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OZET
Ozdemir, O. (2010). Temporal Lob Patogenezinde Ekspresyonla Ilgili Genlerin

Ekspresyonlarinin - Arastirilmas: Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,

Immiinoloji Anabilim Dali. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Temporal lob epilepsisinde, hipokampusta mevcut degisikliklerin kompleksligi olayin
patogenezinde bircok gen ve sinyal yolagimin rol aldigimi diisiindiirmektedir. Bu
patogenezde yer alan enflamasyon siireci, hayvan modelleri ile yapilan caligmalarda
ortaya konmustur. Enflamasyon, damarlt dokularda lokositlerin ve plazma
proteinlerinin enfeksiyon, toksin veya doku yaralanma bodlgesine gocii ve aktivasyonunu
iceren bir dogal immiin sistem reaksiyonudur. Sitokinler ise enflamasyon sirasinda
hiicreler aras1 haberlesmeyi saglayan proteinlerdir ve dogal-adaptif immiin yanitin
koordinasyonunu saglama acisindan Onemlidir. Bu calismada, uygun siire ve
kombinasyonlarda uygulanan antiepileptik tedaviye direngli, mezyal temporal lob
epilepsi tamis1 konmus, 20-63 yaslar1 arasindaki toplam 4 kadin ve 5 erkek hastanin
tibbi endikasyon sonucu amigadalohipokampektomi sonras1 elde edilen doku
materyalleri kullanilmistir. Dokulardan elde edilen RNA orneklerinden ters transkriptaz
PZR yontemi ile cDNA sentezlendikten sonra enflamasyon siirecinde yer alan genlerin
ekspresyonlar1 ger¢ek-zamanli PZR yontemi ile kantitatif olarak incelendi. Kontrol
dokusu olarak epilepsi dist nedenlerle Olimii gerceklesmis 9 kadavradan otopsi
sirasinda alinan hipokampus materyali kullanildi. Sonuclarin normalizasyonunda
genorm analizi sonucunda belirlenen ab! ve siklofilin genleri kontrol geni olarak secildi.
Rolatif ekspresyon degerleri delta delta CT yontemi ile hesaplandi. Sonuglar “Mann-
Whitney U testi” kullamlarak istatistiksel olarak karsilastirildi. Yapilan analizde, hasta
bireylerin dokularindaki IL12, IL10, IL6 ekspresyon diizeylerinin saglikli bireyler ile
karsilagtirilmasinda anlamh bir farklilik gozlenmezken (sirasiyla; P=0.73, P= 0.59, P=
0.24) hastalardaki IL1-B, TNF-a, IFN-y ve TGF-B ekspresyonunun saglikli bireylere
gore anlamli bir artig gosterdigi saptand1 (P= 0.001, P= 0.0006, P= 0.007, P= 0.027).
Bunun yaminda ILI-a, IL2 ve IL17° nin ekspresyonuna hasta ve sagliklilarda
rastlanmamistir. Bu calijmada ortaya ¢ikan sonuglar hipokampal sklerozlu MTLE
hastalarinda lokal bir immiin atak oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler : Hipokampal skleroz, Epilepsi, Temporal Lob, Enflamasyon,
Sitokinler

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 4620
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ABSTRACT

Ozdemir, O (2010). Investigating the Expression of Inflammation Related Genes in
Temporal Lobe Epilepsy Pathogenesis. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Immunology. Master Thesis. Istanbul.

In temporal lobe epilepsy it is thought that various genes and signalling pathways take
place due to presence of complex changes in hippocampus during the pathogenesis of
disease. The inflammation period in this pathogenesis has been exhibited by the studies
of animal models. In this study, we used hippocampus materials which are obtained
from post amygdalohippocampectomy period after medical indication of 4 women and
5 men patients who are diagnosed with mesial temporal lobe epilepsy and resistant to
antiepileptic treatment applied in convenient time and combinations. RNA samples,
isolated from these tissues were used for the synthesis of cDNAs by reverse
transcriptase PCR method, in order to quantify the inflammation-related gene
expressions by real-time PCR. As control tissue, hippocampus material were taken
during autopsy from 9 different cadaver of which the reason of death excluding
neurological reasons. In the normalization of results, abl and cyclophilin genes were
used Relative expression values were calculated with deltaCt method. Results were
compared statistically by using "Mann-whitneyU"test.

In the analysis of the expression levels of 1L.12, IL.10, IL6, it has been depicted that
these genes do not show any significant differences in the materials of epileptic versus
autopsy tissues (P=0.73, P=0.59, P=0.24). On the other hand, it is determined that the
expression of IL1-beta, TNF-alfa, IFN-gama and TGF-beta in patients indicate
significant increase according to healthy controls (P=0.001, P=0.0006, P=0.007,
P=0.027). In addition to these, there was no expression of IL.1-alfa, IL.2 and IL.17
detected neither in patients or in healthy individuals.

Results in this study show that an increased level of inflammation-related gene
expression participates in the pathogenesis of mesial temporal lobe epilepsy.

Key Words: Hippocampal sclerosis, epilepsy, temporal lobe, inflammation, cytokine

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 4620



1. GIRIS VE AMAC

Epilepsi, toplumda % 1 siklikla goriilen, kronik norolojik bir hastaliktir. Epilepsi
hastalarinin % 40’ min tedaviye direng gostermesi bunun toplumsal bir saglik sorunu
oldugunu gostermektedir. Epilepsinin bir ¢ok farkli etiyolojisi olmakla birlikte, altta
yatan bir beyin hasarina bagh olarak gelisen semptomatik parsiyel epilepsilerde ilaca
diren¢ oldukca artmaktadir. Beynin belirli bir bolgesinden gelen uyarilara bagl olarak
tetiklenen epilepsilerin % 60-70 kadar1 temporal lob kaynaklidir ve bu tiir epilepsilerde
en sik rastlanan patoloji hipokampal sklerozdur (mezyal temporal skleroz, MTS). ilacla
tedaviye en sik diren¢ gosteren sendrom olan MTS cerrahi tedavi ile % 70 oramnda

tedavi edilebilmektedir.

MTS etiyopatogenezi, yapilan bircok arastirmaya ragmen heniiz tam anlamiyla
bilinmemektedir. Epileptogenez siirecine bagli olarak meydana gelen bir baslangic
hasarinin bu sendromun baslamasinda Onemli bir etken oldugu diisiiniilmektedir.
Epileptogenezde bir baslangic hasarimi takiben bir nobetsiz (sessiz) donem ve
sonrasinda remisyonu takiben gelisen spontan, tekrarlayici nobetler meydana gelir.
Cerrahi tedaviyle ¢ikarilan hipokampus dokusu lizerinde yapilan arastirmalar bu konuda
bir ¢ok bilinmeyenin ortaya cikarilmasini saglamistir. Epileptogenez siirecinde,
hipokampusta meydana gelen aksonlardaki filizlenmeler, sinaptik reorganizasyonlar ve

hiicre oliimii, yas, cins ve genetik faktorlerin etkisindedir.

Temporal lob epileptogenezi ile ilgili arastirmalar bu siirecte ortaya cikis ve
nobet gelisimi agisindan farkli mekanizmalarin yer aldigin1 gostermektedir. Bu
mekanizmalarin temporal lob epilepsisini ortaya cikaran histopatolojik bulgu olan
hipokampal skleroz gelisiminde de etkili oldugu diisiiniilmektedir. Ancak o6zellikle
enflamatuvar siireglerin hangilerinin hipokampal skleroz gelisiminde yer aldig1 acikliga
kavusturulmamigtir. Glinlimiizde epilepsi tedavisi yalmizca nobetlerin Onlenmesi
(antiepileptik tedavi) ile sinirhidir. Epileptogenez mekanizmasi ile ilgili bilinmeyenlerin
aciga c¢ikarilmasi antiepileptojenik ajanlarin gelistirilmesi ve epileptogenez siirecinin
engellenmesi agisindan 6nemlidir. Bu ¢aligma ile temporal lob epileptogenezi agisindan
onemli oldugunu diisiindiigiimiiz enflamasyon siirecinde yer alan genlerin
ekspresyonlarinin hasta ve saglikli dokularda rolatif olarak karsilastirilmast ile yeni

verilere ulagilmas1 amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epilepsiler

2.1.1. Giris

Epilepsi, artmig noronal uyarilabilirlik sonucu gelisen, tekrarlayan nobetlerle
karakterize olan ve beyin fonksiyonlarinin gecici olarak etkilendigi norolojik bir
durumdur [1].

1900’ li yillarin basindan itibaren tip alanindaki gelismeler dogrultusunda
yapilan ¢aligmalarda epilepsi hastaliginin kalitsal temelleri ortaya konmus, teknolojideki
ilerlemeler dogrultusunda gelisen beyin goriintiileme teknikleri, elektrofizyolojik
incelemeler ve uygulanan cerrahi tedaviler ile hastaligin etiyopatogenezi ile ilgili
bilgiler birikmeye baslamistir [2]. Uretilen epileptik hayvan modelleri [2], ikiz
caligmalar1 [3], insan genomunun aydinlatilmasina yonelik caligmalar [4] teknolojinin
gelismesine paralel olarak, artan bir hizla hastaligin gelisim mekanizmalarim
aciklamaya yonelik bilgi birikimine katkida bulunmaktadir. Oncelikle Mendel tipi
kalitim gosteren hastaliklar incelenmeye baglanmis ve bu hastaliklara sebep olan gen
mutasyonlar1 belirlenmistir. Baz1 idiyopatik jeneralize epilepsiler, Unverricht-Lundborg

tipi progresif miyoklonus epilepsisi bu gelismelere 6rnek olarak verilebilir[5-6].

2.1.2. Epilepsilerin insidans ve prevalansi

Epilepsilerin  genel olarak toplumdaki insidans1 = %0,5-3 arasinda
degismektedir[7]. Fakat bazi nobet tiplerinde etnik kdken Onem tasiyabilmektedir.
Ornegin Japonya’ da febril nobet insidans1 %5 gibi bir oranla diger toplumlara gore
oldukga yiiksektir [8].

Diinya’ da 50 milyon kadar epilepsili birey oldugu tahmin edilmektedir[9].
Amerika Birlesik Devletleri’ nde Febril nobet ve diger hastaliklarla birlikte goriilen
nobetler hari¢ 3 milyon epilepsi hastasi bulunmaktadir ve her yil 120.000° i 18 yasin
altinda olmak iizere 300.000 insan ilk nobetini gecirmektedir[10]. Epilepsi ndbetlerinin
2/3’ i ¢ocukluk caginda baslamakta, insidans 60 yasindan sonra tekrar artmaktadir
(Sekil 2.1.)[1].
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Sekil 2-1: Rochester, Minnesota’ daki epilepsi vakalarinin insidans, prevalans ve

kiimiilatif insidans degerleri [11].

Ulkemizde yapilan epilepsi epidemiyolojisi ile ilgili ¢aligmalar belirgin bir
farklilik gostermemektedir. Istanbul’ da yapilan kesitsel ve olgu kontrollii bir ¢alismada
basit rastlantisal drnekleme yontemi ile secilen evler tek tek gezilerek, anket yontemi ile
bireylerden %?2.65’ inin epilepsi acisindan siipheli oldugu saptanmigtir. Noroloji uzmani
tarafindan oykii alinarak, muayene ve EEG’ den yararlanilarak epilepsi tanisi alanlar
belirlenmistir. Olgularin % 41,2’ si parsiyel, %47’si jeneralize, %11,8’ i parsiyel ya da

jeneralize oldugu belirlenemeyen epilepsilerdir[12].

2.1.3. Epilepsilerin Simflandirilmasi

Epilepsi beynin normal islevlerini yerine getirmede rol oynayan beyin hiicreleri
ve beynin cesitli kisimlar1 arasinda iletigimi saglamakla yiikiimlii elektriksel aktivitenin
bozulmasi ve karakteristik tekrarlayan nobetlerle ortaya cikar [13].

Epilepsiler koken aldig1 nedenlere gore 4 ana baslikta gruplandirilir:



1. Idyopatik epilepsiler: Beyinde hiicreler arasi elektriksel faaliyetin
bozulmasina yol agabilecek herhangi bir neden (tiimor, gliozis, damar
tikanmasi, kanama, post-travmatik doku kaybi, gelisim anormallikleri, vs.)
olmaksizin, dogrudan kisideki genetik yatkinlik sonucu ortaya ¢ikan
epilepsilerdir.

2. Semptomatik epilepsiler: Geg¢irilmis, gecirilmekte olan ya da gelismekte
olan bir beyin hastaliginin verdigi hasar sonucu ortaya ¢ikan diger bir degisle
bir lezyona bagh gelisen epilepsilerdir. Antiepileptik tedaviye cevap
degiskendir ve spontan sonlanma olasilig1 diisiiktiir. Benzer lezyona sahip
her insan epilepsi nobeti gecirmedigi icin genetik yatkiligin rol oynadigi
diistiniilmektedir.

3. Kriptojenik epilepsiler: Tiim arastirmalara ramen sebebi tespit edilemeyen
ya da sebebi bilinmeyen ancak semptomatik epilepsi 6zellikleri gdsteren
epilepsilerdir.

4. Sistemik metabolik ya da toksik nedenli epilepsi nobetleri: Viicut
metabolizmasini degistiren baz1 hastaliklar veya bazi ilag ve maddelerin
kullanimi sirasinda beynin dolayl olarak etkilenmesi sonucunda ortaya ¢ikan
epilepsi nobetleridir. Buna kandaki seker seviyesinin agir1 yiiksek veya asiri
diisiik olmasi1 veya bobrek yetmezligi gibi durumlar 6rnek olarak verilebilir.
Bu grup kronik epilepsi hastalig1 olarak ele alinmaz. Nobetlere neden olan
sistemik durumlarm ortadan kaldirilmasi ile epilepsi nobetlerinin dnlenmesi

saglanir.

Epilepsiler ayrica, ndbetlerin beyinde kaynaklandigi yere gore parsiyel (fokal)
ve jeneralize olarak sininflandirilirlar. Parsiyel epilepsiler beynin belirli bir lobundan
kaynaklanirlar. Elektriksel desarjin bolgesine gore degisen klinik 6zellikler gosterirler.
Bu semptom ve belirtiler frontal, temporal, parietal veya oksipital lob kaynakli
olabilirler. Jeneralize epilepsiler ise beynin tiim bdlgelerinin ndbet aktivitesine katildigi
durumlardir. Her iki nobet tipi de idyopatik ya da semptomatik kdkenli olabilir. Epilepsi

siniflamalar1 bu 6nemli ayrimlara dayanarak yapilmaktadir [14].
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2.1.3.1. Epilepsi nobetlerinin klinik ve elektroensefalografik simiflandirmasi,
(ILAE 1981) [13]

I- Parsiyel (fokal) nobetler
A. Basit parsiyel nobetler (biling durumu bozulmaksizin)
1- Motor semptomlu (hareketlerle iliskili bulgular s6z konusudur)
2- Somatosensoryel veya 6zel duysal semptomlu
3- Otonomik semptomlu
4- Psigik semptomlu
B. Kompleks parsiyel nobetler (bilin¢ bozuklugu ile giden)
1- Basit parsiyel baglangic1 izleyen biling bozuklugu
a) Basit parsiyel 6zelliklerin ardindan biling bozuklugu
b) Otomatizmlerle giden
2- Biling durumunun baslangictan itibaren bozulmasi
a) Sadece biling bozuklugu ile giden

b) Otomatizmlerle giden

C. Sekonder jeneralize nobete doniisen parsiyel nobetler

1- Basit parsiyel nobetin (A) jeneralize nobete doniigsmesi
2- Kompleks parsiyel nébetin (B) jeneralize ndbete doniismesi
3- Basit parsiyel nobetin kompleks parsiyel nobete doniismesi ve ardindan
jeneralize nobete  doniismesi

II - Jeneralize nobetler (konviilzif veya konviilzif olmayan)

A. Absans nobetleri (dalma nobetleri)
1- Tipik Absans nobetleri
2- Atipik absans

B. Miyoklonik nobetler

C. Klonik nébetler

D. Tonik nobetler

E. Tonik-klonik nobetler

F. Atonik nobetler (astatik) (ani diisme nobetleri)

II-Smiflandirilamayan epileptik nobetler
Yeterli bilgi olmayis1 nedeni ile yukaridaki kategorilere dahil edilemeyen
nobetlerdir. Cigneme, ritmik goz hareketleri gibi bazi yenidogan donemi nobetleri

bunlardandir.



1. Parsiyel : kismi

2. Somato : viicut; sensoryel - duyu ile iliskili

3. Otonomik: kalp hizi, terleme gibi otonom fonksiyonlarla iliskili

4. Psisik: korku sikinti, mutluluk hissi gibi belirtiler

5. Otomatizm; kisinin kontrolii alinda olmayan yar1 amach hareketler. Ornegin
yalanma, yutkunma hareketleri, elbiseleri cekistirme ve sarhos gibi yiiriime
seklinde hareketler.

6. Sekonder jeneralize : simirh bir bolgeden baslayip yaygin hale doniisen (genelde
tonik-klonik nobet).

2.1.4. Epilepsi Sendromlarmin Belirlenmesi

Epilepsileri smiflandirirken nébet tipi ve sikligi, ndbetin baglangic yasi, aile
hikayesi goz oniinde bulundurulur, EEG ve beyin goriintiileme gibi tekniklerle nobet
lokalizasyonlar1 anatomik olarak belirlenir. Bunlarin yaninda norolojik muayene,
hastaligin etiyolojisinin (idyopatik, semptomatik ya da kriptojenik) belirlenmesi de
onem tasir.

Epileptik sendromlarin tanimlanmasi dogru tami ve tedavi agisindan cok
onemlidir. 1989 yilinda ILAE tarafindan ilk defa siniflandirilan epileptik sendromlar

yine ILAE tarafindan ¢esitli zamanlarda yenilenerek giincel kalmasi saglanmaktadir.

