, REM fazinda goriilen
atoni benzeri tablonun narkolepside katapleksi olarak ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir ”.
NT1 tanisinda katapleksi semptomu ayirici olmaktadir. Derin tendon ve monosinaptik H
refleksleri katapleksi durumunda kayboldugu i¢in bu refklekslerin kontrolii klinik tani
icin 6nemlidir*®. Cogu vakada artmis giindiiz uykululugu ile aym1 zamanda baslasa da

hastalik baslangicindan yillar sonra da ortaya cikabilir**.

Giiclii duygusal uyaranlar katapleksiyi tetikler. Ozellikle giilme ve kahkaha atma
gibi pozitif duygusal tepkiler en yaygin katapleksi uyaranlaridir®®. Kas tonusu kaybi,
birkag saniye ile 2 dakika arasinda stirebilir. Baz1 durumlarda bu siire uzayabilmekte ve
nadir de olsa “status kataplektikus” denen saatlerce tekrarlayan kataplektik ataklar
goriilebilmektedir’!. Katapleksi durumu sirasinda hasta cevap veremez durumda olsa da
bilinci korunmaktadir**. Kas tonusundaki azalma ¢ogunlukla minimal diizeyde olur ve
genellikle yiiz ve boyun kaslarinda baslar. Bilateral pitosiz, ¢enenin gevsemesi, basin
kisa bir siire dligmesi, dizartri ve elde tutulan nesnenin diisiiriilmesi ile kendini gosterir.
Bununla birlikte uzuv ve govde kaslar etkilenirse paralizi veya kisinin yere yigilmasi

ile sonuglanabilmektedir (Sekil 2.1)*.

Hastalar giin i¢inde 1-2 kez veya senede birkac atak olacak sekilde degisen
siklikla katapleksi durumuyla karsilagabilmektedir. Stres, fiziksel yorgunluk ve yetersiz
uyku durumlart katapleksi tablosunu kétiilestirmektedir®. Ayrica, yasla beraber
muhtemelen kisilerin duygu durumunu daha iyi kontrol etmesine bagl olarak hastalarda

katapleksi atak sayis1 azalmaktadir’!.

Strong
emotional Partial cataplexy Complete cataplexy
trigger

Weakness in the

limbs and trunk
4 ' ,
Vi
% /.
(] ~

” >,

Sekil 2-1: Kismi kas tonusu kaybu ile baslayip paralizi ile sonuglanan katapleksi geligimi*.
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2.2.3. Hipnagojik ve Hipnapompik Haliisinasyonlar

Narkolepsiye 6zgili bir durum olmamakla birlikte, narkolepsi hastalarinda uyku
oncesi, uykuya dalma siirecinde (hipnagojik) veya uykudan uyanikliga gecis sirasinda
(hipnapompik) varsanilar ortaya ¢ikabilmektedir. Bu varsanilar gorsel, isitsel, kinestetik
veya coklu duyulara yonelik durumlar olabilir. Ornegin, hastalar genelde eve bir
yabancinin girmesi veya bir hayvan tarafindan saldiriya ugramak gibi korku dolu
deneyimler yasar. Biling diizeyi ile uyku fazim1 bir araya getiren bu haliisinasyonlar,

hastalarin gergeklik algisini bozabilmekte ve rahatsiz edici olabilmektedir®>!.

Bu haliisinasyonlarin yine hizli gdz hareketlerinin goriildiigiit REM uyku fazina
gecisteki bozulmayla ilgili olarak ortaya ¢ikan riiya ve hallisinasyon benzeri tablolarla
iliskili oldugu diisiiniilmektedir’!. Narkolepsiye komorbid olarak gériilebilecek sizofreni
gibi tablolarda da bu tip hallisinasyonlara rastlanabileceginden ve goriilen
haliisinasyonlarin narkolepside sikc¢a rastlanan kabus gérmeden ayirt edilmesinin zor
olmasindan dolayr hipnagojik ve hipnapompik haliisinasyonlar narkolepsi i¢in tanida

ayirici olarak degerlendirilememektedir?’.

2.2.4. Uyku Paralizisi

Uyku paralizisi narkolepsi hastalarinin yaklasik % 20-50’sinde goriilmektedir®?,
Narkolepside hipnagojik ve hipnapompik haliisinasyonlar ile iligkili olarak uyku
paralizisi; uyku sirasinda, gece uyanmalarinda veya sabah saatlerinde gergeklesir.
Hastanin bilinci yerindedir; ancak istemli higbir hareket gergeklestiremez. Yorgunluk
halinden farkli olarak hastalar parmaklarini dahi hareket ettiremeyecek durumdadirlar.
Birka¢ dakika siirebilecek uyku paralizisi ses veya dokunma gibi dis uyaranlar ile
sonlanabilir’!. Uyku deprivasyonu, stres ve diizensiz uyku-uyaniklik déngiisii uyku
paralizisine neden olabilmektedir. Narkolepsiden bagimsiz durumlarda uyku paralizisi
REM uykusundan uyanmanin ardindan atoni durumu olarak goriilmektedir. Bu bilgi,

narkolepsideki REM uyku fazi ile ilgili gecis bozuklugunu destekler niteliktedir?’.

2.2.5. Kesintili Gece Uykusu

Narkolepsi hastalar1 giiniin biiyiik bir ¢ogunlugunda uykulu halde olsa da gece
uykusu sirasinda sikinti yasamaktadir. Bu hastalar uyku ve uyaniklik durumunu
siirdiirmekte zorlandigindan noktiirnal uykulari kesintilidir ve ¢ogu zaman uyku arttirici
ilag kullanmak zorunda kalirlar®. Ayrica hastaligin patofizyolojisine ek olarak gelisen

uyku bozukluklari, uykunun bu hastalarda boliinmesine yol agmistir. Kesintili gece
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uykusu hastalariin % 80 kadarinda goriilmekte olup hastalik tanist i¢in Onem

tasimaktadir?’#,

2.2.6. Diger Semptomlar

Belirtilen semptomlara ek olarak insomnia, obstruktif uyku apnesi, REM uyku
davranig bozuklugu, kabus goérme, non-REM uykusu parasomnileri, uyku terori,
noktiirnal miyoklonus, somnambiilizm (uyurgezerlik) gibi uyku bozukluklar1 narkolepsi

hastaliginda saglikli popiilasyona gore daha sik olarak rastlanmaktadir*.

Ayrica narkolepsi hastalari, hipotalamik bozulmaya bagli metabolizma hizinda
diisiis yasadigindan viicut-kitle indeksleri saglikli popiilasyonun % 15 {izerindedir.
Ozellikle c¢ocuk yastaki hastalar, hastalik baslangicinda 18 kilograma kadar kilo

alabilmektedir®.

Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu, depresyon ve anksiyete
bozukluklarma narkolepsi hastalarinda toplumun geneline gére oldukca sik rastlanir®,
Narkolepsi hastalarinin davranigsal fenotipi bir¢ok psikiyatrik rahatsizliga yonelik
davranis ve kisilik bozukluklarin1 kapsamaktadir. Narkolepsiye komorbid olarak gelisen
en temel psikiyatrik rahatsizlik sizofrenidir. Sizofrenide goriilen psikoz ve narkolepsinin
psikotik formlarmi ayrigtirmak Onem arz etmektedir. Ayirici tant ve uygun tedavi
saglanmasi1 amaciyla narkolepsinin refrakter ve atipik ayri bir psikiyatrik hastalik olarak

degerlendirilmesi son yillarda tartisiimaktadir®®+7.

2.3. Narkolepsi Tamsi
2.3.1. Tanisal Degerlendirme

2.3.1.1. Polisomnografi ve Coklu Uyku Latansi Testleri

Noktiirnal polisomnografi (PSG) gece uykusu sirasinda uygulanmaktadir.
Kandaki oksijen seviyesi, uyku iligkili beyin dalga aktivitesi ve uyku sirasindaki géz ve
bacak hareketlerini 6lgmektedir. PSG, narkolepsinin diger uyku hastaliklardan ayirici
tanisinda Onemli olup kesintili gece uykusu ve REM uyku fazina erken girisin
hastalarda gosterilmesini saglamak agisindan degerlidir. Gece calisilan PSG sonuglart

coklu uyku latans testi (CULT) ile giindiiz vakti icin de dogrulanmalidir 2>*!

Artmus giindiiz uykululugunun diizeyi ise Epworth Uykululuk Olcegi (ESS) gibi
subjektif siddet 6lgekleri ve nesnel olarak CULT ile dlgiilebilir. CULT testi sessiz ve
karanlik ortamda kisilerin uykuya dalma yatkinliklarin1t Amerikan Uyku Tibb1
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Akademisi (American Academy of Sleep Medicine: AASM) tarafindan belirtilen
standartlara uygun olarak 6lgmelidir*. Hastalardan test Oncesindeki hafta boyunca
ozellikle geceleri miimkiin oldugunca uzun siire uyumalari, uyku giinliigii tutmalar1 ve

miimkiin oldukga aktigrafi ile CULT 6ncesindeki en az 24 saati kaydetmeleri istenir.

CULT taki ortalama 5 dakikanin altindaki uyku latanslar1 uykululuk halini, 10
dakika iizeri gecikmeler ise normal uyanikligi gosterir. 8 dakikanin altindaki uyku
latans1 narkolepsi tanist i¢in Onemlidir. Narkolepsili hastalarin %90°1 bu gecikme
degerinin altinda kalmakta ve hizlica uykuya dalmaktadir. Ek olarak test sirasinda REM
ile baslayan uyku epizodu (SOREM) goriilmesi narkolepsi i¢in oldukg¢a ayirt edicidir.
Bu yontemler her zaman tutarli sonuglar vermeyip uygun klinik degerlendirme ile

kullaniimalidir 4.

2.3.1.2. BOS Hipokretin Diizeyi Ol¢iimii

Narkolepsi patogenezinde Onemli bir biyobelirte¢ olan hipokretin (oreksin)
azligt ICSD-3 son narkolepsi tani kriterlerine eklenmistir. Hipokretin-1 azlig
narkolepsiye 6zgili olmamakla ve bu Ol¢iim tani i¢in zorunluluk tagimamakla beraber,
immiinoreaktif testlerle belirlenen diisiikk BOS hipokretin diizeyi CULT kadar dogru tan

icin 6nem tagimaktadir.

2.3.1.3. HLA-DQB1%06:02 Analizi

Katapleksinin eslik ettigi NT1’in, HLA-DQB1*06:02 alleli ile giiglii iliskisi
bilinmektedir; ancak bu allel genel popiilasyonda oldukca rastlanir oldugundan
narkolepsinin ayirici tanist icin yiiksek duyarlilikli HLA-DQB1*06:02 analizi tani

kriterleri arasinda yer almamaktadir?’.

2.3.2. Tam Kriterleri ve Hastalik Alttipleri

ICSD’nin 3. baskisina gore narkolepsi, katapleksili ve katapleksisiz narkolepsi
tanimlamasi yerine tip 1 ve tip 2 olarak ayrilmistir. Bu ayrim temelde hipokretin azligi
ile iligkilidir. Katapleksisi olmayan bazi hastalarda da beyin-omurilik sivisi (BOS)
hipokretin-1 diizeyi diisiik bulunabildiginden katapleksili narkolepsi - katapleksisiz
narkolepsi tanimlamalart uygunlugunu yitirmistir. Narkolepsi tip 1 (NT1) tanis1 i¢in
katapleksi ve BOS hipokretin-1 diisiikliigii olmas1 gerekirken narkolepsi tip 2 (NT2)
tanis1 igin katapleksi goriilmemelidir®. Narkolepsi i¢in ICSD-3 kriterleri Tablo 2.1°de

verilmigtir.
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Ayni sekilde rutin klinik uygulama i¢in daha pratik olan Mental Bozukluklarin

Tanisal ve Sayimsal El Kitab1 (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders:

DSM) 5. baskisinda da hipokretin eksikligi tan1 kriterlerinde yerini almigtir*

Tablo 2-1: Narkolepsi ICSD-3 tam kriterleri*

Narkolepsi Tip 1 (NT1)

Kriter A ve B mutlaka karsilanmalidir.
A. Hasta en az 3 aydir giinliik dayanilmaz uyku ihtiyaci
periyotlar1  veya dalma

giindliz uykuya egilimi

yasamalidir®.

B. Asagidaki durumlardan en az biri olmalidir:

1. Katapleksi goriilmelidir ve CULT testinde ortalama
uyku latans1 puami 8 ve altinda olmalidir. Ayni testte 2
veya daha fazla SOREM periyotlarinin goriilmesi
gerekmektedir. Noktlirnal — polisomnografi sirasinda,
uyku baslangicinin ilk 15 dakikasinda goriilen bir
SOREM, CULT testinde goriilmesi beklenen bir
SOREM olarak sayilabilir®.

2. BOS hipokretin-1 konsantrasyonu 110 pg/mL ve alt1

veya ayni testteki normal/kontrol drneklerin ortalama

konsantrasyon degerlerinin 1/3’iiniin altinda olmalidir®.

8,49

Narkolepsi Tip 2 (NT2)

Kriter A ve E mutlaka kargilanmalidir.
A. Hasta en az 3 aydir giinliik dayanilmaz uyku ihtiyaci
periyotlar1  veya dalma

glindiiz uykuya egilimi

yasamalidir.

B. CULT testinde ortalama uyku latansi puam1 8 ve
altinda olmalidir. Ayni testte 2 veya daha fazla SOREM
periyotlarinin  goriilmesi  gerekmektedir. Noktiirnal
polisomnografi sirasinda, uyku baglangicinin ilk 15
dakikasinda gorilen bir SOREM, CULT testinde
goriilmesi beklenen bir SOREM olarak sayilabilir.

C. Katapleksi gorilmemelidir®.

D. BOS hipokretin-1 konsantrasyonu 110 pg/mL ve iistii
veya ayni testteki normal/kontrol drneklerin ortalama
konsantrasyon degerlerinin 1/3’{iniin iistiinde olmalidir.
E. Hipersomni ve/veya CULT bulgulari; yetersiz uyku,
obstruktif uyku apnesi, gecikmis uyku fazi bozuklugu,

veya ilag/madde kullamimi ve yoksunlugu kaynakl

acgiklanmamalidir.

aKiigiik cocuklarda narkolepsi kendini asir1 uzamis gece uykulari veya ortaya ¢ikan kesintili kisa giindiiz uykulari ile

gosterebilir. PEger Tip 1 narkolepsiden klinik olarak

giicli bir sekilde silipheleniyor ancak CULT kriteri

gerceklesmiyorsa CULT un tekrart onerilir. °Katapleksinin sonradan goriilmesi durumunda bozukluk NT1 olarak

siniflandirilir. 9Eger sonradan BOS hipokretin-1 diizeyi o6lgiiliirse ve 110 pg/mL ve alu veya aym testteki

normal/kontrol 6rneklerin ortalama konsantrasyon degerlerinin 1/3’{iniin altinda bulunursa bozukluk NT1 olarak

siiflandirilir.
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2.4. Narkolepsi Tedavisi

Narkolepsi etyopatogenezi halen net olarak bilinmediginden terapotik
yontemlerde amag hastalik yonetimini saglamaktir. Gliniimiizde narkolepsi tedavisi i¢in
kullanilan 1ilaglar katapleksi, artmis gilindiiz uykululugu, uyku ataklari ve diger

semptomlarm kontrol altma alinmasini gergeklestirir™.

Katapleksi ve REM uykusunun baskilanmasina yonelik tedavi temelde secici
serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI) ve dual serotonin ve noradrenalin geri alim
inhibitérleri (SNRI) gibi antidepresanlar ve sodyum oksibat ile diizenlenmektedir’’.
Artmig glindiiz uykululugu i¢in tedavi anlaminda en c¢ok gama-aminobiitrik asit
(GABA) inhibisyonu ve dopamin eksitasyonunu etkiledigi diisiiniilen modafinil
kullanilmaktadir. Bunun disinda sodyum oksibat, metilfenidat, pitolisant, mazindol ve
amfetamin tiirevleri de tercih edilebilmektedir’>>. Uyku ataklari ise amfetamin benzeri
olan mazindol, pemolin gibi ilaglarla tedavi edilmektedir’. Kesintili gece uykusu
durumunda uyku kalitesini arttirmak amaciyla SXB kullanilmakta olup klonazepam ve
triazolam gibi benzodiazepin tiirleri ile zopiklon ve zolpidem gibi hipnotik ilaclarin
uyku béliinmesini diizeltici etkisi gosterilmistir’*. REM uyku disregiilasyonuna bagl
hipnagojik/hipnapompik haliisinasyonlar ile uyku paralizisinde hastalara antidepresanlar
ve SXB recetelenmektedir. Narkolepsiyle birlikte goriilmesi olast olan REM uyku
bozuklugu igin ise melatonin ve SXB kullanlabilmektedir®’. Tiim ilaglar igerisinde
sodyum oksibatin en giivenli ve tiim narkolepsi semptomlari {lizerinde en etkili ilag

oldugu diisiiniilmektedir>.

