NORO
PSIKIYATRI
ARSIV

ARCHIVES OF NEUROPSYCHIATRY

Arch Neuropsychiatry 2025;62:279-285

ARASTIRMA MAKALESI https://doi.org/10.29399/npa.29110

NMDAR ve LGI1 Antikorlarinin Absans Nobetleri Uzerindeki Etkilerinin
Arastirilmasi: Genetik Absans Epilepsi Sicanlari ve Akut Farmakolojik Absans
Nobet Modelinden Elde Edilen Bulgular

Investigating the Effects of NMDAR and LGI1 Antibodies on Absence Seizures: Insights from

Genetic Absence Epilepsy Rats and Acute Pharmacological Model of Absence Seizures

Nihan CARCAK',
Canan ULUSOY*,

Elif SANLIZ, ©®Cem ismail KUCUKALI?,

Hande YUCEER KORKMAZ2#, ®Sura Akat PiSKIN™3#,
Filiz ONAT?,

listanbul Universitesi Eczacilik Fakdltesi, Farmakoloji Anabilim Dali, Istanbul, Ttrkiye

Beyzanur YALCIN?,
Erdem TUZUN?

Selen CIRAK?,

%istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitist, Saglik Bilimleri Enstitts(, Sinirbilim Anabilim Dali, istanbul, Turkiye
*istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstittst, Eczacilik Fakiltesi, Farmakoloji Anabilim Dali, istanbul, Turkiye

‘Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Saglik Bilimleri Enstittst, Sinirbilim Anabilim Dali, Istanbul, Turkiye

SAcibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Tip Fakdltesi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, istanbul, Turkiye

oz
Giris ve Amag: Cocukluk Cagi Absans Epilepsisi genetik jeneralize epilepsiler Bulgular: GAERSlere NMDAR 1gG uygulamasi, DDD stresi ve sayisini anlamli
arasinda &nemli bir yere sahip olup, ani ve kisa sireli biling kayiplariyla derecede artirirken, LGI1 IgG anlamli bir etki géstermedi. Pentilentetrazol modeliyle
karakterizedir. Merkezi sinir sisteminde noronal uyarilabilirligi duzenleyen [6sin- de benzer sonuclar elde edildi; NMDAR IgG, nobet duyarlihgini artirirken, LGI1 1gG
zengin gliom inaktive protein 1 (LGI1) ve N-metil-D-aspartat reseptorii (NMDAR) anlamli bir degisiklik yaratmadi.
proteinleri, anti-LGI1 ve anti-NMDAR ensefalitinde otoantikorlar tarafindan hedef . . . .
alinarak epileptik nébetler, davranis bozukluklari ve hafiza sorunlarina neden olur. 50'7”‘;; ‘BuAt;allsma, NMDAR ve LGI1 antlkorlflrmm absar?s nObetler' tzerindeki
Ancak, bu antikorlarin absans nébetlerindeki rolleri net degildir. Bu calismada, anti- etk'le”“m“ 'Ik‘ kez karsllagtlrmal| gla}rak gostermektgdlr. N—metll—P—aspartat
LGIT ve anti-NMDAR antikorlarinin absans nobetlerine etkileri, Strasburg kokenli ~ "€ePtort antikorlari, absans ngbetlerini artirici etkiye sahipken, LGI1 antikorlarinin
genetik absans epilepsili sican (GAERS) ve farmakolojik pentilentetrazol (PTZ) sican B nobetl'er u.Z(?rmde‘bellrg'l'n' iy e'tk|s!A yol'<tur. Blizulb NMDAR ant|korlat|nm
modelleri kullanilarak arastirilmistr, absans epilepsisi patofizyolojisindeki roliine isaret etmekte ve antikor aracili nébet

mekanizmalarina dair yeni arastirmalara zemin hazirlamaktadir.

Yontem: Anti-NMDAR, anti-LGI1 ve saglikli bireylerden elde edilen IgG, GAERS ve o L . o .
Wistar sicanlarinin lateral ventrikillerine gtin asiri olmak tizere 11 giin boyunca Anahtan Sozcuk.ler: Absansiepilepsiijgenetikiabsansiepilepsifsicanimodeli LGIk
uygulandi. GAERSlerde antikor uygulamasindan énce ve sonra EEG kaydi alinarak NMDAR, otoantikor, PTZ, DDD.
spontan diken-dalga desarjlari (DDD) degerlendirildi. Wistar sicanlara antikor
infuzyonlari sonrasinda 12. giin 35 mg/kg PTZ uygulanarak absans n&betler
indiklendi ve 120 dakika boyunca EEG kaydi alindi.

ABSTRACT

Introduction: Childhood Absence Epilepsy, a subtype of genetic generealised
epilepsy, is characterised by sudden and brief episodes of impaired consciousness.
The Leucine-rich glioma-inactivated protein 1 (LGI1) and N-methyl-D-aspartate
receptor (NMDAR) are key proteins involved in regulating neuronal excitability.
In conditions like anti-LGIT encephalitis and anti-NMDAR encephalitis,
autoantibodies target and disrupt these proteins, causing memory deficits,
behavioural changes, sleep disturbances, and epileptic seizures. However, the roles
of LGIT and NMDAR dysfunction in the pathophysiology of absence of seizures
remain unclear. This study aims to investigate the effects of LGIT and NMDAR
antibodies on absence seizures using two experimental models: Genetic Absence
Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS) and a low-dose pentylenetetrazol (PTZ)
model of absence seizures.