2.1.4.1. Epilepsilerin ve epileptik sendromlarin uluslararasi simflamasi
(ILAE, 1989) [14]

I. Lokalizasyona bagh ( fokal, lokal, parsiyel) epilepsiler ve sendromlar

1.1. idyopatik (yasa bagh baslangic)
*Sentrotemporal dikenli selim ¢ocukluk ¢agi epilepsisi
*QOksipital paroksizmli ¢ocukluk ¢agi epilepsisi

*Primer okuma epilepsisi

1.2.Semptomatik

*Temporal lob epilepsisi

*Frontal lob epilepsisi

*Parietal lob epilepsisi

*QOksipital lob epilepsisi

*Cocukluk caginin kronik progresif devam eden parsiyal epilepsisi

*Spesifik faktorlerle uyarilan nobetlerle karakterize sendromlar



1.3. Kriptojenik
I1. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar

2.1. idyopatik (yasa bagh baslangic-yas sirasina gore siralanmstir)
*Selim ailesel yenidogan konviilziiyonlar1

*Selim yenidogan konviilziiyonlar1

*Siit cocuklugunun selim miyoklonik epilepsisi

*Cocukluk cagr absans epilepsisi (piknolepsi)

*Jiivenil absans epilepsisi

*Jiivenil miyoklonik epilepsi (impulsif petit mal)

*Uyanirken gelen grand mal nobetli epilepsi

*Diger jeneralize idyopatik epilepsiler

*Belirli aktivasyon yontemleriyle uyarilan epilepsiler

2.2. Kriptojenik veya semptomatik (yas sirasina gore)

*West sendromu (infantil spazmlar, Blitz-Nick-Salaam Kraempfe)
*Lennox-Gastaut sendromu

*Miyoklonik astatik nobetli epilepsi

*Miyoklonik absansl epilepsi

2.3. Semptomatik

2.3.1. Nonspesifik etyoloji
*Erken miyoklonik ensefalopati
*(Supression-burst)' lu erken infantil epileptik ensefalopati

*Diger semptomatik jeneralize epilepsiler
2.3.2. Spesifik sendromlar
III. Fokal veya jeneralize olduklar belirlenemeyen epilepsiler

3.1. Jeneralize ve fokal konviilziiyonlu epilepsiler
*Yenidogan konviilziiyonlar1
*Siit cocugunun agir miyoklonik epilepsisi

*Yavas dalga uykusu sirasinda devamli diken-dalgali epilepsi



*Edinsel epileptik afazi (Landau-Kleffner sendromu)

*Diger belirlenemeyen epilepsiler
3.2. Net jeneralize veya fokal konviilziiyon 6zelligi olmayanlar
IV. Ozel sendromlar

4.1. Duruma bagh nobetler
*Febril konviilziiyonlar
*zole nobet veya izole status epileptikus

*Akut metabolik veya toksik nedenlere bagli nobetler

2.2. Mezyal Temporal Lob Epilepsisi (MTLE)

2.2.1 Klinik Ozellikler

Mezyal temporal lob epilepsisi tiim parsiyel epilepsilerin en yaygin tiiriidiir ve
bu grupta en sik rastlanan patoloji mezyal temporal sklerozdur (MTS) [7]. MTS’ de
ailede epilepsi Oykiisiine sik rastlanir. Baslangi¢ yas1 10’ lu yaslardir, ergenlik-genclik
doneminde remisyonu takiben nobetler yeniden baglar. Sik izole auralar, basit ve/veya
kompleks parsiyel veya sekonder jeneralize nobetler goriiliir ve bu tablo ilag tedavisine
siklikla yamitsizdir. Otonomik belirtiler, biling degisikligi ve otomatizmalar belirgindir.
Basit parsiyel nobetler veya aura, siklikla epigastrik yiikselen bir his, otonomik,
emosyonel, psisik, kognitif semptomlar veya gastatuvar duyumlar ile sekillenir.
Sonrasinda genellikle donuk bakma seklinde kompleks parsiyel nobete ilerler ve bu
sirada oroalimenter ve kompleks otomatizmler goriiliir. Nobetler arasi1 donemde
(interiktal) davranig bozukluklar1 ve depresyon gibi psikiyatrik tablolar eslik edebilir
[15].

MTLE’ nin elektroensefalografi (EEG) incelemelerinde nobetler arasi donemde
iki yanli bagimsiz 6n temporal bolgede diken/keskin dalga aktivitesi tipiktir. Nobet
aktivitesi ¢ogunlukla 6n temporal bolgede 5-7 Hz ritmik aktivite seklinde baslar ve
genellikle frekans ve amplitiid degisiklikleri ile yayilim gosterir [15].

Magnetik rezonans goriintiileme (MRG) ile bir taraf hipokampusun daha kiigiik
oldugu gozle ya da olgiilerek (volumetrik analiz) ile saptanir. MTS, MRG ile ince
kesitler ile incelendiginde hipokampusun i¢ yapisinin bozulmus oldugu goriiliir.

Bozulma bazen bilateral olabilir, normal insanlarla kiyaslama yapmak gerekmektedir.
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Bazen tiim hipokampusun kiiciik oldugu ve temporal boynuzun daha genis oldugu
dikkati ¢ceker (Sekil 2-2).

Sekil 2-2 : Mezyal temporal skleroz MRG [16]
(Bu sekil St. Joseph’s Hospital and Medical Center’ in internet sitesinden alinmistir)

MTS’ nin koken aldigi hipokampus bir gri cevher tabakasi olup lateral
ventrikiiliin alt boynuz tabami boyunca uzamir. Gelisimsel olarak en eski beyin
kisimlarindandir. Beyinde limbik sistemle ilgili ana merkezlerden biridir, temel gbrevi
hafiza ve 6grenmedir. Ayrica kokunun kortikal merkezidir ve yeni edinilen bilgilerin
depolanmasinda rol oynar. Hasarlanmasi durumunda kisa siireli hafiza uzun siireli
hafizaya doniisemez. Hastadaki lezyon eger sag hipokampustaysa gorsel, sol
hipokampusta ise s6zel hafiza etkilenir [17].

Hipokampusa tiim duyularla iligkili dogrudan veya dolayli olarak c¢ok sayida
afferent lif gelir. Bu duyular hipokampusu forniks foluyla terk eder. Miyelinli liflerden
meydana gelen forniks, talamus, hipotalamus ve septal sahada sonlanir [18].

Mezyal temporal skleroz (MTS) temporal lobun i¢-yan yapilar1 olan amigdala ve
hipokampustaki degisikliklerle ortaya c¢ikar. Bu hastalikta hipokampusta en az % 30
hiicre kayb1 goriiliir. Dentat graniiler hiicre yosunsu liflerinde dallanma vardir. Eglik
eden ikinci bir patoloji olarak heterotopi ve hamartomalar eslik edebilir, mikrodisgenezi
siktir [19].

Epilepsilerde nobetlerin  Onlenebilmesi i¢in uzun yillar boyunca ¢esitli

antiepileptik ilaclarin kullamlmasi gerekmektedir. Ancak hastalarin bir boliimiinde
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antiepileptik ilaglar 2’1i, 3’lii kombinasyonlar halinde kullanilmasina ragmen nébetlerin
Oniine gecilemez ve ayda en az 1 olmak iizere nobetler goriilmeye devam eder. Bu
durum “ila¢ tedavisine direngli, refrakter epilepsiler” olarak adlandirilir. Teknolojinin
gelismesine paralel olarak cerrahi alanda olanaklarin artmasi ile son yillarda direngli
epilepsilere bir alternatif tedavi metodu olarak cerrahi tedaviler giindeme gelmistir.
Semptomatik parsiyel epilepsilerin %20’si tedaviye direncli grubu olusturur [7, 15].
MTS tedaviye direngli epilepsiye en sik neden olan sendromdur ve cerrahi tedavi ile

9%70-90 oraninda basar1 saglanir [15]

2.2.2. Mezyal Temporal Skleroz Patolojisi

Temporal lob cerrahisi uygulanmaya baslandiktan sonra elde edilen hipokampus
materyelinde yapilan caligsmalar histopatolojik degisiklikler ve epileptogenez agisindan
faydali bilgiler sunmustur. Noropatolojik olarak en sik saptanan bulgu (yaklasik
tedaviye direncli TLE’li hastalarin 2/3’ti) Ammon boynuzu sklerozudur. CA1, CA3 ve
CA4 bolgelerinde noron kaybr goriilir. CA2 ve dentat girus graniil hiicreleri
norodejenerasyona daha az duyarlidir [17]. Noronal hiicre kaybi olan bu alanlarda
fibriler astrogliozis ve skleroz goriiliir. Diger degisiklikler dentat girusun (DG) yerel
bilaminasyonu, Cajal-Retzius benzeri internéronlar ve yosunsu (mossy) lif
filizlenmesidir [18]. Bu bolgede glial ve gliondral malformasyonlar (timor vs) basta
olmak {iizere diger patolojiler TLE’lerin 1/3’linii olusturur. Bu patolojilerde noronal
hiicre kayb1 ve astrogliozis goriilmez.

Dentat graniiler hiicre nérogenezisi ve akson biiyiimesi DG’un normal geligimi
ve epileptogenez sirasindaki reorganizasyonun ana unsurlaridir. Gelisim sirasinda DG
hiicre prekiirsorleri embriyonik subventrikiiler zondan hipokampal olusuma goc eder,
hiler bolgede subgraniiler zonu olusturur. Yeni farklilagan DG hiicreleri hilus ve CA3
bolgesine “mossy fiber” aksonlar1 uzatirlar ve subgraniiler zondan (SGZ) daha
derindeki graniiler hiicre tabakalarina go¢ ederler. Bu olay postnatal 2. haftada
maksimumdur ve erigkin yasa kadar azalarak devam eder [19].

Fare modelinde pilokarpinle indiiklenen status epileptikus sonrasinda ndrogenez
hiz1 artar. Bu artis 2-3 gilinde ortaya c¢ikar 10-14 giin siiresince yiiksek diizeydedir,
birka¢c haftada normal seviyeye diiser. Ayn1 donemde DG hiicre “mossy fiber”
aksonlarinda agir1 filizlenme goriiliir ve daha alt molekiiler tabakalarla sinaptik

baglantilara yol acar. 7. glinde Timm boyasiyla goriiniir hale gelir [20].
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Gelisim ve epilepsi iligkili ndrogenezis ve akson biiyiimesinin benzerligi bu
normal ve aberan DG plastisitesi arasinda parallelik oldugunu gostermektedir. Bu
olasilik embriyonik noral hiicre adeziyon molekiilii, tenascin-C, ve basic helix-loop-
helix (bHLH) ailesi iiyeleri, gibi gelisimsel diizenlenen molekiillerin SE sonrasi re-
eksprese oldugunu gosteren caligmalar ile desteklenmistir. Hipokampus homojenatinda
yapilan coklul gen PZR analizi, diger bir¢cok geni (normal gelisim ve kainik asit sonrasi

modellerde ayni artmis ekspresyon diizeyi ile) belirlemistir [20-21].

2.2.3. Epilepsi Cerrahisi

Direngli epilepsisi olan hastalarin ameliyatla tedavi edilebilme olasiliklarini
arastirmak icin klinik Oykii, nobet belirtileri, noérolojik muayene, elektrofizyolojik
incelemeler (EEG, video-EEG), beyin goriintiileme (MR goriintiilleme, PET, vb.) ve
noropsikolojik testler gibi uygulamalarin tiimiine bagvurulur. Bunlarin yaninda hastalar
hakkinda psikiyatrik degerlendirme de yapilir. Tiim bu incelemeler sonucunda ilaca
direng gosteren epilepsi nobetlerinin, beynin hangi bolgesinden kaynaklandig: siipheye
yer birakmadan tespit edilebiliyorsa ameliyat karar1 alinir, hastaya bu konudaki tiim
riskler, epilepside uygulanan ameliyat sekilleri, ameliyatin olas1 sonuglari, epilepsinin
seyri ve tedavisi bakimindan komplikasyonlar1 ve kontrendikasyonlar1 anlatilarak

operasyon Onerilir.

Tablo 2-1 Hastalarin cerrahi 6ncesi degerlendirilmesi [22]

e Detayl Oykil (ndbet 6zellikleri, aura, vs.)
¢ EEG, video-EEG monitorizasyon, gerektiginde invazif EEG

e Beyin goriintiilleme (MR goriintiileme, voliimetrik MR, MR-
spektroskopi, fonksiyonel MR)

¢ Fonksiyonel goriintiileme (SPECT - Single Photon Emission
Computerized Tomography, PET — Positron Emission Tomography)

e Kortikal stimiilasyon (intraoperatif, ekstraoperatif)
e Noropsikolojik testler, Wada testi

e Psikiyatrik degerlendirme

Epilepsi cerrahisinin amact nobetin kaynaklandigr odagin ortadan kaldirilmasi

ya da nobet desarjinin yayiliminin 6nlenmesidir [21]. Yontem olarak anteriyor temporal
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lobektomi ve anteromedial temporal rezeksiyon veya selektif amigdalohipokampektomi

uygulanir. Yontemler acisindan merkezler arasinda farkli sonuglar bildirilmesine

ragmen genelde uygulanan yontem selektif amigdalohipokampektomidir [23].

Cerrahi tedavi sonrasi hastalarda bazi komplikasyonlar (Tablo 2-2) ve

kontrendikasyonlar goriilebilir (Tablo 2-3). Fakat tecriibeli merkezlerde cerrahi

komplikasyon oranm1 %1-2’ yi gegmemektedir.

Tablo 2-2 Cerrahi tedavinin komplikasyonlari [22]

Enfeksiyon

Hematom

Vaskiiler yaralanmalar

Beyin sismesi

Hidrosefali

Onemli beyin bolgelerinin yaralanmasi
Cok nadir 6liim

Norolojik bozukluklar

Noropsikolojik bozukluklar

Tablo 2-3 Cerrahi tedavinin kontrendikasyonlar [22]

Ilerleyici norodejeneratif hastalik
Akut psikiyatrik hastalik

Medikal tedavinin yetersiz uygulanmis oldugu yani direngliligin
netlesmedigi vakalar

Kontrlateral lobda gegirilmis rezeksiyon
Bilateral lobda nobet baslangici (rolatif)

Intrakarotid amobarbital (Wada) testinde ipsilateral bellek hakimiyeti
saptanmasi

Hasta baslangigta ayda bir daha sonra 3-6 ayda bir, ilerleyen donemlerde senede

bir defa poliklinik kontrolleri ile izlenir. Ik bir yil icinde EEG, MR gériintiileme
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kontrolleri, noropsikolojik ve psikiyatrik degerlendirme yapilir. Iki yil sonra

antiepileptik ilaglarin azaltilarak tamamen kesilmesi planlanir.

2.3. Epileptogenez

Epileptogenez normal bir beynin uzun siireli bir transformasyon sonucu epilepsi
gelistirme siirecidir [24]. Bu siirecte beyinde yavas yavas gelisen, tespit edilebilir bir
lezyona bagh olarak, parsiyel ya da jeneralize nobetlerle ortaya ¢ikan semptomatik
epilepsiler meydana gelir [25]. Epileptogenez travmatik beyin hasarlari, inme,
enfeksiyon vb. durumlarda ortaya cikar ve baslangi¢ nobeti ile spontan nobetler olusana
kadar beyinde gerceklesen bir dizi olayr kapsar [26] (Sekil 2-3).

Epileptogenez, sonucunda spontan nobetler meydana gelen, hiicresel ve
molekiiler seviyede gerceklesen bir dizi olaylar biitiiniidiir. Beyinde olusan bir baslangi¢
hasarindan sonra aylar hatta yillar siiren nobetsiz bir donem (latent periyot) meydana
gelir. Bu nobetsiz donem sirasinda beyinde sonrasinda epilepsi gelisimine neden olan
yapisal ve fizyolojik degisiklikler meydana gelir. Noronal aglardaki hipereksitasyonu

saglayan degisimler ve ilk epileptik semptomlarin ortaya cikisi bu sirada olur [27].

