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Amag: Nobet endiiksiyonunda artan glial aktivitenin katkisi giderek
daha fazla taninmasina ragmen, epileptik ensefalopatinin (EE)
fizyopatolojisinde glia kaynakli néroenflamasyonun rolti ¢ok az
arastiriimistir.

Yontem: EEde glial aktivitenin katkisini tanimlamak icin, idiyopatik
West sendromu (WS, n=18), idiyopatik Lennox-Gastaut sendromu (LGS,
n=13) ve saglikl kontrollerin (n=31) serumlarinda, ELISA ile, glial fibriler
asidik protein (GFAP), high mobility group box 1 (HMGBT1), kitinaz-3
benzeri protein 1 (CHI3L1), ¢oziinir CD163 (sCD163) ve miyeloid
hiicreler 2 uzerinde eksprese edilen tetikleyici reseptér (TREM2) dahil
olmak tizere daha 6nce aciklanan biyobelirtec degerine sahip glia tirevi
medyatorlerin seviyelerini 6lctiik.

ABSTRACT

Bulgular: Epileptik ensefalopatili hastalar saglikli kontrollere gére anlamli
derecede yiiksek CHI3L1 seviyeleri gosterdi. HMGB1, CHI3L1, sCD163
ve TREM2 seviyeleri LGS hastalarinda WS hastalarina ve/veya saglikli
kontrollere gére daha yiiksekti. Arastirilan medyatérlerden biri veya daha
fazlasi tedaviye yanit verme, hastaligin ciddiyeti ve elektroensefalografide
(EEG'de) patolojik ozelliklerin varhigi ile iliskilendirildi.

Tartisma: Bulgularimiz, astrosit ve mikroglia aracili néroenflamasyonun
LGS ve WS patogenezinde rol oynayabilecegine dair hasta bazli ilk
kanitlari sunmaktadir. Ayrica glial medyatérler idiyopatik EE'li hastalarda
prognostik biyobelirtegler olarak hizmet edebilir.

Anahtar Sozciikler: Epileptik ensefalopati, glia, kitinaz-3 benzeri protein
1, Lennox-Gastaut sendromu, néroenflamasyon; West sendromu

Introduction: Although the contribution of enhanced glial activity in
seizure induction is increasingly recognized, the role of glia-induced
neuroinflammation in the physiopathology of epileptic encephalopathy
(EE) has been scarcely investigated.

Methods: To delineate the contribution of glial activity in EE, we
measured levels of glia-derived mediators with previously described
biomarker value, including glial fibrillary acidic protein (GFAP), high
mobility group box 1 (HMGBT1), chitinase-3-like protein 1 (CHI3L1),
soluble CD163 (sCD163) and triggering receptor expressed on myeloid
cells 2 (TREM2) by ELISA in sera of patients with idiopathic West
syndrome (WS, n=18), idiopathic Lennox-Gastaut syndrome (LGS, n=13)
and healthy controls (n=31).

Results: Patients with EE showed significantly higher CHI3L1 levels

compared to healthy controls. Levels of HMGB1, CHI3L1, sCD163 and
TREM2 were higher in LGS patients than WS patients and/or healthy
controls. One or more of the investigated mediators were associated with
treatment responsiveness, disease severity and presence of pathological
features on electroencephalography (EEG).

Conclusions: To our knowledge, our findings provide the initial
patient-based evidence that astrocyte- and microglia-mediated
neuroinflammation might be involved in the pathogenesis of LGS and
WS. Moreover, glial mediators may serve as prognostic biomarkers in
patients with idiopathic EE.

Keywords: Chitinase-3-like protein 1, epileptic encephalopathy, glia,
Lennox-Gastaut syndrome, neuroinflammation, West syndrome
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GiRiS

Epilepsi, tekrarlayan nébetlerle karakterize kronik bir merkezi sinir sistemi
(MSS) bozuklugudur. Epilepside, iyon kanali fonksiyon bozuklugu ve artan
néronal uyarilabilirligin Snemli bir rolti olduguna inaniimaktadir. Bununla
birlikte, epilepsinin kesin patojenik mekanizmalari bilinmemektedir ve

artan noronal uyarilabilirligi azaltmayr amaglayan anti-epileptik ilaglar,
epilepsi hastalarinin buytk bir kisminda nobetleri 6nlemede basarisiz
olmaktadir (1). Glial hucrelerin, 6zellikle de astrositler ve mikroglialarin,
epilepsinin patofizyolojisinde artan néronal uyarilabilirlige katki sagladig
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One Cikan Noktalar

+ Epileptik ensefalopatili hastalar saglikli kontrollere gore
daha yiiksek CHI3L1 seviyeleri gosterdi.