Farmakolojik yoOntemlere ek olarak; psikolojik tedaviler diizenlenmeli ve
hastalar uyku molalar1 planlamak, uyku hijyeni saglamak, diizenli fiziksel aktivite
yapmak, ileri diizey dikkat gerektiren islerden kacinmak gibi yasamsal degisikliklerin
gerekliligi hakkinda bilgilendirilmelidir’®. Yakin gelecekte hastalik etyopatogenizin
daha detayli anlagilmasiyla da yeni nesil uyku baskilayicit veya uyaniklik tetikleyici
ilaglar, hipokretin eksikligine yonelik yeni tedaviler ve 6nemi gittik¢e artan immiin
mekanizmalar ile baglantisinin ortaya ¢ikarilmasiyla Ozellikle erken asamalarda
uygulanacak immiinoterapi segenekleri narkolepsi tedavisi i¢in s6z konusu

olabilecektir.
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2.5. Narkolepsi Etyopatogenezi
2.5.1. Uyku-Uyaniklik Mekanizmalari

2.5.1.1. Uyku Evreleri

Ortalama hayatimizin yaklasik 25 yilin1 kapsayan uykunun varolus sebebi halen
aciklanamasa da; tiim bedeni ve mental fonksiyonlar, hormonal regiilasyon, kas tonusu,
nefes alip-verme hiz1 gibi birgok 6nemli iglevimiz iizerinde uyku oldukca 6nemli etkiye
sahiptir. Beynin elektriksel aktivitesi uyku sirasinda olduk¢a degismektedir. Uyaniklik
sirasinda elektroensefalografi (EEG) verileri aktif serebral kortekse isaret eden diisiik
voltajli, yiiksek frekansl beta dalga boyundayken; gozleri kapatma ve gevseme haliyle
Ozellikle gorsel kortekste alfa dalgalar1 goriilmeye baglar. EEG, elektromiyografi
(EMG) ve elektrookiilografi (EOG) verilerine dayanarak uyku bes asamaya ayrilmstir.
Ilk dért asama hizli goz hareketlerinin (REM) géoriilmedigi non-REM evresi, besinci

asama ise REM uyku evresidir >,

[Ik non-REM asamas1 uykunun heniiz gelismedigi, kortikal aktivitede azalmay1
gosteren yliksek frekansli dalga aktivitesinde disiisiin gorildiigii, teta dalgalarina
gecisin basladigi, uyku-uyaniklik arasi dénemdir (Sekil 2.2). Kas tonusu ve goz
hareketleri bu evrede azalmaya baslar. Ikinci asama, EEG’de 7-15 Hz’lik ani
osilasyonlar ile kendini gosteren uyku igciklerinin ve ani 1-2 saniye siiren artislarla
belirlenen K komplekslerinin goriildiigii evredir (Sekil 2.2). K kompleksleri ve uyku
igciklerinin ortaya ¢ikmasi, gevseme ve noronlarin hiperpolarizasyonu ile talamus ve
serebral korteksteki yavaslamis noronal ve sinaptik aktiviteye isaret eder. Bu evrede kas
tonusu ve gbéz hareketlerinin yavaslamasina ek olarak viicut sicakligi diismekte ve
solunum diizenli ve yavas hale gelmektedir. Uciincii asamada, 0.5-4 Hz delta dalga
osilasyonlar1 goriilmeye baslar (Sekil 2.2). Bu dalgalar uyaniklik mekanizmalarinda ve
biling diizeyinde ileri azalmaya ve talamik-kortikal senkronizasyonda artisa isaret eder.
Delta dalgalariin baskin olarak goriilmesiyle kisi en derin uyku evresi olan doérdiincii
non-REM uyku asamasina gecer (Sekil 2.2). Narkolepside de goriilebilen
somnambiilizm, uyku terorii gibi parasomniler bu evrede gerceklesir. Ayrica bu evre
sirasinda glinliilk yasanan olaylara yonelik, basit igerikli riiyalar goriilebilmektedir.
Normal bir gece uykusunda, uyaniklik durumundan dordiincii non-REM uyku

asamasina gecis yaklasik yarmm saatlik bir siirede gergeklesir>->°.
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Non-REM uyku asamalarinin ardindan kisi uyanmak yerine testere disi paternli
dalgalarin goriildiigii 6zgiin bir evre olan REM uyku fazina gecer (Sekil 2.2). REM
uyku fazi ilk olarak, Kleitman ve Aserinsky tarafindan 1953 yilinda uyku sirasinda
uyanikliga benzer yiiksek frekansli ve diisilk amplitiidlii osilasyonlarin varlig1 olarak
tamimlanmustir'’. Hizli géz hareketlerinin goriilmesi ile karakterize olan REM uykusu
sirasinda beyin sapindaki géz hareketlerinin kontroliinii saglayan motor néronlar harig
efferent yoldaki diger motor noronlarin inhibisyonuna bagl kas tonusunun tamamen
kayb1 veya atoni tablosu goriiliir. Narkolepsinin en karakteristik 6zelliklerinden olan
katapleksi REM uykusuna anormal gegise bu atoni durumu ile iliskilidir’®. Narkolepsi
hastalarinda bu REM uyku fazina gegiste bozulmaya yonelik 6rnek EEG, EMG ve EOG
bulgusu Sekil 2.3’te gosterilmistir. Yetiskinlerde REM uykusu toplam uyku siiresinin
yaklasik % 25’ini olusturmaktadir. Gece uykusu boyunca 4-5 kez gozlenebilir.
Riiyalarin biiylik ¢cogunlugu bu evrede goriilmektedir. Non-REM uyku fazinda goriilen
riiyalardan farkli olarak bu evrede daha tuhaf ve kompleks icerikli, Freud’un
tanimladig1  sekilde biligdisina  yonelik riiyalar goriilmektedir®. Bu durum
narkolepsideki REM disregiilasyonuna bagli olusan riiya benzeri hipnagojik ve

hipnapompik haliisinasyonlar1 agiklamaktadir®®,

Uyanik (Gézler agik) (Beta Dalgalar)
W e A P I A Ay A Ty (50
Isn

Uyanik (Gézler Kapali) (Alfa Dalgalar:)

sl o o 0 g

NREM Evre 1 (Teta Dalgalar)

Teta Dalgalan
—

At AN A e i

NREM Evre 2 (Uyku igcigi ve K Kompleksi)

Uyku Igcigi K Kompleksi .
—

NREM Evre 3 (Delta Dalgalari)

REM (Testere Disi Dalgalari)

Testere Digi Dalgalan
ey ——

A VA A AMAN A A A M A

Sekil 2-2: Non-REM ve REM uyku fazlarina ait dalga formlar1 %'
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A Normal sleep onset

EEG VMW&WM%WWW’WWxMﬂ&WW@ /i

Slow rolling eye movements .
05 s A Y askh

Muscle tone is maintained but reduced

EMG

B Narcoleptic sleep onset

e R T e W L

Rapid eye movemems mdmamve of REM sleep

, , Motor inhibition and EMG suppression typical of REM sleep
EMG . * e > s

Sekil 2-3: Narkolepsi hastalarinda goriilen REM disregiillasyonuna ait 6rnek EEG, EMG
ve EOG bulgusunun saghkh birey ile karsilastiriimas:®’.

2.5.1.2. Uyku Norobiyolojisi

Uyku, sirkadiyen ve ultradiyen ritimlere bagli olusan dongiisel bir siirectir.
Sirkadiyen ritim yaklasik 24 saat olup gece-giindiiz degisimini temel alir. Uyku ve
uyaniklik dongiisii viicudumuzdaki bir¢ok sirkadiyen ritimden biridir. Bu ritim, 151k
uyaranin1  algilayan retinal ganglion hiicrelerinin bu uyartyr hipotalamustaki
suprakiazmatik c¢ekirdege iletmesiyle ortaya c¢ikar. Suprakiazmatik ¢ekirdekteki
noronlar bu 151tk uyaram1 ile vazopressin salgilayarak viicuttaki uyku-uyaniklik
dongiisiinii  diizenleyen siireci baglatir. Siirecin molekiiler temelinde BMAL1 ve
CLOCK isimli iki transkripsiyonel aktivator yer almaktadir. Bu aktivatorler PER ve
CRY proteinlerinin hiicre i¢i konsantrasyon diizeyinin artip azalmasini saglayarak uyku-
uyaniklik dongiisiinii diizenler. Bu iletide sorun olmasi veya hipotalamusun ventral
subparaventrikiiler alan1 gibi uyku-uyanikligi diizenleyen bolgelerinde hasar olmasi
durumunda kisiler uykudan uyanikliga gegiste bozulma, giindiiz vakti uyku ve gece

vaktinde uyaniklik egilimi yasama gibi problemlerle karsilasabilmektedir®®2,

Uykunun sirkadiyen ritim 6zelligine ek olarak, non-REM ve REM uyku fazlari
arasinda giinde birden c¢ok dongiiniin ve farklilasmis osilasyonlarin goriildiigi
ultradiyen ritmik 6zelligi de mevcuttur. Bu yoniiyle uyku ve uyaniklik durumlarinin

ortaya ¢ikmasi; hipotalamus disinda beyin sapi, talamus, pineal bez, bazal 6n beyin ve
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amigdala gibi yapilarin da dahil oldugu isbirligi ile olusan karmasik bir siiregtir. Uyku

ve uyaniklikta gorevli néroanatomik bolgeler detayli olarak Sekil 2.4’te gosterilmistir.

Bu yapilar arasinda beyin sapi, REM uykusu ve uyaniklik halinin kontroliinde
one ¢ikmaktadir. Anterior hipotalamusun ventrolateral preoptik ¢ekirdegi ise uyaniklik
ile iligkili mekanizmalar1 inhibe ederek uykunun baglamasini kontrol etmektedir. Beyin
sapinda, hipotalamusta ve bazal 6n beyinde bulunan kolinerjik ndronlar uyaniklik hali
ve REM uykusunun ortaya ¢ikmasinda énemli bir role sahiptir. Bu kolinerjik néronlar;
on beyin, hipokampus ve talamus gibi yapilara projekte olarak salgiladiklar1 asetilkolin
(ACh) ile bu bolgeleri depolarize etmektedir. ACh disinda; gama-aminobiitrik asit
(GABA), glisin ve glutamat {ireten ndronlar da REM uyku fazim1 baglatmada gorev
alabilmektedir. REM wuykusu sirasinda maksimum aktiflik gdsterme o6zelligine
dayanarak bu kolinerjik, GABAerjik, glisinerjik ve glutamaterjik néronlara “REM-on”

hiicreleri de denilmektedir®-?

. Hipotalamustaki histaminerjik noéronlar ile beyin
sapindaki norepinefrin ve serotonin salinimindan gorevli néronlar ise REM uykusu
sirasinda minimum aktivite gostermeleri ve REM fazmin sonlanmasinda gorevli
olmalar1 sebebiyle “REM-off” hiicreleri olarak adlandirilmistir®®®3, REM-on ve REM-

off hiicrelerinin uyku sirasindaki aktivite degisimi Sekil 2.5’te gosterilmistir.

DMH

vPAG
VIPAG/LPT
LDT

Sekil 2-4: Uyku-uyamklik dongiisiinde gorevli néroanatomik bolgeler®*.
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Renkler anatomik bdlgelerin gorevlerini yansitmaktadir (kirmizi: uyaniklik hali, mavi: uyku hali, yesil: REM uyku
fazi, mor: sirkadiyen regiilasyon, iki renkli: ¢oklu islevler). POA: Preoptik alan, SCN: Suprakiazmatik ¢ekirdek, BF:
Bazal 6n beyin, TMN: Tiiberomamiller c¢ekirdek, DRN: Dorsal rafe ¢ekirdegi, PB/PC: Prabrakial
cekirdek/preceruleus, LC: Lokus seruleus, vM: Ventral medulla, LHA: Lateral hipotalamik alan, DMH: Dorsomedial
hipotalamik ¢ekirdek, VPAG: Ventral periakuaduktal gri madde, vVIPAG/LPT: Ventrolateral periakuaduktal gri
madde/lateral pontin tegmentum, LDT: Laterodorsal tegmental ¢ekirdek, PPT: Pediinkiilopontin tegmental ¢ekirdek,
SLD: Sublaterodorsal ¢ekirdek.

Non-REM uyku fazn REM uyku faz1

+ AW

g

8 _____ REM-on

s 3F hiicreler

b

£oap

g

=

g 10

g [ REM-off

= P

iz hiicreler
T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Uyku baslangicindan itibaren gegen siire

Sekil 2-5: REM-on ve REM-off hiicrelerinin uyku sirasindaki aktivite degisimi®.

Narkolepsideki uyku nérobiyolojisi mekanizmalarina yonelik yapilan hayvan
modeli c¢alismalarinda, lokus seruleus kaynakli serotonerjik aktivitenin uyamiklik
sirasinda maksimum diizeyde iken REM uyku fazinda oldugu gibi katapleksi sirasinda
da bu aktivitenin durdugu gdzlenmistir®>%. Bu sebeple, narkolepside katapleksi tedavisi
SSRI  ve SNRI gibi serotonini artirmaya yonelik antidepresanlar ile
gergeklestirilmektedir. Ayrica, REM uyku atonisinin goériilmesinde etkin rol oynayan
ventral medulladaki GABAerjik ve glisinerjik ndronlarin ateslenme oraninin katapleksi
sirasinda da artti§1 bulunmustur®. Ek olarak, goriintiileme calismalarinda duygularin
islendigi merkez olarak bilinen amigdalanin, bu islevinin yaninda REM uyku
regiilasyonunda, REM uyku fazindaki kas atonisinde rolii oldugu ve narkolepsi

5867 Bu durum narkolepsi

hastalarinda amigdala hacminin azaldig1 gosterilmistir
hastalarinin yasadig1 katapleksi tablosunun giiclii duygusal uyaranlar ile neden

tetiklendigini agiklamaktadir.

2.5.2. Hipokretin/Oreksin
Narkolepsinin etyopatogenezi 1998 yilinda hipotalamik ndropeptitler olan

hipokretin-1, hipokretin-2 ve G protein eslikli reseptorleri OX-1, OX-2’nin
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kesfedilmesiyle daha iyi anlasilmaya baslamistir®$®%°. Hipokretin veya bir diger adiyla
oreksin sentezleyen lateral hipotalamustaki ndronlarin dejenerasyonu ile narkolepsi
tablosunun ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Narkolepsi i¢in hipokretin mekanizmasiyla ilgili
olarak yapilan hayvan c¢alismalarinda ise hipokretin ve hipokretin reseptdér ablasyonu
yapilarak narkolepsi hayvan modeli olusturulabilmistir'®’’. Saglikli insanda bulunan
hipokretinerjik néronlarin tamamina yakininin narkolepsi hastalarinda yok oldugu post-
mortem ¢alismalarda agiklanmistir”!. Narkolepsi vakalarinda gériilen bu hipokretin
iireten noronlarin dramatik kaybi Sekil 2.6’da gosterilmistir. ICSD-3 kriterleri arasinda

da yer alan BOS hipokretin diizeyi, 6zellikle NT1 hastalarinda klinigi énemli dlclide

belirlemektedir®.
Normal Cataplexy No cataplexy
AH AH 5 AR
i ‘ DH DH 8 ; ,* DH
- o
oy
2 £ -
DMH . DMH « ¥ . DMH
4 |
- \ Vs -..
y - 2
bW
A = %3
* PH PH - PH
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Sekil 2-6: Narkolepsi hastalarinda hipokretinerjik néronlarin kayb160.
Saglikli olgularda hipokretinerjik hiicre govdeleri AH, DH, DMH, PH ve LH bolgelerinde lokalize olmustur.
Katapleksili narkolepsi olgularinda ise ayni bolgelerde hiicre kayb: goriiliir. Katapleksinin goriilmedigi narkolepsi

olgularinda ise hiicre kayb1 daha cok PH ve LH bdlgelerinde goriilmektedir. AH: Anterior hipotalamus, DH: Dorsal
hipotalamus, DMH: Dorsomedial hipotalamus, PH: Posterior hipotalamus, LH: Lateral hipotalamus.

Hipokretin noronlarinin temel islevi uyaniklilik halini stirdiirmektir. Bu islevi
uyaniklik ile ilgili rafe ¢ekirdekleri, lokus seruleus, retikiiler formasyon, tuberomamiller

cekirdek gibi bolgelere eksitator projeksiyonlar gondererek ve uykuya gecisten sorumlu
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ventrolateral preoptik cekirdekteki (VLPO) nodronlari norepinefrin, serotonin ve ACh
salinimi ile inhibe ederek saglamaktadir. Bunun yaninda, bazal 6n beyindeki kolinerjik
noronlar (REM-on hiicreleri) ile oreksin noronlar1 karsilikli olarak birbirlerini uyararak
uyanikhlk ve REM uyku fazmim kontroliinii gerceklestirirler’?. Hipokretinerjik
ndronlarm uyaniklik sirasinda aktif oldugu, 6zellikle REM uyku fazlari sirasinda ise cok
daha az sayida ateslendigi narkoleptik hayvan modellerinde de gdsterilmistir'®. Ayni
sekilde oreksin ve oreksin agonistlerinin intaserebraventrikiiler olarak farelere
enjeksiyonu ile uyaniklik hali ortaya ¢ikmis ve REM uykusu baskilanmistir”. Oreksin
ndronlarmin uyaniklik sirasinda paralizi durumunu engellemesi ise REM uyku fazini
baskilayict bolgeleri (lokus seruleus, dorsal raphe c¢ekirdegi, ventrolateral
periakuaduktal gri madde ve lateral pontin tegmentum) aktiflemesine dayanmaktadir.
Aktiflenen bu bolgeler, GABAerjik premotor néronlar yoluyla efferent motor yollari
inhibe ederek kas atonisine sebep olan sublaterodorsal ¢ekirdegi inhibe etmektedir.
Giliclii duygusal uyaran mevcut oldugunda medial prefrontal korteksten gelen uyari
oreksini aktifleyerek kas tonusunun kaybolmasina engel olan siireci baslatmaktadir.
Narkolepsi olgularinda ise oreksin noronlarinin eksitator etkisi s6z konusu
olmadigindan, giiclii duygusal uyaranlar amigdala iizerinden gegerek REM baskilayici
bolgelerin inhibisyonuna ve dolayisiyla kas atonisine yol agan sublaterodorsal
cekirdegin aktivasyonuna yol agarak katapleksi durumunu olusturmaktadir'®. Oreksinin

uyaniklik artiric1 ve katapleksi baskilayici rolii Sekil 2.7°de 6zetlenmistir.

a Orexin neurons maintain wake b Orexin neurons maintain muscle tone during wake
D o @<
@ \ /"
..Amygdala
K{ anaRLC

Premotor
neurons

Motor
neurons

—

Sekil 2-7: Uyamiklik artirici (a) ve katapleksi baskilayici (b) oreksin yolaklarllo.
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BF: Bazal 6nbeyin, TMN: Tuberomamiller ¢ekirdek, PPT-LDT: Pediinkiilopontin ve laterodorsal tegmental ¢ekirdek,
DR: Dorsal rafe ¢ekirdegi, LC: Lokus seruleus, mPFC: Medial prefrontal korteks, VIPAG-LPT: Ventrolateral
periakuaduktal gri madde ve lateral pontin tegmentum, SLD: Sublaterodorsal ¢ekirdek.