Baglangig
Hasar1

) | G

Ik Nabet

==, | Qe

Yapisalve
tonksiyonel
degisimler

- | =

Epilepsi

Sekil 2-3 Epileptogenez gelisim semasi
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Epileptogenezde meydana gelen degisiklikler heniiz tam anlamiyla
anlagilabilmis degildir. Ancak latent periyotta ortaya cikan olaylarin, noronal
hipereksitabilitenin artmasi ve buna bagli spontan nobetlerin ortaya cikisi ile
sonuglanan, hiicre Oliimii, aksonal filizlenmeler, norotransmitterlerin salgilanmasinda
meydana gelen degisiklikler ve ndrogenez gibi durumlar icerdigi diistiniilmektedir [25].
Epileptogenezle ilgili insan ve epileptik hayvan modelleri ile yapilan caligmalarda
piramidal noronlarin 6ldiigii ve bu bolgelerde yeni sinaptik baglantilarin ortaya ciktigi
anlagilmistir [27]. Saghikli bir insanin bir beyninde GABAerjik ve glutamaterjik
mekanizmalar noronal eksitabilitenin bir denge icinde olugmasini saglarlar.
Epileptogenez siirecinde meydana gelen noronal hipereksitabilite, bu dengenin
saglanmasinda gorevli olan noronlarin kaybi, inhibitdor mekanizmada goérevli olan
GABA seviyesindeki azalma ya da GABA, reseptorlerindeki duyarliligin azalmasi ve
bunlara bagli olarak meydana gelen diisilk inhibisyon sonucu olabilir [27].
Epileptogenez siirecine katilan bagka bir durumunda noronlarin yiizeylerinde bulunan
biyokimyasal reseptorlerdeki (notrofin reseptdrii, iyonotropik glutamat reseptori,
metabotropik  glutamat reseptoriil) aktivasyon oldugu diisiiniilmektedir. Bu
reseptorlerdeki artis ortamdaki Ca® konsantrasyonunu arttirarak birer tirozin kinaz
enzimi olan Src ve Fyn aktivasyonunu arttirarak hipereksitabiliteye sebep olabilir [24].
Meydana gelen bir beyin hasarindan sonra ndrotransmitterlerin asir1  salinimi
epileptogenezde biiyiik bir rol oynamaktadir. Asir1 glutamat salinimi intraseliiler Ca®
konsantrasyonunu hizla arttirarak noronlarin asir1 depolarize olmasi saglar ve buna
bagh hiicre hasarlanmalar1 ve 6liimlerinin meydana gelmesine sebep olur [28]. Ancak
glutamaterjik aktivite baslangic hasarinda ve daha sonra meydana gelen epilepsi
sirasinda  goriilmesine  karsin  latent periyotta goriilmemektedir [28]. Noron
hipereksitabilitesinde rol oynayabilecek diger bir faktdr ise ekstraseliiler Ca®
konsantrasyonundaki azalma ve bununla iligkili glial hiicrelerdeki ATPaz
aktivitesindeki azalma olabilir [27].
Insandaki MTS ve epileptogenez iliskisindeki bilgiler halen yetersizdir.
Hastaligin karmasik dogasi, coklu faktorlere ve baslangi¢ hasarina baglanmaktadir. Bu
nedenle hastaligin fizyopatolojisinin anlasilmasi gii¢ olsa da siirecin durdurulmasi, etkin

tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan son derece énemli ve gereklidir.
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2.4. Merkezi Sinir Sisteminde (MSS) Dogal ve Edinsel Immiinite

Immiin sistem ve bununla iliskili enflamatuvar reaksiyonlar enfeksiyonlara bagli
olan veya enfeksiyonlara bagli olmayan hasarlarin onarilmasinda ve dokularin
korunmasinda 6nemli bir role sahiptir. Immiin sistem, patojenik ajanlarla ilk olarak
karsilasan ve bunlara karsi primer bir koruma engeli olusturan “dogal immiinite” ve
sonrasinda daha yavas olarak devreye giren ancak patojenlere karsi daha etkili bir
savunma saglayan “edinsel immiinite” olarak iki grupta incelenir [29]. Adaptif immiin
sistem dogal immiin sistemden farkli olarak antijen sunan hiicreler (ASH) tarafindan
sunulan spesifik antijen kisimlarimi tamiyarak aktif hale gecerler. Bununla birlikte dogal
immiin sistemin elemanlar1 monosit/makrofaj, mikroglialar gibi daha cok fagositik
hiicrelerden olugsmakta iken adaptif immiin sistemin en ©6nemli hiicreleri B ve T
lenfositleridir. Immiin sistem hiicreleri arasindaki koordinasyon ya hiicresel temasla ya
da sitokin adi1 verilen protein yapidaki ¢oziinen maddelerle saglanir [29].

Merkezi sinir sistemi, kan-beyin bariyerinin etkinligi nedeniyle konvansiyonel
lenfatik drenajdan mahrum kahr. Diisiik seviyelerde bulunan monosit ve lenfosit
konsantrasyonlari, beyinde meydana gelen enflamatuvar reaksiyonlarin MSS’nin
kendisi tarafindan olusturuldugunu gosterir. Bunun yaninda gerek oldugunda edinsel
immiinite elemanlar1 periferdeki dokulardan MSS’ye gelerek burada etkinliklerini
gosterirler. Bu nedenlerle MSS immiinolojik olarak ayricalikli bir bolge olarak kabul
edilmektedir. Dogal ve edinsel immiin sistem arasindaki baglanti sitokinler ve Toll

Benzeri reseptorleri igeren genis bir enflamatuvar medyator grubu ile saglanir [29].

2.4.1. Merkezi Sinir Sisteminde Proenflamatuvar Sinyaller

Enflamasyon, damarli dokularda lokositlerin ve plazma proteinlerinin
enfeksiyon, toksin veya doku yaralanma bolgesine gocii ve aktivasyonunu iceren dogal
immiin sistemin kompleks bir reaksiyonudur [29]. Enflamasyon kan damarlarinda
16kosit gogiinii arttiran degisiklikler ile baslamaktadir. Lokal edinsel immiin yanitlar
enflamasyonu arttirabilmektedir. Enflamasyon, enfeksiyonlarin kontroliinde ve doku
tamirinin arttirilmasinda koruyucu etkinlige sahipken aymi zamanda doku hasar1 ve
hastaliklara da neden olabilmektedir [29].

Beyindeki enflamasyon siireci fizyolojik olarak tespit edilemeyecek ya da

olduk¢a zor tespit edilebilecek bir dizi molekiiliin (sitokinler ve diger enflamatuvar
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medyatorler) ortama salinmasiyla karakterize edilir. Bu molekiiller immiin sistem
hiicreleri tarafindan tiretilmesine karsin MSS’de beyin parenkimal hiicreleri (mikroglia,
astrosit, noron), kan-beyin bariyeri hiicreleri ve koroid pleksus hiicreleri tarafindan da
iiretilirler [29].

Merkezi sinir sisteminde, deneysel olarak enflamasyona yol agcmanin en iyi
yollarindan biri, bir gram-negatif bakteri membran bileseni olan ve sistemik bir
enfeksiyonu taklit edebilme yeteneginde olan lipopolisakkaritleri (LPS) kullanmaktir.
LPS mikroorganizmalar tarafindan {iiretilen ve spesifik reseptorler (Toll-benzeri
reseptor-TLR) tarafindan taninan patojen baglantili yapilardir. Toll-benzeri reseptorler
boceklerden memelilere kadar her canlinin immiin sistem hiicrelerinde eksprese olan,
evrimsel olarak korunmus, tip] trans-membran proteinleri ailesinin {iyelerindendir [29].
Bu reseptorlerin ve kostimiilatdrlerin (6rn. CD14) uyarilmasi antijen sunan hiicrelerin
aktif hale ge¢gmesini saglar. TLR aktivasyonu, niikleer faktorc B (NF.B) gibi sinyal ileti
yolaklarinin transkripsiyon faktorlerini uyararak bircok sitokin, kemokin, kompleman
sistemi molekiilleri, siklooksigenaz-2 gibi faktorleri kodlayan proenflamatuvar genleri
aktive eder [30-32]. TLR2 ve TLR4 ekspresyonu merkezi sinir sistemindeki parenkimal
mikroglialarda, makrofajlarda, koroid pleksus’ ta ve ventrikiillerin epidermal
hiicrelerinde gosterilmistir [32-33]. Bu reseptorler, LPS uyarimi sonrasinda MSS’de
artarak beyin hiicrelerinde enflamatuvar yanita sebep olur [34].

Merkezi sinir sisteminde immiin yanit TLR’lerin endojen ligandlara baglanmasi
sonucunda da tetiklenebilir [29]. Ornegin hasar goren hiicreler (1s1 soku proteinleri,
ekstraseliiler matriksteki degredasyonlar) ya da hasar gdormiis bir kan beyin bariyeri
gecen molekiiller bir mikroglial aktivasyona sebep olabilir. Bu durum gosterir ki beyin
sadece enfeksiydz ajanlara degil travmatik ya da eksitotoksik yaralanma, iskemi veya

nobetler gibi uyaranlara da immiin cevap gelistirir [35-36].

2.4.2. Enflamasyonda Kan-Beyin Bariyerinin Rolii

Kan beyin bariyeri (KBB), beyni kanda dolasan zararli maddelerden ve
toksinlerden korurken, serebral hiicre fonksiyonlar1 icin gerekli besinlerin gecisine izin
veren, Ozellesmis, karmasik, seliiler bir sistemdir [37]. Ik defa Alman mikrobiyolog P.
Ehrlich tarafindan ortaya atilmistir. KBB kapiller damarlarin endotel hiicreleri, perisitler
(damar ceperinin dig tarafindaki hiicreler), astrositler, bazal membran, koroid pleksus ve
pia-araknoid zarlar gibi bilesenlerden meydana gelmistir. Beyin kapillerlerini olusturan

endotelyal hiicrelerde “tight-junction” (TJ) ad1 verilen sik1 baglant1 bolgeleri bulunur.
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TJ ler paraseliiler permeabilitenin diigmesine neden olan, diger dokulara gore 50-500
kat daha yiiksek bir elektriksel diren¢ olustururlar [38]. TJ’lerde okludin, klaudin, E-
kadherin, “junctional adhesion molecule” (JAM), aktin ve zonula okludinler (ZO1, 2, 3)
gibi protein kompleksleri iki bazal mebmbranin birbirine yapismasini saglar [39-41].

Enflamasyon siirecinde KBB’nin endotelyal hiicreleri, dolasimdaki immiin
sistem hiicreleri, beyindeki parenkimal mikroglialar ve astrositler tarafindan iiretilen
yilksek miktardaki sitokin, beyin mikro-dolasiminda adhezyon molekiillerinin
ekspresyonlarinda artis, metalloproteinazlarin aktivasyonu, arasidonik asit yikimi gibi
durumlara sebep olur [42-44] Kan beyin bariyeri permeabilitesinin artmasina yol acan
bu olaylar heniiz tam anlamiyla anlagilabilmis degildir.

Kan-beyin bariyeri ve kan-serebrospinal sivi bariyerinden lokositlerin
transmigrasyonu enflamatuvar faktorlerin etkisi ile olur. Kan-beyin bariyeri ve kan-
serebrospinal sivi  bariyerinden sitokinlerin etkisi ile enflamatuvar cevap
olusturulmasinin mekanizmalarindan biri serebrovaskiiler endotel epitelinde selektin ve
adhezyon molekiilleri olan ICAM-1 (intercellular adhesion molecule), VCAM-1
(vascular CAM), PECAM-1 (platellet endotelial CAM) ve bunlarin reseptorlerinde
meydana gelen artistir. Bu molekiillerin 16kosit ylizeylerindeki integrinlerle olan
interaksiyonlar1, 16kositlerin serebrovaskiiler endotel yiizeyinde toplanmas1 ve sonucta
perivaskiiler alan, serebrospinal sivi ve merkezi sinir sistemi parenkimasina gecisini
saglar. Bunun yaninda mikroglial hiicreler, kan-beyin bariyerindeki endotelyal hiicreler
ve koroid pleksus epitelindeki hiicreler T lenfositlerine antijen sunma 6zelligi bulunan
hiicrelerdir [45-47]. Enflamasyon siirecinde MHC-1 ve MHC-2 (major histocompability
complex) ile bunlarin kostimiilatorlerini {ireterek bir adaptif immiin yanit
gelistirebilirler. Merkezi sinir sistemi antijenleri koroid pleksus’ ta ve meninks’ te
bulunan naif T hiicrelerine dendritik hiicreler tarafindan sunulabilirler [48].

Normal fizyolojik kosullarda kan-beyin bariyeri plazmadaki maddeler ve immiin
sistem hiicrelerinin santral sinir sistemine girisine engel olur [49]. Fakat enfeksiyonlar,
travma,iskemi ve nobetler gibi MSS hasarlanmasina yol acan durumlar KBB fizyolojisi
ve yapisinin degismesine yol acar. Ozellikle KBB biitiinliigiindeki bir bozulma (tablo)
ve eslik eden bir enflamasyon siireci, ge¢ donem baslayan epileptik sendromlarla ilgili

bircok norolojik durumu ortaya ¢ikarir [50].
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Tablo 2-4 Kan-beyin bariyeri yikimina neden olan durumlar [51-52]

Hiperosmolarite, asidik ph, ensefalopati, deneysel

otoimmiin ensefalit, multipl skleroz, enflamasyon
Paraselliiler acilma (enflamasyonun kimyasal mediatorleri; TNF-a, IL1-f,
histamin, serotonin, bradikinin, trombin ve reaktif oksijen
ornekleri), iskemi (hiicre i¢i Ca™ artis1 ve protein kinaz C
artig1), kursun, aluminyum, iskemi sonrasi reperfiizyon,
elektromanyetik alanlar, sistemik lupus eritematozis (SLE).

(tight-junctionlarin
acigmasi)

Akut hipertansiyon, mikrodalga radyasyon, hepatik
ensefalopati, iskemi, nébetler, inme, beyin hasari, tiimérler,
hipervolemi, immobilizasyon stresi, hipotermi (<16 [1C),

Pinositik aktivite artig post-radyasyon, hiperbarik durumlar, ensefalopati, civa,
anjiotensin, trisiklik antidepresanlar, menenjit, multipl
skleroz, lenfostatik ensofalopati

Por olusumu Trisiklik antidepresanlar (klorpromazin, nortriptilin), iskemi

Diabetes mellitus (glut-1), Alzheimer hastalig1 (b -amiloid),
Wernike-Korsakof sendromu (tiamin), ailesel mental gerilik
(glukoz), yeme bozukluklar1 (insiilin ve leptin), inme (glut-
1), multipl skleroz (ICAM-1), aliiminyum (alzheimer
hastalig1 ve lipofilik bilesiklere permeabilite artisi ile ilgili
degisiklikler protein tasiyicilarininn inhibisyonu), hipertansiyon (kolin)

Hastalik veya toksinlerin

uyardig besin
tasinimindaki

2.5. Sitokinler ve immiin Sistem

Daha 6nceden de anlatildig gibi immiin sistem dogal ve edinsel immiinite olmak
izere iki grupta incelenir. Dogal immiinite immiinojen uyarilara karsi aninda bir yanit
olustururken edinsel immiinite ise uyaranin antijenik kisimlarini taniyarak daha yavas
fakat ¢ok daha etkili “uyarana spesifik” bir yanit olusturur. Endojen ya da ekzojen
uyarilarla karsilasan immiin sistem hiicreleri ve diger hiicreler sitokinler olarak
tanimlanan ve dogal diren¢ kapsaminda gerceklesen hiicresel reaksiyonlar1 yonlendiren
proteinleri salgilarlar. Lokositlerin kendi aralarinda ve diger hiicrelerle iletisiminde rol
oynayan sitokinler, immiin yanit ile enflamasyonu diizenleyen ¢6ziinmiis proteinlerdir.

Geleneksel olarak 16kositler tarafindan sentezlenmeleri ve lokositlere etki ettikleri igin
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sitokinlerin biiyiik boliimiine interlokinler denilmistir. Fakat giiniimiizde erisilen bilgiler
sitokinlerin daha ¢ok Ilokositler disindaki hiicreler tarafindan salgilandigi ortaya
cikarmistir dolayisiyla bu isimlendirmenin cok dogru bir isimlendirme degildir [29].

Tiim sitokinler immiinojen bir uyar1 sonucu az miktarda {iiretilir ve hedef
hiicrelerin yiiksek afiniteli reseptorlerine baglanarak etki gosterirler. Bircok sitokin
sentezlendikleri hiicrelerde bir etki gosterirken (otokrin etki) bazi sitokinler
salgilandiklar1 hiicre yakinlarindaki hiicrelere etki gosterirler (parakrin etki). Ornek
olarak dogal direnc¢ sitokinlerinden olan TNF ve interlokin-1 (IL-1) enfeksiyon
bolgesine notrofil ve makrofajlar1 cekmekle yiikiimliidiir. Asagidaki tabloda dogal
immiin sistem sitokinleri ve bunlarin etkileri 6zetlenmistir [29].

Dogal diren¢ 6nceden de anlatildigr gibi savunmada oynadigir onemli rollerin
yaninda gerekli durumlarda edinsel immiiniteyi de harekete gecirme yetenegindedir.
Edinsel immiin sistem, genel olarak aktive olmak i¢in bir antijenik uyariya ihtiyag
duyan B ve T hiicreleri ve bunlarin aktivitelerini kapsar. Yalmz bu hiicreler aktive
olmak icin antijenik uyar1 yaninda “ikincil uyaran” adi verilen molekiillere ihtiyag

duyarlar.