Methods: 1gG purified from the peripheral blood of healthy controls (HC IgG),
and patients with anti-NMDAR, and anti-LGI1 encephalitis, was administered
intracerebroventricularly into GAERS and Wistar rats every other day for 11
days. Before and after antibody administration, electroencephalography (EEG)
recordings were performed to analyse spontaneous spike-and-wave discharges

(SWDs) in GAERS. In Wistar rats, after the completion of antibody infusions, PTZ
was administered (35 mg/kg) on the 12 th day to induce absence seizures. The
occurrence of PTZ-induced SWDs was quantified.

Results: NMDAR 1IgG significantly increased the duration and number of SWDs
in GAERS compared to HC IgG. LGI1 IgG had no significant effect, suggesting a
differential role of NMDAR and LGI1 antibodies in modulating SWD activity.
Similarly, NMDAR IgG-treated Wistar rats showed increased susceptibility to PTZ-
induced absence seizures, while LGI1 IgG did not cause significant changes in PTZ-
induced SWDs.

Conclusion: These results reveal a distinct pro-epileptogenic effect of NMDAR
antibodies in both genetic and pharmacological models of absence epilepsy, while
LGI1 antibodies appear to have a negligible effect. These findings suggest a specific
role for NMDAR dysfunction in absence seizure pathophysiology and support
further investigation into antibody-mediated seizure mechanisms.

Keywords: Autoantibodies, childhood absence epilepsy, genetic absence epilepsy
rat model, LGIT, NMDAR, PTZ, SWDs
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Gargak N. ve ark., Absans Epilepside NMDAR ve LGIT Antikorlarinin Roli

One Cikan Noktalar

* NMDAR IgG infiizyonu, GAERS modelinde DDD siiresini
ve sikhgini artirdi.

* NMDAR IgG infiizyonu, PTZ ile indiiklenen absans
nobetlerine duyarlihg: artirdi.

* LGI1 antikorlari, DDD aktivitesi tizerinde sinirh bir etki
gosterdi.

* NMDAR ve LGI1 antikorlari, absans nébetlerinin
patafizyolojisinde farkli rol oynamaktadir.

GiRiS

Absans epilepsisi, genellikle ani ve kisa sureli biling kayiplari ile birlikte
elektroensefalografi (EEG) lzerinde gozlenen diken-dalga desarjlari
(DDD'ler) ile karakterize edilir. Kortiko-talamokortikal (KTK) ag icinde
meydana gelen anormal nérofizyolojik etkilesimler sonucu ortaya ¢ikan
DDDler, tipik olarak 3-4 Hz salinimlar seklindedir (1). Son yillarda yapilan
klinik ve preklinik calismalar, immiin yanit ve néroenflamasyonun
epilepsi ve epileptogenez, 6zellikle ¢ocukluk ¢agl absans epilepsisi
patofizyolojisinde potansiyel bir roli olabilecegini 6ne strmektedir
(2-4). Ozellikle, hem ¢ocuk hem de yetiskin epilepsi hastalarinda
noronal ylizey antijenlerini hedef alan otoantikorlarin tespit edilmesi
(5), bu otoimmiin yanitin tedavi agisindan énemli etkileri olabilecegini
disindiirmektedir (6).

Son yillarda yapilan galismalar, N-metil-D-aspartat reseptori (NMDAR)
ve l6sin-zengin glioma inaktive edici protein 1 (LGI1) gibi néronal ylzey
antijenlerine karsi gelisen otoantikorlarin, nébetler ve néro-davranissal
komorbiditeler dahil olmak Uzere ¢esitli norolojik sendromlarla
karakterize edilen otoimmin ensefalitte 6nemli rol oynadiklarini
dusunulmektedir (6). Otoimmin ensefalitte nébetler oldukca yaygin ve
farkli formlarda gorilebilirken, absans nébetler son derece nadirdir ve bu
durumun altinda yatan mekanizmalar hentiz yeterince anlasilmamistir.

Bu antikorlarin nébet baslangicindaki spesifik katkisi hala arastiriimaktadir.
Hem in vivo hem de in vitro calismalar, otoantikorlarin patojenitesini
destekleyen giderek artan kanitlar sunmaktadir. Ornegin, néronal
ylzey antijenlerini hedefleyen ilk tanimlanan otoantikorlardan biri olan
NMDARYye karsi gelisen otoantikorlar, in vitro ortamda reseptérlerin
capraz baglanmasi ve internalizasyonu yoluyla néron membranindaki
NMDAR ekspresyonunun secici olarak azalmasina neden olmaktadir
(7,8). In vivo calismalarda ise, bu antikorlarin, NMDAR'lerin inhibitor
sinapslardaki lokalizasyonunu, EphrinB2 ile olan etkilesimini bozarak
engelledigi gosterilmistir (9). Mekanistik olarak, anti-LGI1 antikorlarinin
LGI1 ile ADAM22 (bir disintegrin ve metalloproteinaz domeni igeren
protein 22) arasindaki etkilesimi bozarak hem presinaptik voltaj kapili
potasyum kanal kompleksinin (VGKCC) hem de postsinaptik o.-amino-
3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit (AMPA) reseptérlerinin
sinyal iletimini bozdugu dustnulmektedir. Bu durum, nébet gelisimine
yatkinhigi artirabilir (10-12). LGIT mutasyonlari ve LGI1 otoantikorlari,
otoimmiin limbik ensefalit (13) ve cesitli epilepsi sendromlari (14,15) ile
iliskilendirilmistir. Preklinik calismalar, limbik ensefalitli hastalardan izole
edilen LGI1 antikorlarinin néronal hipereksitabiliteyi artirdigini (16) ve
in vivo ortamda nébetleri tetikledigini gostermistir (17). Altta yatan olasi
molekiiler mekanizma, hipokampusta Kv1,1 kanallarinin yani sira total ve
sinaptik AMPA reseptér alt birimlerinin azalmasini icermektedir (12).