Ayrica, hipokretinerjik ndronlar glutamaterjik ara noronlar ile birlikte
otostimiilatér dongii olusturarak uyanikligin siirdiiriilmesini gergeklestirmektedir. Ters
olarak uykunun ortaya c¢ikmasi i¢cin de VLPO’da bulunan GABAerjik noronlarin
hipokretinerjik ndronlart inhibe etmesi gerekmektedir veya narkolepsi hastaligindaki
gibi bu hipokretin iireten ndronlarin dejenerasyona ugramasi séz konusu olmalidir’™>,
Uykunun sirkadiyen ritmik 0&zelligini ve homeostatik uyku dengesini saglayan
suprakiazmatik ¢ekirdek ve hipotalamusun dorsomedial ¢ekirdegi gibi yapilardan gelen
sinyaller VLPO’yu dogrudan olmayan bir sekilde uyarmakta ve uykuyu tetikleyen
ndronlart hipokretinden bagimsiz bir sekilde inhibe etmektedir. Bu durum, narkolepsi
hastalarindaki uyku hali ile ilgili olusan patolojide sirkadiyen ve homeostatik etkilerin
daha diisiik bir diizeyde etkili oldugunu gostermektedir’®. Erken donem bir calismada da
narkolepsi hastalarinda homeostatik siireglerin ve sirkadiyen ritmin korundugunu

belirtmistir’’. Hipokretin/oreksinlerin uyku-uyaniklik dongiisiindeki rolii Sekil 2.8’de

gosterilmistir.

Homeostatic Circadian
sleep drive waking drive

X SCN

! 1

! Ll

1

: \d

1

1

R

VLPO

DMH

V.

His, NE, 5HT,
DA, ACh

ACh

Sleep Wake

Sekil 2-8: Hipokretin/oreksinlerin uyku-uyamkhk déngiisiindeki rolii’®.
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Kesikli ¢izgiler homeostatik siireclerin ve sirkadiyen ritmin hipokretin/oreksin mekanizmasi tizerindeki dogrudan
olmayan etkisini gostermektedir. VLPO: Ventrolateral preoptik g¢ekirdek, SCN: Suprakiazmatik ¢ekirdek, DMH:
Dorsomedial hipotalamik g¢ekirdek, NE: Norepinefrin, SHT: Serotonin, ACh: Asetilkolin, His: Histamin, DA:

Dopamin.

2.5.3. Genetik Mekanizmalar

Narkolepsi patogenezi i¢in kritik bir gelisme olan hipokretinlerin kesfinin hemen
ardindan narkoleptik hayvan calismalarinda hipokretin mutasyonunun tespit edilmesi
hastaligin genetik yoniine dikkatleri ydneltmistir’s. Literatiirde insan narkolepsi
olgularnin % 95’inin sporadik, % 5‘inin  ise familyal vakalardan olustugu
belirtilmistir’>. Hastalarin birinci derece yakinlarmin 20-40 kat risk tasidig
tanimlanmistir”®. Sporadik vakalar cogunlukta goriilmekle beraber narkolepsi icin
yaklasik son 20 yili1 kapsayan genetik caligmalar, narkolepside insan l6kosit antijenleri
(HLA) -DR2 ve HLA-DQI1 allellerinin roliinii gostermistir. Major histokompatibilite
kompleksi (MHC) DQ bélgesinde bulunan DQA1*01:02, DQB1*06:02, DRB1*15:01
ve DRB5*01:01 allelleri narkolepsiye yatkinlik genleri olarak bulunmustur'*!>. Bu
allellerin igerisinde 6zellikle DQB1*06:02, katapleksi tablosu ile iligkili bulundugundan
narkolepsi tanis1 icin dnem tasimaktadir'®. DQB1*06:02 alleli katapleksili hastalarin %
85-95'inde saglikli olgularin ise % 20-25’inde pozitif olarak bulunmustur®®. Ancak bu
allel genel popiilasyonda rastlanir oldugundan ICSD-3 tami kriterleri arasinda yer

almamaktadir.

Narkolepsi i¢in yapilan genom boyu iligkilendirme calismalari (GWAS), T
hiicre reseptdr alfa lokusunda (THRa), piirinerjik reseptor alttip P2Y 11 geninde, tiimor
nekroz faktor alfa (TNFa) ve timdr nekroz faktor reseptor Il genlerinde polimorfizmler
tanimlamistir' %81 Bunun disinda, katapleksiyle iliskili oldugu diisiiniilen ve noronal
sagkalimda rolii olan Deoksiriboniikleikasit (DNA) metiltransferaz 1 (DMNT1) geninde
narkoleptik hastalarda mutasyon tespit edilmistir'®?’. HLA allelleri ile birlikte bu
bulgular, narkolepsinin patogenezinde farkli immiin sistem hiicrelerinin yer

alabilecegini ve hastaligin otoimmiin bir temeli olabilecegini diisiindiirmektedir.

2.5.4. Cevresel Faktorler
Narkolepsinin genetik faktorlere ek olarak ¢evresel faktorlerin etkisiyle olustugu

tahmin edilmektedir. Monozigot ikizlerin % 25-31’inde narkolepsinin uyumlu olarak
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goriilmesi gevresel faktorlerin hastalik etyopatogenezindeki énemini gostermektedir.
Bu cevresel faktorlerin prenatal kosullar, mevsim degisimleri, beslenme, toksik madde
alimi, kafa travmasi, serebrovaskiiler infarkt, gecirilen {ist solunum yolu enfeksiyonu ve

diger enfeksiyonel durumlar olabilecegi varsayilmaktadir*!->%82

2.5.5. immiin Mekanizmalar

Temel gorevi viicudu mikrobiyal enfeksiyonlardan ve homeostatik dengeyi
bozan patojenlerden korumak olan immiin sistem, bu gorevini gerceklestirmek igin
gerekli molekiiler ve hiicresel siirecleri baglatmaktadir. Bu koruma islevini belirli
molekiil, hiicre, doku ve organlar aracilig1 ile gergeklestirmektedir. Viicutta immiin
sistem hiicreleri temel immiin sistem organlart olan kemik iligi ve timusta fonsiyonel
ozelliklerini kazanmaktadir. Immiin sistem, daha az spesifik ve dogustan sahip
oldugumuz dogal immiinite ile daha O6zellesmis ve adaptif olarak gelisen edinsel

83

immiinite olarak birbirini tamamlayan iki mekanizmaya ayrilmaktadir®. Dogal ve

edinsel immiin sistem elemanlar1 Sekil 2.9’da gosterilmistir.

Microbe

Innate immunity Adaptive immunity

* Epithelial

U R - barriers

Antibodies

Phagocytes Dendritic

cells
o s
Complement w_iéé:ells,
\ Hours Days
; 6 2 3 ’
Time after infection %

Sekil 2-9: Dogal ve edinsel immiin sistem elemanlari®*.

NK: Dogal 6ldiiriicii hiicreler, ILC: Dogal lenfoid hiicreler.

2.5.5.1. Dogal immiinite
Dogal immiin sistem viicuttaki ilk savunma hattini1 olusturur. Belirli bir patojene

0zgilin olmamakla beraber dakikalar igerisinde hizli immiin cevap olusturabilmekte ve
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ilk 12 saat icerisinde etkinligi maksimum diizeye g¢ikmaktadir. Bu sistemin hafiza
0zelligi bulunmadigindan uzun siireli immiinite saglanamamaktadir. Dort temel bileseni
bulunmaktadir: dogal bariyerler (deri, mukoz membran gibi), hiicresel savunma
elemanlar1 (nétrofiller, makrofajlar, dogal dldiriicii (NK) hiicreler, mast hiicreleri gibi),
¢oziinilir aracilar (sitokinler, kompleman sistemi gibi) ve patern tanima reseptorleri (toll

benzeri reseptorler (TLR) gibi)®*%,

Kompleman Sistemi

Dogal bagisikligin bir elemant olarak kompleman sistemi, c¢ok hiicreli
organizmalar i¢in var olan en eski immiin mekanizmalardan biridir. Membrana bagli 60
protein ve ¢oziiniir plazma proteinlerinden olusan bu sistem patojenlere kars1 savunma
hattinin ilk basamagi olup antikor iiretimi ve T hiicre aracili immiin yaniti
tetiklemektedir. Kompleman proteinleri proteolitik enzimlerden olusmakta ve
kompleman aktivasyonu bu enzimlerin sirali aktiflenmesi ile gerceklesmektedir.
Kompleman kaskadini aktive edebilen {i¢ yolak mevcuttur. Bu yolaklar alternatif yolak,

klasik yolak ve lektin yolag: olarak isimlendirilir®*®,

Alternatif yolak dogal immiinitenin bir komponentidir. Kompleman regiilator
proteinleri olmayan patojenik ajanlarin ylizeyinde kontrol edilemeyen bir sekilde basta
C3 olmak tizere kompleman proteinlerinin aktiflenmesi ile tetiklenmektedir. Klasik
yolak, patojenlere veya diger antijenlere baglanan antikorlar ile baslatilmaktadir. Bu
yoniiyle klasik kompleman yolagimin hiimoral ve edinsel immiinite elemani oldugu
sOylenebilir. Baslica klasik yolak elemani yiizey IgG ve IgM’lerine baglanan Clq, Clr
ve Cls elemanlarinin olusturdugu C1 kompleksidir. Lektin yolagi, karbonhidrat
baglayan bir plazma proteini olan manoz baglayici lektinin (MBL) patojenlerin
yiizeyindeki terminal mannoz kalintilarima baglanmasiyla tetiklenmektedir. Lektin
klasik kompleman yolak proteinlerini aktifliyor olsa da antikor yoklugunda mikrobial
triinler ile Dbaglatildigindan dogal immiinitenin bir komponenti olarak
degerlendirilmektedir. Bu {i¢ yolagin kompleman aktivasyonunun baslatilmasi agsamasi
farkli olsa da ileri donem kompleman aktivasyonu siirecleri ortaktir3*¢  Alternatif,

klasik ve lektin kompleman yolaklar1 Sekil 2.10°da gdsterilmistir.

Proteolitik enzim islevi gosteren aktiflenen kompleman proteinleri bir diger
kompleman proteininin substrati oldugundan sistemin aktiflenmesi ile enzimatik bir

kaskat baslamaktadir. Kompleman sisteminin temel eleman1 bir plazma proteini olan
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C3’tiir. C3 erken donem kompleman kaskadinda enzimatik bdliinmeye ugrayarak ana
proteolitik fragmani olan C3b’ye doniismektedir. C3b kovalent olarak mikroplara
baglanarak, patojenlerin lizisine sebep olan membran atak kompleksini (MAC)

olusturmakta ve ge¢ donem kompleman siireglerini baslatmaktadir®*56,
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Sekil 2-10: Alternatif, klasik ve lektin kompleman yolaklarl84

Aktiflenen kompleman sistemiyle viicudun kendi saglikli hiicre ve dokularina
zarar vermesinin Oniine ge¢mek i¢in kompleman aktivitesi yiizeye bagl ve ¢oziiniir bazi
kompleman proteinleri ile inhibe edilmelidir. Kompleman 4 b baglayici protein (C4BP)
kompleman sistemini inhibe eden baslica proteindir. C4BP, apoptotik ve nekrotik
hiicrelerin makrofajlar tarafindan ortadan kaldirilma siirecini baslatmaktadir. Klasik ve
lektin kompleman yolaklarinin inhibitdrii olan C4BP, C3 konvertaz olarak da bilinen
C4bC2a kompleksinin olusumunu Onlemekte ve parcalanmasini hizlandirmaktadir.
C4BP bir yandan otoimmiin siire¢leri engellerken bir yandan da patojenlerin
kompleman aktivitesiyle eliminasyonunu Onleyerek enfeksiyoz durumlara yol

acabilmektedir. Bu o6zelligi ile C4BP mekanizmasi immiinolojik hastaliklarm
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etyopatogenezinde kritik bir Snem tasimaktadir 878, Sekil 2.11, C4BP’nin kompleman

sistemindeki rolini 6zetlemektedir.
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e -11: Kompleman sisteminde nin rolu®°.
Sekil 2-11: Kompl i inde C4BP'ni 1ii®®

A. Apoptotik ve nekrotik hiicreler Clq, MBL veya fikolin ile taninmakta ve opsonizasyon siireci baslamaktadir.
Saglikli kisilerde C4BP bu hiicrelere baglanarak kompleman faktor I ile C3b’yi inaktive etmektedir. Bu durumda,
makrofajlar ortama gelerek sessiz bir sekilde inflamasyona sebep olmadan bu C4BP ile isaretlenmis hiicreleri yok
etmektedir. C4BP’nin ortamda bulunmadigi durumda kompleman sistemi inhibe olmamakta, membran atak
kompleksinin olusmasi ile hiicreler lizise ugramakta ve DNA dahil hiicre i¢i materyal ekstraselliiller ortama
cikmaktadir. Sonrasinda fagositler bu materyallere saldirarak TNFa gibi proinflamatuvar sitokinlerin salinimma yol
acmaktir. B. Viicuda giren patojenler C4BP’yi yiizeylerine g¢ekip baglanarak kompleman sistemi aktivitesinin
eliminasyonundan kurtulabilmektedir. Boylelikle ¢ogalan patojenler enfeksiyona neden olabilmektedir. Bu patojenler
C4BP’ye baglanamadiginda biiyiik ¢ogunlugu C3b ve C5a etkinligiyle olusturulan MAC ile lizise ugramakta, kalan

patojenler ise sonraki immiin mekanizmalarla yok edilmek {izere isaretlenmektedir.

PMN: Polimorfoniikleer 16kositler, MAC: Membran atak kompleksi, MBL: Manoz baglayici lektin.

Kompleman sistemi viicutta opsonizasyon/fagositoz, inflamasyon ve hiicre lizisi
olmak iizere ii¢ temel isleve sahiptir. Ilk islevi, fagosit reseptorleri tarafindan taninan
C3b ile patojenlerin kaplanmasi agsamasi olan opsonizasyondur. Kompleman proteinleri
ile kaplanan bu patojenler ise hizlica fagositoza ugramaktadir. Ikinci islev, C3a ve C5a
gibi kompleman proteinlerinin proteolitik kisimlar1 I6kositler i¢in kemoatraktan

oldugundan kompleman aktivasyonunun goriildiigii bdlgelere 16kosit gogiiniin
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gerceklestirilmesi ve bdylece inflamasyonun baglatilmasidir. Son islevi ise, patojenik
ajan membranina baglanan polimerik protein komplekslerinin patojen membran

bariyerini zedelemesiyle ozmotik lizise veya patojenin apoptozuna yol agmasidir®+%,

2.5.5.2. Edinsel Immiinite

Edinsel veya adaptif immiinite belirli bir patojene 6zgiin olarak kazanilmaktadir.
Sadece omurgali canlilarda goriilmektedir. Yabanci bir organizmaya maruz kalindiktan
sonra ilk savunmay1 gerceklestiren dogal immiin sistem, edinsel immiin sistemi
uyarmaktadir. Ardindan edinsel immiinite elemanlar1 patojeni ortadan kaldiran veya
notralize eden efektor cevabi baglatmaktadir. Edinsel immiin cevabin tam kapasitesine
ulagmas1 giinler alabilmektedir. Ayni patojenik ajana tekrar maruz kalindiginda,
patojeni ortadan kaldiran ve hastalig1r dnleyen daha hizli bir bagisiklik reaksiyonunun
olugmasi i¢in hafiza olusturmaktadir. Edinsel immiin sistem hiimoral ve hiicresel
immiinite olarak ikiye ayrilmaktadir. Hiimoral immiinite B lenfositleri ve iirettikleri
antikorlar ile diizenlenirken, hiicresel immiinite cevabr T lenfositleri araciligi ile
gerceklesmektedir. Ayrica efektor hiicreler ve antijen sunucu hiicreler (APC) diger

edinsel immiinite elemanlaridir®%.

B Lenfositleri ve Antikorlar

Hiicre dis1 patojenlerin taninmasi, elimine edilmesi ve kompleman sisteminin
aktiflenmesi gorevlerine sahip B lenfositleri antikor iiretebilmektedir. Kemik iliginde
olgunlasan bu lenfositler, antijen ile lenfoid organlarda karsilastigit zaman
aktiflenmektedir. Olgunlagma Oncesi ve sirasinda doniisecekleri hiicre tipine bagh
olarak bu hiicreler ¢esitli yiizey belirteci ekspresyonu gergeklestirmektedir. Matiirasyon
oncesi donemde B lenfositleri, antijen tanima islemini yilizeylerinde eksprese edilen
IgD ve IgM izotoplari ile yapmaktadir. Antijen ile karsilagmasinin ardindan bu hiicreler
klonal sekilde sayica artarak aktif hale gegmektedir. Bu asamadan sonra IgA, IgE veya
IgG ekspresyonu yapabilen hafiza hiicresi veya plazma hiicresi olarak farklilagsmaktadir.