* HMGBI, CHI3L1, sCD163 ve TREM2 diizeyleri LGS
hastalarinda daha yiiksekti.

* Bulgularimiz, astrositik ve mikroglial néroenflamasyonun
EE'deki ilk kanitlandir.

+ Glial medyatorler, idiyopatik EE'li hastalarda prognostik
biyobelirtegler olabilir.

giderek daha fazla kabul edilmektedir (2). Ayni zamanda, tekrarlayan
nobetlerin glial aktivasyonu tetikledigi ve glia kaynakli proenflamatuvar
aracilarin salinmasina yol acarak kisir bir pozitif geri besleme dongtisu
olusturdugu ve epileptik ndbetlerin devami igin uygun bir mikro ortam
olusturdugu da gésterilmektedir (3).

Epilepside rol oynayan baslica néroenflamatuvar glial yollardan bazilari; toll
benzeri reseptorler ve yiiksek mobilite grup kutusu 1 (HMGB1) arasindaki
etkilesim yoluyla aktive edilen B hicrelerinin nukleer faktér kappa-hafif
zincir artinaist (NF-kB) ve mitojenle aktiflesen protein kinaz (MAPK) sinyal
yollari, enflamatuvar yollar, timér nekroz faktérii-o (TNF-o)-TNF reseptor
1 sinyal yolu ve cesitli kemokin sinyal yollaridir (3). Glial hticreler tarafindan
salinan proenflamatuvar mediyatorler glial fonksiyonlara miidahale ederek
glutamat alimini ve néronlarin ateslenmesiyle salinan fazla potasyumun
tamponlanmasini azaltir, nérotransmitterlerin = sinaptik salinimini ve
norotransmiter reseptorlerinin ekspresyonunu degistirir ve kan-beyin
bariyerini bozarak, periferik kandan beyin parankimine ek enflamatuvar
medyatorlerin erigsimine izin verir (4).

Epileptik ensefalopati (EE), surekli epileptik ndébetlerin, ilerleyici
serebral fonksiyon bozukluguna, motor-mental gerilige ve davranissal
anormalliklere yol actig1, nispeten immdiinoterapiye yanit veren bir grup
bozuklugu icerir. West sendromu (WS) ve Lennox-Gastaut sendromu
(LGS), klinik pratikte en sik karsilasilan EE sendromlari arasindadir (5).
Glia kaynakli mediyatorlerin, nébet endiksiyonu, néroenflamasyon
ve noronal fonksiyon bozuklugunda yukarida belirtilen katkilarina
dayanarak, glial hiicrelerin EE sendromlarinin patofizyolojisine katildigini
varsayabiliriz. Bununla birlikte, EEde glial hticrelerin katihmi hakkinda
cok az sey bilinmektedir ve bu konudaki bilgilerimizin ¢ogu, idiyopatik
WS ve LGS hastalarinin MSS'sinde artmis glial aktivasyonu gosteren
immunohistokimya calismalari ile sinirlidir (6,7).

Bu calismada, EE patofizyolojisinde glial hiicrelerin ve glia kaynakl
néroenflamasyonun katiimina iliskin kanit saglamak ve EEdeki glial
biyobelirteclerin prognostik degerini degerlendirmek igin, idiyopatik WS
ve LGS'li hastalarda daha 6nce bildirilen biyobelirte¢c degerine sahip glia
tirevi medyatérlerden olusan bir panelin serum seviyelerini taramay!
amagladik. Bu amagla; biz calismamizda, néroenflamasyon sirasinda
astrositler ve/veya mikroglia tarafindan artan ekspresyonlari (8-12) ve
néroenflamasyonla karakterize edilen gesitli MSS bozukluklarinda daha
once gosterilmis biyobelirte¢ degerleri nedeniyle (13-18) glial fibriler
asidik protein (GFAP), HMGBI, kitinaz-3 benzeri protein 1 (CHI3LT, YKL-
40 olarak da bilinir), ¢éziinur CD163 (sCD163) ve miyeloid hicrelerde
eksprese edilen tetikleyici reseptor 2 (TREM2)Yyi sectik.