Tablo 2-5 Dogal Bagisikhigin Sitokinleri [29]

20

Sitokin

Ana kaynak
hiicre/hiicreler

Ana hiicresel hedefler ve biyolojik etkiler

Tiimor nekroz
faktor (TNF)

Interlokin-1
(IL-1)

Kemokinler

Interlokin-12
(IL-12)

Interferon-y
(IFN-y)

Tip i
interferonlar
(IFN-a, IFN-B)

Interlokin-10
(IL-10)

Interlokin-6
(IL-6)

Interlokin-15
(IL-15)

Interlokin 18
(IL-18)

Makrofajlar, t
hiicreleri

Makrofajlar,
endotelyal hiicreler,
bazi epitelyal
hiicreler

Makrofajlar,
endotelyal hiicreler,
T lenfositler,
fibroblastlar,
trombositler

Makrofajlar,
dendritik hiicreler

Dogal oldiiriicii
hiicreler, T
lenfositleri

IFN-a: makrofajlar
IFN-B: fibroblastlar

Makrofajlar, T
hiicreleri (TH2)

Makrofajlar,
endotelyal hiicreler,
T huicreleri

Makrofajlar ve
digerleri

Makrofajlar

Endotelyal hiicreler: aktivasyon (enflamasyon,
koagiilasyon)

Notrofiller: aktivasyon

Hipotalamus: ates

Karaciger: akut faz proteinleri sentezi

Kas, yag: katabolizma

Pekcok hiicre tipi: apoptoz

Endotelyal hiicreler: aktivasyon (enflamasyon,
koagiilasyon)

Hipotalamus: ates

Karaciger: akut faz proteinleri sentezi

Lokositler: kemotaksi, aktivasyon

Dogal dldiiriicii hiicreler ve t hiicreleri: IFN-y
sentezi, asrtmis sitolitik aktivite

T hiicreleri: Tyl farklilasmasi

Makrofajlarin aktivasyonu, bazi antikor yanitlarinin
uyarilmasi

Tiim hiicreler: antiviral korunma, artmis sinif I
MHC ekspresyonu

Dogal dldiiriicii hiicreler: aktivasyon
Makrofajlar: IL-12 yapiminin inhibisyonu, es-
uyaran ve sif II MHC molekiillerinin
ekspresyonlarinda azalma

Karaciger: akut faz proteinleri sentezi, B hiicreleri:
antikor yapict hiicrelerin ¢ogalmasi

Karaciger: akut faz proteinlerinin sentezi
B hiicreleri: antikor yapici hiicrelerin ¢cogalmasi

Dogal dldiiriicii hiicreler ve T hiicreleri: IFN-y
sentezi

Dogal direng, B ve T lenfositlerinin aktive olabilmesi i¢in gereken ‘“‘ikincil

uyarr” molekiillerini de saglar. Ornegin mikroorganizmalara yanit olarak dogal 6ldiiriicii

hiicreler tarafinda iiretilen IFN-y, bir antijen sunan hiicre olan dendritik hiicreleri ve
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yine antijen sunabilme yeteneginde olan makrofajlar1 uyararak T lenfositlerini aktive
eden ikincil tip sinyal olustururlar. Birincisi her iki hiicre grubunun yiizeyinde eksprese
olan yiizey molekiilleridir; es-uyaranlar adi verilen bu yapilar naif T hiicrelerinin
yiizeylerindeki reseptorlere baglanarak, T lenfositlerinin uyarilmasinda antijene eslik
ederler. ikinci olarak yine dendritik hiicreler ve makrofajlar salgiladiklar1 IL-12 ile naif
T hiicrelerini efektor T hiicrelerine doniistiiriirler. Bunlarin disinda yine dogal immiin
sistemin elemanlarindan biri olan kompleman sistemi de benzer mekanizmalarla
hiimoral yanit i¢in ikincil sinyali olustururlar [29].

Dogal direng dnceden de anlatildigr gibi savunmada oynadigir onemli rollerin
yaninda gerekli durumlarda edinsel immiiniteyi de harekete gecirme yetenegindedir.
Edinsel immiin sistem, genel olarak aktive olmak i¢in bir antijenik uyariya ihtiyag
duyan B ve T hiicreleri ve bunlarin aktivitelerini kapsar. Yalmz bu hiicreler aktive
olmak icin antijenik uyar1 yaninda “ikincil uyaran” adi verilen molekiillere ihtiyag
duyarlar. Dogal direng, B ve T lenfositlerinin aktive olabilmesi i¢in gereken “ikincil
uyarr” molekiillerini de saglar. Ornegin mikroorganizmalarayanit olarak dogal 6ldiiriicii
hiicreler tarafinda iiretilen IFN-y, bir antijen sunan hiicre olan dendritik hiicreleri ve
yine antijen sunabilme yeteneginde olan makrofajlar1 uyararak T lenfositlerini aktive
eden ikincil tip sinyal olustururlar. Birincisi her iki hiicre grubunun yiizeyinde eksprese
olan ylizey molekiilleridir; es-uyaranlar adi verilen bu yapilar naif T hiicrelerinin
yiizeylerindeki reseptorlere baglanarak, T lenfositlerinin uyarilmasinda antijene eslik
ederler. ikinci olarak yine dendritik hiicreler ve makrofajlar salgiladiklar1 IL-12 ile naif
T hiicrelerini efektor T hiicrelerine doniistiiriirler. Bunlarin disinda yine dogal immiin
sistemin elemanlarindan biri olan kompleman sistemi de benzer mekanizmalarla
hiimoral yanit i¢in ikincil sinyali olustururlar [29].

Sonucta dogal direng, savunmanin ilk asamasini olusturmasinin yani sira, B ve T
lenfositlerinin  aktivasyonunda ikincil uyarilar1 saglayarak edinsel immiinitenin

savunmaya katilmasinm saglarlar [29].

2.5.1. Sitokinler ve Merkezi Sinir Sistemi

Sitokinler, MSS icerisinde immiin cevap olusumu, ndronlarin hayatta kalmalar1
ve fonksiyonlarina etki eden islevlere sahiptir. Sitokinlerin dengesi ise MSS ve periferal
organlarin etkisindedir. Beyinde noronlar tarafindan salgilanan nérotransmitterler

sitokin dengesi tizerine etkiyebilir [53]. Noro-immiin interaksiyonlar sitokinlerin ve
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immiin sistem hiicreleri tarafindan salinan diger iiriinlerin etkisiyle noronlarin

islevlerini, farklilagmalarin1 ve hayatta kalimlarini etkiler.

Sitokinler MSS’ye 2 muhtemel yolla etki ederler. Bunlardan birincisi, periferal

immiin organlardan kdken alan sitokinler kan-beyin bariyerinden gecerek beyinde lokal

ya da sistemik bir etkiye neden olurlar [54]. Ikinci olarak ise sitokinler MSS’ deki

noronal hiicreler tarafindan iiretilirler. Beyinde noronlar ve glial hiicreler tarafindan

tiretilen sitokinler enfeksiyon, enflamasyon, iskemi ve diger beyin hasarlanmalar1 gibi

durumlarda kompleks anatomik, néroendokrin, metabolik ve/veya davranigsal etkilerde

bulunurlar [55-57]

Tablo 2-6 Beyinde ekspresyonu bilinen sitokinler ve reseptérleri ( [58]” den uyarlanmusgtir)

Isim Tip Noronlar  Astrositler Oligodendrositler Mikroglialar
IL-1 THI1 S;R S;R S;R S;R
IL-2 THI1 S;R bilgi yok R R
IL-3 TH1 V S;R S;R R R

TH2
IL-4 TH2 bilgi yok R R R
IL-5 TH2 S;R S;R bilgi yok S;R
IL-6 TH1 V S;R S;R bilgi yok S;R
TH2
IL-7 bilgi yok  bilgi yok R R R
IL-7 bilgi yok  bilgi yok R R R
IL-8 bilgi yok R S;R bilgi yok R
IL-9 TH2 bilgi yok R bilgi yok bilgi yok
IL-10 TH2 S;R bilgi yok bilgi yok S;R
IL-11 bilgi yok S bilgi yok bilgi yok bilgi yok
IL-12 THI1 bilgi yok bilgi yok bilgi yok S
IL-13 TH2 bilgi yok bilgi yok bilgi yok bilgi yok
IL-14 TH2 bilgi yok bilgi yok bilgi yok bilgi yok
IL-15 THI1 S bilgi yok bilgi yok S
IL-16 THI1 bilgi yok bilgi yok bilgi yok bilgi yok
IL-17 THI1 bilgi yok bilgi yok bilgi yok bilgi yok
IL-18 THI1 bilgi yok bilgi yok bilgi yok bilgi yok
TNF-a THI1 R S;R R S;R
IFN-y THI1 S;R R
TGF-B TH2 S;R S;R S;R
GM-CSF bilgi yok R S;R R R
M-CSF  bilgi yok  bilgi yok S R S;R

S: sitokin, R: reseptorleri
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2.5.2. Sitokinler ve Norotransmitterler

Immiinolojik bir aktivasyonun IL-1, IL-2, IL-6, IL12, TNF-o, IFN-yve MIP-1a,
gibi sitokinlerin etkisiyle sempatik sinir sistemi elemanlarin nor-adrenalin, adrenalin ve
dopamin gibi norotransmitterleri salgilamasimi sagladigir bilinmektedir  [59-61].
MohanKumar ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, IL-1B saliniminin hipotalamusta
monoamin sentezlenmesinde degisikliklere sebep oldugunu gostermistir [62].

Normal “saglikli” bir beyinde proenflamatuvar sitokin salmimi diisiiktiir ve
homeostazi antienflamatuvar sitokinlerin kontroliindedir. Fakat beyin hasarina yol acan
patolojik durumlarda iiretilen proenflamatuvar sitokinler ve diger medyatorler (nitrik-
oksit ve diger serbest radikaller) beyindeki normal sinyalizasyonun bozulmasina neden
olarak stres aktive protein kinazlar (JNK/SAPK) ve apoptotik kaspazlarin aktive
olmasini saglar [58] (Sekil 2-4).

Antienflamatuvar Proenflamatuvar

Sitokinler B ‘ Sitokinler
NOROTRANSMITTERLER

IL-4

1L-10 TNF-o
NGE IL-12
IGI- JNK/SAPK 1
PI3 Kinaz 1 sfingomiyelinaz
BCL proteinleri T Kaspaz 8 T

Hlcre Korunumu

IL-1

\ NF«BY

Hiicre Hasarlari ve Olimii

Sekil 2-4 Merkezi Sinir Sisteminde Sitokinler ve Norotransmitterler ( [58]” den adapte

edilmistir)
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2.5.3. Temporal Lob Epilepsisinde Sitokinler

Temporal lob epilepsisi (TLE) terimi beyin neokorteksi veya mezyal temporal
lobdan kdken alan, lezyona baghh ya da bagimsiz olarak gelisen fokal nobetleri ifade
eder. TLE sendromlarindan biri olan hipokampal skleroz (HS) baglantih mezyal
temporal lob epilepsisi (MTLE), hipokampusun CA1 ve dentat girus bdlgesinde néron
kayb1 ve gliosis ile karakterize edilir.

Sheng ve arkadaglarinin insan MTLE hastalarindan cerrahi olarak cikarilan
hipokampus materyalinde yaptiklar1 ¢alismada mikroglia-benzeri hiicrelerde
gosterdikleri IL-1a artis1 dikkat ¢ekicidir [63]. Sicanlar ile yapilan bir calismada ise
kimyasal ya da elektriksel yolla tetiklenen status epileptikus ndbetleri ardindan yapilan
mRNA ekspresyon tayini ve immiinohistokimya incelemelerinde, ndbetten 30 dakika
sonra, IL-1p, TNF-a ve IL6’ min, normal sican beynine gore hem mRNA hemde protein
seviyelerinde artmis oldugu tespit edilmistir. Nobetten 48-72 saat sonra bu sitokinlerin
seviyeleri normal diizeye donme egilimi gostermesine karsin, IL-1B seviyesinin
nobetten 60 giin sonra bile artmis durumda oldugu gozlenmistir [64].

Sitokinlerin temporal lob epilepsi patogenezine katildiklar1 bunlar gibi bircok
calisma ile gosterilmesine karsin patogenezde ne cesit roller iistlendigi heniiz tartigma
konusudur. Bunun yaninda proenflamatuvar sitokinlerle merkezi sinir sistemi arasindaki
iligkiler diisiiniildiigiinde bu sitokinlerin hiicre o6liimii, gliosis vb. patolojilerin

gelisiminde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

2.6. incelenen Genlerin Ozellikleri

Bu tez kapsaminda proenflamatuvar sinyalizasyon, regiilasyon ve dogal ve
edinsel bagisiklik arasindaki koordinasyonu saglama fonksiyonlar1 agisindan énem arz
eden sitokinleri kodlayan genler mRNA ekspresyonlar1 agisindan incelenmistir. Tablo

2-7’ de bu sitokinler ve bunlar1 kodlayan genler ile ilgili bilgi verilmistir.



Tablo 2-7 incelenen genlerin 6zellikleri
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Gen ad1

Kirpilma c¢DNA
Varyanti

(aminoasit) Lokus

Bulundugu Gen

yapisi

Fonksiyonu

IL-1a

IL-1p

TNF-a

IL-2

IL-6

2 271 2q13

8 269 2q14

2 233

6p21.3

2 153

11 212 7p21

4q26-28

7 ekzon,
10,2 kb

7 ekzon,
7,15 kb

4 ekzon,
2,77 kb

4 ekzon,
5,26 kb

6 ekzon,
6,12 kb

Diisiik yogunlukta, bolgesel
enflamatuvar olaylara aracilik eder.
IL-1p ile ayn1 reseptorlere baglanir.
Endotel hiicre adezyon
molekiillerinin indiiklenmesi,
endotelyal hiicreler ve makrofajlar
tarafindan kemokin yapiminin
uyarilmasi, karacigerde akut faz
reaktanlarinin uyarilmasi ve ates

IL-10’ya gore daha yiiksek
konsantrasyonda bulunur. Temel
olarak ayni biyolojik etkilere sahiptir.

Aktive mononiikleer fagositler
tarafindan sentezlenir. Notrofillerin
ve monositlerin enfeksiyon bolgesine
gocliniin uyarilmasi ve bu hiicrelerin
stimiilasyonu. Vaskiiler endotelyal
hiicrelerini adezyon molekiilleri
sergilemeleri, makrofaj ve endotelyal
hiicrelerin kemokin sentezlemeleri,
karacigerde akut faz reaktanlarinin
iretimi.

Antijenle aktiflesmis T hiicreleri
tarafindan yapiklan ve otokrin etki ile
T hiicre ¢cogalmasini ve antijen ile
aktiflesmis T hiicrelerinin apoptotik
olimiini arttirir. T hiicre aracili
immiin yanitlarin hem diizenlenmesi
hem de indiiklenmesinde gereklidir.
Dogal oldiiriicti ve B hiicrelerinin
farklilagmasi ve ¢cogalmasinda
etkilidir.

Aktive mononiikleer fagositler,
endotelyal hiicreler, fibroblastlar gibi
bircok hiicre tipi tarafindan
sentezlenir. Dogal ve edinsel
immiinitenin ikisinde de etki gosterir.
Hepatositlerde akut faz proteinlerinin
sentezini, B lenfositlerinin
biiylimelerini uyarir.
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IL-12

IFN-yR1

IL-10

TGF-p

IL-17A

253

489

178

390

155

3q25.33-
q26

6q23.3

1q31-g32

19q13.1

6pl12

7 ekzon,
7,26 kb

7 ekzon,
21.97 kb

5 ekzon,
4.89 kb

7 ekzon,
23.17 kb

3 ekzon,
4.25 kb

Mononiikleer fagositler ve dendritik
hiicreler tarafindan salgilanan ve
hiicre i¢i mikroplara karst dogal
immiin yanitin bir medyatorii olan ve
bu mikroplara kars1 hiicre aracili
immiin yanitlarin temel indiikleyicisi
olarak gorev yapar. Dogal 6ldiiriicii
hiicre aktivasyonu, dogal oldiiriicti ve
T hiicrelerinden IFN-y saliniminin
arttirtlmasi, dogal oldiiriicii hiicrelerin
sitotoksik, T hiicrelerinin sitolitik
aktivitelerinin yiikseltilmesi ve TH1
hiicrelerinin gelisiminin arttirilmasi
gibi gorevleri vardir.

T lenfositler ve dogal oldiiriicii
hiicreler tarafindan sentezlenen, temel
fonksiyonu hem dogal immiinitede
hem de edinsel hiicre aracili immiin
yanitlarin her ikisinde de
makrofajlarin aktive edilmesini
saglar.

Aktive makrofajlar ve bazi yardimci
T hiicreleri tarafindan sentezlenir.
Temel gorevi, aktive makrofajlar
inhibe ederek dogal ve hiicre aracili
immiin reaksiyonlar1 diizenler.

Aktive T hiicreleri, mononiikleer
fagositler, ve diger hiicreler
tarafindan sentezlenir. T hiicrelerinin
cogalma ve farklilagsmalar ile
makrofaj aktivasyonunu inhibe
ederek proenflamatuvar sitokinlere
kars1 etkide bulunur.

Fibroblastlar, endotelyal hiicreler,
makrofajlar gibi hiicrelerde
salgilanarak proenflamatuvar
reaksiyonlara katilirlar.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamlan Materyal

3.1.1. Hastalar

Bu tez calismasi kapsaminda medikal tedaviye direng gosteren, 1.U. Istanbul Tip
Fakiiltesi, Noroloji Anabilim Dali’ndan takipli, gerekli tiim elektrofizyolojik, beyin
goriintiileme ve klinik degerlendirme sonucunda mezyal temporal lob epilepsisi tanisi
konmus 20-63 yas aralifindaki hastalarin cerrahi olarak cikarilan (selektif
amigdalohipokampektomi + anterior temporal lobektomi) hipokampus dokusu
kullanilmigtir. Hastalar i¢in cerrahi tedavi Subat 2004- Nisan 2008 yillar1 arasinda
uygulanmistir ve bu amagla 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu’ ndan alinan
onay ekte sunulmustur (2008/2697). Bu ¢aligma ile ilgili destek I.U. Bilimsel Arastirma
Projeleri Biriminden almmistir. Tablo 3-1° de calismaya dahil edilme kriterleri

sunulmustur.

3.1.2. Saghkh Kontrol Dokulari

Bu caligmada, bakilan genler acisindan hastalarla karsilastirmak tizere saglikli
insanlardan elde edilen hipokampus materyali kullanilmistir. Saglikli insanlardan hi¢cbir
sekilde beyin dokusu elde etmek miimkiin olmadig i¢in kullanilan materyal T.C. Adalet
Bakanhigi, Adli Tip Kurumu’nda yapilan otopsilerden elde edilmistir. Bu olgularin
calismaya dahil edilebilmeleri i¢in 6liim nedenlerinin merkezi sinir sistemine bagl bir
hasardan bagimsiz olmasi ve ilk 24 saat icinde otopsinin yapilmis olma kosulu
aranmigtir. Bu kosullar1 saglayan 9 kontrol dokusu hasta-saglikli karsilastirmasi yapmak

lizere secilmistir.