B lenfositlerinin antikor iiretebilmesi icin plazma hiicresi olmas1 gerekmektedir 8457,

B hiicresi tarafindan iiretilen antikorlar multimerik glikoproteinlerdir. ikisi agir
ve ikisi hafif yapida iki tip zincirden olugmuslardir. Zincirler simetrik olarak Y harfi
seklinde bir araya gelirler. Bu dort glikoprotein zinciri birbirlerine distilfit bag: ile
baglanmistir. Agir ve hafif tipteki bu zincirlerde Fab kismi antijenlerin epitopuna

baglanan boliimdiir. Fc kismi ise Fab kisminin antijeni taniyip baglanmasinin ardindan
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aktiflenen ve antikorlarin biyolojik aktivitesinden sorumlu olan bolimdiir (Sekil 2.11).
Insan antikorlar1 IgA, IgD, IgE, IgG ve IgM olarak bes farkli izotipte gériilmektedir. Bu
Ig smiflar1 yapica birbirine benzemekle beraber degisik antijenleri tanimakta ve Fab
bolgeleri farkli immiinolojik mekanizmalar1 aktiflemektedir. Ornegin; IgG ve IgM
antikorlar1 klasik kompleman yolagini, IgA ise lektin ve alternatif kompleman

yolaklarini aktive etmektedir®**°.

antijene ait epitop

hafif zincir

agir zincir

Fc

disiilfat bag

Sekil 2-12: immiinoglobiilin G (IgG) antikor yapisi.

Otoantikor tanimi ise organizmanin kendi saglikli hiicre ve dokularina karsi
gelistirdigi abnormal immiin yanit olan otoimmiinite durumunda otoreaktif hale gelen
lenfositleri ifade etmektedir®. Narkolepsi icin reaktif total immiinoglobulin IgG ve IgM
otoantikorlarinin tespit edilmis olsa da hastaliga spesifik olarak gelisen otoantikorlar

heniiz tanimlanmamistir®.

T Lenfositleri

T lenfositleri hiicresel immiinitenin temel elemanlar1 olarak intaselliiler
patojenik ajanlar1 tanimaktadir. T hiicre yiizeyinde Ig yerine T hiicre reseptorii (TCR)
bulunmaktadir. Her T lenfositi tek tiir TCR tagimaktadir. Patojenik antijenlerin bu
TCR’lere baglanmasiyla antijene 6zgii T hiicrelerinin olusmasi tetiklenmektedir®”.
Yiiksek antikor baglama kapasitesine sahip olan T lenfositleri islevlerine gore
farklilasmistir. Bu T lenfosit tipleri bagisiklik cevabininin supresyonunda ve

otoimmiiniteyi engellemede gorevli regiilatér T lenfositleri (CD4+, CD25+ gibi),
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patojenik antijen eliminasyonunu gercgeklestiren sitotoksik T lenfositleri (CD8+, CD4-
gibi), sitokin aracilif1i ile immiin siireci regiile eden yardimci T lenfositleri (CD3+,
CD4+ gibi), karsilasilan patojenlere karsi antikor iiretimini hizlandirmak amaciyla
hafiza olusturan bellek T lenfositleri ve dogal immiin sistem elemanlar1 arasinda da yer

alan dogal dldiiriicii T (NKT) lenfositleri olarak smiflandiriimaktadir®*,

T lenfositleri, antijenleri dogal formunda taniyan B lenfositlerinin aksine
antijenleri daha spesifik olarak MHC baglh peptit formunda taniyabilmektedir. Bu
sebeple, antijenlerin peptitlere doniistiiriilerek T lenfosit sunumunun gergeklestirilmesi
APC tarafindan gergeklestirilmektedir. APC hiicreleri arasinda dendritik hiicreler,
makrofajlar, B lenfositleri ve mikroglialar yer almaktadir. Ozellikle CD8+ ve CD4+ T
lenfositleri bu APC’lerin sundugu MHC epitoplarina baglanmakta ve sitokin aracili

hiicresel immiinite mekanizmalarini baslatmaktadir®*%°

2.5.5.3. Narkolepsi ve Immiinite

Ilk olarak hipokretinlerin kesfi ile birlikte narkolepsi hastalarinda sadece
hipokretinerjik néronlarda goriilen segici dejenerasyon, hastaligin otoimmiin bir ataktan
kaynaklanabilecegini diisiindiirmiistiir. Sonrasinda otoimmiin hastaliklarla giiclii iliskisi
bilinen HLA genlerinin narkolepsideki roliiniin kesfedilmesi, hastaligin otoimmiin olma
thtimalini giiclendirmistir. HLA genlerinin T hiicrelerine antijen sunan proteinleri
kodladig1 ve spesifik antijenlere karst immiin cevabin baglatilmasinda etkin oldugu
bilinmektedir. HLA disinda immiin sistem iligkili HLA molekiillerine bagli antijenlerin
tanimlanmasinda rol alan THRa, sitotoksik T lenfositlerde (CD8+) yiiksek diizeyde
eksprese edilen P2Y 11, proinflamatuvar siireglerde rolii olan TNFa ve TNF reseptor 11
genlerinde polimorfizm ve immiin sistemde fazlasiyla eksprese edildigi bilinen DMNT 1
geninde  mutasyon  tespit edilmesi  hastalifin  immiin = mekanizmalardan

kaynaklanabilecegi goriisiinii desteklemigtir '7-20-81

Narkolepsinin ile ilgili sitokin diizeyindeki arastirmalar, IL-6 ve TNFa gibi
proinflamatuvar sitokinlerin uyku-uyaniklik dongiisiinde etkin oldugunu ve narkolepsi
hastalarinda bu sitokinlerin saglikli kontroller ile karsilastirildiginda daha yiiksek
seviyelerde bulundugunu gdstermektedir??2, Ayrica, narkolepsi hastalarmda CD4+
hafiza T hiicrelerinin hipokretin protein fragmanlarma kars1 sitokin aracili immiin yanit
olusturdugu ve bu CD4+ T hiicrelerinin saglikli kontrollere kiyasla narkolepsi

hastalarinda sayica ¢ok daha yiiksek oranda bulundugu raporlanmustir (Sekil 2.13)°!. Bir
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diger T hiicresi CD8+ ile ilgili olarak yapilan bir hayvan ¢alismasinda ise bu hiicrelerin
hipokretinerjik noronlarin eksprese ettigi hipokretin antijenini taniyarak buna kars
immiin yanit baslatip hiicrelerin Sliimiine sebep olabileceginden bahsedilmistir®>. T
hiicre aracili immiin mekanizmalar ile ilgili caligmalar bu T hiicrelerinin narkolepsi
hastalarinda bulunan hipokretin disindaki proteinleri ne sekilde taniyip cevap verdigini
veya mekanizmanin detaylarimi agiklayamasa da hipokretine karst artmig T hiicre

reaktivitesi narkolepside otoimmiinitenin yeri olabilecegini gdstermistir®>.

a Antigen-presenting @— Cytokine
cell * ® molecule
]
°
HLA B
e @— Hypocretin ) ( 2 g |
peptide o ° (e 00
| CD4* memory T-cell activation
Blood sample from a ' T cell and proliferation
person with narcolepsy
b Role in disease initiation? ¢ Later-stage role? d Secondary consequence

of the disease that does not
drive disease progression?

©

|
Blood vessel
outside the brain

Hypocretin-
producing
neuronal cell

Sekil 2-13: CD4+ T hiicrelerinin narkolepsi etyopatogenezindeki rolii®>.

Narkolepsi hasta kan 6meklerinde CD4+ T hiicrelerinin HLA bagl antijen sunucu hiicreler ile uyarilmasi sonucu
artan T hiicre proliferasyonu ve sitokin aracili immiin yanit olusmaktadir (a). Artan T hiicre reaktivitesi hastalik
baslangicinda hipokretinerjik néron dejenerasyonuna sebep olabilir (b). Artan T hiicre reaktivitesi hastaligin ilerleyen
donemlerinde dejeneratif siireci kotiilestirebilir (c). Artan T hiicre reaktivitesi hastalifin ikincil bir sonucu olarak

ortaya gikmus olabilir (d). HLA: insan 16kosit antijeni, TCR: T hiicre reseptoril.

Diger noéroimmiinolojik hastaliklarda oldugu gibi narkolepside de viral ve
bakteriyel enfeksiyon durumlar1 hastalik baslangici ve siireci i¢in 6nem tasimaktadir. Bu
konuyla ilgili narkolepsi i¢in ratlanan en énemli durum 2009-2010 senelerinde goriilen

HINI influenza viriis salgin ile artan narkolepsi vakalaridir. Salgin sonrasi 6zellikle
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AS03 adjuvanli Pandemrix asis1 olmus HLA-DQBI1*602 pozitif Iskandinav
cocuklarinda narkolepsi gelisim riski 6-9 kat artmistir®. Aym tarihlerde as1 olmamis
Cin’de yasayan c¢ocuklarda da HIN1 enfeksiyonuna bagli artmis narkolepsi vakalari
goriilmiistiir”>. HIN1 enfeksiyonu disinda streptokok (streptococcus pyogenes) ve
helicobakter pylori gibi bakteriyel enfeksiyonlar hastalik baglangicin tetikleyebilmekte
ve anti-streptolizin O (ASO), anti-DNAaz B ve anti-helicobakter pylori gibi enfeksiyon
belirtegleri erken donem HLA-DQB1*602 pozitif narkolepsi hastalarinda artmis
diizeylerde  gdzlenebilmektedir®’. Bu  enfeksiyonel  durumlar  narkolepsi
immiinopatogenezi i¢in dnemli olmakla beraber heniiz net olarak aydinlatilamamistir.
Bu siiregte iki temel mekanizmanin rol aldigi diisliniilmektedir. Bunlardan ilki, viriis
veya bakteriye karsi spesifik bir immiin cevabin molekiiler taklit mekanizmasi ile
gerceklestigi veya viral enfeksiyon i¢in bagisiklik sisteminin asida bulunan adjuvan ile
tetiklenerek jeneralize immiin yamt olusturarak otoimmiin siireci baslatmasidir. Ikinci
aciklama; viral/bakteriyel veya mevsimsel enfeksiyonlarin, spesifik olmayan immiin
aktivasyon ile hastalik yatkinligi tasiyan bireylerde dnceden var olan otoreaktif T hiicre
gruplarin1 uyararak sitokin/kemokinler araciligi ile hipokretinerjik néron Sliimiine sebep
olan sitotoksik CD8+ T hiicrelerinin veya mikroglial hiicrelerin aktiflemesine ve

otoimmiiniteye sebep olmasidir?®%°,

Literatiirde NT1 hasta serumlarinda artmis hipokretin-1 reaktif total
immiinoglobulin IgG ve IgM otoantikorlariin tespit edilmesi narkolepsinin otoimmiin
bir hastalik olarak degerlendirilmesi yoniindeki siipheleri artirmistir®>**7. Ancak,
narkolepsi hastalarindaki hipokretin veya reseptorlerine karst spesifik olarak gelisen
herhangi bir antikor heniiz literatiirde heniiz belirtilmemistir. 2010 yilinda yapilan bir
caligmada katapleksili hastalarda yiiksek oranda tribbles homolog (TRIB) 2 antikorunun
varhig1 gosterilmistir ancak bu antikorun hastalik patogenezindeki rolii net olarak
belirtilmemistir®®. Bununla birlikte, NT1 tanis1 i¢in hastalik baslangicinda TRIB2 artmis
seviyelerde tespit edilmektedir”. TRIB2 ile narkolepsi hayvan modeli

olusturulabilmektedir'®

. Ayrica, narkolepsi i¢in hastalifa spesifik olmayan Mal, Ma2
ve noromiyelitis optika hastalarinda bulunan Aquaporin 4 (AQP4) gibi antikorlar
saptanmasina ragmen narkolepsi hastalarinin BOS’unda oligoklonal bant (OKB) tespit
eden ¢alisma bulunmamaktadir'®'. Immiin terapilerin narkolepsideki etkinligini gdsteren

cok calisma olmasa da otoantikor aktivitesinin inhibisyonunu saglayan intravendz
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immiinoglobulin (IVIG) tedavisinin hastalik baslangicinda ytliksek dozda uygulanmasi

BOS hipokretin-1 seviyesinin normallesmesi adina pozitif sonuglar vermektedir!'%.

Son yillardaki tiim bu arastirmalar narkolepside immiinitenin roliine odaklansa
da, narkolepsi i¢cin  Witebsky’nin  otoimmiin  hastalik  kriterleri  heniiz
karsilanamamaktadir?®!®, Kompleman sistemi, lenfosit alt gruplari ve inflamasyon
belirtecleri  gibi immiin mekanizmalar narkolepsi i¢in literatiirde detaylh
degerlendirilmemistir. Calismamizda narkolepsinin tam olarak aydinlatilamamis olan
immiinopatogenezi hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmak amaciyla, narkolepsiye 6zgii
aday molekiil/molekiillerin tanimlanmasi ve tanimlanan adaylarin validasyonunun

yapilmasi1 hedeflenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgularin Secimi

Bu c¢alisma ic¢in 2013/1739 protokol numarali “Narkolepsi Hastaliginda
Immiinopatolojik Ozelliklere Yeni Bir Bakis: Piiriinerjik ve Monaminerjik Sistemlerin
Otoimmiinite Uzerine Etkileri” bashikl etik kurul onayr alimmmis, Istanbul Universitesi
Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Noroloji Anabilim Dali, Uyku Laboratuvari
birimi tarafindan secilmis, goniillii olur formu imzalatilmis narkolepsi olgularinin
numuneleri kullanilmigtir.

Narkolepsi grubu i¢in; 18-55 yas araliginda, gonilliiliik esasim1 kabul eden,
Amerikan Uyku Tibb1 Dernegi’nce belirlenen olgularin secildigi yildaki giincel
Uluslararas1 Uyku Hastaliklar1 Siniflandirilmasina gore katapleksili veya katapleksisiz
narkolepsi sendromu tanist almig, polisomnografi ve Coklu Uyku Latans Test sonuglari

104" Tlgili yas araliginda olmayan,

narkolepsi ile uyumlu olan olgular seg¢ilmistir
gontlliiliik esasin1 kabul etmeyen, anamnezinde eslik eden nérofizyolojik fonksiyonlari
etkileyen norolojik hastaligi olan (ensefalit, inme, multiple skleroz, ndromiiskiiler
hastalik, madde kétiiye kullanimi, epilepsi, bas travmasi, inme, beyin tiimorii veya
menenjit gibi santral sinir sistemi enfeksiyonlari), primer diger uyku bozuklugu
saptanan, polisomnografi ve Coklu Uyku Latans Test sonuglar1 narkolepsi ile uyumlu
olmayan olgular ¢calismadan dislanmistir.

Saglikli goniilliilere ait numuneler ise Istanbul Universitesi, Aziz Sancar
Deneysel Tip Aragtirma Enstitiisii, Sinirbilim Anabilim Dali tarafindan toplanmigtir. Bu
grup i¢in; narkolepsi grubu ile yas ve cinsiyet agisindan uyumlu, 18-55 yas araliginda,
gontlliiliik esasini kabul eden, son 3 aydir enfeksiyonel bir hastaligi olmamis, immiin
baskilayici ilag kullanmayan, herhangi bir immiinolojik veya ndrolojik rahatsizligi
bulunmayan, primer uyku bozuklugu tanist almamis olan goniilliiller ¢alismaya dahil
edilmistir. Yas ve cinsiyet agisindan narkolepsi grubu ile uyumlu olmayan, belirtilen yas
aralig1 disinda olan, goniillii olmayan, bahsedilen hastaliklara sahip olan veya
immiinsupresif ila¢ kullanan goéniilliiler arastirmaya dahil edilmemistir.

Bu tez c¢alismasi, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’nun 28.12.2018 tarihli ve 22 sayil1 toplantisinda, 5 sayili yazi

ile uygun bulunmustur.
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3.2. Numune Alim

Narkolepsi olgularindan ve saglikli kontrol grubu goniilliilerinden vendz olarak
1 diiz/kuru tiip (10 cc) kan almmistir. 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij (Heraeus,
Amerika) edilerek serum ayristirilmistir. Her tiipte 1 ml olacak sekilde iki farkli steril
tiipe porsiyonlanarak deneyin yapilacagi zamana kadar -80°C derin dondurucuda

saklanmustir.

3.3. Immiinopresipitasyon
Calismanin bu protokolii Istanbul Universitesi Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip

Fakiiltesi, Temel Tip Bilimleri, Tibbi Biyoloji boliimiinde gergeklestirilmistir.

3.3.1. Hiicre Kiiltiirii

Immiinopresipitasyon (iP), protein saflastirma ydntemi, i¢in insan noroblastoma
hiicre soyu olan SH-SY5Y (ATCC, ABD) kullanilmistir. Hiicre kiiltiirinde medyum
olarak DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium) tercih edilmistir. Tiim islemler
laminar hava akimli steril kabinde gerceklestirilmistir.