LGIT mutasyonlar ve LGIT otoantikorlari, otoimmun limbik ensefalit
(13) ve cesitli epilepsi sendromlari (14,15) ile iliskilendirilmistir. Preklinik
calismalar, limbik ensefalitli hastalardan izole edilen LGI1 antikorlarinin
noéronal hipereksitabiliteyi artirdigini (16), ve in vivo ortamda nobetleri

Arch Neuropsychiatry 2025;62:279-285

tetikledigini gostermistir (17). Altta yatan olasi molekiler mekanizma,
hipokampusta Kv1,1 kanallarinin yani sira total ve sinaptik AMPA reseptér
alt birimlerinin azalmasi olarak dustnulebilir (12).

Her ne kadar noronal antikorlar ile epileptik aktivite arasindaki iligki iyi
bilise de, otoimmiin ensefalit hastalarinda absans nébetler son derece
nadirdir (18) ve bu dustk gorilme sikliginin altinda yatan nedenler
héla arastinlmamistir. Bu c¢alisma, insan poliklonal NMDAR ve LGI1
otoantikorlarinin iki farkl absans epilepsi hayvan modelinde: i) Strasbourg
kokenli Genetik Absans Epilepsili Sicanlar (GAERS) absans nébetlerinin
klinik, norofizyolojik ve farmakolojik 6zellikleri iyi taklit eden, spontan
DDD'ler iceren ve yaygin bicimde kullanilan genetik bir sican modelidir
(19); ii) Dusuk doz pentilentetrazol (PTZ) sican modeli absans epilepsisi
icin kabul goren kriterleri karsilayan, akut farmakolojik bir modeldir (20).
DDD'ler tizerindeki etkilerini incelemeyi amaglamaktadir. Otoantikorlarin,
genetikaltyapivarligiyadayoklugudurumunda DDD'leri nasil etkilediginin
anlasilmasi, absans epilepside otoimmiin mekanizmalarin roliine dair
degerli bilgiler saglayabilir ve gelistirilecek immunomodulatér tedaviler
icin potansiyel molekuler hedefleri ortaya koyabilir. Bu calismanin temel
amaci, insan poliklonal NMDAR ve LGI1 otoantikorlarinin iki farkli
absans epilepsi hayvan modelinde absans ndbetler tzerindeki etkisini
belirlemektir. Bu arastirma, absans epilepsinin patofizyolojisinde immiin
mekanizmalarin roliini anlamayi ve bu mekanizmalarin terapé&tik hedef
olarak potansiyelini degerlendirmeyi amaclamaktadir.

YONTEM

Hayvanlar

Galisma Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde yetistirilen yetiskin (3-4 aylik), 250-
300 g erkek GAERS ve Wistar sicanlarda gerceklestirilmistir. Hayvanlar,
12/12 saatlik aydinlik/karanlik déngust altinda, ad libitum gida ve su
erisimiyle standart laboratuvar kosullarinda tutulmustur. Calisma, hayvan
deneyleri ile ilgili AB Direktifi 2010/63/EU’ya uygun olarak istanbul
Universitesi Hayvan Etik Kurulu tarafindan onaylanmustir (Etik numarast:
1107593). Deneylerde kullanilan hayvan sayisini azaltmak ve hayvanlarin
acl ve stresi en aza indirmek igin her turlt caba gosterilmistir.

Hasta ozellikleri ve I1gG saflastiriimasi

Anti-LGI1 ensefaliti olan hastalarin (n=4) ve saglikli kontrol grubunun
(HC) (n=4) periferik kanindan eldilen IgG, daha 6nceki caismalarda tarif
edildigi gibi saflastinimistir (11,21). Serum &rnekleri semptomlarin ortaya
ctkmasindan sonraki ilk hafta icinde alinmis ve -80°C'de saklanmistir.
IgG, toplanan serum o&rneklerinden protein A-Sepharose kolonlari
araciligyla izole edilmis, ardindan fosfat tamponlu tuzlu su ¢ézeltisi (PBS)
ile diyalize edilmis ve filtrelenerek sterilize edilmistir. Saflastiriimis 1gG,
jel elektroforezi ile dogrulanmis ve konsantrasyonlari Bradford yontemi
kullanilarak 6l¢tlmustar. LGIT antikorlarinin immunoreaktivitesi, 6nceki
calismalarda bildirildigi gibi hiicre bazl testler ve immuinohistokimya
ile dogrulanmistir (22,23). Bu asamalar igin istanbul Universitesi Tip
Fakultesi'nden alinan etik kurul onayr dogrultusunda (Etik numarasi:
408/2013) ve tum katilimcilardan bilgilendirilmis onam alinmistir.