28

Tablo 3-1 Hastalarin Calismaya alinma kriterleri

¢ Uygun siire ve kombinasyonda kullanilan antiepileptik tedaviye direngli

e Beyin goriintileme ve EEG incelemeleri ile mezyal temporal lob epilepsisi tanisi

konmus

e Cerrahi tedavi uygulanmis (amigdalohipokampektomi + anterior temporal lobektomi)
¢ Bilgilendirilmis onam formunu imzalayan

e 20-63 yaslar1 arasinda erkek veya kadin hasta

Tablo 3-2 Kontrol otopsi olgularinin cahismaya alinma kriterleri

e Santral sinir sistemini etkileyen bir olay haricindeki nedenlere bagli bir 6liim olmamasi

o {1k 24 saat icinde otopsi uygulanmis olmasi

® 18-65 yaslar arasinda erkek veya kadin

3.1.3. Kimyasallar

B-Merkaptoethanol Sigma, Almanya
Etil Alkol Merck, Almanya
Etidyum Bromiir Sigma, Almanya
Bromfenol mavisi Sigma, Almanya
Gliserol Sigma, Almanya
Tris baz Sigma, Almanya
Ponceau S Sigma,Almanya
Sodyum florid Sigma,Almanya

EDTA Sigma, Almanya

Agaroz invitrogen, Isvicre
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3.1.4. cDNA sentez materyali

5X RT Buffer MBI Fermentas, Litvanya
10 mM dNTP miks MBI Fermentas, Litvanya
DTT MBI Fermentas, Litvanya
RNaz inhibitor (20U/ul) MBI Fermentas, Litvanya
Revers Transkriptaz (200 U/ ul) MBI Fermentas, Litvanya
Random primer MBI Fermentas, Litvanya

3.1.5. Kullanilan tampon ve cozeltiler

Etidyum Bromiir
Steril ddH,O ile 10mg/ml olacak sekilde stok hazirlandi.

Agaroz jel yiikleme tamponu (50X)

10 ml steril ddH,0O icinde %0,25 Bromfenol mavisi, %30 gliserol olacak sekilde

hazirland.
Tris-asetat EDTA-TAE (500 ml, 50X)

121 gr Tris baz, 28,5 ml glasiyal asetik asit, 50 ml EDTA 0,5M ddH,O ile 500 ml’ye

tamamlanarak otoklavlandi ve oda 1sisinda saklandi.

Soliisyon D

10 ml EL (eritrosit lizis) ¢ozeltisi icinde 100 pl f-Mercaptoetanol eklendi.
Lysis Buffer

250 ml ddH;O icinde 1mM Tris (pH:8) , SM NaCIl, 0.5M EDTA, 0.5M NaF, 25 ml
%100 gliserol, 2.5ml NP40 olacak sekilde hazirlandi.

0.5 M Tris pH 6.8

15.1 gr Tris’e 250 ml’ye kadar ddH,O eklenir. SN HCI ile pH ayar1 yapilir.
1.5M Tris pH 8.8

45.4 gr Tris’e 250 ml’ye kadar ddH»O eklenir. SN HCI ile pH ayar1 yapilir.
Elektroforez Buffer

1000 ml ddH,O icerisine 145 gr glisin, 30 gr tris, 50 ml %10 SDS eklenir.
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3.1.6. Kullanmilan cihazlar

Hassas terazi (Shimadzu)

Otomatik pipetler (Glison, Eppendorf)

Ceker ocak (Kermanlar)

Otoklav (Kermanlar)

Distile su cihaz1 (Millipore)

Buzdolab1 ve derin dondurucu (+4°C, -20°C, -80°C) (Arg¢elik, Sanyo, Bosch,
Heraeus Sepatech)

Sogutmali santrifiij (Eppendorf)

Masaiistii mini santrifiij ( Hettich, Eppendorf)
CCD kamera- bilgisayar donanimi (BIO-RAD)
Elektroforez aleti (Stratagene)

Gii¢ kaynagi (Stratagene)

PZR cihazi (Techne)

Vorteks (Kermanlar)

Flow kabin (Thermo Scientific)
Spektrofotometre (Nanodrop)

VI-CELL cell viability analyzers (Beckman Coulter)

3.2. Yontem

3.2.1. Klinik yontem

Hastalarin kisisel dogum, yas, sosyal durum, meslegi, egitim durumu gibi
bilgilerin yam sira ayrintili 6zge¢cmis ve soygee¢mis Ozellikleri incelenmistir. Norolojik
muayenenin yani sira tim hastalar noropsikolojik incelemeler yapilmistir. Hastalarin
tedaviye yanitlari, kullandig ilaclar, EEG incelemeleri, kranyal MR goriintiilemeleri ve
cerrahi aday olarak degerlendirme sirasinda nobetlerin klinik ve elektrofizyolojik
analizleri yapilmigtir. Cerrahi sonrast komplikasyonlar, nérolojik durum, ndbet, EEG ve

goriintiileme takipleri yapilmistir.



31

3.2.2. Cerrahi yontem
Yapilan klinik degerlendirme ve laboratuar bulgular1 sonrasinda antiepileptik
tedaviye direncli olan hastalar cerrahi tedavi agisindan incelenmis ve epilepsi cerrahisi
komisyonunda tartigilmistir. Cerrahi tedavi Oncesinde hasta ve hasta yakinlari
uygulanacak yontem, komplikasyonlar1 ve kontrendikasyonlar1 agisindan detayli olarak
bilgilendirilmistir. Gerekli onay alindiktan sonra selektif amigdalohipokampektomi ve

anterior temporal lobektomi yontemi ile tedavi uygulanmistir.

3.2.3. Orneklerin toplanmasi

Yazili bilgilendirilmis onam formu imzalandiktan sonra operasyon sirasinda
hazir bulunulmus, cerrahi materyal serum fizyolojik icinde yikandiktan sonra hemen
stv1 azot tanki i¢ine konarak -196 [/C’ de dondurulmus ve ndropatoloji laboratuarinda
bulunan -80 [JC  sicakliktaki buzdolabina yerlestirilmis ve takiben molekiiler
incelemenin yapilacagi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Genetik Anabilim Dalina azot

tanki ile taginarak tekrar -80 [1C sicakliktaki derindondurucuya yerlestirilmistir.

3.2.4. Molekiiler genetik yontem

3.2.4.1. Dokularin homojenizasyonu

Derin dondurucuda -80 °C’ da steril kaplarda saklanan beyin dokular1 buz
izerine alindi. Doku homojenizasyonu icin trizol kullanildi (QIAzol Lysis Reagent,
Qiagen science, USA). Her 100 mg doku i¢in 1 ml trizol 15 mI’ lik falkon tiipe aktarildi
ve teflon u¢lu homojenizator ile doku partikiilleri ¢iplak gozle goriinmez oluncaya kadar
parcalandi. Bu islemden sonra homojenat 5 dakika oda sicakliginda (15-25°C)
beklemeye birakildi, 5 dakika sonunda 0,2 ml kloroform trizollii karigima eklendi ve 15
saniye boyunca giiclii bir sekilde ¢alkalanarak iyice karigmasi saglandi. Karisim tekrar
oda sicakliginda 2-3 dakika inkiibe edildikten sonra 10000 rpm ve +4 °C’ da 15 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonunda olusan iist faz yeni bir tiipe aktarilarak daha
onceden koyulan her 1 ml trizol i¢cin 500 pl izopropanol eklendi, vorteks yardimi ile
karistirild1 ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra karistm 10000 rpm ve
+4 °C’ ta 10 dakika santrifiij edildi ve olusan siipernatan atildi. Olusan ¢okeltiye her 1
ml trizol i¢cin 1 ml %75 etanol eklendi, pietaj yapilarak cokeltinin etanol icinde
dagilmas1 saglandi ve 7000 rpm’ de +4 °C’ da 5 dakika santrifiij edildi. Olusan
siipernatan atilarak etanoliin tamamen ortamdan uzaklagmasi i¢in kurumaya birakildi.
Bu islemin sonunda cokelti, RNA izolasyonu islemine devam edilmek {izere 590 pl

Rnase-free su ile sulandirild: [65].
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3.2.4.2. Fikolile periferik kandan mononiikleer hiicrelerin izolasyonu
Pozitif kontrol amaciyla kullanmak iizere insanlardan alinan kan orneklerinden

Fikol (Ficoll-hypaque) yontemi kullanilarak l6kosit izolasyonu yapilmistir. Fikol ile
ayristirma yontemi yogunluk gradientine dayanmaktadir. Pihtilagmamis kan veya kemik
iligi ornegi fosfat tampon ¢ozeltisi ile (PBS) sulandirildiktan sonra dikkatlice fikolun
izerine yayilir. 2060 rpm’de 15 dk. santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda tiipte 3 faz
gozlemlenir. Ornekler; en altta sedimentasyona ugrayarak dibe ¢oken eritrositler ve
yogunluklari nedeniyle ayristirma soliisyonu olan fikolu gecebilen graniilositler,orta
fazda “buffy coat” adi verilen ve ayristirma fazinin iistiinde toplanan mononiikleer
hiicreler (lenfosit, monosit, trombositler) en iist fazda ise plazma olacak sekilde
ayrilirlar (sekil 3-1). Pasteur pipeti ile yeni tiibe toplanan mononiikleer hiicreler
trombositlerden uzaklastirilmak icin 2 defa PBS ile yikanir.Elde edilen Lokosit pelleti
600ul SolD (B-merkaptoetanol + Guanidinium thiocyanate) iginde coziilerek, steril
vidali kapaklh tiipte -80°C’de saklanir. Calismanin bu kisminda kullamlan materyalin
timii I.U. DETAE, Genetik Anabilim Dali laboratuvarina rutin molekiiler inceleme
amaciyla  gelmis ve istenen islemler yapildiktan sonra artan Orneklerle ve

bilgilendirilmis onam formu imzalamig olan goniilliilerle saglanmigtir.

Santrifij Oncesi Sanfrifij Sonrasi

fragmani (MN)
<+— Ayirma solUsyonu

< Ficoll-Pague <—| Eritrosit ve
{ayirma granulositlen

enliicunmin

< (Dillekan veya
kemik iligi) “— Dilie plazma
Yuzuk

iceren pellet

Sekil 3-1 Fikol yontemi kullanilarak tam kandan mononiikleer hiicre izolasyonu
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3.2.4.3. RNA izolasyonu
RNA izolasyonu total RNA izolasyon kiti kullanilarak yapildi (RNeasy lipid
tissue minikit, Qiagen science, USA). Homojenizasyon islemi sonunda olusan lizat 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu islemin ardindan lizatin i¢ine 200 pl
kloroform eklendi, giiclii bir sekilde 15 saniye boyunca calkalanarak 2-3 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi ve 14000 rpm ve +4°C’ de santrifiij edildi. Sulu iist faz yeni
bir tiipe aktarilarak 1:1 oraninda %70 etanol eklendi ve vorteks cihazi ile etanoliin iyice
karsmasi saglandi. Meydana gelen karisim RNeasy 2 ml filtreli tiiplere aktarildi ve 15 s,
10000 rpm’ de santrifiij edildi. Bu islemin ardindan filtreden gecerek tiipte biriken siv1
atildi.  Aym islem 700 pl RW1 yikama ¢ozeltisi ve ardindan 500 pl RPE yikama
cozeltisi ile tekrarlandi. Benzer sekilde 500 pul RPE yikama cozeltisi filtreli tiipe
eklenerek bu sefer 2 dakika 10000 rpm’ de santrifiij edildi ve tiipiin i¢inde biriken siv1
tekrar atildi. Bu iglemin ardindan 2 ml’ lik RNeasy tiipten filtre kismu ¢ikartilarak yeni
1,5 mI’lik tiipe yerlestirildi ve igerisine 30-50 pl Rnase-free su konularak 14000 rpm’ de
1 dakika boyunca +4 derecede santrifiij edildi. Bu islemin sonunda RNA filtreden tiipe

Rnase-free su i¢inde ¢oziilerek aktarilmis oldu [66].

3.2.4.4. RNA Kkalite tayini

RNA konsantrasyonu ve kalitesinin tayini i¢in spektrofotometre (nd-1000,
NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, USA) kullanildi. Olgiim igin 2 ul RNA
kullanildi, 260, 230 ve 280 nm dalgaboylarinda spektrofotometrik incelemesi yapildi.
Sonuclar 260 nm konsantrasyonu, 260nm/280nm ve 260nm/230nm ise saflig1r verecek
sekilde yorumlandi. 260nm/280nm oranmnin kabul araligi 1.9-2.0, 260nm/230nm
oranimin kabul aralifi ise 2.0-2.2 olarak degerlendirildi. Bu araliklar dahilinde kalan

RNA’lar saflik a¢isindan ¢aligmaya elverisli kabul edildi.

3.2.4.5. cDNA sentezi
Her 6rnek 10ul de 1pg RNA olacak sekilde sulandirildi. 1pl random primer eklenerek
70°C’de 10 dakika bekletildi. Daha sonra reaksiyon karisimi ilave edilmek iizere buza
alindi(Tablo 3-3) [67]. Bu karigim, ilk karisima eklendikten sonra 37°C’de 1 saat
ardindan da 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra cDNA o&rnekleri -20°C’de

saklandu.



34

Tablo 3-3 cDNA sentezinde kullamlan reaksiyon cozeltisi

Reaksiyon Karisimi (6rnek basina)

e 5X RT Buffer 4ul

e 10 mM dNTP mix 1ul X

e DTT (0,1M) 4ul

¢ RNase inhibitor (20U/ul) 1l

e Revers Transkriptaz (200 U/ pl) 1pul

e Toplam9ul

3.2.4.6. Pozitif kontrollerin hazirlanmasi

PZR pozitif kontrolleri, incelemesi yapilan genlerin, incelenen Ornekler
acisindan negatif olmast durumunda, uygulanan teknigin c¢alisip calismadigini
gozlemlemek i¢in gereklidir. Bu caligmada incelenen genlerden TNF-a, IL-10 ve IL-1f3
ile ilgili pozitif kontrol, I.U. DETAE, Genetik Anabilim Dalina rutin molekiiler
inceleme icin gelmis, istenen caligmalar yapildiktan sonra kalan materyallerden 4 kronik
miyeloid 16semi hasta RNA’ s1 “havuz” yapilarak elde edildi. Yapilan caligmalarda
KML (kronik myeloid 16semi) hastalarinin serumlarinda proenflamatuvar sitokinlerin
yiksek miktarlarda bulundugu bilinmektedir [68]. Bu noktadan hareketle 4 KML
hastasinin periferik kanindan izole edilen RNA materyali karistirilarak daha Once
belirtilen kosullarda cDNA sentezi yapildi ve kantitatif PZR metoduyla ekspresyonun
pozitifligi tespit edildi.

Incelenecek diger genler igin pozitif kontrol bulmak amaci ile 1.U. Istanbul Tip
Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji A.D.’ na tan1 amaci ile gelen 10 adet
HINI pozitif hasta RNA’ s1 degerlendirildi. Ancak calisma agisindan istenen kriterler
bu ornekler ile saglanamadig i¢in pozitif kontrol iiretmek amaci ile insan periferik kan
mononiikleer hiicreleri PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate)(Sigma-Aldrich Co.
2009) ve iyonomisin (Sigma-Aldrich Co. 2009) ile stimiile edildi [69-70]. Bu islem i¢in
2 insan periferik kanindan fikol ile ayirma yontemi uygulanarak mononiikleer hiicreler
izole edildi. Izole edilen hiicreler RPMI 1640 medyum (GIBCO® RPMI Media 1640,
2010 Life Technologies) 2 mM glutamine (GlutaMAX™, 2010 Life Technologies) ve
%10 at serumu (GIBCO® Horse Serum, 2010 Life Technologies) i¢eren hiicre kiiltiirii

¢Ozeltisine mililitresinde 1,5 x 10° hiicre olmak iizere toplamda 6 x 10° hiicre 24” liik
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platelere ekildi. Ekimin 20. saatinde hiicre medyumlar1 degistirilerek stimiilator
maddeler (PMA: 1pg/ml, iyonomisin: 0,75 pg/ml ) eklendi. Hiicreler stimiilasyon
isleminin 24. Saatinde toplanarak daha once belirtilen kosullarda RNA izolasyonu ve
cDNA sentezi yapildi. Stimiile edilmis hiicrelerin ¢alisilan genler acisindan pozitifligi,
gercek zamanl kantitatif PZR metodu kullanilarak, stimiile edilmemis insan periferik

kan mononiikleer hiicreleri ile karsilastirilmak suretiyle tespit edildi.

3.2.4.7. Referans genlerin belirlenmesi
Referans genler her dokuda esit miktarda ekspresyonunun oldugu bilinen genlerdir.
Verilerin normalizasyonu gercek zamanli PZR yonteminde gen kantifikasyonu igin
major bir basamaktir [71]. Bu genlerin anlatim diizeyleri kantitatif gercek zamanli PZR
ile olciilerek, excell bazli GeNorm yazilimi (V3.4, Belgium) ile analiz edildi. GeNorm
herbir deney icin en uygun aday referans genlerin belirlendigi bir sistemdir. Alt yapiy1
olusturan prensipler ve formiiller Vandesompele ve ark. tarafindan tanimlanmistir [72].
Bu caligmada analizler sonucunda normalizasyon icin ABL, B-actin, GAPDH, siklofilin,
HPRT, TBP, MRL olmak iizere toplamda 7 referans geni analiz edilmis ve ABL,
siklofilin calisma grubunda en stabil olan referans genler olarak belirlenmistir
(Cylophilin ve ABL). Bu calismada 5 hasta 6rnegi ve 5 kontrol 6rnegi kullanilmistir.
Amag kantitatif PCR yontemi 6ncesi Orneklerimizde referans gen degerlendirmesinin
yapilmasidir. Her 6rnek duplike olarak calisild1 ve rolatif ekspresyon degerleri Livak ve
ark.’nin matematik modeline dayali, delta-delta Ct metoduna gore hesaplanmistir [73-
74]. Elde edilen sayisal degerler Genorm programina yiiklenerek analiz edildi. Sekil 3-
2’ de incelenen referans genlerin %mRNA olarak degerleri gosterilmistir. Abl en stabil,

HPRT ise en kararsiz gen olarak dikkati cekmektedir.