YONTEM

Katilmailar
Galismaya ardisik 18 idiyopatik WS hastasi, ilgili kriterlere gore (19,20)
tipik klinik ve EEG bulgulariyla tani konulan 13 ardisik idiyopatik LGS
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hastasi ve yas/cinsiyet uyumlu 31 saglikh kontrol déhil edildi (Tablo 1).
Saglikh kontroller, saglikli cocuk kontrol muayenesine gelen cocuklardan
olusturuldu. Kayit sirasinda tim hastalara periferik kan 6rneklemesi,
EEG incelemesi ve kranyal manyetik rezonans (MR) goériintileme (1,5
Tesla tarayici ile) yapildi. Bazi hastalarda glincel EEG ve MR incelemeleri
kullanilirken, bazi hastalarin daha eski kayitlari kullanildi. Ensefalopatinin
semptomatik nedenleri (6rn. beyin iskemisi/hemorajisi, tumor,
malformasyonlar, migrasyon defektleri, kortikal displazi ve travmatik
beyin hasari) ve eslik eden enfeksiydz, otoimmin veya enflamatuvar
bozukluklar olan hastalar hari¢ tutuldu. Epileptik ensefalopatinin ek
metabolik nedenlerini dislamak icin, tim hastalar icin ayrintili bir rutin
arastirma semasi kullanildi ve ayirici tani icin biyotidinaz eksikligi,
piridoksin eksikligi, mitokondriyal bozukluklar, glikosilasyon defektleri,
fenilketonuri ve diger aminoasiduri, peroksizomal ve lizozomal
bozukluklar arastirildi. Nérokiitanéz sendromlari (6rn. tiiberoz skleroz)
olan hastalar da calisma disi birakildi. Genetik tarama, dahil edilen EE
hastalarinda yaygin olarak bulunan genetik mutasyonlari géstermede
basarisiz oldu. Sadece hafif periventrikiiler I6komalazisi olan hastalar
dislanmadi. Hastalarin hicbirinde kayda deger bir perinatal, gegmis
tibbi veya aile tibbi Oykisi yoktu. Hastalarin tamami antiepileptik
tedavi (1-3 ilag arasinda degisen) altindaydi ve 26 hasta hastalik seyri
boyunca immiinoterapi (adrenokortikotropin hormonu veya steroid)
almisti. Kayith hastalarin hicbiri kan érneklemesinden sonraki son ¢ ay
icinde immunoterapi almamisti. Tedaviye olumlu yanit, baslangictaki
ayhk nobet sikligyla karsilastirildiginda nébet sikliginda >%50 azalma
olarak kabul edildi. Nébet durumu, Uluslararasi Epilepsiyle Micadele
Dernegi siniflandirmasina gore su sekilde degerlendirildi: 1- Auralar da
dahil olmak tzere nobetlerin tamamen ortadan kalkmasi (en az bir yil
boyunca) / veya 2- Baslangictaki nobet gunlerine gére %50'den fazla
azalma (en az bir yil boyunca, auralar icerebilir veya icermeyebilir)(21).
Kayit sirasindaki prognoz, Kaba Motor Fonksiyon, El Becerisi ve iletisim
Fonksiyonu Siniflandirma Sistemlerine (22) gére belirlendi ve Duzey
I-V arasi bir 6lcekte gosterildi. Elektroensefalografi incelemesi sirasinda
arka plan aktivitesi, sivri dalga desarjlari ve borst-supresyon (burst-
suppression) paterni kaydedildi.

Calisma, istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylanmis (tarih ve sayi: 18/12/2020-257365) ve tim
hastalardan veya vekillerinden yazili bilgilendirilmis onam alinmistir.
Calisma Helsinki deklarasyonu kurallarina uygun olarak gerceklestirilmistir.

ELISA

Tum katiimcilarin periferik kan 6rnekleri sabah 08.00-10.00 arasinda
alindi, serumlari izole edilerek kullanima kadar -80°C'de saklandi. GFAP,
HMGB1, sCD163 (Elabscience, Houston, TX, ABD), CHI3L1 (R&D Systems,
Minneapolis, MN, ABD) ve TREMZ2'nin (Cusabio, Houston, TX, ABD)
serum seviyeleri Ureticinin yonergelerine gére ELISA ile 6l¢tld.

istatistiksel Analizler

Nitel degiskenler ki-kare testi kullanilarak karsilastirildi. Strekli verilerin
dagihm ozellikleri incelendikten sonra iki grup arasinda vyapilan
karsilastirmalarda Man-Whitney U testi kullanildi. ikiden fazla grubun
karsilastirildigi analizlerde parametrik olmayan Kruskal-Wallis testi kullanildi
ve post-hoc Dunn's testi yapildi. Korelasyon analizleri igin Sprearman testi
uygulandi. p<0,05 degeri istatistiksel anlamlilik icin sinir kabul edildi.