Stereotaksik Cerrahi

Sicanlar, ketamin (100 mg/kg, Ketasol %10, RichterPharma ag, Wels,
Avusturya) ve ksilazin (10 mg/kg, Rompun 20 mg/ml, Bayer, Almanya)
intraperitoneal (i.p.) enjeksiyonu ile anestezi altina alindiktan sonra
stereotaksik cerrahi alete yerlestirilmistir. Bir kilavuz kanul (C313G,
Plastic’s One Inc., Roanoke, VA, ABD), lateral ventrikiile (koordinatlar: AP:
-0,8, ML: -1,5, V: -4,1 mm) (24), ayrica, kayit elektrotlari sol frontal korteks
(koordinatlar: AP: +2, ML: #3,5 mm) ve oksipital korteks (koordinatlar:
AP: -6, ML: 4 mm) (zerine yerlestirilmistir implantlar dental akrilik ile
kafatasina sabitlendikten sonra, antikor inflzyonlarina baslanmadan
once sicanlara bir haftalik iyilesme stiresi taninmistir.
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intraserebroventrikiiler (ISV) infiizyonlar

Bir haftalik iyilesme strecinin ardindan, her sican pleksiglas kafeslere
yerlestirilmis ve 20 dakika boyunca ortama alismasina izin verilmistir.
Ardindan, stereotaksik cerrahiden sonra GAERS sicanlarinda tipik
absans noébetlerinin varligini dogrulamak amaciyla sabah 09,00-11,00
saatleri arasinda 120 dakikalik bazal EEG kaydi alinmistir. Benzer sekilde
Wistar sicanlardan da herhangi bir epileptik aktivite géstermediklerini
(kontrol olduklarin) dogrulamak amaciyla EEG kaydi alinmistir.
Ertesi gun, intrasebroventrikiler (ISV) uygulama igin, kilavuz kanulin
ucundan 1T mm daha uzun olan bir internal kilavuz kanul icerisine
yerlestirilmistir. NMDAR, LGI1 antikor-pozitif hastalardan veya saglikli
kontrollerden (HC) izole edilen toplam 5 L saflastinimig 1gG, bir mikro
infuzyon pompasi (Legato® Dual syringe pump, KD Scientific, MA,
ABD) kullanilarak sag lateral ventrikile 20 dakika boyunca yavasca
enjekte edilmistir. Antikorlarin ventrikile tam olarak ulastirildigindan
emin olmak icin internal enjeksiyon bélgesinde en az 10 dakika siireyle
yerinde birakilmistir. Bu inflizyonlar, toplam on giin boyunca iki glinde
bir tekrarlanmistir (Sekil 1a ve 2a). Onuncu gunun sonunda, her sicana
toplamda yaklasik 25 pL antikor havuzu (yaklagik 150-225 pg antikor)
uygulanmustir. Ventrikuler yerlesimin dogrulugunu teyit etmek amaciyla,
rastgele secilen bazi sicanlara prosedirlerin bitiminde 5 pL %1 metilen
mavisi enjekte edilmis ve boyanin ventrikiiler sistem icerisindeki dagilimi
incelenerek enjeksiyon bolgelerinin dogrulugu kontrol edilmistir.

Diisiik doz PTZ modeli

Dustik doz (subkonvilsif doz) PTZ modeli insan absans epilepsisinin
valide modellerinden biridir (20). Sistemik olarak uygulanan 20-35 mg/kg
dozlarindaki PTZ, insanlardaki absans nobetlerine benzer sekilde, EEG'de
bilateral, senkronize DDD'ler ve davranigsal degisiklikler olusturur. (25).
Wistar sicanlara, antikor infizyonlarinin tamamlanmasinin ardindan, 12.
glinde subkutan (s. c.) yolla PTZ (35 mg/kg, Sigma, MA, ABD) uygulanarak
EEG'de bilateral senkronize DDD'ler ile karakterize akut absans nobetler
induklenmistir. Pentilentetrazol ile indiklenen DDD’lerin sayi ve
siresi uygulamadan sonraki 120 dakika boyunca EEG kaydi alinarak
degerlendirilmistir.

Elektroensefalografi kaydi ve nébet paternlerinin analizi

Her infuzyonun ardindan 120 dakika boyunca EEG kayitlari alinmistir.
Kumilatif nébet siiresi, nébet sayisi ve her bir ndbetin ortalama suresi
analiz edilerek gruplar arasinda karsilastiriimistir. Elektroensefalografi
sinyalleri, 1-40 Hz bant gegisli filtre araligina sahip BioAmp ML 136
amplifikatért kullanilarak ytkseltilmis ve veriler Chart v. 8,1 yaziimi
(PowerLab8S ADI Instruments, Oxfordshire, ingiltere) ile kaydedilip analiz
edilmistir. Toplam n&bet stiresi, latans suresi, nébet sayisi ve her bir nébetin
ortalama siresi degerlendirilmistir. Hem bazal hem de uygulama sonrasi
kayitlarda, yalnizca DDD aktivitesinden olusan trenler seklinde gozlenen,
arka plan EEG'inin en az iki kati genlikte olan ve 1 saniyeden uzun siiren
DDD kompleksleri analiz kapsamina alinmistir (GAERS icin 7-11 Hz, PTZ
modeli icin 3-4 Hz). Kimdilatif nobet suresi, nébet sayisi ve her bir DDD'nin
stiresi, 120 dakikalik EEG kayitlari tizerinden degerlendirilmistir.