SH-SYSY hiicreleri, 100 mm’lik petrilerde, her petride yaklasik 5 x 10° hiicre
olacak sekilde, 6rnek basina 2-4 adet petri hazirlanarak biiyiitiilmiistiir. % 5 CO> iceren
37°C’lik inkiibatorde hiicreler inkiibe edilmistir. Hiicrelerin sikisik hale geldigi ve
besiyerinin yetersiz kaldigi durumda, hiicrelerin bulundugu petriler buz {iizerine
konulmustur ve medyum pipet ile ¢ekilmistir. Medyumu ¢ekme islemi sirasinda vakum
kullanilmamustir.

Ardindan, hiicreler soguk 1x konsantrasyonundaki fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
(PBS) ile yikanmustir. Lizis tampon, filtre edilmis 150 mM NaCl, 50 mM Tris, 0,5 mM
etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), % 1 Triton X-100 ve 1:100 oranda protein
inhibitér kokteyli (PIK) ile pH degeri 7,4 olacak sekilde hazirlanmistir. 100 mm’lik
petrilerdeki hiicrelerin iizerine 1 ml hazirlanmis bu lizis tampon ¢ozeltisinden eklenmis
ve hiicreler +4°C’de 30 dakika shaker lizerinde inkiibe edilmistir.

Bu islemden sonra, petri yiizeyine adhere olmus hiicreler buz iizerinde
kaldirilmigtir. Soguk tiiplere alinan hiicreler en yiiksek g degerinde 15 dakika +4°C’de
santrifiij edilmistir. Santrifiij bitiminde siipernatantlar temiz soguk tiiplere aktarilarak

buzda beklemeye alinmistir. Ardindan bead hazirlama islemine gecilmistir.
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3.3.2. Bead Hazirlanmasi

Bu asamada “P-3296 Protein G on Sepharose 4B fast flow” bead’ler (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Almanya) kullanilmistir. % 20’lik etanol i¢inde bulunan bu
bead’lerin igerisinden istenilen miktar alinmadan Once ¢alkalayicida bead-alkol
siispansiyonu olana kadar karigtirllmistir. Stispansiyonun igerisinden 1 ml hiicre lizati
icin 120 pl bead temiz bir falkona ucu kesik pipet ucu ile alinmistir. Alinan bead’lerin
lizerine 4 kat1 miktarda su konularak pipetaj yapmadan karistirilmistir.

Sonrasinda, etanolii bead’lerden ayirmak amaciyla bead’ler +4°C’de 5 dakika
8000 x g hizda santrifiij edilmistir ve {ist siv1 bead’lerden ayrilmistir. Bunun ardindan,
PBS ve lizis tampon ¢ozeltisi ile 3’er kez yikama yapilmistir. Yikamada kullanilan bu
lizis tamponu PiK icermemektedir. Son yikama islemi icerisinde PIK olan PBS ile 3 kez

yapildiktan sonra lizis tamponu (PIK iceren) ilave edilmistir.

3.3.3. On Temizleme islemi

Her bir petri i¢in 30 pl bead hiicre lizatina eklenerek bir saat +4°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde 5 dakika yine +4°C’de 8000 x g hizinda
santrifiij edilmistir. Sanrifiij sonrasinda st sivi, soguk tiiplere alinmistir. Bu islem

soguk bir odada gergeklestirilmistir.

3.3.4. IP Protokolii

“Pre-clear” islemi gerceklestirildikten sonra hiicre lizatlarina 20 pl hasta
grubuna ait serumlar eklenmis ve gece boyu +4°C’de shaker {izerinde serumlar inkiibe
edilmistir. Sonrasinda petri basina 60 pl bead’ler ucu kesilmis pipet ucu ile eklenmis ve
+4°C’de 1 saat shaker’da inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon bitiminde, 3 dakika +4°C’de 6000 x g’de Ornekler santrifiij
edilmigtir. Santrifiijiin ardindan iist sivi atilmigtir. PBS ile yapilan 1 kez yikama
sonrasinda {ist s1vi uzaklastirilmistir ve pellet - 80°C’ye kaldirilmistir. Protokoliin soguk

odada uygulanmasi 6nem tasimaktadir.

3.4. S1ivi Kromatografisi-Kiitle/Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MS)
Calismanin bu asamas1 Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi, Temel Tip Bilimleri

Boliimii, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda gercgeklestirilmistir.
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3.4.1. Proteinlerin Ekstraksiyonu

“Bottom-up shotgun” kiitle spektrometre isleminin ilk asamasi olarak
proteinlerin ektraksiyonunun gerceklestirilmesi amaciyla FASP (Filter Aided Sample
Preparation) protokolii uygulanmistir. Bu protokol kapsaminda oncelikle % 4 (w/v)
sodyum dodesil siilfat (SDS), 0,1 M dithiothreitol (DTT), 100 mM Tris—HCI ve igeren
SDT lizis tampon ¢ozeltisi doku veya hiicre pelletinin 10 kat1 agirlikta hazirlanarak
orneklerin iistiine eklenmistir. Bunun ardindan, 10 dakika ara ile 95°C’de 6rneklerin
vortekslenerek 1sitilmasi gergeklesmistir. Isitilan ornekler, 5 dakika siiresince su
banyosunda sonikasyona maruz birakilmigtir. Sonikasyon islemi sonrasinda ornekler,
4°C’de 15000 x g‘de, 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij bitiminde st s1v1, temiz

tiiplere alinmustir.

3.4.2. Konsantrasyon Tayini
Ekstrakte edilmis protein oOrnekleri 50 mM amonyum bikarbonat igerisinde
coziildiilkten sonra peptit konsantrayonlarinin  Olglimii  Lowry  metoduyla,

NanoDrop1000 (Thermo Scientific, ABD) cihazi kullanilarak yapilmistir.

3.4.3. Soliisyon Tripsin Kesimi ve Guanidizasyon
Soliisyon i¢i tripsin kesimi ve guanidizasyonu protokolii 100 ng 6rnek igin
uygulanmistir. Orneklerin oldugu beadlerden ekstraksiyonu yapilmis proteinlerin tripsin

kesiminden sonra ilgili peptit ayrimi1 islemine gecilmistir.

3.4.4. Sivi Kromatografisi (LC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile peptit ayirma islemi i¢in
donanim olarak nano-LC pompast (Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 RSLC,
ABD), otomatik ornekleyici (Dionex UltiMate 3000 Series RS, Thermo Fisher
Scientific, ABD) ve termostatli kolon (Thermo Scientific Ultimate 3000 Series TCC-
3000RS, ABD); yazilim olarak ise Xcalibur 4.0 (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile
caligilmigtir. Ayrica, peptit iyonizasyonu i¢in 50 {inite sheet gaz ve 30 iinite auxiliary
gaz akish, kapiler sicakligi1 300°C, +2.3 kV ve RF-S lens diizeyleri 50 olarak ayarlanmig
1sitilmis elektrosprey iyonizasyon kaynagi (HESI) kullanilmastir.

C18 yakalama kolonunun (5 mm x 300 um ID, 5 um dp) sicaklig1 40°C olarak
belirlenmistir. Olgulara ait Orneklerin enjeksiyonu her analizde 2 pl miktarda

yapilmistir. Akis 0,3 pl/dakika hizla toplam 130 dakikalik akis siiresinde mobil faz
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gradyaninda gerceklestirilmistir. Mobil faz A ve B olarak peptit eliisyonu yapilmistir.
Mobil faz A % 0,1 (v/v) formik asit ve HPLC’ye uygun su, mobil faz B ise % 0,1 (v/v)
trifloroasetik asit ve asetonitril igermektedir. Eliisyon profili Sekil 3.1°de gosterilmistir.
Ayristirilan peptitler Q Exactive model kiitle spektrometre orbitrap cihazinda (Thermo
Fisher Scientific, ABD) analiz edilmistir.
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Sekil 3-1: Mobil faz A ve mobil faz B'nin zamana gore degisen eliisyon profili.

3.4.5. Veri Analizi ve Protein Tanimlama

Q Exactive model MS orbitrap cihazi ile veri tarama islemi Full MS spektrum ve
sonrasinda segilen 10 en yiiksek prekiirsor iyon ile yiiksek enerjili kollizyon ayirimi
(HCD) modlarinda yapilmustir. lgili parametreler Tablo 3.1°de belirtilmistir.

Dinamik diglama ile otomatik olarak tek yiikli veya eslestirilmeyen iyonlar
MS/MS analizinden dislanmistir. Standart kalibrasyon soliisyonu (Thermo Scientific,
ABD) ile Q Exactive MS cihazinin kalibrasyonu her bir 6rnek enjeksiyonu dncesinde

ayarlanmigtir.
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Tablo 3-1: Full MS spektrum ve HCD parametreleri

Full-MS HCD
Coziiniirliik 70.000 17.500
Tarama Arahg 400-200 m/z 2 m/z
Otomatik Kazanim Kontrolii (AGC) 3 x 108 1x10°
Maksimum Enjeksiyon Zamam 60 ms 100 ms
Data Tipi Sentroid Sentroid

Proteome Discoverer 2.2 (Thermo Scientific, ABD) programi ile ham veriler
degerlendirilmistir. Protein tanimlamasi i¢in yapilan bu degerlendirmede MS/MS kiitle
tolerans1 0,2 Da, peptit kiitle tolerans1 10 ppm ve kiitle dogruluk degeri 2 ppm kabul
edilmistir. En fazla 1 yanlis kesim tolere edilmistir. Sabit olmayan degisimler asparajin
deaminasyonu ve metionin oksidasyonu, sabitlenmis degisim ise sistein
karbamidometilasyonudur. Tanimlama i¢in en diisiik peptit degeri 2 iken peptit uzunluk
sayis1 en diisiik 6 amino asit olarak belirlenmistir.

The Universal Protein Resource Knowledgebase (UniProtKB) Swiss-Prot
(http://www.uniprot.org) kapsamli protein dizilerine ait veri tabaninda caligmada
tanimlanan proteinler incelenmistir. Ayrica, Proteome Discoverer 2.2 yaziliminin
eklentisi olan Gene Ontology programiyla bulunan bu proteinler fonksiyonelligine gore

gruplandirilmistir.

3.5. Aday Protein Validasyon Calismalari

[P ve LC-MS/MS analizleri sonucunda narkolepsi olgular1 igin tanimlanan
C4BPA proteinine ait validasyon caligsmalar1 “enzyme linked immunosorbent assay”
(ELISA) yontemi ile (ticari ELISA kiti ve homemade ELISA) gerceklestirilmistir.

Bu asama Istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii,

Sinirbilim Anabilim Dali’nda tamamlanmustir.

3.5.1. Serumda C4BPA Protein Diizeyinin Belirlenmesi

Belirlenen C4BPA protein diizeyinin serumda tespiti, ticari C4ABPA ELISA kiti
(KTE63068, Abbkine, Cin) kullanilarak yapilmistir. Kullanilan kitin deteksiyon araligi
2,5 ng/mL - 40 ng/mL, minimum tespit edilebilir dozu ise <0,1 ng/mL’dir. Kit, iki

tarafli sandvi¢g ELISA olarak tasarlanmistir.
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Deneyde 41 narkolepsi olgu serumu ve 26 saglikli kontrol serumu ¢aligilmistir.
Ureticinin talimatlar1 dogrultusunda, deney &ncesinde standartlar 80 ng/mL, 40 ng/mL,
20 ng/mL, 10 ng/mL, 5 ng/mL ve 2,5 ng/mL olarak seri diliisyonla hazirlanmistir. 96
kuyucuklu C4BPA ile kapli mikroplaga uygun sekilde hazirlanan standartlar (50 ul) ve
ornekler (40 pl diliient ve 10 pl serum Ornegi) eklenmistir. Standartlar ¢ift, olgu
ornekleri tek kuyu olarak calisilmistir. Negatif kontrol amagh kalan kuyular (blank) bos
birakilmistir. 45 dakika 37°C’de plak inkiibe edilmistir.

Kuyular 5 defa kuyu bast 250 pl onceden hazirlanan 1:30 yikama tamponu ile
yikanmistir.  Yikamalar arasinda plak 1-2 dakika calkalayicida bekletilmistir.
Sonrasinda, her kuyuya 50 pl “horseradish” peroksidaz (HRP) konjuge belirleyici
(detection) antikor eklenmistir. 30 dakika 37°C’de inkiibasyondan sonra plak tekrar 5
defa 250 pl yikama tamponu ile yikanmustir.

Her kuyuya 50 pl kromojen A ve 50 pl kromojen B eklenmistir. Bu asama
karanlikta gerceklestirilmistir. 15 dakika 37°C’de inkiibasyondan sonra her kuyuya 50
pul durdurma soliisyonu (H2SO4) konulmustur. Renk degisimi spektrofotometre
cthazinda (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific, ABD)
450 nm dalga boyunda okunmus ve degerlendirmeler pg/mL ve optik densite (OD)

cinsinden yapilmistir.

3.5.2. Serumda Anti-C4BPA Antikorlarinin Gosterilmesi

Serumdaki olas1 C4BPA’ya karsi gelisen otoantikorlarin gdsterilmesi 6nem
tagimaktadir. Halihazirda mevcut bir ticari kit bulunmamasi sebebiyle 6l¢iim igin
rekombinan C4BPA antijeni (0,1 ml, 1,5 mg/mL, Novus NPB1-88263PEP, Novus
Biologicals, ABD) kullanilarak homemade ELISA metodu uygulanmistir. Bu yontem
icin maxisorp plak kullanilmistir. Serum diliisyonlar1 seri olarak gergeklestirilmistir.
Planlanan her homemade ELISA deneyinde bir dnceki deney sonuglar1 dikkate alinarak
optimizasyonlar gerceklestirilmistir.

Ik basamakta, plak rekombinan insan C4BPA antijeni ve kaplama soliisyonu
(bikarbonat soliisyonu, pH 8,6) ile kuyu basina 0,5 pg antijen ve total hacim 100 pl
olacak sekilde kaplanmistir. Gece boyu 4°C’de inkiibe edilmistir. Ertesi glin plak bir
kez % 0,5 Tween 20-PBS soliisyonu ile yikanmigtir. PBS i¢inde % 5 “fetal bovine
serum” (FBS) (ATCC 30-2025, ABD) olan FBS-PBS soliisyonu ile bir kuyuda total
hacim 100 pl olacak sekilde 4°C’de 2 saat bloklama islemi yapilmistir. Ardindan 1:250
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ve 1:500 diliie edilen C4BPA’ya karsi olasi antikor gelistigi varsayilan tek bir
narkolepsi olgusuna ait diliie edilmis serumlar her kuyuya 100 pl olarak konulmustur ve
90 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. % 0,5 Tween 20-PBS soliisyonu ile 3 kez yikama
yapildiktan sonra antikor 6l¢timleri i¢in 1:5000 oraninda sulandirilmis % 5 FBS-PBS
icinde HRP-konjuge sekonder antikor (ke¢i anti-insan IgG-HRP, ab97165, Abcam) her
bir kuyuya 100 pl konulmustur. 90 dakika 37°C’de inkiibasyonun ardindan, plak % 0,5
Tween 20-PBS soliisyonu ile 3 kez yikanmis ve substrat olarak 3,3°,5,5°-
tetrametilbenzidin (TMB) her kuyuya 100 pl eklenmistir. 10 dakika sonra reaksiyonu
durdurma soliisyonu olarak 2M H2SO4 kullanilmis ve hemen 450 nm’de ELISA okuma
islemi gerceklestirilmistir.

Ikinci basamakta, ayn1 protokol uygulanmak ile birlikte serum diliisyon
oranlar1 1:500 ve 1:1000 olarak denenmistir. C4BPA’ya karsi olas1 antikor gelistigi
varsayllan 5 narkolepsi olgusunun serumlari, anti-C4BPA antikoru negatif oldugu
varsayilan 2 hastanin serumlari ve 3 saglikli kontrol serumu kullanilmaistir.

Uciincii basamakta, antijen miktar1 kuyu basi 0,4 pg olacak sekilde plak
kaplanmistir. Bloklama soliisyonu % 5 FBS-PBS yerine spesifik olmayan baglantilar
azaltmak adma % 20’lik olarak hazirlanmistir. Serum diliisyon oranlari 1:5000,
1:10000, 1:20000 ve 1:50000 olarak ¢alisilmistir. Anti-C4BPA antikoru pozitif oldugu
varsayilan 2 narkolepsi olgu serumlari, anti-C4BPA antikoru negatif oldugu varsayilan
1 hasta serumu ve 1 saglikli kontrol serumu kullanilmistir. % 0,5 Tween 20-PBS
sollisyonu ile yapilan yikama sayisi 5’e yiikseltilmistir.

Dordiincii basamakta, bir Onceki deneyde kullanilan serum O&rnekleri
kullanilmistir ve kompleman inaktivasyonu iglemi 1siyla gerceklestirilmistir. Bu islem
i¢in, serumlar 250 pl alikotlanmis ve parafilm ile kaplanmistir. 56°C’de su banyosunda
1 saat bekletilmistir. Serumlarin bulundugu tiiplerin komplemanlarin dibe ¢6kmesi
sebebiyle diiz tutulmasina 6zen gosterilmistir. Sonrasinda serumlar oda 1sisinda gece
boyu beklemeye alimmistir. Bir dnceki deneyin protokolii aynen uygulanarak isiyla
inaktive edilmis serumlar 1:5000, 1:10000, 1:20000 ve 1:50000 oranlarinda
sulandirilarak ¢alisiimistir.