BULGULAR

Klinik ve Demografik Veri

Epileptik ensefalopatili hastalar (8,4+5,8 yas) ve saglikl kontroller (9,1+4,7
yas) arasinda yas (p=0,290) ve cinsiyet (EE grubunda 14 kadin, 17 erkek ve
saglikli kontrollerde 11 kadin, 20 erkek; p=0,437) agisindan anlamli fark
yoktu. Cinsiyet dagilimi da LGS (sekiz kadin, bes erkek) ve WS hastalari
(alti kadin, 12 erkek) arasinda benzerdi (p=0,119). Ancak LGS hastalari
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Tablo 1. Epileptik ensefalopatili cocuklarin ve saglikli kontrollerin demografik ve klinik ézellikleri

LGS ws SK P
(n=13) (n=18) (n=31) degeri

Cinsiyet

Kadin 8 6 11

Erkek 5 12 20 0,21 2
Yas (yil) 13,0+4,6 5139 9,1%47 0,580
Hastalik suiresi (yil) 11,8+4,4 4.8+4,0 <0,001
Hastaligin baslangic yasi (ay) 49+29 47+2,3 0,481
Son aya ait nobet sikligi

Hicbiri 2 8

<1/hafta 3 1

>1/hafta <1/gtin 1 2 0,237

>1/gln 7 7
EE'nin klinik siddeti*

Sev!ye I-11 (he}ﬁf—or.ta) 10 11 0,353

Seviye V-V (siddetli) 3 7
Tedaviye yanit** 4

Nébet sikliginda >%50 azalma 6 10 0263

Nébet sikliginda <%50 azalma 6 '
EEG'de arka plan etkinligi

Normal 0 3

Yavas dalgalar 13 15 0.121
Borst-stipresyon (burst-suppression) EEG paterni

Mevcut olmayan 5 5

Mevcut 8 13 0.723
Ani dalga desarjlan

Hicbiri 2 15

2-2,5Hz 10 2

2,5-3 Hz 1 0 0,001

>3 Hz 0 1
MRG

Normal 9 13

Periventrikuler I6komalazi 4 5 0856

Surekli degiskenler ortalama * standart sapma olarak gosterildi. Anlamli p degerleri kalin harflerle gosterildi.

*Klinik siddet Kaba Motor Fonksiyon, El Becerisi ve iletisim Fonksiyonu Siniflandirma Sistemlerine gore belirlendi.

**5 hastaya ebeveyn onayi olmamasi veya yan etkiler nedeniyle immiinoterapi uygulanamadi. Bu nedenle bu hastalar tedaviye yanit analizine dahil edilmedi.

EE: epileptik ensefalopati; EEG: elektroensefalografi; LGS: Lennox-Gastaut sendromu; MRG: manyetik rezonans gorintileme; SK: saglkl kontroller; WS: West sendromu.
istatistiksel analizlerde gerektigi sekilde Mann-Whitney U, ki-kare ve Kruskal-Wallis testleri kullanildi.

(13,0¢4,6 yas) WS hastalarindan (5,1+4,0 yas) anlamli derecede daha
yashydi (p<0,001) ve hastalik streleri anlamli derecede daha yiiksekti
(p<0,001). Lennox-Gastaut sendromu ve WS hastalari arasinda hastaligin
baslangi¢ yasi, nobet sikligi, klinik siddeti ve kan alimi sirasinda tedaviye
yanit agisindan anlamh fark yoktu (Tablo 1). Tim LGS hastalarinda
yavas dalgalar goriliurken, WS'li t¢ hastada kan 6rneklemesi sirasinda
yapilan EEG'de normal arka plan aktivitesi vardi. Borst-stipresyon
(burst-suppression) EEG paterni olan hasta oranlari WS ve LGS hastalari
arasinda benzer iken, LGS hastalarinda WS hastalarina gére anlamli
olarak daha fazla sayida spike-dalga desarji géruldu. On t¢ LGS hastasinin
sadece 4'inde ve 18 WS hastasinin besinde MR goriinttilemede hafif
periventriktler I6komalazi gorildi (Tablo 1).

Epileptik Ensefalopati Alt Gruplarinda Glia Kaynakl
Biyobelirteclerin Diizeyleri
EE'lihastalar(WSveLGShastalarininkombinekohortu), glial biyobelirteglerin
serum duzeyleri acisindan saglikli kontrollerle karsilastirildiginda, EE
hastalarinda yalnizca CHI3L1 diizeylerinin anlamli diizeyde arttig), GFAP,
HMGBT, sCD163 ve TREM2 diizeylerinin ise calisma gruplari arasinda
karsilastinlabilir diizeyde oldugu gérildii (Sekil 1). Epileptik ensefalopati alt

gruplari ayr ayri degerlendirildiginde, WS hastalari LGS ve saglikli kontrol
gruplarina gére anlamli derecede dusiik GFAP diizeyleri gosterdiler. Ote
yandan, LGS hastalari saglikli kontrollere gére énemli 6lctide daha yuksek
CHI3L1 seviyeleri, WS hastalarina gére anlaml derecede daha yuksek
sCD163 ve TREM2 diizeyleri, WS hastalarina ve saglikl kontrollere gore ise
daha yuksek HMGBT duzeyleri sergilediler (Sekil 2).