Histolojik Dogrulama

Yerlestirilen kantiltin yerlesimini teyit etmek amaciyla histolojik dogrulama
yapilimistir. EEG kayitlarinin tamamlanmasinin ardindan, sicanlar anestezi
altina alinmis, kilavuz kanil icerisine yerlestirilen internal araciligi ile
ve lateral ventrikile 10 pL %1'lik metilen mavisi (Sigma, MA, ABD)
enjekte edilerek ISV kanilinin dogru konumlandirildigi teyit edilmistir.
igne ¢ikarilmadan 6nce en az 60 saniye boyunca yerinde tutulmustur.
intraserebroventrikiiler ~enjeksiyon bélgelerinin  kesin  konumunu
dogrulamak amaciyla, sicanlar dekapite edildikten sonra beyin cikariimis
ve metilen mavisinin yayilimi incelenmistir.

Data Analizi

istatistiksel analizler GraphPad Prism siirtim 10,4,2 (GraphPad Software
LLC) kullanilarak yapilmistir. IgG'nin DDD'ler Uzerindeki etkileri su
parametreler degerlendirilerek incelenmistir: 1) kimulatif nobet suresi,
2) ndbet sayisi, 3) ortalama nébet siresi, 4) ilk ndbete kadar gecen sire
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(PTZ modeli icin) ve 5) nobet sirasinda gegirilen sure (PTZ modeli igin).
Bu parametreler, iki faktorlt “tedavi” ve “zaman” degiskenleri ile iki yonlu
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak karsilastirilmis ve ardindan Tukey
coklu karsilastirma testi uygulanmistir. ilk nébete kadar gecen siire ve
nébet siresi igin veriler, bir yonli ANOVA ve Bonferroni post hoc test
ile analiz edilmistir. Tum veriler ortalama + S. E. M. olarak sunulmus ve
p <0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

SONUCLAR

insan Poliklonal Otoantikorlarinin GAERS Sicanlarinda Absans
Nobetleri Uzerindeki Farkl Etkileri

insan  otoantikorlarinin  absans nébetleri  lzerindeki etkilerini
degerlendirmek icin, GAERS sicanlarina saglikl kontrol (SK) bireylerden
(n=5), NMDAR antikoru porzitif hastalardan (n=6) veya LGI1 antikoru
pozitif hastalardan (n=5) alinan insan IgG'nin tekrarlayan ISV infuzyonlari
yapilmistir. Elektroensefalografi kayitlari inflizyonlar sirasinda ve her
infuzyondan sonraki giin olmak Uzere 11 glinlik bir stre boyunca
alinmistir (Sekil 1a). Ardindan, kimulatif siire, nébet sayisi ve ortalama
DDD siiresi analiz edilmistir.

N-metil-D-aspartat reseptorii Antikorlari GAERS modelinde
DDD Aktivitesini Anlamli Derecede Artirmaktadir

Genetik absans epilepsili sicanlarda, NMDAR IgG infizyonu, SK
1gG infuzyonu vyapilan grupla karsilastirildiginda, NMDAR antikoru
infuzyonundan sonra kiimulatif DDD suresini anlamli sekilde artirmis ve
DDD aktivitesi tizerinde akut bir etki géstermistir (Sekil 1b ve c). iki yonli
ANOVA, kiimulatif DDD suresi icin tedavi grubuilezaman arasindaanlamli
bir etkilesim oldugunu ortaya koymustur (Sekil 1b; F(20,130)=2,361, p
<0,01). Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile yapilan post-hoc analiz, NMDAR
IgG'nin SK IgG'ye kiyasla 2., 5. ve 9. giinlerde kiimdlatif DDD siresini
anlamli sekilde artirdigini géstermistir (p <0,05). Benzer sekilde, DDD
sayisi da NMDAR 1gG grubunda 2. glinde anlaml olarak daha yiksek
bulunmustur (Sekil 1c; iki yonlu ANOVA F(20,138)=1,717, p<0,05; Tukey
coklu karsilastirma testi p<0,01). Her DDD'nin ortalama suresi ise 4. giinku
ikinci infizyondan sonraki 5. ginde NMDAR 1gG grubunda artmis (Sekil
1d, p <0,05) ancak bu etki sonraki giinlerde devam etmemistir.

LGI1 antikorlari DDD aktivitesi iizerinde belirgin bir etki
gostermedi

Buna karsilik, LGI1 IgG, SK IgG ile karsilastirldiginda kiimalatif DDD
suresinde hafif bir azalma olusturmus; ancak bu farkliliklar ¢ogu giinde
istatistiksel anlamliiga ulasmamistir (Sekil 1b ve ¢, p >0,05). Bununla
birlikte, 11. ginde kumdulatif DDD suresinde anlamh bir azalma
gozlenmistir (Sekil 1b, p <0,05, Tukey coklu karsilastirma testi). Diken-
dalga desarjlari sayisi cogu glinde anlamli bir fark gostermemis, ancak
4. antikor infuzyonunun ertesi giinii olan 9. giinde belirgin bir artis
gozlenmistir (Sekil 1b; p <0,05). ilging bir sekilde, LGI1 IgG enjeksiyonu
yapilan GAERSlerde DDD'lerin ortalama suiresi, ilk infuzyondan sonraki
glin olan 3. giinde anlamli sekilde artmis (Sekil 1d, p <0,05); ancak bu etki
sonraki glinlerde devam etmemistir.