Son basamakta, tiim narkolepsi olgularina ait 41 serum ve 19 saglikli kontrole
ait serumlarin 1:10000, 1:20000 seri diliisyon oranlariyla ¢alisilmasina karar verilmistir.
Is1 inaktivasyonu yapilmamistir. Kuyu bas1 0,4 pg C4BPA antijeni ile plaklar
kaplanmistir. % 20 FBS-PBS ¢6zeltisi bloklama i¢in kullanilmistir. Yikamalar % 0,5
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Tween 20-PBS ile 5’er kez yapilmustir. 1,5 saat olan inkiibasyon siireleri 2 saate
uzatilmistir. HRP-konjuge sekonder antikor diger deneylerde oldugu gibi 1:5000
oraninda kullanilmistir. Kuyu bast 100 pl TMB ve sonrasinda 2M H>SOs ile

reaksiyonun durdurulmasinin ardindan 450 nm’de okuma islemi gerceklestirilmistir.

3.6. Istatistik

Iki grubun karsilastirildign (narkolepsi-saglikli kontrol veya iki farkli serum
diliisyonuna ait degerlerin karsilastirmasi) durumlarda 2-tailed t test uygulanmistir.
Beklenen farkin anlamli olup olmadiginin degerlendirilmesi amaciyla giivenilir antikor
diizeyi (cut off degeri) her dillisyon degeri i¢in “(standart sapma x 2) + ortalama deger”
formilii ile hesaplanmistir ve Fisher kesin ki-kare testi uygulanmistir. Pearson
korelasyon testi ile C4BPA protein diizeyi ve anti-C4BPA antikor diizeyi arasinda
korelasyon analizi yapilmigtir. Saglikli ve hasta gruplarina ait parametrelerin standart
sapma, standart hata, ortalama ve ortanca degerleri hesaplanmistir.

Deney parametrelerinin anlamlhilik diizeyi p<0,05, giliven araligi % 95 olarak
kabul edilmistir. Istatistiksel analizler ve grafikler GraphPad Prism 5 program ile
yapilmugtir.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik ve Klinik Bilgiler

Arastirmada 42 narkolepsi olgusu calisildi. Yas ve cinsiyet olarak narkolepsi
grubuyla uyumlu toplam 26 saglikli kontrol 6rnegi de arastirma kapsaminda
degerlendirilmistir. Hastalarin uykululuk durumu Epworth Uykululuk Olgegi (ESS) ve
uyku kalitesi Pittsburgh Uyku Kalite indeksi (PSQI) &lgekleri ile dlgiilmiistiir.

Yapilan degerlendirmede hasta ve saglikli kontrol olgulari arasinda yas ve
cinsiyet dagilimi agisindan istatistiksel fark saptanmamistir (Tablo 4.1). Narkolepsi alt
tipleri; cinsiyet, uyku skorlart (REM uyku latansi, uyaniklik, N1, N2, N3, REM
ortalama uyku latansi, SOREM, ESS, PSQI), C4BPA protein ve ortalama Anti-C4BPA
diizeyleri agisindan incelendiginde ise iki alt tip NT1 ve NT2 arasinda anlamli fark
bulunmamistir (Tablo 4.2). Yas ve uyku etkinligi degerleri iki narkolepsi alt tipi i¢in
p<0,05’in altinda bulunmustur. NT2 alt tip1 i¢in, uyku etkinligi ile C4BPA protein
diizeyi arasinda negatif korelasyon (R = -0,677, p = 0,002), uyaniklik yiizdesi ile
C4BPA protein diizeyi arasinda pozitif korelasyon (R = 0,724, p = 0,001), REM
evresinde gegcirilen siire yiizdesi ile anti-C4BPA 1:20000 antikor diizeyi arasinda negatif
korelasyon (R =-0,497, p = 0,043) ve PSQI skorlar1 ile C4BPA protein diizeyi arasinda
pozitif korelasyon (R = 0,54, p = 0,014) tespit edilmistir. NT1 olgulart i¢in
klinik/demografik veriler ile protein ve antikor diizeyi arasinda yapilan korelasyon
analizinde anlamli sonu¢ elde edilememistir. Sagliklt kontroller i¢in yas, cinsiyet,
protein ve antikor diizeyleri arasinda yapilan analizde yas ile C4BPA protein diizeyi
arasinda istatistiksel anlam olmamakla birlikte negatif korelasyon saptanmis olup (R= -

0,377, p = 0,058), diger degerler i¢in anlaml1 fark bulunmamastir.
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Tablo 4-1: Calismada degerlendirilen narkolepsi ve saghkh kontrol olgularimin

demografik bilgileri

Narkolepsi
(n=42)
Cinsiyet (K/E) 16/26
Yas (yil, SS) 32,29+11,82

Saghkh Kontrol

(n=26)

9/17

41+13,25

p degeri

0,772

0,324

N: Orneklem biiyiikliigii, K: Kadm, E: Erkek, SS: Standart sapma, ort: Ortalama, dk: Dakika, kg/m2:
Kilogram/metrekare, NT1: Narkolepsi tip 1, NT2: Narkolepsi tip 2, SOREM: REM ile baslayan uyku epizodu, ESS:

Epworth Uykululuk Olgegi puanlari, PSQI: Pittsburgh Uyku Kalite Indeksi puanlari. Ortalama deger + standart

sapma degerleri belirtilmistir. Hasta ve saglikli kontroller arasinda cinsiyet dagilimu ki kare testi ile, yas dagilimu ise

Student’s t-test ile degerlendirilmistir.

Tablo 4-2: Calismada degerlendirilen NT1 ve NT2 olgularinin demografik ve klinik

bilgileri
NT1 (n=18) NT2 (n=20) p degeri

Cinsiyet (K/E) 8/10 7/13 0,877
Yas (y1l, SS) 32,31+14,33 35,5725 0,003
REM Uyku Latanst 0,108
(@) 57,75+110,77 76+80,04

Uyku Etkinligi % 86,21+7,96 93,66+5,71 0,027
Uyaniklik % 13,24+8,29 5,54+5,28 0,088
N1 % 9,16+4,36 521+2,42 0,21

N2 % 43,68+5,92 41,89+9,79 0,094
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N3 % 17,51+6,09 25,6%6,71 0,765
REM % 16,4+7,15 21,75+8,1 0,958
SOREM (ort) 2+0,76 2,25+1,06 0,374
Uyku Latansi (dk, ort) 2,27+2,04 2,842,33 0,885
ESS (ort) 15,5+3,37 15,89+3,53 0,654
PSQI (ort) 11,11+5,07 6,72+4 0,548

Ortalama deger + standart sapma degerleri belirtilmistir. NT1 ve NT2 arasinda cinsiyet dagilimu ki kare testi ile, yas
dagilimi ise Student’s t-test ile degerlendirilmistir. Normal dagilim gosteren klinik parametreler i¢in Student’s t test,

parametrik olmayan degerler i¢in Mann Whitney U testi kullanilmustir.

4.2. Aday Molekiiliin Tanimlanmasi

Narkolepsi olgu serumlari ile inkiibe edilen néroblastoma hiicre kiiltiiriinde anti-
noronal antikorlar arastirilmistir. 5 narkolepsi Orneginde boyanma ve ndronlara
baglanma saptanmustir. Sonrasinda antikor-antijen kompleksleri, IP metodunda

kullanilan sefaroz beadler araciligi ile ayristirilmistir.

LC-MS/MS analizi ile anti-noronal antikor boyanma paterni pozitif olarak
saptanan bu 5 narkolepsi olgusu, antikor negatif oldugu bilinen narkolepsi hastasi
olmayan 2 olgu ile protein diizeyinde karsilagtirilmistir. Negatif grupta bulunmayan
sadece narkolepsi hastalarinda bulunan proteinlerin belirlenmesi amaclanmastir.
Inceleme yapildiginda narkolepsi olgulari icin C4BPA aday protein olarak belirlenmistir
(Tablo 4.1). Sekil 4.1’de LC-MS/MS analizi ger¢eklestirilen bir narkolepsi olgu

ekstraktina ait tlim iyon kromatogrami (TIC) gdsterilmistir.
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Tablo 4-3: LC-MS/MS analizinde sadece narkolepsi hastalarinda bulunan antikor negatif
grupta bulunmayan proteinler

UniprotKB

Protein Erisim Numarasi

P04003 C4b-binding protein alpha chain OS=Homo sapiens
GN=C4BPA PE=1 SV=2

B4E1DS8 cDNA FLJ51597, highly similar to C4b-binding protein alpha
chain OS=Homo sapiens PE=2 SV=1

B4E1E1 cDNA FLJ51598, highly similar to C4b-binding protein alpha
chain OS=Homo sapiens PE=2 SV=1

RT: 0.00 - 130.00 @
100 6153 NL

80
70

Relative Abundance
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Sekil 4-1: IP metoduyla antikor pozitif olarak belirlenmis bir narkolepsi olgusunun LC-
MS/MS tiim iyon kromotogrami.

4.3. Hasta ve Saghkh Olgularda Aday Molekiiliin Validasyonu

4.3.1. C4BPA Protein Diizeyi

Narkolepsi hastalarinda C4BPA protein seviyesinin belirlenmesi ve aday
proteinin saglikli grup ile diizeyinin karsilastirilmasi amaciyla 42 narkolepsi ve 26
saglikli kontrol olgusu degerlendirilmistir. Yapilan unpaired 2-tailed t test sonucu,
narkolepsi olgularinda saglikli kontrollere gére C4BPA protein seviyesinin anlamli
olarak diisiik oldugunu gostermistir (p = 0,0296; narkolepsi ve saglikli kontrol; ortanca
deger 0,129 ve 0,232 sirastyla) (Sekil 4.2). Calisma gruplarma ait C4BPA protein

diizeyi analizinin betimsel istatistik sonuglar1 Tablo 4.2°de belirtilmistir.
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Sekil 4-2: Narkolepsi olgularindaki C4BPA diizeyinin saghkh kontrol grubu ile
karsilastirilmasi.

SK: Saglikli kontrol.

Tablo 4-4: Narkolepsi ve saghkh kontrol gruplarn icin C4BPA protein diizeyi analizinin
betimsel istatistik sonuclari

% 95 Giiven Aralig1

(Ort igin)
N Ort SS SH Alt Sinir Ust Sinir Minimum Maksimum
Narkolepsi 42 0,19 0,235 0,037 0,115 0,265 0,082 1,504
Saglikli
0,39 0,49 0,096 0,192 0,588 0,071 2,066
Kontrol

4.3.2. Anti-C4BPA Antikor Diizeyinin Belirlenmesi i¢cin Yapilan Optimizasyon
Deneyleri

Narkolepsi olgu serumlarindaki C4BPA’ya kars1 gelisen antikorlarin
gosterilmesi amaciyla homemade ELISA metodu uygun optimizasyonlar

gergeklestirilerek uygulanmistir.

Birinci basamakta 0,5 pg antijen ile 1:250 ve 1:500 diliisyonlar1 i¢in ortalama

antikor diizeyleri Sekil 4.3’te gosterilmistir. Anti-C4BPA pozitif oldugu diisiiniilen bir
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narkolepsi olgusuna ait serum belirtilen oranlarda sulandirilmis ve Tiglii olarak
calistlmistir. Ugliiler birbiriyle uyumlu olup 1:250 ve 1:500 diliisyonlar1 arasinda
antikor diizeyi agisindan fark bulunmustur. Ancak OD degerinin 1:500 diliisyonuyla
halen c¢ok yiiksek saptanmasi sebebiyle bu diliisyon katsayilarinin diisiik olduguna ve

daha yiiksek diliisyon ile ¢alisilmasina karar verilmistir.

Anti-C4BPA Antikor Dizeyi
Serum Diltisyon Oranlan 1:250 ve 1:500

Optik Densite (0D}

1/250 1/500
Diliisyon Oranlan

= Narkole psi

Sekil 4-3: Birinci basamak optimizasyon deneyi sonucu.

Ikinci basamakta anti-C4BPA antikoru pozitif oldugu varsayilan 5 narkolepsi
olgusunun serumlar1 1:500 ve 1:1000 diliisyonlar1 ile, anti-C4BPA antikoru negatif
oldugu diisiiniilen 2 hastanin serumlar1 1:500 diliisyonu ve 3 saglikli kontrol serumu
1:500 diliisyonu ile tiim ornekler ikili olacak sekilde calisilmistir. 0,5 pg antijen ile
1:500 ve 1:1000 diliisyonlar1 icin degisen ortalama antikor diizeyleri Sekil 4.4’te
gosterilmistir. Ikili ¢alisilan érneklerin uyumlu sonug gdstermesine ragmen diliisyonlar
arast fark goriilmemistir. Deney isleyisinden kaynakli olabilecek bu sonug sebebiyle
daha yiiksek katsayili dillisyonlar ile optimizasyon ¢aligmalarina devam edilmesine

karar verilmistir.
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Anti-C4BPA Antikor Diizeyi
Serum Dillisyon Qranlari 1:500ve 1:1000

w

b
in

o
>

Optik Densite (OD)
-
- in

=
n

[=]

1/500 1/1.000
Diliisyon Oranlar

== Narkolepsi e=l==SK =—de—Anti-C4BPA [-)

Sekil 4-4: Tkinci basamak optimizasyon deneyi sonucu.
SK: Saglikli Kontrol, Anti-C4BPA (-): C4BPA’ya kars1 antikor gelismedigi varsayilan olgular.

Uciincii basamak optimizasyonda 0,4 pg antijen ile 1:5000, 1:10000, 1:20000 ve
1:50000 diliisyonlar1 ig¢in ortalama antikor diizeyleri Sekil 4.5’te gosterilmistir. Bu
basamakta 2 anti-C4BPA pozitif oldugu varsayilan narkolepsi serumu, 1 anti-C4BPA
negatif oldugu varsayilan olgu serumu ve 1 saglikli kontrol serumu kullanilmistir. Tim
ornekler ikili olarak calisilmigtir ve ikililerin sonuglart uyumlu c¢ikmistir. Serum
diliisyon oranlar1 bir 6nceki deneye gore yiikseltilmis ve diliisyon katsayisi arttik¢a
antikor diizeylerinde diislis goriilmiistiir. Optimal olarak antikor seviyesi a¢isindan en
iyl farkin goriildiigii 1:10000 ve 1:20000 diliisyon oranlarmnin ileri basamaklarda

kullanilmasina karar verilmistir.

Anti-C4BPA Antikor Dizeyi
Serum Dildsyon Oranlar 1:5000, 1:10000, 1:20000 ve 1:50000

Optik Densite (0D}
- ~a w
= ol o~ oW b

=
n

1/5.000 1/10.000 1/20.000 1/50.000
Diliisyon Oranlan

e Narkolepsi  esfesSK ssde—Anti-CABPA (-)

Sekil 4-5: Uciincii basamak optimizasyon deneyi sonucu.

SK: Saglikli Kontrol, Anti-C4BPA (-): CABPA’ya kars1 antikor gelismedigi varsayilan olgular.
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Dordiincii basamakta bir onceki deneydeyde kullanilan ayni 6rnekler igin olasi
kompleman aktivasyonunu  dislamak amaciyla 1s1  inaktivasyonu islemi
gergeklestirilmistir. Ornekler tek olarak ¢alisilmustir. Is1 inaktivasyonu gergeklestirilmis
ve gergeklestirilmemis narkolepsi ve saglikli olgularin 1:5000, 1:10000, 1:20000 ve
1:50000 diliisyonlart icin karsilastirmali ortalama antikor diizeyleri Sekil 4.6’da
gosterilmistir. Anti-C4BPA negatif oldugu diisiiniilen olguya ait 1s1 inaktivasyonu
Oncesi ve sonrasi antikor diizeyi ise Sekil 4.7°de belirtilmistir. Tiim olgular i¢in 1s1

inaktivasyonuyla artan antikor diizeyi gézlenmistir.

Ayrica, 1s1 ile kompleman inaktivasyonu gerceklestirilmis narkolepsi
ornekleriyleriyle inaktivasyon yapilmamis ayn1 Ornekler paired-t testi ile
karsilastirildiginda anlamli fark bulunamamustir (p = 0,13; 151 inaktivasyonu yapilmis
narkolepsi ve 1s1 inaktivasyonu yapilmamis narkolepsi; ortanca deger 1,040 ve 1.371
sirasiyla). Is1 ile kompleman inaktivasyonu gerceklestirilmis saglikli kontrol ornekleri
inaktivasyon yapilmamis ayni1 saglikli 6rneklerle karsilastirildiginda ise antikor diizeyi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir (p = 0,0190; 1s1 inaktivasyonu
yapilmis saglikli kontrol ve 1s1 inaktivasyonu yapilmamis saglikli kontrol; ortanca deger

1,311 ve 0,767 sirasiyla).

Isi inaktivasyonu ile Degisen Anti-C4BPA Antikor Diizeyi
Serum Dilisyon Oranlari 1:5000, 1:10000, 1:20000 ve 1:50000

== b w
e b ow n

Optik Densite (OD)

1/5.000 1/10.000 1/20.000 1/50.000
Diliisyon Oranlan

=
(=T

b Narkole psi li (-) Narkolepsi |i (+)  ==ille=SK [ (-) SK i (+)

Sekil 4-6: Is1 inaktivasyonu yapilan ve yapilmayan anti-C4BPA pozitif oldugu diisiiniilen
narkolepsi ve saghkl kontrol olgu serumlari icin karsilastirmah antikor diizeyi
sonuclari.

Ii (+): Is1 inaktivasyonu yapilms, If (-): Ist inaktivasyonu yapilmamis. SK: Saglikli Kontrol.
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Ist inaktivasyonu ile Degisen Anti-C4BPA Antikor Diizeyi
Serum Dillisyon Oranlar 1:5000, 1:10000, 1:20000 ve 1:50000

15 -
a —
S . ~
[ e
Z ~
€15 —
a —
2 —
= 1 ——
=% e —
s} ~—

0.5

]
1/5.000 1/10.000 1/20.000 1/50.000
Diliisyon Oranlar
e ANtI-CABPA (), i {-)  ==B=Anti-CABPA (-), 1i {+)

Sekil 4-7: Is1 inaktivasyonu yapilan ve yapilmayan anti-C4BPA negatif oldugu varsayilan
olgu serumu icin karsilastirmah antikor diizeyi sonuclari.