Glial biyobelirteclerin serum seviyeleri ile EE'nin klinik/laboratuvar
ozellikleri arasindaki iliskiyi degerlendirmek igin spesifik EE alt gruplan
arasinda GFAP, HMGB1, CHI3L1, sCD163 ve TREM2 seviyelerini
karsilastirdik. Kan 6érneklemesi sirasinda nébet gecirmeyen EE hastalari,
istatistiksel anlamliliga ulasmadan daha dusiik serum GFAP, HMGB1 ve
TREM2 seviyeleri gésterdi (Tablo 2). Benzer sekilde tedaviye yanit veren
hastalarda (nobet sikliginda >%50 azalma) GFAP ve TREM2 duzeyleri
anlamli derecede dustktu (Tablo 3). Klinik siddeti artan (Seviye IV-V) EE
hastalarinin serum HMGBT, CHI3L1 ve sCD163 seviyeleri, nispeten daha
hafif hastalik siddetine sahip hastalara (Seviye I-11l) gére anlamli derecede
daha yuksekti (Tablo 4). Ayrica Spearman testi, serum CHI3L1 duzeyleri
ile Duzey | ve V 6lceginde EE'nin klinik siddetini degerlendiren Kaba
Motor islev, El Becerisi ve iletisim islevi Siniflandirma Sistemleri diizeyleri
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Sekil 1. Epileptik ensefalopatili (EE) hastalar ile saglikli kontroller (SK) arasinda glia kaynakli biyobelirteclerin serum seviyelerinin karsilastiriimasi. Glial fibriler asidik protein, GFAP;

ylksek hareket kabiliyetine sahip grup kutusu 1, HMGBT; kitinaz-3 benzeri protein 1, CHI3L1; ¢6ztinir CD163, sCD163; Miyeloid hiicreler 2'de eksprese edilen tetikleyici reseptor,
TREM2. Yatay cizgiler ortalama degerleri gosterir. Her panelin sol tst ceyreginde belirtilen p degerleri Mann-Whitney U testi ile elde edildi.
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Sekil 2. West Sendromu (WS), Lennox-Gastaut sendromu (LGS) ve saglikli kontroller (SK) olan hastalar arasinda glia tiirevi biyobelirteclerin serum seviyelerinin karsilastirimasi. Glial
fibriler asidik protein, GFAP; yiksek hareket kabiliyetine sahip grup kutusu 1, HMGBT; kitinaz-3 benzeri protein 1, CHI3L1; ¢6ziinur CD163, sCD163; Miyeloid hiicreler 2'de eksprese
edilen tetikleyici resept6r, TREM2. Yatay cizgiler ortalama degerleri gosterir. Her panelin sol Ust ceyreginde gosterilen p degerleri Kruskal-Wallis testi ile elde edildi. Dunn’s post-hoc
analizine gore *, p<0,05 ve **, p<0,01.
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Tablo 2. Kan 6rneklemesi sirasinda nébet gegiren ve ndbet gecirmeyen EE hastalarinda glial biyobelirteglerin karsilastiriimasi
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Mevcut degil Mevcut p
Nobet aktivitesi (n=10) (n=21) degeri
GFAP (pg/ml) 225,0+143,1 319,3+154,8 0,056
HMGB1 (pg/ml) 530,1£393,7 723,1+446,2 0,118
CHI3L1 (pg/ml) 1151,6£750,9 1355,6+ 836,3 0,252
sCD163 (ng/ml) 43,2+35,0 46,4+34,8 0,407
TREM2 (ng/ml) 0,5+0,3 0,70,5 0,095

istatistiksel analizde Mann-Whitney U testi kullanildi. Anlamli p degerleri kalin harflerle gésterildi.
CHI3L1: Kitinaz-3 benzeri protein 1; EE: epileptik ensefalopati; GFAP: glial fibriler asidik protein; HMGB1: yiiksek hareket kabiliyetine sahip grup kutusu 1; sCD163: ¢6ztintir CD163;
TREM2: miyeloid hiicreler 2'de eksprese edilen tetikleyici reseptor.