intraserebroventrikiiler infiizyon sonrasi akut etkiler

GAERS'lerde ilk ISV infuzyonu (2. Gun) takip eden 120 dakikalik stre
boyunca yapilan analiz, DDD'ler Uzerinde hizli ve farkli etkilerin
olustugunu ortaya koymustur (Sekil 1e-g). ilk antikor inflizyonunu takiben
yapilan analiz, LGI1 ve NMDAR otoantikorlarinin GAERS sicanlarinda
kiimulatif DDD stiresi tzerindeki farkli etkilerini ortaya koymustur (Sekil
Te). iki yénli ANOVA ve ardindan uygulanan Tukey coklu karsilastirma
testi, LGIT IgG grubunda DDD siresinin zamanla anlamli sekilde
azaldigini gostermistir. Bu azalma, infiizyondan 40 dakika sonra
belirginlesmis ve 80. dakikada istatistiksel olarak anlamli hale gelmistir
(Sekil Te, p<0,05). Buna karsilik, NMDAR IgG grubu, hem LGI1 1gG hem
de SK IgG gruplarina kiyasla daha ytiksek DDD aktivitesi gostermistir,
ancak bu fark istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir. Bu sonuglar,
LGIT otoantikorlarinin  GAERS modelinde absans nébetlerini akut
olarak baskilayabilecegini, ancak NMDAR otoantikorlarinin ayni zaman
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Sekil 1. a-g. LGIT ve NMDAR otoantikorlarinin GAERS absans epilepsi modelinde DDD'ler uizerindeki etkisi. Deneysel zaman cizelgesi ve protokol (a). GAERS sicanlara EEG
kayitlart icin kayit elektrotlari yerlestirilmis ve saglikli kontrol bireylerinden (siyah), LGI1-pozitif (mavi) veya NMDAR-pozitif (kirmizi) hastalardan elde edilen insan 1gG'si, agik
kutularla belirtilen giinlerde (Giin 2, 4, 6, 8, 10) bes kez ISV yolla inflize edilmistir. EEG kayitlari her inflizyondan 6nce 120 dakika, hemen sonra ve ertesi giin (Giin 1, 3, 5,7, 9 ve
11'de mavi kutularla gosterilmistir) alinmistir. DDD'lerin kiimulatif stiresi (b), DDD sayisi (c) DDD ortalama suiresi (d) 120 dakikalik kayit stiresi boyunca gésterilmistir. Gri gélgeli
alanlar infiizyon giinlerini belirtmektedir. Siyah yildiz, E-G panellerinde 20 dakikalik zaman dilimlerine ait verilerin gésterildigi zaman noktasini isaret etmektedir. ilk antikor
infiizyonunu takiben akut etkiler: DDD'lerin kiimdilatif siiresi (€), DDD sayisi (f) ve DDD'lerin ortalama siiresi (f). Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur. istatistiksel analiz,
Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile birlikte iki yonlti ANOVA kullanilarak yapilmistir. *p <0,05, **p <0,01(saglikli kontrol IgG ile karsilastinldiginda anlamli fark).
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Sekil 2. a-g. LGI1 ve NMDAR otoantikorlarinin PTZ ile indiiklenen DDD'ler tizerindeki etkisi (Wistar sicanlari). Deneysel protokol (a). Non-epileptik Wistar sicanlara agik kutularla
belirtilen giinlerde (Guin 2, 4, 6, 8, 10) saglikli kontrol (siyah), LGI1-pozitif (mavi) veya NMDAR-pozitif (kirmizi) hastalardan elde edilen insan 1gG'si bes kez ISV yolla infiize edilmistir.
EEG kayitlari her infuzyondan 6nce 120 dakika, hemen sonra ve ertesi giin (Giin 1, 3, 5, 7, 9 ve 11'de mavi kutularla gésterilmistir) alinmistir. 12. ginde, subkutan PTZ (35 mg/kg)
enjeksiyonunu takiben EEG kaydi alinmistir. Her grupta PTZ enjeksiyonundan sonra 10. dakikada alinan EEG 6rnekleri, tipik 2-3 saniyelik DDD'leri gostermektedir (b). Kumulatif
DDD siiresi (c), DDD sayisi (d) ve ortalama DDD siiresi (e), 120 dakikalik periyotta 20 dakikalik dilimlere béliinerek sunulmustur. ilk nébete kadar gegen stire LGI1 grubunda anlamli
sekilde uzamustir (f). Yiz yirmi dakikalik kayit boyunca gecirilen toplam nébet siiresi NMDAR grubunda anlamli sekilde artmistir (g). Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur (*p

<0,05 saglikli kontrol IgG ile karsilastirildiginda anlamli fark).

diliminde benzer bir diizenleyici etki géstermedigini disindirmektedir.
Diken-dalga desarj sayisi Uzerinde de benzer bir etki gozlenmis; LGI1
IgG erken post-inflizyon dénemde DDD sayisini azaltirken, NMDAR
IgG, DDD sayisini artirmistir (Sekil 1f). Ortalama DDD siiresi ise gruplar
arasinda genel olarak sabit kalmis ve gruplar arasinda anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir (Sekil 1g).