3.2.4.8. Gercek zamanh kantitatif floresan PZR ile gen ekspresyonu analizi

Gergek zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) (Real-time PCR)
niikleik asitlerin miktarlarinin belirlenmesinde giiniimiizde kullanilan bir metottur.
“Real-time PCR”da olusan iiriin miktar1 reaksiyon boyunca olusan iiriin miktariyla
orantil1 olarak artan floresan boya ve problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle anlasilir
[75]. Amplifikasyonun devir sayis1 belirli miktardaki DNA molekiillerinin elde edilmesi
acisindan da gereklidir. Cift zincirli DNA’ya baglanan“SYBR-Green I floresan boya

ekspresyon ¢aligmalarinda basitligi nedeniyle en ¢ok kullanilan metotlardan biridir [76].
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3.2.4.9. Genlerin belirlenmesi
Incelenmesi planlanan genlere 6zgii primerlerin belirlenmesinde primer dizayn
programi (CLC Main Workbench V 5.0.2 CLCbio, Danimarka) kulanilmis, ilgili
yaymnlardaki bilgiler ve internet sayfalari incelenmistir. incelenen genlerin listesi Tablo
3-4> te, primer dizileri, liriin boylar1 Tablo 3-5 te verilmistir. Ayrica primerler ve

amplifikasyon bolgeleri Sekil 3-4° te gosterilmektedir.

Tablo 3-4: Genetik incelemesi yapilan genlerin listesi

IL1-a Interlokin 1 alfa

IL1-f Interlokin 1 beta

TNF-o. Tiim6r nekroz factor alfa
IFN-yR1 Interferon gamma reseptor 1

IL2 Interlokin 2

IL6 Interlokin 6

ILI2 Interlokin 12

IL10 Interlokin 10

TGF-p Transforming Growth Factor beta
IL17 Interlokin 17

3.2.4.10. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

SYBR-Green I metodu (LightCycler ® FastStart DNA Master SYBR Green |,
Roche Applied Science, Istanbul-Tiirkiye) igin reaksiyon karisimi uygun primerlerle
(1.5 wl dH,0, 1 pl primer, 5 ul master mix) hazirlanarak toplamda 7.5 pl olarak 96 kuyu
iceren plakalara konuldu. Hazirlanan plakalara daha 6nce sentezlenen cDNA’lar her
kuyuya 2 pl olacak sekilde dagitildi ve ekspresyon ¢alismasi i¢in gercek zamanli PZR
cihazia konuldu (LightCycler ® 480 Real-Time PCR System, Roche Applied Science,
Istanbul-Tiirkiye). Cogaltilan DNA’min istenilen hedef bolge olup olmadigim
anlayabilmek ve primer-dimer gibi iiriinleri analizden ¢ikartabilmek i¢in erime egrisi

analizi (“melting curve”) yapild1 (102,103).



Tablo 3-5: Kullanilan primerlerin niikleotid dizileri, boylari ve iiriin boylari

Gen Adi

ILI-a

ILI-B

TNF-a

IFN-yRI

IL2

IL6

ILI2

ILI0

TGF-B

IL17

Siklofilin

ABL

Primer Dizisi

F 5’-ACTCTGAGGTGATTTATGCC-3’

R 5’-AGTTTCTAGGAGGAAGGGAG-3’

F 5’-TGGCAATGAGGATGACTTG-3’

R 5’-TGAAGGGAAAGAAGGTGCT-3’

F 5’-GAGCACTGAAAGCATGATCC-3’

R 5’-CAGGAAGGAGAAGAGGCTGA-3

F 5’-TTGTCATGCAGGGTGTGAG-3’

R 5’-ACCTGTGGCATGATCTGGTA-3’

F 5’-TCACAAACAGTGCACCTAC-3

R 5’-TTCAGATCCCTTTAGTTCCAG-3’

F 5’-AACATGTGTGAAAGCAGCA-3’

R 5’-CAGCTCTGGCTTGTTCCT-3’

F 5’-TTACCATCTTTGCCTCTGCG-3’

R 5’-TAACTTGGGTCTCTGTGGG-3’

F 5’-TGCCTTCAGCAGAGTGAAGA-3’

R 5’-TGATGTCTGGGTCTTGGTTC-3’

F 5’-AAGTGTTCCCTCCAAAGTGC-3’

R 5’-TGGACATCACACACCCTTCT-3’

F 5’-AGTGAAGGCAGGAATCACAA-3’

R 5’-GGTTATGGATGTTCAGGTTGA-3’

F 5’-TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG-3’
R 5’- CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC-3’

F 5’-TTCAGCGGCCAGTAGCATCTGACTT-3’
R 5’-CTGTTGACTGGCGTGATGTAGTTGCTT-3’

Primer
Boyu
20
20
19
19
20
20
19
20
19
21
19
18
20
19
20
20
20
20
20
21
24
23
25
27

Uriin boyu

241

242

115

142

311

202

270

179

102

101

127

2717
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TGF-B

CEAGCCAGCCCCAGAATG

17 CCTGGAGGCCA TIRGTGARGHEAGHANLTCACE ATEEEREG

IL17

M7 ACGACAACAACTTCCECCCOOACTOTOATOOTCAACCTOAACATCCATAACCCGAATACCAAT

Sekil 3-2: Primerler ve amplifikasyon bolgelerinin sematik goriiniimii
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Sekil 3-3: IL1-p icin PZR amplifikasyon egrilerini gosteren Light Cycler 480 yazilinm
goriintiisii.
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Sekil 3-4: IL1-f ile calisan PZR icin Light Cycler 480 yazihminda “Melting Curve” analizi

goruntiisii.

3.2.5. istatistiksel analiz

Rolatif kantifikasyonda tek bir 6rnekte iki farkli dizinin (hedef gen ve referans

gen) ekspresyon diizeyleri karsilastirildi. Ornek normalizasyonuna temel olusturmak

tizere bu calisgmada ABL ve siklofilin, geni referans olarak kullanildi. Ekspresyon

diizeyini rolatif olarak hesaplamak icin cesitli matematiksel modeller icinden AACt

yontemi ile Graphpad ve SPSS yazilimlar1 kullanildi [74, 77]. Normal ve hasta

dokularda elde edilen ekspresyon degerleri nonparametrik Mann Whitney U (MWU)

testiyle degerlendirildi.



42

4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

4.1.1. Hastalarin Genel Ozellikleri
Calismaya 4 kadin 5 erkek olmak {lizere toplam 9 hasta katilmistir. Yas

ortalamalar1 36° dir. Hastalara ait baz1 6zellikler Tablo 4.1.” de 6zetlenmistir.

4.1.1.1. Ozgecmis Ozellikleri

Dogum ve Kafa Travmasi: Hastalarin ikisinin (H15, H24) 1,5 ve 2 yasinda
kafa travmasi yasadig belirtildi. 2 hastanin ise daha once, biri zor dogumla birlikte
olmak iizere, menenjit gec¢irdigi belirtildi (H8, H21). Bunlarin diginda 1 hastanin
dogumunun evde gerceklestigi tespit edildi (H13).

Febril Nobet: Hastalarin 4’ iinde (% 44.5) febril nébet 6ykiisii vardi. Bunlardan
biri (H3) 2 yasinda 1 kere olmak iizere komplike febril nobet gecirmisti. Bir diger hasta
(H8) 8 aylikken sag hemiparezi nedeniyle hastaneye kaldirilmigti. H13’ iin, 7 aylikken 7
saat siiren bir sol hemikonviilziyon gecirdigi belirtildi, H24’ iin ise 6 aylikken bir febril
nobet gecirdigi fakat siiresi ve tarafinin hatirlanmadigi bildirildi. Bunlarin diginda bir

hastanin 2.5 yasinda baygin bulundugu ve bir hafta hastanede yattig1 belirtildi.

Psikiyatrik hastalik: Hastalarin birinde major depresyon, bir digerinde obsesif
kompulsif bozukluk oldugu saptandi. Bir hastada ise depresif uyum bozuklugu oldugu
belirtildi.

Tablo 4-1: Hasta ve Kontrol olgulariin genel 6zellikleri

Genel Ozellikler Epilepsi Olgularn Otopsi Olgular
Cinsiyet (kadimn/erkek) 4/5 (9) 1/8 (9)
Yas ortalama (yil) 36 (20-63) 42.8 (1-72)
Nebet Baslangic Yas (y11) 15.9 (7-34) -
Ameliyat yas1 (y11) 34.9 (19-63) -

Nobet-Ameliyat siiresi 20.6 (9-35) -
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4.1.1.2. Soygecmis Ozellikleri
Ailede epilepsi ve febril nobet dykiisii: Toplam 9 hastanin 4’ {iniin ailesinde
febril nobet ya da epilepsi vardi. Ayrica hi¢ bir hastanin soyge¢misinde akraba
evliliginin olmamasi da dikkat ¢ekiciydi. 4 hastanin birinin anneannesinde, digerinin ise
amca kizinda epilepsi Oykiisii (H8, H21), kalan ikisinin de birinin kizi1 digerinin

dayisinda olmak iizere febril nobet dykiisii vardi (H15, H13).

4.1.1.3. Nobet Ozellikleri:

Nobetlerin baslama yasi1: Hastalardan 1’ i hari¢ hepsinin nobet baslama yags1 7-
34 yas arasindaydi. Araligin disinda kalan hastanin nobetleri 1 yasin altinda 8 aylikken
baslamisti. Hastalarin 2’ sinde birinde 9 yil digerinde 5 yil olmak iizere nébetsiz donem
tanimlanmaktaydi (H15, H19). Hastalarin hi¢birinde SE ve remisyon Oykiisii yoktu.

Hastalara ait klinik 6zellikler Tablo 4-2’ de 6zetlenmistir.

Nobet tipleri: Hastalarin hepsinde kompleks parsiyel nobetler (KPN) ve
hastalardan biri hari¢ hepsinde bu nobetlere eslik eden sekonder jeneralize nobetler
(SIN) goriilmekteydi. Hastalardan ikisinde (H13, H15) SIN’ ler tedavi sonrasinda sona
ermisti. Nobetler icinde, yukar1 dogru yiikselen sikinti, daralma hissi, nefesi kesilecek
gibi olma, bitkinlesme, agiz ve dudaklarda yalanma, yutkunma hareketleri, ellerde

kasilmalar, otomatizmalar ve benzeri semptomlar dikkati ¢cekmekteydi.

Nobet sikhigr: Hastalardaki ameliyat Oncesi nobet sikligi ortalama ayda 3.5

nobet olmak iizere ayda 1-2 ile 6-8 arasinda degismekteydi.
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Tablo 4-2: Hastalarin klinik, prognoz, ve uygulanan cerrahi tedavi 6zellikleri

iNo Dogum Cinsivet Febril Ozgecmis Aile Nibet Cerrahi Niobet- Amelivat
Yih Nibet dykiisii  baslama taraf- Ameliyat yasgl
vast Amelivat stiresi
sekli (yl)
H3 1972 K + N Yok 11 Sol SAH 21 32
H6 1976 E - N N 20 Sol SAH 9 29
HS 1983 E + Menenjit Auneannede 7 Sol 17 24
i 63 yagmda AH+ATL
epilepsi
H13 1973 K + Dogum Dayida 22 Sag 10 32
FN AH+ATL
H15 1945 K - ET EKizinda 34 Sol SAH 29 63
FN
H19 1970 K - N N 14 Sag 24 38
AH=ATL
H20 1962 E - N Tl dayida 10 Sol SAH 33 45
psikivatrik
hastalik
H21 1975 E - Menenjit  Amecakiz 8 ay Sol 3 32
epilepsi ile AH+ATL
Glmiis
H24 1988 E + KT-BK N 7 S0l 8 19
AH+ATL
4.1.1.4. Tedavi

Hastalarm biri disinda (H19) hepsi 2’li veya 3’li antiepileptik ilag
kombinasyonu ile tedavi altindaydi. Tedavi siirecleri i¢inde cesitli ilag kombinasyonlar1
kullanilmigti. Hastalar arasinda en ¢ok kullanilan antiepileptik ila¢ karbamazepin (%

66.7) en az kullanilan ila¢ ise fenobarbital idi (%11.1).

4.1.1.5. Lezyon durumu
Hastalara EEG, MRG ve diger beyin goriintiileme tetkikleri sonucunda, 7’ sinde

sol, 2’ sinde sag tarafta olmak iizere hipokampal skleroz tanis1 konmustu.

4.1.1.6. Cerrahi Tedavi

Hastalarin dordiine selektif amigdalohipokampektomi (SAH), besine ise
amigdalohipokampektomi ve anterior temporal lobektomi (AH+ATL) uygulanmistir.
SAH uygulanan hastalarin dordiinde de lezyon sol tarafta, AH+ATL uygulanan

hastalarin 3’iinde lezyon sol tarafta 2’ sinde ise sag tarafta idi. Ameliyatlarin tamami
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ITF Noérosirurji Anabilim Dali’'nda epilepsi cerrahisi ile ilgilenen 4 dgretim gorevlisi

tarafindan yapildi. Hastalarin ameliyat yas1 ortalamas1 34,9 yil’ du.

4.1.1.7. Cerrahi Sonrasi Takip

Hastalarin 6’sinda cerrahi sonrast komplikasyon goriildii. Bunlardan H6’ da
4. sinir felci, H15” te 3. sinir felci, H19’ da menenjit, H20’ de sol optik sinir gecici
hasari, H21’ de sag hemiparezi ve hemihipoestezi, H24’ te ise parotit gdzlenmistir.
Postoperatuar donemde yapilan incelemelerde belirtilen komplikasyonlar disinda bir
bulguya rastlanmamistir. Operasyona bagli mezyal temporal ve anterior bolgelerde

ensefalomalazi alanlar1 saptanmistir.

Cerrahi sonrasi takip siiresi 4 ay ile 4 yil arasinda degismekteydi. Hastalardan
biri haric (H3) hepsinde antiepileptik tedaviye devam edildi. 5 hastada operasyon
sonrast nobetler tamamen durmustu. Bunun yaninda H6’ da 3. yilda ila¢g kesimi ile
nobetler tekrar baslamisti. Diger hastalarda operasyon sonrast ndbet sikliginda degisken
azalmalar vardi. Nobet tiplerinde operasyon oncesi ve sonrasi arasinda bir degisiklik

yoktu.

4.1.1.8. Kontrol Otopsi Olgulari

Kontrol dokular1 T.C. Adalet Bakanligi, Adli Tip Kurumu’ nda gorevli Uzm.
Dr. Sinem Akat ve Uzm. Dr. Ibrahim izin tarafindan yapilan otopsiler sirasinda mezyal
temporal bolgede hipokampus ve amigdala dokusunun c¢ikarilmasi ile elde edilmistir.
Olgulardan 8’ i erkek 1 tanesi ise kadindir. Yas ortalamalar1 1 yasinda olan N4 disarida
brrakildiginda 48 olarak hesaplanmaktadir. Bu olgularin tamaminin 6liim nedeni
norolojik nedenler disindadir ve ykiilerinde epilepsi bulunmamaktadir. Oliim nedenleri
kalp damar hastalifi, atesli silah yaralanmasi, gastroenterit, kesici-delici alet
yaralanmasi, ila¢ intoksikasyonu gibi degisken nedenlerdir. Otopsi 6lim anindan
itibaren 24 saat icinde yapilmistir. Alinan dokular hemen sivi azot tankina konularak

1.U. DETAE’ ye ulastirilmistir.
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No Cinsiyet Boy (cm) Agirhik (kg) Yas (y1l) Oliim nedeni

N2 E 176 92 37 Kalp damar hastalig

N3 E 182 76 34 Atesli silah
yaralanmasi

N4 E 76 9 1 Gastroenterit

NS E 184 82 62 Kalp damar hastalig

N6 E 180 76 50 Kesici-delici alet
yaralanmasi

N7 E 170 67 73 Asit ile intihar

N8 E 160 68 38 Kalp damar hastalig

N9 K 158 61 21 [lac intoksikasyonu

N10 E 177 70 70 Femur kirigina bagl

yag embolisi

4.2. Genetik Inceleme Bulgular

4.2.1. Referans Genler

Referans genler GeNorm yazilimi ile 7 referans gen arasindan secilmistir.

Yapilan analiz sonucunda ABL geni hipokampus dokusunda eksprese olmasi acisindan

en kararli, HPRT ise en kararsiz gen olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore ABL ve

Siklofilin geni referans gen olarak secilmistir. Sekil 4-1° de incelenen referans genlerin

mRNA ekspresyon degerleri ve GeNorm ¢iktist gosterilmistir.
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Sekil 4-1: incelenen referans genlerin mRNA ekspresyon degerleri

4.2.2. Sitokinlerin mRNA Ekspresyonunun Kantifikasyonu

Change Data ahl E-akfin GAPDH siklofilin HPRT TEFP MRPLZ "“‘;‘:;::“““
T LAZE-01 L81E+01 1.95E+01 193E+01 TASE+01 LO6E-01 1.53E+01 0.9841
N4 LI0E=01 122E+01 1.92E+01 1.26E+01 1.7IE+01 1.34E+01 1.78E+01 1.0918
Na 245E-01 LBLE+01 1O9E+01 192E+01 241E+01 L72E-01 2.30E=01 0.9506
] 150E-01 LBIE+01 L97E+11 L03E+01 162E+01 LTSE-0] LTIE=01 1.0054
11 131E-01 LT2E+01 1.92E+01 1L43E+11 129E+01 156E-01 L41E=01 0.9182
Hi4 290E-01 1.33E+01 1.80E+11 1.35E+01 2192E+01 LTHE-0] 1.05E+01 1.1029
HI5 LE0E=01 L03E+01 L06E+01 LO6E+01 151E+01 L0E-01 LITE+01 1.0288
Hit 2.37E+01 L79E+01 1.81E+01 1.48E+01 2A0E+01 256E+01 251E+01 0.9400
HI7 158F+01 L00E+01 205E+01 101E+01 158E+01 L75E=01 181E+01 1.0245
Hal 2.33E+01 L71E+01 1L81E+11 1L49E+11 3.28E+01 2155E+01 2.55E+01 0.9706

M<15 0.086 0.105 0.143 0.087 04171 0.124 0.096

MTLE hastalarindan ve otopsi materyallerinden elde edilen beyin dokusu

materyalinden yontem kisminda anlatildigi gibi RNA ve cDNA sentezi yapildi, bunu

takiben gercek zamanli PZR yontemi ile Ct degerleri elde edildi. Tablo 4-4’ te otopsi

dokular1 ve Tablo 4-5’ te hastalarin delta delta Ct yontemi ile hesaplanan rolatif ylizde

mRNA ekspresyon degerleri gosterilmistir.