Tablo 3. Tedaviye yanit veren ve direncli EE hastalarinda glial biyobelirteglerin karsilastirilmasi

Direngli Duyarh p

(n=12) (n=14) degeri
GFAP (pg/ml) 344,2+125,7 234,2+124,2 0,018
HMGB1 (pg/ml) 825,5+496,6 608,8+395,6 0,119
CHI3LT (pg/ml) 1300,8+892,4 1247,5+673,8 0,434
sCD163 (ng/ml) 55.3+38,2 41,3+354 0,173
TREM2 (ng/ml) 0,8+0,6 0,4+0,2 0,010

istatistiksel analizde Mann-Whitney U testi kullanildi. Anlamli p degerleri kalin harflerle gésterildi.
CHI3L1: Kitinaz-3 benzeri protein 1; EE: epileptik ensefalopati; GFAP: glial fibriler asidik protein; HMGB1: yiiksek hareket kabiliyetine sahip grup kutusu 1; sCD163: ¢6ztinir CD163;
TREM2: miyeloid hiicreler 2'de eksprese edilen tetikleyici reseptor.

Tablo 4. Kaba Motor Fonksiyon, El Becerisi ve iletisim Fonksiyonu Siniflandirma Sistemleri tarafindan belirlenen, hafif ve siddetli klinik

siddeti olan EE hastalari arasindaki glial biyobelirteclerin karsilastirilmasi

Seviye I-111 Seviye IV-V p
(n=21) (n=10) degeri
GFAP (pg/ml) 306,3+127,9 252,4+204,7 0,229
HMGB1 (pg/ml) 496,8+309,8 738,9+467,3 0,049
CHI3L1 (pg/ml) 1069,0£449,5 1753,4+1160,9 0,048
sCD163 (ng/ml) 31,0£18,0 52,2+38,3 0,023
TREM2 (ng/ml) 0,70,5 0,5+0,4 0,106

istatistiksel analizde Mann-Whitney U testi kullanildi. Anlamli p degerleri kalin harflerle gésterildi.
CHI3L1: Kitinaz-3 benzeri protein 1; EE: epileptik ensefalopati; GFAP: glial fibriler asidik protein; HMGB1: yiiksek hareket kabiliyetine sahip grup kutusu 1; sCD163: ¢c6ztinir CD163;
TREM2: miyeloid hiicreler 2'de eksprese edilen tetikleyici reseptor.

Tablo 5. Kan 6rneklemesi sirasinda borst-stipresyon (burst-suppression) EEG paterni olan ve olmayan EE hastalari arasinda glial

biyobelirteclerin karsilastiriimasi

Mevcut degil Mevcut p
(n=10) (n=21) degeri
GFAP (pg/ml) 291,0£227,6 287,9£113,5 0,485
HMGB1 (pg/ml) 448,6+258,0 761,9+£467,1 0,012
CHI3LT (pg/ml) 1211,9£812,3 1326,9£815,9 0,359
sCD163 (ng/ml) 32,9239 51,3379 0,044
TREM2 (ng/ml) 0,6+0,4 0,6+0,5 0,411

istatistiksel analizde Mann-Whitney U testi kullanildi. Anlamli p degerleri kalin harflerle gésterildi.
CHI3L1: Kitinaz-3 benzeri protein 1; EE: epileptik ensefalopati; GFAP: glial fibriler asidik protein; HMGB1: yiiksek hareket kabiliyetine sahip grup kutusu 1; sCD163: ¢6ztinir CD163;
TREM2: miyeloid hiicreler 2'de eksprese edilen tetikleyici reseptor.
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Tablo 6. Kan 6rneklemesi sirasinda EEG'de sivri dalga desarji olan ve olmayan EE hastalari arasindaki glial biyobelirteclerin karsilastiriimasi

Mevcut degil Mevcut p
(n=17) (n=14) degeri
GFAP (pg/ml) 258,8+121,2 325,4+187,1 0,132
HMGB1 (pg/ml) 542,5£340,0 804,5+500,2 0,045
CHI3LT (pg/ml) 988,5¢500,0 1655,7+957,7 0,015
sCD163 (ng/ml) 34,2+249 59,0+39,9 0,028
TREM2 (ng/ml) 0,5+0,3 0,8+0,6 0,030

istatistiksel analizde Mann-Whitney U testi kullanildi. Anlamli p degerleri kalin harflerle gésterildi.
CHI3L1: Kitinaz-3 benzeri protein 1; EE: epileptik ensefalopati; GFAP: glial fibriler asidik protein; HMGB1: yiiksek hareket kabiliyetine sahip grup kutusu 1; sCD163: ¢oztintir CD163;

TREM2: miyeloid hiicreler 2'de eksprese edilen tetikleyici reseptor.