Wistar sicanlarda PTZ ile indiiklenen Absans Benzeri Nébetler
Uzerine Otoantikor Etkileri

LGI1 ve NMDAR otoantikorlarinin GAERS sicanlarindaki etkilerinin genetik
altyapi ile baglantili olup olmadigini degerlendirmek amaciyla, epileptik
olmayan Wistar sicanlarda dustik doz PTZ ile indiklenen akut absans nébet
modeli kullaniimistir. Wistar sicanlarina SK bireylerden (n=6), LGI1-pozitif
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(n=5) veya NMDAR-pozitif hastalardan (n=7) elde edilen insan IgG'si infiize
edilmistir. 12. ginde dustk doz PTZ (35 mg/kg, s. c.) uygulanarak deney
hayvanlarinda akut DDD'ler induklenmistir (Sekil 2a). Elektroensefalografi
kayitlar,, hem LGIT hem de NMDAR IgG ile tedavi edilen Wistar sicanlarin,
PTZ'ye yanit olarak bilateral senkronize DDD'ler gosterdigini ve bu
durumun biyik ve yuz kaslarinda segirme ile birlikte davranissal donakalma
ile seyrettigini ortaya koymustur (Sekil 2b). On gunluk poliklonal antikor
infuzyonlari suresince, Wistar sicanlarinda spontan nobet aktivitesi
g6zlenmemistir; bu bulgu, onceki calismalarla tutarhidir (11). 12. ginde
uygulanan dustik doz PTZ (35 mg/kg, s.c.), enjeksiyondan 2-5 dakika sonra
baslayan, 20-40 dakikada zirveye ulasan ve 80-120 dakika icinde sona eren
2-3 saniyelik DDD'ler olusturmustur (Sekil 2c).

Elektroensefalografi kayitlarinin analizi, PTZ enjeksiyonundan 40 dakika
sonra NMDAR IgG grubunda kiimiilatif DDD siresinin SK 1gG grubuna
kiyasla anlamli sekilde arttigini gostermistir (p <0,05, iki yonli ANOVA ve
Tukey post-test; Sekil 2c). Diken-dalga desarj sayisi (Sekil 2d) ve DDD'lerin
ortalama suresi (Sekil 2e) gruplar arasinda anlamli bir fark géstermese de,
NMDAR grubunda nébet sayisinda artis egilimi gézlendi. EEG'de ilk DDD
gozlenmesine kadar gegen stre (latans), LGI1 1gG grubunda (148,8+29,31
saniye, n=5), SK IgG alan siganlara kiyasla (77+30,12 saniye, n=6) anlamli
olarak daha uzun bulunmustur (tek yonli ANOVA ve Bonferroni sonrasi
test; Sekil 2f, p <0,05) ve bu da nébet baslangicini geciktirici veya koruyucu
bir etkiyi distindirmektedir.

Buna karsilik, PTZ enjeksiyonunu izleyen 120 dakikalik EEG kayit siresi
boyunca nébette gecirilen toplam siire, NMDAR IgG grubunda SK 1gG
grubuna kiyasla anlamli olarak daha yuksek olarak bulunmustur (p <0,05,
tek yonlu ANOVA, tedavi etkisi F (2,13)=4,168; Bonferroni post hoc test;
Sekil 2g). Bu bulgular, NMDAR otoantikorlarinin distik doz PTZ modelinde
nobet hassasiyetini ve siddetini artirdigini, LGI1 otoantikorlarinin ise
nobet baslangicini geciktirici hafif bir etki gosterdigini, ancak toplam
nobet sayisini anlamli sekilde degistirmedigini gbstermektedir.

TARTISMA

Bu calismada, hastalardan elde edilen poliklonal LGIT ve NMDAR
1gG'nin absans nobetler Gzerindeki etkileri iki farkli kemirgen modelinde
incelenmistir: GAERS modeli ve Wistar sicanlarinda disiik doz PTZ modeli.
Otoimmiin ensefalit ve cesitli nbet tipleriyle iliskili oldugu bilinen bu
otoantikorlarin DDD'ler tzerindeki etkileri ve genetik yatkinhgin bu
etkileri degistirip degistirmedigi belirlenmeye calisiimistir.

NMDAR otoantikorlarinin, hem GAERS hem de dusuk doz PTZ
modellerinde nobetlere yatkinligi ve nobet siddetini artirdig
gosterilmistir. Bu bulgular, NMDAR otoantikorlarinin tedavi sirecinin
erken donemlerinde absans nobetlerin olusumundan sorumlu KTK
doénglinin uyarilabilirligini module edebilecegini dustindirmektedir.
Bununla birlikte, GAERS modelinde antikor inflizyonlarina ragmen
etkinin kademeli olarak giliclenmedigi tespit edilmistir. Gozlenen bu
etkinin gecici nitelikte olmasi, ilerlememesi ag icinde gelisen kompanse
edici mekanizmalar veya her ISV enjeksiyonundan sonra antikorun
dokuya sinirli penetrasyonu veya stabilitesi ile iliskili olabilir.