Tablo 4-4: Otopsi olgularimin ABL ve Siklofilin genlerine gore rolatif mRNA ekspresyonu

degerleri

ILl-a ILI-p IL17 ILI2 TGF-p ILI0  TNF-a IL6 IFN-yR1 ILI2
N2 0,00001 0,0176 0,0921 0,0157 5,10  0,0054 0,0155 0,0058 3,5547  0,0022
N3 0,00597 0,2979 0,00  0,0257 17,18 0,0547 0,1821 0,0331 10,22 0,00
N4 0,0040 5.84 0,00 0,0250 20,48 0,0536 7.8947 0,00 48,53 0,00
N5 0,00770 0,0473 0,00  0,0250 12,20 0,0397 0,1995 0,0165 10,33 0,00
N6 0,00 0,4687 0,00  0,1698 27,79 0,0942 0,1443 0,0564 32,71 0,00
N7 0,00023 0,3355 0,00 0,00 17,87 0,0214 0,1538 0,00 8,48 0,00
N8 0,00378 0,2513 0,0119 0,0790 17,00 0,1024 0,4198 0,0204 21,01 0,00
N9 0,00004 0,0564 4.5250 0,0847 17,18 0,0128 0,1283 0,0351 34,13 0,00
NI10 0,00 0,3287 0,0145 0,0857 9,16  0,0442 0,0208 0,0220 12,17 0,00
Standart
Sapma 0.003 0.155 1.491 0052 6364 0.034 0.118 0.017 10.735 0.001

Not: Alti ¢izili olan sayilar, normal dagilimdan yiiksek ekspresyon gosteren degerler
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Tablo 4-5: Hipokampal skleroz olgularinda ABL ve Siklofilin genlerine gore rolatif
mRNA ekspresyon degerleri

ILl-o ILI-p IL17 ILI2  TGF-p ILI0  TNF-o IL6 IFN-yRI1 ILI2

H3 0,0001 2,261 0,039 0,068 38,852 0,062 4,407 0,00 49,35 0,00
H6 0,00 3,818 0,016 0,00 31,950 0,019 11,296 0,234 49,27 0,00
H38 0,00 1,850 0,00 0,00 11,571 0,040 1,412 0,063 28,99 0,00
H13 0,00 17.853 0,011 0,070 24,219 0,186 17.486 1,082 114.41 0,00
H15 0,00 0,665 0,00 0,100 17,946 0,00 1,816 0,102 54,02 0,007
HI19 0,00 3,464 0,00 0,096 24,890 0,072 5,107 0,039 22,82 0,00
H20 0,00 0,275 0,00 0,00 36,172 0,00 0,354 0,00 3745 0,00
H21 0,007 4,140 0,00 0,00 17,024 0,119 31,330 0,381 58,26 0,00
H24 0,00 2,157 0,00 1,663 28,031 0,526 2.091 0,00 12,24 0,00

Standart 0.002 5.085 0.013 0511 859 0.156 9.662 0.331 27.764  0.002
apma

Not: Alti ¢izili olan sayilar, normal dagilimdan yiiksek ekspresyon gosteren degerler
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TGF-p Geni mRNA Ekspresyonu
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Sekil 4-2: Hipokampal skleroz ve kontrol olgularinin gen ekspresyonlar1 dagilim grafikleri

(Standart sapmadan yiiksek olan degerler (¥) ile ifade edilmistir)
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Tablo 4-6: Ekspresyon degerleri normal dagilimdan farklh olan olgularm oézellikleri

Gen

Ekspresyon degerleri farkh olan olgular

IL1-B

TNF-a

IL10

ILI12

1L17

IFN-yRI

N4: 1 yaginda erkek. Oliim nedeni: Gastroenterit

H13: 34 yasinda kadin, 6 aylikken 7 saat siireli FN, evde dogum, dayida FN, 22
yasinda nobetleri baglamus, 10 yil sonra opere, sag AH+ATL

N4: 1 yaginda erkek. Oliim nedeni: Gastroenterit

H13: 34 yasinda kadin, 6 aylikken 7 saat siireli FN, evde dogum, dayida FN, 22
yasinda nobetleri baglamus, 10 yil sonra opere, sag AH+ATL

H21: 33 yasinda erkek, 8 aylikken memenjit tanis1 ile hastaneye kaldirilms, taburcu
olduktan sonra jeneralize konviilzyon gecirmis, 8 aylikken nobetleri baglamis, 30 yil

sonra opere, sol AH+AHL

H24: 20 yasinda erkek, 6 aylikken febril nobet gecirmis, 1.5 yasinda kafa travmasi

Oykiisii var, nobetler basladiktan 9 sene sonra opere, mental retardasyon var.

H24: 20 yasinda erkek, 6 aylikken febril nobet gegirmis, 1.5 yasinda kafatravmasi

Oykiisii var, nobetler basladiktan 9 sene sonra opere, mental retardasyon var.

NO: 21 yaginda kadin. Oliim nedeni: ilac entoksikasyonu

H13: 34 yasinda kadin, 6 aylikken 7 saat siireli FN, evde dogum, dayida FN, 22
yasinda nobetleri baglamus, 10 yil sonra opere, sag AH+ATL

4.2.3. Sitokinlerin mRNA ekspresyonlarinin hasta ve saghkh kontrol gruplar
arasinda karsilastirilmasi

Bu veriler sayisal olarak ifade edilmekle birlikte, 6rneklemin birbirinden

bagimsiz ve rastgele secilmis ve bagimli degiskene iligkin Olciimlere gbre oran

Olceginde olmasi ve gaussian dagilim gostermemesi nedeniyle hasta ve kontrol

olgularinin degerleri, non-parametrik Mann-Whitney U testi ile karsilastirimistir (98).

Yapilan istatistiki analizde, hasta bireylerin dokularindaki ILI12, ILI0, IL6

ekspresyon diizeylerinin saglikli bireyler ile karsilagtirilmasinda anlamli bir farklilik

gozlenmezken (sirasiyla; P=0.73, P= 0.59, P= 0.24) hastalardaki ILI-f, TNF-a, IFN-y

ve TGF-f ekspresyonunun saglikli bireylere gore anlamli bir artis gosterdigi saptandi
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(P= 0.001, P= 0.0006, P= 0.007, P= 0.027). Bunun yaninda ILI-o0 ve IL2’ nin
ekspresyonuna mRNA diizeyinde rastlanmamisken, /L/7’ nin ekspresyonuna ise 2
saghkli kontrol disinda rastlanmamistir. mRNA diizeyinde ekspresyonuna

rastlanmamistir. Bu bulgulara iligkin sonuclar Tablo 4-6° da 6zet olarak sonulmustur.

Tablo 4-7 : Saglikli kontrol ve hasta gruplariin istatistiki degerleri ve Mann-Whitney U
testi sonuclari

Standart Standart Geometrik Geometrik
Sapma Sapma Ortalama Ortalama
(Hastalar) (Kontrol) (Hastalar) (Kontrol)

MWU,P  istatistiki
Degeri Anlamhhk

IL1-p 5,085 0,155 1,74 0,22 0,0019 Var
IL12 0,511 0,052 0,11 0,05 0,073 Yok
TGF-p 8,596 6,364 21,27 14,54 0,027 Var
IL10 0,156 0,034 0,07 0,03 0,596 Yok
TNF-a 9,662 0,118 2,58 0,17 0,0006 Var
IL6 0,331 0,017 0,13 0,02 0,24 Yok

IFNyR1 27,764 10,735 31,29 15,23 0,007 Var
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5. TARTISMA

Mezyal temporal skleroz, parsiyel epilepsiler icinde en sik karsilagilan
durumlardan biridir. MTLE hastalarinin siklikla ilaca diren¢ gostermektedir ve cerrahi
tedavide teknolojik gelismelerle paralel olarak olumlu sonuglar alinmaya baslanmistir.
Cerrahi tedavi sonucu c¢ikarilan sklerotik doku hipokampal skleroz ve MTLE’ nin

patogenezinin aydinlatilmasina yonelik calismalarin yapilmasina olanak saglamaktadir.

Bizim ¢aligmamizda tamamina MTLE ve hipokampal skleroz tanisi konmus 4
kadin 5 erkekten olusan 9 kisilik bir hasta grubu ile, T.C. Adli Tip Kurumu’ nda yapilan
otopsiler sirasinda hipokampus materyali ¢ikartilan 1 kadin 8 erkekten olusan 9 kisilik
saglikli kontrol grubu kullanilmistir. Hasta grubunun yaslar1 20-63 (Ort: 36) arasinda,
otopsi yapilan bireylerin yaglar1 ise 1-72 (Ort: 42,8) arasinda degismektedir. Otopsi
materyalleri kullanilan bireylerin hi¢ birinin 6liim nedeninde veya 6ykiilerinde norolojik

bir hastalik bulunmamaktadir.

Hastalarin ge¢mislerinde bulunan kafa travmasi, febril ndbet, zor dogum gibi
Oykiilerin MTLE riskini arttirdig1 bilinmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda beyin
hasarina neden olan bir cok durumda kan-beyin bariyerinin yapisinda ve fizyolojisinde
degisikliklerin meydana geldigi ortaya konmustur [78]. Travmatik beyin
zedelenmelerinde proenflamatuvar sitokin ekspresyonunda artisin meydana geldigi
deneysel modellerde ve insanlarda gosterilmistir [79]. Hasar gormiis kan-beyin bariyeri
ve enflamatuvar atagin gec donem epilepsi baslangicina neden olan bir cok nérolojik
hastaligin ortak 6zelligi oldugu bilinmektedir [50]. Hipokampus (6zellikle CA1) bolgesi
anatomik ve fizyolojik yapis1 ve gelisimsel 6zellikleri nedeniyle beynin dig faktorlere en
acik olan bolgesi olarak bilinmektedir. Cocukluk donemindeki risk faktorlerinin bir
baslangic hasarma yol acarak epileptogenez siirecini baglattigr diisiiniilmektedir [22].
Epileptogenez siirecinin mekanizmas1 heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte,
birikmekte olan veriler kan-beyin bariyerinde meydana gelen bozulmanin ve

enflamasyonun epileptogenez siirecine katildigini ortaya koymaktadir.

Hasta grubumuzun tamamui, antiepileptik tedaviye 2, 3 ve bazen daha fazla ilaci
iceren kombinasyonlar kullanildigi halde direng gostermektedir. Bazi antiepileptik
ilaclarin nobetleri engelleyici etkisinin yaninda antienflamatuvar etkisinin de oldugu
bilinmektedir. Ji-Eun Kim ve arkadaslari, bizim hasta grubumuzda 2. en sik kullanilan
ila¢ olan levetiracetamin (LEV) epileptik ratlarin hipokampusunda IL1-f ve IL1-BR1

ekspresyonuna olan etkisini arastirdiklar1 ¢alismada, LEV verilen ratlarin kontrol
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grubuna gore IL1-f ve ILI-BR1 ekspresyonlarinda azalma meydana geldigini
bulmusglardir [80]. Bizim ¢aligmamizda da ameliyat dncesinde LEV kullandig bilinen

hastalarda IL1-f seviyesinin diger hastalara gore bagil olarak diisik oldugu dikkati
cekmektedir.

Jankowsky ve arkadaslarimin yaptiklar1 bir ¢alismada, farelerde deneysel olarak
tetiklenen nobetlerin ¢ok hizli bir enflamatuvar cevabin ortaya ¢cikmasini ve sonraki
asamalarda ise epileptik aktivitenin bagladigi bulunmustur [36]. Ayrica intra-serebral
olarak enjekte edilen sitokinlerin nobetlerin siddetini arttirdigi bulunmustur [81-82].
Bununla birlikte aynm sekilde enjekte edilen IL1 reseptdr antagonisti (IL1Ra) gii¢lii bir
anti-konviilzan etki gdstermistir. IL1 ailesinin ndronal eksitabiliteye olan etkileri bir¢ok
defa arastirilmistir [83]. IL1RI, piramidal noronlarin iizerinde NMDA (N-metil-D-
aspartik asit) reseptorleri ile birlikte bulunurlar. ILI1RI tarafindan yoOnlendirilen
glutamaterjik aktivite eksitotoksisite ve spontan nobetlere yol acabilir [84]. IL1-, kendi
reseptoriine baglanarak NMDA reseptorii aracihgiyla Ca™ girisini ve hiicre yiizeyindeki
AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid) reseptorlerinin
ekspresyonunu arttirir [85-86]. IL1-B ayrica astrositlere etki ederek glutamat geri
almimin1 engeller [83, 87]. Calismamizda incelenen genlerden [L/-a’ mnin
ekspresyonuna hasta ve saglikli kontrol grubunda rastlanmamaistir. Bunun yaninda /L1I-
p, hasta grubunda, kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir artig
gostermektedir. Caligmamizda hasta ve saglikli gruplar arasinda istatistiki olarak
anlamli farklilik oldugu tespit edilen TNF-o ekspresyonu da beyinde glutamat iiretimini
arttirarak hipereksitabiliteye sebep olabilir [88]. Organotipik kesit kiiltiirleri ile yapilan
bir ¢calismada IL1-f ve TNF-a’ nin dokuya etki ettigi siireye ve konsantrasyona baglh
olarak AMPA aracili eksitotoksisiteyi artirabildigi ya da azaltabildigi gosterilmistir
[89]. Bunlarla birlikte TNF-a tipl reseptorleri (pS5), bulundurduklar1 hiicre i¢i “death
domain” ile cogunlukla hiicre hasarina katkida bulunmaktadir [90-91]. Nobetler, aktive
edici faktorler ve bu reseptdr arasindaki kompleksin olusumunu tesvik ederek pre-
apoptotik sinyallerin baslamasina yol acabilirler. Shinoda ve arkadaslari, epileptik
fareler ile yaptiklar1 bir caligmada TNF-o’ y1 notralize eden bir antikor kullanarak
hipokampusta DNA hasar1 olan hiicrelerde bir azalma elde etmislerdir [91]. TNF-a bu
etkilerinin yaninda diisiik konsantrasyonlarda p75 reseptorii iizerinden noroprotektif ve
anti-konviilzan etkiye sebep olabilir. Nanomolar diizeyde rekombinant fare TNF-o’
smin epileptik fare hipokampusuna enjekte edildigi bir calismada nobetlerde azalma

gozlenmistir [92].
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Makrofaj aktive edici sitokin olarak bilinen IFN-y, CD4" Tyl’ ler, CD8" T
hiicreleri ve NK (dogal oldiiriicii hiicreler) hiicreleri tarafindan salinarak dogal ve
edinsel immiin sistemde onemli roller almaktadir [93]. IFN-y reseptorii ise, biri sitokine
baglanan, digeri ise STATI sinyalizasyonunu aktive eden 2 homolog polipeptid
zincirinden meydana gelmistir. IFN-y, reseptorii ile baglandiktan sonra aktive olan
STATI1, IFNy baglantihi genlerin (MHC, B7 ko-stimiilator proteini, IL12, vs.)
transkripsiyon faktorlerine etki ederek bunlarin ekspresyonlarinin artmasim saglar.
Ayrica vaskiiler endotelyal hiicreleri ve TNF’ in endotelyal hiicreler lizerine etkilerini
uyararak T hiicre adhezyonu ve enfeksiyon bolgesine ekstravazasyonunu saglar [93].
Yapilan caligmalarda, IFN-y — IFN-yR1 kompleksinin vaskiiler endotel hiicrelerinde
nitrik oksit (NO) iiretimini arttirdigi bulunmustur [94]. NO, enflamasyonda bir ¢ok
sitokin ve diger aract molekiillerin salinmasmna etkide bulunan, hiicre i¢i Ca™
sinyalizasyonunda gorev alan, gaz yapida bir molekiildiir [94-95]. Liu ve arkadaslar1
epileptik ratlarla yaptigi calismada NO seviyesinin status epilepticus (SE)
baslangicindan sonra 30 dakika icinde yiikseldigini ve bu seviyenin SE sonrasindaki 7.
giine kadar devam ettigini ortaya koymustur [96]. Leite ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir
baska caligmada ise sklerotik hipokampus dokusunun, normal bir hipokampusa gore
olduk¢a fazla NO sentetaz enzimi igerdigini bulunmustur [97]. IFN-y’ mn yiiksek
ekspresyonu, hipokampusta dolayli olarak NO sentezinin artmasina sebep olarak hiicre
ici Ca™ dengesini bozabilir ve epileptoform aktiviteler gelismesine sebep olabilir.
Bizim calismamizda da IFN-yRI ekspresyonu hasta ve saglikli gruplar1 arasinda
kiyaslanmig ve literatiirle uyumlu bir sekilde, hasta grubunda istatistiksel olarak

anlamli bir artig tespit edilmistir.