arasinda anlamli bir pozitif korelasyon (p=0,006, R=0,481) gosterdi.
GFAP, HMGBT1, sCD163 ve TREM2 ile klinik siddet arasinda anlamli bir
iliski bulunamadi. Elektroensefalografi bulgularina gére belirlenen EE alt
gruplari arasinda glial biyobelirte¢ diizeyleri karsilastirildiginda, borst-
stpresyon (burst-suppression) paterni olan EE hastalarinin HMGB1 ve
sCD163 duzeylerinin, olmayanlara gére anlamli derecede yiiksek oldugu
goruldu (Tablo 5). Benzer sekilde, sivri dalga desarjlarinin varligi, artan
serum HMGBT, CHI3L1, sCD163 ve TREM2 seviyeleri ile iliskilendirildi
(Tablo 6). Periventrikiler I6komalazisi olan ve olmayan EE hastalar
arasinda glial biyobelirteclerin serum seviyeleri agisindan anlamli bir fark
yoktu (veriler gosterilmemistir). Ayrica glial biyobelirteg dizeylerinin yas,
hastalik stiresi ve hastaligin baslangic yasi degiskenleriile anlamli diizeyde
iliskili olmadigi géruldu (p=0,154-0,733; R=0,064-0,262).

TARTISMA

Bu calismada, kombine WS ve LGS kohortunda ytiksek serum CHI3L1
duzeyleri ve LGS hastalarinda WS hastalarina ve/veya saglikli kontrollere
gore daha ylksek serum HMGB1, sCD163 ve TREM2 diizeyleri bulduk.
Bildigimiz kadariyla bu bulgular, 6zellikle LGS hastalarinda ilk kez artan
glial aktivite ve néroenflamasyona dair kanit sagliyor.

Glial hucrelerin varsayllan 6nemi ve katkisi ¢ogunlukla EE'nin hayvan
modelleri kullanilarak dogrulanmistir. Epileptik ensefalopati ile iliskili
genlerin mutasyona ugramis varyantlarinin (6rn. tuzla induklenebilir
kinaz 1, SCN8A ve KCNMAT1) deney hayvanlarina dahil edilmesi, noral
uyarilabilirligin, epileptik nobetlerin ve astrosit ve/veya mikroglia
aktivitesi belirteclerinin kortikal ekspresyonunun artmasina neden olur
(23-25). Bu nedenle, hastadan elde edilen bulgularimiz EEdeki glial
aktivitenin 6nemini daha da desteklemektedir.

Karakteristik bir astrositik trtin olan GFAP dizeylerinde artis olmamasi,
astrositlerin EE'deki rolt hakkinda cekincelere yol agabilir. Bununla
birlikte, bu gorise karsi cikilarak, hem aktive edilmis astrositler hem de
mikroglia (16) tarafindan dretilen CHIC3L1, LGS hastalarinda &nemli
Olgude artmis ve EE'nin cesitli klinik 6zellikleriyle korele olmustur. Glial
fibriler asidik protein diizeylerinin yasla birlikte arttigi bilinmektedir (26)
ve bu, diger iki calisma grubundan daha geng olan WS hastalarinda azalan
GFAP duzeylerini aciklayabilir. Her ne kadar GFAP diizeyleri ile hastalarin
yasi arasinda korelasyon bulunmasa da bu durum katilimci sayisinin
azhgr ve calismamizin istatistiksel glicinln azalmasi ile aciklanabilir. Son
olarak, serum GFAP seviyeleri, EE hastalarinin MSS'sinde meydana gelen
patolojik degisiklikleri dogru sekilde yansitmiyor olabilir ve bu nedenle
beyin omurilik sivisi GFAP seviyelerinin 6l¢imu gelecekteki arastirmalar
icin garanti edilebilir.

Bununla birlikte kan alimi sirasinda aktif nébet geciren ve antiepileptik
ilaglara direng gosteren hastalarda GFAP dizeylerinin artma egilimi
gosterdigi gorildi. Bu, hayvanlarda nébetlerin tetiklenmesine paralel
olarak artan sayida GFAP pozitif astrosit gosteren genetik EE modeli
calismalari ile uyumludur (23-25). Ayrica bu dustinceyi destekler sekilde,

astrosit inhibitdéri ONO-2506 ile tedavi edilen deney hayvanlari, beyinde
GFAP ekspresyonunun azalmasina paralel olarak nébet sikliginda azalma
ve diken-dalga desarji sergiler (27).

HMGB1, CHI3L1 ve sCD163 diizeyleri, nébetlerin yogunlugundan ziyade
artan klinik siddet skorlariyla iliskiliydi. Varsayilan bir aciklama, EE'nin
ciddiyetini degerlendirmek icin kullanilan klinik 6lcegin motor-zihinsel
gelisimi dikkate almasidir. Bu nedenle, bu (¢ glial aracinin glia kaynakli
néronal yikim ve iliskili nérolojik hasarla iliskili olma olasihgr daha
yuksektir. Bu iddiayi destekler nitelikte, rekombinant HMGB1'in sicanlara
ventrikiler uygulanmasi, kortikal néron 6limiine, néronal go¢ ve
organizasyonun bozulmasina ve serebral glutamat iceriginin artmasina
neden olmustur (28).