Anti-C4BPA (-): C4BPA’ya kars1 antikor gelismedigi varsayilan olgular, Ii (+): Is1 inaktivasyonu yapilmis,
II (-): Ist inaktivasyonu yapilmamis.

Planlanan son basamakta ise 42 narkolepsi ve 19 saglikli kontrol oOrnegi
calisgtlmigtir. 0,4 pg antijen ile dnceki optimizasyon basamaklarina gore kullaniimasi
belirlenen 1:10000 ve 1:20000 diliisyonlar1 i¢in degisen ortalama antikor diizeyleri
Sekil 4.8’de gosterilmistir. Orneklerin 6nceki basamaklarda ikili ¢alisma sonuglari

uyumlu oldugundan son basamakta tiim 6rnekler tek caligilmistir.

Calisma gruplarinin kendi i¢inde 1:10000 ve 1:20000 diliisyonlar ile anlaml
olarak antikor diizeylerinin degistigi goriilmiistiir (p<0,0001) (Sekil 4.9).

Anti-C4BPA Antikor Diizeyi
Serum Diliisyon Oranlari 1:10000 ve 1:20000
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Diliisyon Oranlarn
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Sekil 4-8: Son basamak optimizasyon deneyi sonucu.

SK: Saglikli Kontrol
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Sekil 4-9: 1:10000 ve 1:20000 diliisyon oranlarinda narkolepsi (A) ve saghkl kontrol (B)
gruplarina ait C4BPA’ya karsi olusmus antikor diizeylerinin dagilimi.

SK: Saglikli kontrol.

Optimizasyon deneylerinde c¢alisilan 5 anti-néronal antikor boyanmasi pozitif
olan narkolepsi hastalar1 ile anti-néronal antikor boyanmasi negatif oldugu bilinen 2
hastaya ait farkli diliisyonlarda c¢alisilan ortalama C4BPA protein ve anti-C4BPA

antikor diizeyleri sonuglar1 Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4-5: Antikor pozitif ve negatif oldugu bilinen hastalara ait ortalama C4BPA protein
ve anti-C4BPA antikor diizeyleri

Ornek  Ort C4BPA Ortalama Anti-C4BPA Antikor Diizeyleri (OD)

Kodu Protein Diliisyon Oranlar:

DITPZS0 VRO DN 1:250  1:500 1:1000  1:5000 1:10000 1:20000 & 1:50000
N20 0,177 - 3,426 3,749 - 2,296 1,663 -
N34 0,216 - 1,218 1,015 - 0,475 0,379 -
N35 0,113 - 3,985 3913 3974 3,139 1,828 0,567

N36 0,159 1,990 | 1,599 1,167 - 0,478 0,34 -



N37 0,101 -

F5 - -

F11 - -

3,823

1,851

2,013

3,735
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2,708 = 1,342 0,684 0,459

0,674 0,442 0,318 0,238

N20, N34, N35, N36, N37: Anti-C4BPA antikor pozitif oldugu diisiiniilen narkolepsi ornekleri. FS, F11: Anti-

C4BPA antikor negatif oldugu varsayilan drnekler.

4.3.3. Anti-C4BPA Antikor Diizeyi Analizi

1:10000 diliisyon orani i¢in, narkolepsi hastalarinin anti-C4BPA diizeyi saglikli

kontrol 6rneklerinden daha yiiksek bulunmustur (p = 0,0615; narkolepsi ve saglikli

kontrol; ortanca deger 1,567 ve 0,912 sirasiyla) gosterilmistir (Sekil 4.10A). 1:10000

orani i¢in betimsel istatistik verileri ise Tablo 4.4’te belirtilmistir.

1:20000 diliisyon orani i¢in de narkolepsi ve saglikli kontrol gruplarinin antikor

diizeylerinin farklilig1 (p = 0,0903; narkolepsi ve saglikli kontrol; ortalama deger 1,04

ve 0,674 sirasiyla) gosterilmistir (Sekil 4.10B). 1:20000 diliisyonu i¢in betimsel

istatistik verileri Tablo 4.5’te verilmistir.

Caligilan iki diliisyon degeri i¢in de antikor diizeyleri acisindan bulunan farklilik

degeri p<0,05 olmadigi icin istatistiksel anlam elde edilememistir.

A
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Sekil 4-10: Narkolepsi (A) ve saghkh kontrol (B) gruplarinin kendi icinde farkh diliisyon
oranlariyla anlamh olarak degisen antikor diizeylerinin dagilimi.
Calisma gruplarinda kag olgunun pozitif olarak degerlendirilebilecegi belirlemek igin Fisher kesin ki kare testi
yapilmustir. Narkolepsi ve saglikli kontrol olgular: arasinda 1:10000 (p = 0,0118) ve 1:20000 (p = 0,0463) diliisyon
oranlar1 i¢in antikor diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur, p<0,05. 1:10000 diliisyon i¢in
giivenilir anti-C4BPA pozitifligi narkolepsi i¢in 11, saglikli kontrol i¢in 0; 1:20000 diliisyonu igin giivenilir anti-
C4BPA pozitifligi narkolepsi i¢in 9, saglikli kontrol i¢in 0 olarak bulunmustur. Kesikli ¢izgi (cut-off) {izerindeki
degerler giivenilir antikor pozitif degerleri gostermektedir. Beklenen farkin anlamli olup olmadiginin
degerlendirilmesi amaciyla giivenilir antikor diizeyi (cut off degeri) her diliisyon degeri igin “(standart sapma x 2) +

ortalama deger” formiilii ile hesaplanmstir ve Fisher kesin ki-kare testi uygulanmistir. SK: Saglikli kontrol.

Tablo 4-6: 1:10000 diliisyon oram icin narkolepsi ve saghkl kontrol antikor diizeylerinin
betimsel istatistik verileri

% 95 Giiven Araligi

(Ort igin)
N Ort SS SH AltSmur Ust Sinir Minimum Maksimum
Narkolepsi 42 1,693 0,892 0,139 1,412 1,975 0,347 3,651
Saglikli
19 1,211 0,513 0,137 0,915 1,507 0,54 2,018
Kontrol

Tablo 4-7: 1:20000 diliisyon oram i¢in narkolepsi ve saghkh kontrol antikor diizeylerinin
betimsel istatistik verileri

% 95 Gliven Araligi

(Ort igin)
N Ort SS SH Alt Smir  Ust Stir Minimum Maksimum
Narkolepsi 42 1,032 0,512 0,08 0,871 1,194 0,276 2,192
Saglikli
0,783 0,284  0,0758 0,619 0,947 0,378 1,32

Kontrol
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4.3.4. C4BPA Protein ve Anti-C4BPA Antikor Diizeylerinin Korelasyon Analizi
Calisma gruplarinda bulunan C4BPA protein ve C4BPA’ya karsi olusmus
antikor diizeyleri arasinda 1:10000 ve 1:20000 diliisyonlar1 i¢in korelasyon analizi

yapildiginda anlamli korelasyon tespit edilememistir.
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5. TARTISMA

Narkolepsi, lateral hipotalamusta hipokretinerjik noéron dejenerasyonu ile
gelisen, klinik olarak artmis giindiiz uykulugu ile karakterize, REM uyku fazina
abnormal gecisin goriildiigli ve bununla ilintili olarak vakalarin ¢ogunda katapleksi
tablosunun eslik ettigi ndrolojik bir uyku bozuklugu olarak tanimlanmaktadir®>>,
Hastalifin etyopatogenezi tam olarak anlasilamamis olsa da narkolepsi ile ilgili
otoimmiin hipotez; giiclii HLA DQB1*06:02 gen iliskisi, belirlenen TCRa, P2RY11 ve
DNMT1 gen polimorfizmleri, hipokretin reaktif total IgG ve IgM antikorlar1 ve spesifik
anti-hipokretin antikorlarin tespit edilmesi, NT1 hastalarinda hipokretinerjik néronlarda
bulunan TRIB-2 antijenine karsi gelismis antikorlarin goriilmesi, HIN1 influenza
salgini i¢in yapilan ASO3 adjuvanli Pandemrix agisiyla artan narkolepsi vakalar1 gibi
sebeplerle ilgi ¢ekici hale gelmistir'¢1%20-24105 Bununla beraber narkolepsi olgularinda
hiicresel immiinite elemanlarindan hipokretin hedefli T hiicrelerinin varligi, hiimoral
immiinite mekanizmalariyla ilgili 1L-6 ve TNFa gibi proinflamatuvar sitokinlerin
hipokretinerjik noron dejenerasyonundaki roliiniin gdsterilmesi, TRIB-2 pasif
immiinizasyonuyla narkolepsi hayvan modeli gelistirilebilmesi, AQP-4, Ma 1 ve Ma 2
gibi hastaliga spesifik olmayan antikorlarin kesfedilmesi, erken IVIG tedavisi ile BOS
hipokretin diizeylerinin normallesmesi, literatiirde {ist solunum yolu enfeksiyonlar1 gibi
cevresel etmenlerin narkolepsiyi tetikledigi vakalardan bahsedilmesi gibi gelismeler

93,96,101,106,107 Son

narkolepsinin immiinopatogenezi ile ilgili bilgilerimizi arttirmistir
yillardaki bu norolojik arastirmalar immiinitenin roliine giderek daha ¢ok odaklansa da,
narkolepsi i¢in Witebsky’nin otoimmiin hastalik kriterlerini saglamaya yonelik yeterli

veri heniiz mevcut degildir 2%,

Bu calisgma ile narkolepsi olgularinda oOncelikle anti-noronal otoantikorlar
arastirilmistir ve sonrasinda bulunan antijen-antikor kompleksleri ayrigtirilmistir. Anti-
ndronal antikor tespit edilen narkolepsi hasta 6rnekleriyle antikor negatif oldugu bilinen
hastalar protein diizeyinde karsilastirildiginda narkolepsi i¢in aday antijen olarak
kompleman sisteminin klasik ve lektin yolak inhibitorii olarak bilinen kompleman
baglayici protein 4’iin alfa alt birimi (C4BPA) belirlenmistir. Bu aday proteinin diizeyi
ve bu proteine karsi olusan antikor diizeyleri validasyon c¢aligmalariyla saglikli ve

narkolepsi olgularinda karsilastirildiginda protein seviyesinin narkolepsi hastalarinda
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saglikli kontrollere gore anlamli olarak diisiik oldugu, C4BPA antikor diizeyinin ise
narkolepside sagliklilara gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da gdrece olarak

yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Bu sonuglara gore istatiksel ~anlamliligin  antikor seviyesi  ig¢in
gosterilememesinin  sebebi, LC-MS/MS yonteminin aday olarak Onerdigi anti-
C4BPA’nin  baglandigint  diisiindiigiimiiz  bolgede kompleman sisteminin diger
elemanlarinin 6zellikle Clq ve C4’lin baglandigi immiin komplekslerin yer alma
ihtimali olabilir. Kompleman sistem isleyisine bakildiginda, antikora baglanma
ozelligine sahip Clq’nun C4B’yi aktifleyerek kanda bulunan C4bC2a kompleksine
baglandigt ve bu kompleksin de C4BPA proteinine baglanarak immiin kompleks
olusturdugu bilinmektedir 3’. IP metodu ile sefaroz bead’ler aracilig1 ile ortamdaki tiim
antikor-antijen kompleksleri ayristirildigi i¢in anti-C4BPA antikorlar1 yaninda C4BPA
molekiillerinin baglandigi immiin kompleksler de islem sirasinda g¢ekilmis olabilir.
Ozellikle noroblastoma hiicrelerinin C4BPA iirettigi yoniinde bir veri olmamas1 bu
gorisii desteklemektedir. ELISA testlerinde de benzer bir durum s6z konusudur. ELISA
plaklarini kaplamak icin kullanilan C4BPA proteinine, anti-C4BPA antikorlar1 disinda
C4B baglh IgG immiin komplekslerinin de baglaniyor olmasi miimkiindiir. Bu immiin
kompleksler saglikli kontrol serumlarinda da goriilebileceginden C4b bagh IgG
komplekslerinin karistiric1 etkisi ¢alisma gruplari arasinda anlaml fark elde edilmesini
engelliyor olabilir. Dolayisiyla yapilan validasyon c¢aligmalarinin sonuglari, olgulardaki
olas1 antikorlarin spesifik olarak immiin komplekse mi spesifik bir antikora mi
baglandigini1 yorumlamakta yetersiz kalmaktadir.

Diger bir olasilik ise, kullandigimiz ELISA testinin arzu edildigi sekilde sadece
anti-C4BPA antikorlarini1 gosteriyor olmasi ancak bu antikorlarin narkolepsi olgularinin
kii¢iik bir alt grubunda pozitif saptanmasi sebebiyle hasta ve saglikli gruplar arasinda
anlamli fark saptanmamasidir. Bununla birlikte narkolepsi olgularinda saglikli
kontrollere kiyasla giivenilir antikor pozitiflik diizeyi agisindan anlamliliga yakin fark
olmasi, narkolepsi patogenezinde kompleman aracili immiin mekanizmalarin rol
oynadigini ve narkolepsi hastalarinda C4BPA proteinine konjuge IgG’lerin
olabilecegini gostermek acisindan 6nem tasimaktadir. C4ABPA proteininin antikorun
hangi kismina (Fab veya Fc) baglandiginin anlasilmasi veya narkolepsi serumunda C4b
bagli immiin komplekslerin yiliksek diizeyde bulundugunun gosterilmesi icin ek

analizler gerekmektedir.
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Is1 ile kompleman inaktivasyonu gergeklestirildiginde indirekt ELISA ile elde
edilen OD degerlerinin diizeyinde azalma olmamasi sonuglarin immiin kompleks
aktivitesinden c¢ok C4BPA'ya karsi gelismis antikor seviyesini isaret ettigini
diisiindiirmektedir. ileriki c¢alismalarda 1s1 inaktivasyonu yapilan Orneklerde
komplemanin gercekten inaktif oldugu ve immiin kompleks baglanmasinin olmadigi
incelenmelidir. Bunun i¢in ayni olgularda C4, C3 ve Clq diizeylerine bakilabilir.

Narkolepsi i¢in IP metoduyla anti-ndronal antikorlara bakildiginda 5 narkolepsi
Ornegi i¢in ndronlara baglanma saptanmistir. LC/MS-MS yontemiyle bu antikor pozitif
narkolepsi Ornekleri anti-ndronal baglanma olmayan Orneklerle karsilastirildiginda
C4BPA aday antijen olarak tespit edilmis olsa da calismamizda bu proteinin
noronlardaki anlattmmin validasyonu yapilmamistir. Bir sonraki ¢alismada
noroblastoma hiicrelerinde C4BPA proteininin varligit uygun yontemlerle konfirme
edilmelidir.

C4BP eksikligi genel anlamda oldukga nadir goriilmekle birlikte, bir arastirmada
yapilan ekspresyon analizinde obstruktif uyku apne sendromlu hastalarda azalmis
C4BPA ekspresyonu raporlanmistir. Bu durum, C4BPA’nin ligand1 olan inflamatuvar
yolaklardaki 6nemli molekiillerden CD40 ve C-reaktif proteinin hastalikla birlikte
katkida bulundugu inflamatuvar duruma adaptif olarak gelismis bir yanit olarak

108,109

yorumlanmigtir Ayrica, inflamatuvar siireclerin aktif oldugu narkolepsiye

komorbid olarak goriilebilen sizofreni hastaligi icin azalmis C4BP protein diizeyinin

hastalik riski ile iliskili oldugu bildirilmistir'!®

. Ayrca, immiin mekanizmalarin etkin
oldugu bilinen bir norolojik hastalik olan Noro-Behget i¢in literatiirde C4BP diizeyinin
azlig gosterilmistir''!. Bu durumda hastalarda C4BPA proteini tiiketilmektedir.
C4BPA’nin tiiketiminin hastalarda dogrulanmasi i¢in kompleman kaskadinda C4BPA
ile etkilesim i¢inde olan C3 protein diizeyi ileride degerlendirilebilir.

Narkolepsi hastalarinda azalan C4BPA’nin neden tiiketildigine dair iki ihtimal
s6z konusu olabilir. ilk ihtimal C4BPA’ya kars1 olusmus antikorlarin neden gelistigini
anlamaya yoneliktir. Otoimmiin hastaliklarda goriilebilecegi iizere klasik kompleman
yolagin1 ve C4’ii aktifleyen antikorlar ile immiin komplekse bagli C4BPA’nin fazla
tiiketimi goriilebilir. Fazla oranda kullanilan immiin sistem elemanlarina karg1 immiin

yanit olarak antikor gelistigi literatiirde belirtilmistir. Otoimmiin hastaliklar olan

sistemik lupus eritematozus (SLE) ve Miyastenia Gravis’te (MG) Clq diizeyi ¢ok
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tilketime bagl olarak total diizeyde diisiik iken anti-Clq diizeyi bu hastalarda yiliksek
bulunmustur %113,

Diger ihtimal ise antikor disinda mikroorganizma veya farkli ajanlarla bu
proteinin azalmasidir. Mikroorganizmalarla C4BPA’nin aktiflendigi, kullanildigi ve
bakteri ile degrade oldugu bilinmektedir®®. Literatiirde bakteri gibi patojenlerin
kompleman eliminasyonundan kurtulmak ic¢in yiizeylerinde IgG benzeri molekiil

tasidiklar1 gdsterilmistir!!*

. Neisseria meningitidis bakterisinin sebep oldugu santral ve
periferik sinir sistemi zarlarinin enfeksiyonu olan menenjit i¢in yapilan bir ¢alismada,
C4BP baglanmasinin Neisseria meningitidis bakterisine kompleman aktivasyonundan

kagmasi yoniinde yardimei oldugu gdzlenmistir! !>

. Narkolepsi i¢in de membranlarinda
IgG benzeri molekiil bulunduran bakterilerin olmasi, bu bakteri IgG’lerine C4BPA’nin
baglanarak tiiketilmesi s6z konusu olabilir. Ancak c¢alismamizda anti-C4BPA ve
C4BPA diizeyleri arasinda korelasyon bulunamamasi klasik kompleman yolu asirt
aktivasyonuna bagli C4BPA tiiketimi savinin yanlis oldugunu diisiindiirmiistiir.