TGF-B, primer etki olarak immiin sistemde T hiicre farklilasmasi ve
proliferasyonunu ve makrofaj aktivasyonunu baskilar. Bu acidan enflamasyonu
baskilayic1 bir islev goriir [93]. Literatiirde, nobet aktivitesi ve TGF-f iliskisinin
aragtirildig cok fazla ¢caligma bulunmamaktadir. Morgan ve arkadaslari, ilk olarak 1993
yilinda, fare hipokampusunda kainik asit stimiilasyonu sonrasinda TGF-1 mRNA’sinin
artmig oldugunu bulmustur [98]. Daha sonra yapilan ¢alismalarda ise artis gdsteren
TGF-f’ nin mikroglia kaynakli oldugu kesfedilmistir [63]. Bunlar disindaki ¢aligmalar
da TGF-f’ nin temporal lob epilepsisi patogenezine artiy gostererek  katildigi
yoniindedir [99-101]. Bizim c¢aligmamizda da TGF-f ekspresyonu hasta grubunda
saglikli grubuna gore bir artig gostermistir. TGF-f° mn enflamasyon iizerine olan

etkileri diistintildiigtinde eldeki bulgular, MTLE hastalarimin  TGF-B  etki
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mekanizmasinda bir aksaklik olabilecegi diisiincesini akla getirmektedir. Fakat bu

yorumun yapilabilmesi i¢in heniiz yeterli bilgi birikmemistir.

IL10 genel olarak aktive makrofajlar1 ve dendritik hiicre aktivitesini
baskilayarak dogal immiin sistem ve hiicre aracili immiin yaniti regiile eder [93]. Dogal
immiin sistemde IL10, IL12 sekresyonunu baskilayarak dolayli olarak IFN-y
salinmasin1 ve buna bagl olarak da intraseliiller immiinojenlere karst yanitin
baskilanmasini saglar. Bununla birlikte IL10 MHC simif II molekiillerinin ve ko-
stimiilator molekiillerin ekspresyonu inhibe eder. Godukhin ve arkadaslari, yaptiklari
aragtirmada epileptik sican hipokampusu icine enjekte edilen IL10’ un fokal nbetlerde
azalma meydana getirdigini bulmuslardir [102]. Yapilan baska bir ¢calismada ise hipoksi
baglantili epileptoform aktiviteler gosteren hipokampus kesit kiiltiirlerine  diisiik
konsantrasyonda IL10 verildiginde epileptoform aktivitenin tamamen yok oldugu
bulunmustur [103]. Bunlarin disinda IL10° un febril nobet ile ilskisini ortaya koya
caligmalar da mevcuttur. Bizim calismamizda ise ILI0 hasta ve saglikli kontrol
populasyonlar1 arasinda, istatistiki olarak anlamli bir farklilik gdstermemistir. Bu bulgu

literatiirle uyum gostermektedir.

IL6, dogal ve edinsel immiinitenin ikisinde de etkisi bulunan, mononiikleer
fagositlerden, vaskiiler endotelyal hiicrelerden, mikroglia, ndron ve astrosit gibi
hiicrelerden salinan bir sitokindir [93]. Dogal immiin sistemde IL6 akut faz
reaktanlarinin sentezini uyarirken edinsel immiin sistemde ise B lenfositlerinin
farklilagarak antikor iireten hiicre haline doniismesinde etkilidir. Beyinde, kainik asit ile
uyarilan nobetlerin 2. ve 4. saatlerinde, diisilk konsantrasyonda IL6 ekspresyonuna
rastlanmistir [104]. Bizim ¢alismamizda IL6, hasta ve saglikli kontrol gruplar1 arasinda
istatistiki olarak anlamli bir farklilik gostermemistir. Bu bulgular, IL6’ nin beyinde

kroniklesen bir enflamasyon siirecinde etkin bir rol oynamadigim diisiindiirtmektedir.

IL12, hiicre i¢i mikroplara karsi erken dogal immiin yanitta ve hiicre aracili
immiin yanitin baslamasinda 6nemli rollere sahip olan bir sitokindir [93]. Ozellikle naif
T hiicrelerinin CD4" T hiicrelerine doniismesinde ve T hiicresi ve NK hiicresi kaynakli
IFN-y ve TNF-a iiretiminin arttirilmasinda etkisi vardir. IL12° nin beyinde mikroglia
hiicreleri tarafindan salgilandigi bilinmektedir [93]. Turrin ve arkadaslar1 yaptiklar bir
caligmada IL.12’° nin pilokarpin ile nobet tetiklenen farelerde diisiik miktarda eksprese
edildigini gostermistir [105]. Bizim calismamizdaki bulgular literatiirle uyum
gostermekle birlikte hasta ve saglikli kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark bulunmamustir.
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IL17 ailesi ¢cok yeni tammlanmus bir sitokin ailesidir. Ik baslarda T hiicresi
kokenli bir sitokin oldugu diistiniilmesine karsin, biriken bilgilerle dogal immiin sistem
hiicreleri olan makrofajlar, dendritik hiicreler, NK hiicreleri, NKT’ ler gibi bir ¢ok hiicre
grubu tarafindan iretildigi bulunmustur [106]. Bircok otoimmiin hastaligin
patogenezine katilan IL17 enflamasyona da TNF-a ve IL1-B ekspresyonunu arttirarak
katildig1 diisiiniilmektedir [106]. iskemik hayvan modelleri ile yapilan bir ¢alismada
ILI7A mRNA’ smin iskemi sonrasinda lokal ve sistemik olarak arttigi bulunmustur
[107]. Bizim calismamizda ise ILI7A ekspresyonuna MTLE’ de rastlanmamistir ve
otopsi Orneklerinde ise yalmizca 2 olguda rastlanmistir. Bu, ILI7A ekspresyonunun
MTLE hastalarinin beyin dokusunda arastirilmasina yonelik ilk bulgu olmas1 agisindan

Onemlidir.

IL2, antijenle karsilagmig T hiicreleri tarafindan yapilan, ve otokrin etki ile T
hiicre ¢cogalmasini ve antijen ile aktiflesmis T hiicrelerinin apoptotik oliimiinii arttiran
sitokindir [93]. Bu nedenle 12, T hiicre aracili immiin yanitlarin hem diizenlenmesi
hem de indiiklenmesi i¢in Onemlidir. Pacifici ve arkadaglarinin yaptigi, degisik
antiepileptik ilaglarin, ila¢ tedavisi goren epilepsi hastalarimin serumlarindaki IL2
konsantrasyonuna etkisinin arastirildigr ¢alismada, kandaki IL2 konsantrasyonunun
karbamazepin kullanan hastalarda, valporat ve fenobarbital kullanan hastalara ve
saglikli kontrol grubuna gore sistemik bir artis gosterdigi bulunmustur [108]. Bunun
disinda epilepsi hastalarinda IL2 ile ve MTLE ile ilgili yapilmis dikkat g¢ekici bir
aragtirmaya raslanmamistir. Bizim hasta grubumuzda ise IL2 hasta ve saglikli grubunda
bir ekspresyon gostermemistir. Bu bulgu ile MTLE hastalarinda hiicresel immiin yanitin
etkinliginin olmadig yorumu yapilabilir. Ancak bu yorumun desteklenebilmesi igin

bununla ilgili bir ¢ok faktoriin daha arastirilmasi gerekmektedir.

Calismamizda hipokampus dokusundaki gen ekspresyonu, daha &nce yapilan
caligmalarla genel olarak uyum saglamaktadir. Ancak bu konuda yapilan arastirmalar
olduk¢a az sayidadir. Yapilan arastrma ve bu arastirmalarda kullanilan tekniklerin
sayist arttikga ortaya ¢ikabilecek farkli sonuglardan bahsedilebilir. Bunun teknik ve data
analiz fakliliklarindan ileri gelebilecegi diistiniilebilir [109].

1. Kullanilan tekniklerin farklarindan meydana gelen hassasiyetle ilgili sorunlar.

2. Hipokampus materyali disinda, hipokampusun alt bolgeleri, temporal ve entorinal
korteks gibi farkli beyin bolgelerinin kullanilmasi.

3. Farkli kontrol ve referans materyelinin kullanilmasi: otopsi, cerrahi materyeli, veya
deneysel modeller. Cerrahi kontrol dokular1i normal hipokampus veya hipokampus dis1

bolgelerden olusabilmektedir [22].
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4. Data normalizasyonu ve istatistiksel degerlendirmelerde olan farkliliklar.
5. Caligmalarda hastalarin homojen bir dagilim gosterecek sekilde secilmemesi (yas,
cinsiyet, tedavi, etiyoloji, vb.) gibi faktorler caligmalarin birbirleri ile arasinda meydana
gelebilecek farkliliklar1 agiklayabilir.

Dokular iizerinde yapilan ¢aligmalarda saglikli kontrol dokusu, ulagtminin zor
olmas1 nedeniyle sorun teskil etmektedir. Buna bagh olarak otopsi dokular1 siklikla
kullanilmaktadir. Calismamizda kullanilan 9 otopsi olgusunun 8’ i erkek 1’ i kadindir.
Oliim nedenleri tamamen norojik nedenlerin disindadir ve hicbirinin dykiisiinde epilepsi
hastalig1 bulunmamaktadir. Otopsi 6rnekleri ile ¢caligmaktaki temel sorun DNA kalitesi
ve biitlinliigliniin korunmasidir. Biyopsi ve otopsi dokularmin mRNA diizeyinde
karsilastirildigir bir caligmada otopsi dokularinin, biyopsi dokularma oranla daha az
mRNA icerdigi saptanmistir [110]. Ancak aym calismada Kkaliteli bir otopsi
materyalinin mRNA ile ilgili calismalarda giivenle kullanilabilecegi belirtilmistir.
Bunun diginda Jamali ve arkadaslar1 MTLE ile ilgili yaptiklar1 calismada otopsi
dokularindan faydalanmistir. Calismamizda otopsi materyalinde meydana gelebilecek
bir mRNA degredasyonunun 6niine gegebilmek icin 6liim anindan sonraki 24 saat
icinde doku cikarilarak sivi azot ile dondurulmustur.

Calismamizda saptanan klinik bulgular MTLE ve HS ile ilgili bildirilmis
yayinlarla uyum gostermektedir. Bu tez kapsaminda arastirilan genlerden /LI-f, IFN-
yR1, TNF-0. ve TGF-f hasta-saglikli karsilastirmasinda istatistiki olarak anlamli bir
artig gostermisken, ILI10, ILI2 ve IL6 anlamli bir farkliik gostermemistir. Bunun
yaninda [ILI7, IL2 ve ILI-o’ min ekspresyonuna hasta ve saglikli grubunda
rastlanmamistir. Bu bulgular 1s1ginda ILI-$, IFN-yRI ve TNF-a kan-beyin bariyeri
yapisinda degisiklige neden olarak noronal hipereksitabilitenin gelismesine katkida
bulunabilir. Bunun yaninda ayni sitokinlerin etkilerine bagli olarak apoptotik sinyaller
indiiklenebilir. TGF-B’ nin eksitotoksisiteye karsi noroprotektif etkisi diistiniildiigiinde,
HS ve MTLE patogenezine TGF-B’nin etki mekanizmasinda yer alan bir aksakligin da
katildig1 diisiiniilebilir. Bu yorumun gecerlilik kazanmasi i¢in daha genis hasta
gruplarinda TGF-f’ nin etki mekanizmasina yonelik arastirmalarin molekiiler ve
fonksiyonel diizeyde yapilmasi gerekmektedir.

Epileptogenez siireci bir baglangi¢ hasar1, bunu takip eden nobetsiz bir donem ve
beyinde meydana gelen yapisal ve fonksiyonel degisiklikler sonucu kronik nébetlerle
birlikte epilepsinin gelismesine neden olan bir siiregtir. Hipokampal skleroz hastalarinda
uygulanan cerrahi tedavi epilepsi gelisiminden sonraki donemde oldugu i¢in, bu ¢aligma

ve bu hastalikla ilgili insanlar iizerinde yapilan calismalarin, bagslangic hasar1 ve
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nobetsiz doneme ait patogenezi ne kadar yansittigi yalmizca hayvan modelleri ile
yapilan aragtirmalarla karsilastirilarak yapilabilir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda elde edilen veriler ile hipokampal skleroz ve
mezyal temporal lob epilepsi siirecinde enflamatuvar sitokinlerin rolii oldugu
sOylenebilir. Fakat, sklerotik hipokampus dokusunda meydana gelen enflamatuvar
sitokin ekspresyonu artisinin mezyal temporal lob epilepsisi siirecinin sebebi mi yoksa
sonucu mu oldugunu belirlemek heniiz miimkiin degildir. Calismanin sonraki hedefleri
arasinda hasta ve saglikli kontrol gruplarinin genisletilerek mikroarray yontemi ile
MTLE hastalarinin tiim gen ekspresyon profillerini belirlemek, belirlenen genlerin
protein seviyesindeki anlatimlarim1 belirlemek, epigenetik caligmalarla gen ifadesine
etki eden mekanizmalar1 arastirmak ve immiinohistokimya, elektron mikroskopisi gibi
yontemlerle hastalifin patogenezinde olusan mekanizmalarin aydinlatilmasini saglamak

vardir.
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FORMLAR

GONULLU OLUR FORMU

Tarih:

CALISMANIN KAPSAMI

1. “TEMPORAL LOB EPILEPSI PATOGENETIZINDE ENFLAMASYON ILE
ILGILI GENLERIN EKSPRESYONLARININ ARASTIRILMASI” adh calisma
mezyal temporal lob epilepsisi (MTLE) ile ilgili bir ¢calismadir. Bu ¢alisma, MTLE
hastaliginin genetigini aydinlatmak, hastaligin gelisim siirecini tanimlamak ve hedef
tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesini saglamay1 hedeflemektedir.

2. Yapilmasi planlanan genetik incelemelerde sizden daha dnce ameliyat sirasinda tetkik
icin alinmis olan beyin dokusu kullanilacaktir.

3. Alman kan Orne8inden DNA/RNA materyaliniz izole edilerek saklanacaktir.
Olusturulan bu bankada kisi isimleri kullanilmayacak, ornekler numarali olarak
korunacaktir.

4. Saklanan Ornekler epilepsi ilgili genler agisindan protein ve gen ekspresyonlari,
mutasyon yoniinden incelenecektir. Cikan sonuglar klinik parametreler ile
iliskilendirilip  ilgili genlerin hedef tedavi icin aday olup olamayacagi
degerlendirilecektir.

5. Arastirma kapsaminda yapilacak olan ¢aligmanin siiresi 1 yildir.

6. Calismaya 10 goniillii hasta katilacaktir.

7. Calisma sonucunda tedaviye yonelik bir cevap elde edilmeyebilir.

8. Elde edilen genetik bilgiler sifre korumal1 bir bilgisayar programinda korunacaktir.
Kisisel ve tibbi bilgileriniz isyeri, egitim kurumu ve sigorta sirketi gibi {i¢iincii sahislara
aktarilmayacaktir.

9. Aragtirma siiresince sizden 1 defaya mahsus doku 6rnegi alinacaktir ve bunun diginda
invaziv bir islem gerceklestirilmeyecektir.

10. Kan alma sirasinda olusabilecek herhangi bir sorun karsisinda iicretsiz olarak tibbi
destek saglanacaktir.

11. Arastirma sirasinda genetik test sonuglarinin sizi ve ailenizi psikolojik veya diger bir
yonden etkileyecegini diisiinmeniz durumunda, arastirmadan iste8iniz {izere

ayrilabilirsiniz.
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12. Bu ¢alismada sizden maddi bir beklentimiz olmadig1 gibi size maddi bir katkis1 da
olmayacaktir.
13.  Bu calisgmaya katilmayr reddedebilirsiniz. Bu talebiniz, gelecekteki takip ve
tedaviniz iizerine olumsuz etkisi olmayacaktir.
14. Goniilli rizasina bakilmaksizin  arastirmact tarafindan arastirma  harici

birakilabilirsiniz.

Kararmizdan 6nce size verilen bu bilgileri liitfen okuyunuz.

Yukaridaki yazili bilgileri okudum. MTLE hastaliginin genetigine yonelik arastirmalar

icin calismaya kan ve doku meteryali vermeyi kimsenin etkisi altinda kalmadan kendi

rizamla kabul ediyorum.

Hastanin Adi, Soyadi: Imzas1
Ebeveynin Adi, Soyast: Imzas1
Aileden Sorumlu Kisinin Adi, Soyadi: Imzas1
Aciklamalar1 yapan aragtirmacinin Adi, Soyadi: Imzas1

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus goérevlisinin Adi,

Soyadi: Gorevi: Imzas
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Katihimci/Hasta Beyani
Saym Prof. Dr. Ugur Ozbek tarafindan Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Genetik Ana
Bilim Dalinda tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki
bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimci” (denek)
olarak davet edildim.
Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastrma swrasinda da biiylilk Ozen ve saygi ile yaklagilacagina
inantyorum. Arastirma sonuclarimn egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.
Projenin yiiriitiilmesi swrasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilar1 zor durumda birakmamak igin aragtirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla aragtirmaci tarafindan arastirma
dis1 da tutulabilirim.
Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.
Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii
tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).
Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilagtigimda; herhangi bir saatte, Prof. Dr.
Ugur Ozbek’i 0212-4142000/33312 No’lu telefondan arayabilecegimi biliyorum.
Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayic1 bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini
de biliyorum.
Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima
belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde “katilimc1” (denek)
olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve
goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidmnin bir kopyasi bana verilecektir.
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GONULLU ONAY FORMU
Yukarida goniilliiye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gdsteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla séz
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1

kabul ediyorum.

Gonulliinin

Adi-soyad1 Imzasi Adresi

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin

Adi-soyadi Imzas1

Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Aciklamalar1 yapan aragtirmacinin

Adi-soyadi: Imzas1

Riza alma islemine bagindan sonuna kadar taniklik eden kurulug gorevlisinin

Adi-soyad1 Imzas1 Gorevi
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