HMGB1, CHI3LT ve sCD163 arasindaki borst-stupresyon (burst-
suppression) ve diken dalga desarjlarinin elektrofizyolojik bulgulariyla
olan iliski, EEde patolojik EEG bulgularinin olusumunda mikroglia
ve astrositlerin rol oynadigina dair kanit saglar. Ozellikle, uyarilmig
mikrogliadan olusan sartlandirilmis ortamin intraventriktiler uygulamasi,
glial IL-1f ve TNF-a Uretiminin artmasina, kortikal glutamat igeriginin
artmasina, nébetlerin ve diken-dalga desarjlarinin indiiklenmesine neden
olur (29). Epileptik hastalarda diken dalga desarjlarinin olusumunda
astrositler gibi diger kortikal glial hticrelerin roliinii gosteren ek raporlar
mevcuttur (30-32).

CHI3LT, cesitli doku tipleri tarafindan bol miktarda eksprese edilen
40 kD'lik bir glikoproteindir. Kesin biyolojik fonksiyonu hala cok iyi
bilinmemekle birlikte, enflamasyonun biyolojik belirteci olma potansiyeli
giderek daha fazla taninmaktadir. Norolojide, CHI3L1in &zellikle
amyotrofik lateral skleroz, felc ve multipl sklerozda buyuk bir biyobelirteg
degeri tasidigi bulunmustur (16). ilaca direncli epilepside de CHI3L1in
potansiyel biyolojik belirte¢ degeri 6ne strulmustur (33). Ancak EE dahil
cogu epileptik bozukluktaki 6nemi buyik oranda bilinmemektedir.
Calismamizda CHI3LT hem LGS hem de WS hastalarinda artti ve motor/
mental bozuklugun siddeti ve elektrofizyolojik 6zelliklerle koreleydi. Bu
nedenle, CHI3L1'in EE'ye dahil oldugu kesin mekanizmalarin daha fazla
arastiriimasi gerekmektedir.

Her ne kadar sonuglarmiz EE fizyopatolojisinde glial hiicrelerin rol
oynadigina dair daha fazla destek saglasa da, HMGB1'in néronlar tarafindan
da uretildigi ve cogunlukla néron-glia karismasinin bir belirteci oldugu
da unutulmamalidir (34,35). Benzer sekilde sCD163 ve CH3L1 de sadece
mikroglialar tarafindan degil ayni zamanda monositler ve miyeloid hiicre
tipleri tarafindan da tretilmektedir (16,36). Periferik kan monositlerinin EE
patogenezine katkisi daha 6nce 6ne surtlmusti (37). Dolayisiyla yuksek
sCD163 ve CH3L1 duizeyleri, diger miyeloid hiicre tiplerinin aktivasyonu ve
EE'nin klinik ozelliklerine katkisi ile de iliskili olabilir.

Calismamizin bir kisitliligi olarak, ézellikle LGS grubunda vaka sayisinin
dusuik olmasi istatistiksel glicli azaltmis ve biyobelirteg diizeyleri ile klinik/
demografik 6zellikler arasindaki bazi anlamli iliskileri gizlemis olabilir. Bu
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nedenle calismamiz bir 6n arastirma calismasi olarak degerlendirilmeli
ve daha fazla sayida EE hastasinin katiimiyla yapilacak ileri calismalar
tarafindan takip edilmelidir. Ayrica serum GFAP dizeylerinin standart
sapmasinin ylksek olmasi, bunun pratikte bir belirteg olarak kullaniimasini
zorlastirabilir. Bu nedenle alternatif glial belirteclerin arastiriimasini
Oneriyoruz.

Kisaca, sonuglarimiz 6zellikle LGS hastalarinda glial hiicrelerin katkisina
iliskin bir “kavram kanit”” temeli saglyor ve boylece 6nceki hayvan
modeli tabanli mekanik calismalarin ve hasta bazli immunohistokimya
raporlarinin bulgularini dogruluyor. Ayrica CHI3LT, bir glial araci ve EE'nin
klinik siddeti, motor/zeka geriligi ve elektrofizyolojik bulgular ile iliskili
potansiyel bir biyobelirte¢ olarak 6n plana ¢ikmistir. Bulgularimiz ayrica
EE'nin gelecekteki terapotik midahaleleri icin potansiyel bir hedef olarak
glial huicrelerin secilmesine daha fazla destek vermektedir.
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