Ayrica, antikor tayini i¢in kullanilan ELISA deneylerinde E. coli bakteri tabanli
piirifiye proteinin kaplama amagli kullanilmasi spesifik olmayan pozitiflige sebep olmus
olabilir. Deneylerde kullanilan oldukga diisiik serum diliisyon oranlarinda (1:10000 ve
1:20000) dahi anti-C4BPA antikorunun gosterilebilmesi ise narkolepsi hastalarinda
immiin isleyisin etkilerini géormek agisindan anlamlidir. Gelecek g¢aligmalarda, olgu
sayilart arttirillarak ve saglikli olgular segilirken olasi antikor pozitifligi durumlarimi
elimine etmek amaciyla enfeksiydoz durum riskleri CRP diizeyleri degerlendirilip
calismaya dahil edilerek sonuglar tekrar degerlendirilmelidir. Ek olarak, narkolepsi
olgulan i¢in proteinlerin 3-boyutlu yapisina bagli olarak tanimmay1 6lcebilecek daha
Ozellesmis yontemler, protein-protein etkilesimlerini gosterebilmek adina protein yolak
analizi ve AlphalLISA gibi metodlar kullanilabilir.

Bunun disinda C4BPA diizey diisiikliigii immiinolojik olmayan sebeplere de
bagli olabilir. Narkolepsi olgularinda genetik kokenli diisiik C4BPA {iretimi 6zelligi
bulunmasi ve buna bagl gelisen asir1 kompleman aktivasyonu ve kompleman aracili
oreksinerjik néron hasar1 sonucunda uyku sorunlari ortaya ¢ikiyor olmast muhtemeldir.
Bu baglamda C4BPA’nin uyku fizyolojisinde heniiz bilinmeyen bir islevinin bulunmasi
ve diisiik C4BPA diizeylerinin narkolepsi patogenezine katkida bulunuyor olmasi da

mumkundiir.
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Caligmamizda hasta ve saglikli olgularin klinik/demografik bilgileri ile yapilan
korelasyon analizi sonuglari ise NT2 hastalarinda C4BPA protein diizeyinin uyku
etkinligi arttikca azaldigini, uyaniklik seviyesiyle ve uyku kalitesiyle birlikte arttigini
gostermektedir. Literatiirde otoimmiin mekanizmalarin tip 2 narkolepsi vakarinda daha
etkin oldugundan ve inflamatuvar rahatsizliklarin NT2’de goriilme oranmin daha
yiiksek oldugundan bahsedilmektedir!!®!!”. Bulgularimiz bu anlamda etyopatogenezi
NT1’e gore daha az aydinlatilmis olan NT2 ile ilgili bilgilerimizi genisletmektedir.
Ayrica korelasyon analizinde, saglikli olgularda artan yas ile beraber C4BPA protein
seviyesinin anlamlilifa yakin olarak diismesi de immiin sistem etkinliinin azalmaya
baslamasiyla C4BPA’nin tiiketiminin arttigint ve immiin regiilasyonda bozulma
yasayan narkolepsi hastalarinda tespit edilen diisiik C4BPA diizeyi i¢in de bu durumun
gecerli olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

Calismamiz literatiirde ilk kez narkolepsi icin C4BPA antijen - anti-C4BPA
antikor diizeylerinin gosterilmesi, ilgili optimizasyon c¢alismalarmin yapilmasi ve
narkolepside olas1 kompleman aracili dogal immiinite mekanizmalarinin IP ve LC-
MS/MS yontemleriyle arastirilmasit agisindan o6nem tagimaktadir. Narkolepsinin
otoimmiin bir hastalik olarak ele alinmasi yoniinde saglanan verilerin ileri validasyon
caligmalariyla degerlendirilmesi gerekmekte olup boylelikle yeni terapdtik seceneklerin

degerlendirilmesi miimkiin olabilecektir.
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= |SONUGRAPORU O
=
2 | GUVENLILIK BILDIRIMLERI O
E DIGER: ™ Anabilim Dali Bagkanligindan Ust Yazi ve Akademik Kurul Karari, Literatur
S Kaynagi, Sorumluluk Paylagim Belgesi, Olgu Rapor Formu, ligili
2 Elemanlarin Bilgilendirildigine Dair Belge, CV, CD
Karar No:21 Tarih: 13/12/2013
= A e 7
& = | Istanbul Universitesi DETAE Sinirbilim Anabilim Dali’nda gorevli Uzm. Dr. Cem Ismail KUCUKALI‘nin sorumlulugunda yirittecegi yukarnda
§ ‘S | bilgileri verilen arastirma bagvuru dosyast ile ilgili belgder arastirmanin gerekce, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis,
3 -;—; gergeklestirilmesinde etk ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan Etik Kurul 0lye tam sayisinin salt ogunlugu ile karar verilmistir.
ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU
CALISMA ESASI 19.08.2011 tarihli, 28030 sayih Resmi Gazetede yaymlanan Klinik Arastirmalar Hakkindaki Yonetmelik

BASKANIN UNVANI/ADI/ SOYADI:

Prof. Dr. A. Yagiz URESIN

Unvan/AdvSoyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet A”ﬁ:;;:“f 1t Katilim ** %ﬂ 5
Prof. Dr. A. Yagiz URESIN | [amakoeive = | et T Fakltesi ®K | g T 0 [EO [um |[em |60 e ?
Prof. Dr. Berrin UMMAN Kardiyoloji ::";::’;L:L"a:?‘ﬂ;‘l’:c(::;k 0 |xkm |EQ |ym |em |uO Y\SP\A
Prof. Dr. Ahmet GUL Romatoloji Istanbul Tip Fakilltesi em KO |EC |ym |em |HUO O’)'Vm J‘
Prof. Dr. Ouzhan COBAN | Néroloji Istanbul Tip Fakalitesi Em | kD ELJ |ym |EQ |um KATILMADI
Dr. Sevda OZEL Biyoistatistik L?;;::;;‘::J"’ Fakiites! D [km [ED |um |em [HO| M

* :Arastirma ile iligki
** Toplantida Bulunma

Bu karar arastirma projesinin etik acidan degerlendirme sonucunu bildirmektedir. Klinik ilag arastirmasi projeleri icin, etik kurulu
onayi sonrasinda, Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonetmeligin 5/a .maddesi geregince, Saghk Bakanligina da basvurulmasi ve gerekli

iznin alinmasi gerekmektedir.

Sayfa 2
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ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU KARAR FORMU

; ISTANBUL TIP FAKULTESI
ETIK KURULUN ADI o 2
= 3 KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU
= = ACIK ADRES: LU.ISTANBUL TIP FAKULTES! HULUSI BEHCET
E. = ' KUTUPHANESI KAT:3 FATIH/ISTANBUL
2 = TELEFON 0(212) 414 21 53
=g FAKS 0(212)4142153
E-POSTA itfetikkurul@istanbul.edu.tr.
""Narkolepsi Hastaliginda immiinopatolojik Ozelliklere
ARASTIRMANIN ACIK ADI Yeni Bir Bakis: Piiriinerjik ve Monoaminerjik
Sistemlerinin Otoimmiinite Uzerine Etkileri'
ARASTIRMA PROTOKOL KODU | =
KOORDINATOR/SORUMLU . L. .
ARASTIRMACI Uzm. Dr. Cem Ismail KUCUKALI
UNVANIADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK Norolo ji
. ALANI
2
INATOR/SORUML . = - ere
5 Aggﬁiﬁ:é&?ﬁ/ggLUNDgGU Istanbul Universitesi DETAE Sinirbilim Anabilim Dal
= MERKEZ
; DESTEKLEYICi Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
% DESTEKLEYICININ YASAL
> TEMSILCISI -
7
< FAZ 1 O
=)
FAZ2 0O
ARASTIRMANIN FAZI
FAZ 3 ]
FAZ 4 O
Yeni Bir Endikasyon 0O
ARASTIRMANIN TURU Yiiksek Doz Arastirmasi O
Diger ise belirtiniz : Deneysel Klinik Arastirma
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ COK MERKEZLI | ULUSAL ULUSLARARASI
MERKEZLER ad [ ] [ ] O

Sayfa |
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T.C.
iISTANBUL UNIVERSITESI
iISTANBUL TIP FAKULTESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Sayi:5 Tarih
Konu: Dog. Dr. Cem ismail KUCUKALI hk.

Sayin Dog. Dr. Cem ismail KUCUKALI
Sinirbilim Anabilim Dah

ilgi: Sinirbilim Anabilim Dalinin 24/10/2018 giin ve 301628 sayili yazisi

Sorumlu aragtiricihdini Ustlendiginiz ve Ars. Goér. Hande YUCEER’ in ylritecegi 2018/1
"Narkolepsiye Ozgli Otoantikorlarin Immunopresipitasyon ve Kitle Spektrofotometre ll¢
Validasyonu" baglikl ¢alisma kurulumuzun 28/12/2018 tarih ve 22 sayili toplantisinda gérusilen
bulunmus olup, tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

istanbul Tip Fakiiltesi

Etik Kurul Baskani
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. ’ ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU KARAR FORYN
W

ARASTIRMANIN ACIK ADI

""Narkolepsiye 6zgﬁ Otoantikorlarm immiinopresipitasyon Y
Spektrofotometre Ile Tamimlanmasi ve Validasyonu"

Belge Ad1 Tarihi Versiyon Numarasi
4
= ARASTIRMA PROTOKOLU 21.12.2018 Turkge m in
= T g —— —— ;
2 ., | BILGILENDIRILMIi$ GONULLU OLUR FORMU 0 O Ingilizce
S
E 5 OLGU RAPOR FORMU 0 Tiirkge [ it
X3 3 TR ; i
£ 2 | ARASTIRMA BROSURU O Turkge [J It
Belge Adq Aciklama
TURKGE ETIKET ORNEGI 0
SIGORTA O
ARASTIRMA BUTCESI ]
-
E BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU O
< s
] HASTA KARTI/GUNLUKLERI O
-]
5 ILAN O
'5 YILLIK BILDIRIM 0
2 | SONUC RAPORU O
=
g GUVENLILIK BILDIRIMLERI 0
E DIGER: n Anabilim Dali Bagkanligindan Ust Yazi ve Akademik
,@ Kaynagi, Sorumluluk Paylagim Belges,, ligili Elemanl
g Belge, CV, CD
Karar No:22 Tarih: 28/12/2018

KARAR
BiLGILERI

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakultesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitos, Sinirbilim Anabilim Dalinda gorevli
Dog. Dr. Cem ismail KUCUKALI’® nin sorumlulugunda ve Ars. Gir. Hande YUCEER’ in yorutecegi yukarida t
bagvuru dosyast ile ilgili belgeler arastirmanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis, gergeklestirilm
sakinca bulunmadigina toplantiya katilan Etik Kurul tiye tam sayisinin salt gogunlugu ile Karar verilmistir,

ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU

CALISMA ESASI

19.08.2011 tarihli, 28030 sayith Resmi Gazetede yaymlanan Klinik Arastirmalar |

BASKANIN UNVANI/ADI/SOYADI:

Prof. Dr. A. Yagiz URESIN

Unvan/Adi/Soyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet Am::;'r‘:“: o K
Prof.Or. A Yagia URESIN_| Fanakoerve ™I e T reates | o T |60 [um |l
Prof. Dr. Berrin UMMAN | Kardiyoloji e etE  [eM um |B0 |mm |s|
Prof. Dr. Ahmet GUL Romatoloji Istanbul Tip Fakiiltesi Em | k[l ECl |um | El
Prof. Dr. Oguzhan GOBAN | Néroloji Istanbul Tip Fakiiltesi Elm | k[ ELl [um | EI
Dr. Sevda OZEL YILDIZ Biyoistatistik 1.U0. Istanbul Tip Fakiltesi ED |km |EO |um | E1L

* :Aragtirma ile lligki
** Toplantida Bulunma
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ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU KARAR FORM

RIATIOTIE
TN MILA

ETiK KURULUN ADI

ISTANBUL TIP FAKULTESI
KLINIK ARASTIRMALARI ETIiK KURU

I.U.ISTANBUL TIP FAKULTESI HULUS

AGTEADRESL KUTUPHANESI KAT:3 FATIH/ISTANBI
TELEFON 0 (212) 414 21 53
FAKS 0(212) 414 21 53
E-POSTA itfetikkurul@istanbul.edu.tr.

BASVURU BILGILERI

ARASTIRMANIN ACIK ADI

"Narkolepsiye Ozgii Otoantikorlarin Immiin
ve Kiitle Spektrofotometre Ile Tammn
Validasyonu"

ARASTIRMA PROTOKOL
KODU

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI
UNVANI/ADI/SOYADI

Do¢. Dr. Cem ismail KUCUKALI

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK
ALANI

Noroloji

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ
BULUNDUGU MERKEZ

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltes
Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, |
Anabilim Dali

DESTEKLEYICI

istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Proje

DESTEKLEYICININ YASAL

TEMSILCISI
FAZ | il
FAZ 2 0
ARASTIRMANIN FAZI
FAZ3 0
FAZ 4 O
Yeni Bir Endikasyon O
ARASTIRMANIN TURU Yiiksek Doz Arastirmasi O

Diger ise belirtiniz :

ARASTIRMAYA KATILAN
MERKEZLER

TEK MERKEZ COK MERKEZLI ULUSAL UL
W} | ]




INTiIHAL RAPORU iLK SAYFASI

NARKOLEPSIYE OZGU OTOANTIKORLARIN
IMMUNOPRESIPITASYON VE KUTLE SPEKTROFOTOMETRE
ILE TANIMLANMASI VE VALIDASYONU

ORUINALLIK RAPORU

% 1 %1 %0 %1

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI
KAYNAKLARI

BIRINCIL KAYNAKLAR

www.openaccess.hacettepe.edu .tr:8080

n Internet Ka'?na@ g <(VO 1
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Ogrenci Odevi : <(y01

"Poster Ozetleri / Poster Abstracts", Turkish i 1
Journal of Biochemistry, 2015 o
Yayin
Submitted to Istanbul Universit

n Ogrenci Odevi » <(4’/01
openaccess.inonu.edu.tr:8080

]ntFe)rraet Kaynad <% 1

"Abstracts", Journal of Sleep Research, 2014. 1
Yayin <(y0

B B

Submitted to University of Kent at Canterbury <o 1
o

Ogrenci Odevi

megep.meb.gov.tr
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OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Adi Hande Soyadi Yiiceer
Dog.Yeri |Bakirkoy Dog.Tar. 25.11.1993
. yuceerh@gmail.com <
Email handeyuceer@istanbul.edu.tr Uyrugu e

Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
Doktora
Yiik.Lis. Istanbul Universitesi, ASDETAE, Sinirbilim -
Lisans Istanbul Bilgi Universitesi, Psikoloji 2015
Lise Hasan Polatkan Anadolu Lisesi 2011

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)
N, Istanbul Universitesi,
1. Aragtirma Gorevlisi ASDETAE, Sinirbilim ABD 2018-
2. -
Yabanc1 | Okudugunu " % KPDS/UDS .
Dilleri Anlama* Konusma* |Yazma Puam (Diger) Puam
Ingilizece |Cok iyi Cok iyi Cok iyi 92.50 (YDS)
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 80,91942
(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Cok iyi
GraphPad Prism Iyi

Yaymnlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri

1. Bakircioglu-Duman, E., Acar, Z., Benbir, G., Yiiceer, H., Acar, H., Bastan, B.,
Petek-Balci, B., Karadeniz, D., Cokar, O., Tiiziin, E. (2019). Insomnia and
Dysautonomia with Contactin-Associated Protein 2 and Leucine-Rich Glioma
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Inactivated Protein 1 Antibodies: A “Forme Fruste” of Morvan Syndrome?, Case
Reports In Neurological Medicine, 11, 80-86.

. Yiiceer, H., Ulusoy, C. A., Tiziin, E. (2017). Musk-iliskili Myastenia Gravis’te
Antikor ve Sitokin Profili, Deneysel Tip Dergisi, 7(14), 39-49.

Kiiciikali, C. I., Bilgi¢ B., Hanagas1 H. A. (2018, Kasim-Aralik). Parkinson
Hastaliginda SUMO Gen Variantlarmin incelenmesi. 54. Ulusal Néroloji Kongresi,
Antalya, Tiirkiye.

“Parkinson Hastaliginda SUMO Gen Variantlarinin incel_gnmesi” Baslikli Sozel
Calismamiz 54. Ulusal Noroloji Kongresinde Ugiinciiliik Odiiliine Layik Goriildii
(2018).

Kiiciikali, C. 1., Yiiceer, H., Tiiziin, E. (2017, Kasim). Topiramatin Fare Frenik
Sinir-Hemidiyafram Preparati Uzerine Etkileri. 53. Ulusal Néroloji Kongresi,
Antalya, Tiirkiye.
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