Gozlemlenen bulgular, NMDAR aracili retikuler talamik cekirdek (RTN)
uyarilabilirliginin absans nébetlerinin  dinamiklerini  etkileyebilecegi
hipoteziyle ortismektedir. (26). GABAerjik inhibitdr ara néronlardan
olusan RTN, kortikal ve talamik girdilerle uyariimakta olup, DDD
aktivitesinin - diizenlenmesinde temel bir rol oynamaktadir (27).
RTN'nin AMPAR ve NMDAR yoluyla korteks ve/veya talamus tarafindan
uyariimasi, senkronize talamik osilasyonlarin saglanmasinda kritik bir
rol oynamaktadir (27,28). RTN'nin inhibitor ara néronlari, talamustan
ctkis yapmadan talamik réle néronlarina ileri beslemeli inhibisyon
saglamaktadir; bu yuzden RTN, talamik role (relay) néronlarinin
uyarilabilirligini kontrol etmekte kilit bir yapi olarak 6ne ¢ikmaktadir
(28,29). Onceki calismalar, ©zellikle AMPAR islev bozukluguyla iliskili
absans epilepsi modeli olan stargazer (stg) farelerinde (30,31) KTK
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dongldeki glutamaterjik sinapslardaki bozulmanin absans nébetlerin
gelisimindeki etkisini vurgulamaktadir (28). Yapilan calismalar, hasta
kaynakli anti-NMDAR antikorlarinin ylzeyde bulunan NMDAR'larin
hicre igine alinmasini (internalizasyon) &zel olarak sagladigini, bunun
sonucunda glutamaterjik sinaps islevinde azalma ve sinaptik NMDAR
kiimelerinin ylizey yogunlugunda azalma meydana geldigini ortaya
koymustur. (7). Bu sonuglarin tamami, KTK doéngtde inhibitér RTN
noronlarina yénelik NMDAR kaynakli uyarinin zayiflamasiyla ortaya cikan
talamik ileri beslemeli inhibisyonla iliskili bozuklugun absans n&betlerin
olusumuna katkida bulunabilecegini gostermektedir.

N-metil-D-aspartat reseptort otoantikorlari, hem GAERS hem de PTZ
modellerinde absans noébet duyarlligini belirgin sekilde artirirken,
LGIT IgG daha hafif ve farkli bir profil sergilemistir. Genetik absans
epilepsili sicanlar modelinde, LGIT antikorlari DDD'leri anlamli sekilde
degistirmemistir; bu durum, bu genetik absans epilepsi modelinde sinirli
veya gecikmis bir modulator etkiye isaret etmektedir. Pentilentetrazol
modelinde ise LGIT IgG, toplam né&bet yikini o6nemli olgude
etkilemeden nébet baslangicini hafifce geciktirmistir; bu da nébet siddeti
veya slresi yerine nobet esik degerinde potansiyel bir modulator rolu
oldugunu dustindtrmektedir. Bu farkli etkiler, LGI1'in néronal aglardaki
ozgin biyolojik islevlerine dayanmaktadir. LGIT, Kv1,1 potasyum
kanallari ve  AMPAR ekspresyonu uzerindeki etkisi yoluyla noéronal
uyarilabilirligin diizenlenmesinde kritik bir rol oynar. Néral gelisim
suirecinde ve yetiskinlikte, LGI1, transmembran partnerleri ADAM22 ve
ADAM23 ile etkilesime girerek sinaptik stabilizasyon ve uyarilabilirlik
modulasyonuna katki saglamaktadir (10,12,14). Genetik absans epilepsili
sicanlar modelinde belirgin bir etkinin olmamasi, genetik olarak yiiksek
uyarilabilirlige sahip bir agda ayni sekilde etki olusturamamasi ya da
LGI1 kaynakli mekanizmalarin DDD olusumu veya yayiliminda temel rol
oynamamasindan kaynaklanabilir.

Alternatif olarak, PTZ modelinde gézlemlenen ndbet baslangicindaki
hafif gecikme, LGI1 IgG'nin erken uyarilabilirlik dinamikleri tizerinde
daha dustk dizeyde bir etkisi olabilecegine isaret edebilir; bu etki
muhtemelen AMPAR aracili uyarici sinyalizasyonun modilasyonu
yoluylagerceklesmektedir. LGI1'in sinaptikhomeostazin korunmasindaki
rolii géz 6niine alindiginda, bu etkiler dogrudan noébet artirici veya
azaltici bir etkiden ziyade uyarilabilirlik esiklerinde bir degisikligi
temsil ediyor olabilir. Bu bulgular birarada degerlendirildiginde, LGI1
otoantikorlarinin etkisinin durumlara bagl olarak degisebilecegini ve
jeneralize absans epilepsisi yerine fokal epilepsilerde ya da sinaptik
plastisiteyi etkileyen durumlarda daha 6nemli bir rol Ustlenebilecegini
ortaya koymaktadir.

Ozellikle, absans epilepsi ile iliskili Kcnal ve Cacnala genlerindeki
mutasyonlar kemirgenlerde giicli né&betlere yol acarken, bu iki
mutasyonun bir arada bulunmasi noébetlerin siddetini azaltici bir
etki gostermektedir. (33). Bir calismada, LGIT antikor pozitif ensefalit
hastalarindan elde edilen serum IgG'sinin, primer hipokampal néron
kultarlerinde kalsiyum akimlarini azalttigr bildirilmistir (34) bu da voltaj
bagiml kalsiyum ve potasyum kanallari arasindaki karmasik etkilesimi
daha da vurgulamaktadir.

LGI1 IgGnin daha belirgin noérofizyolojik etkiler sergileyebilecegi
kosullarin  belirlenmesi ve bu yolakta olasi tedavi stratejilerinin
arastirilmasi adina ileri deneysel calismalara ihtiyag duyulmaktadir. LGI1'in
absans ndébetlerinin olusum ve siirdiriilmesindeki olasi rollint agiga
¢tkarmak adina, gelecekteki arastirmalarin KTK doéngi 6zelinde, bélgeye
Ozgl genetik veya farmakolojik manipulasyonlar, elektrofizyolojik kayit
teknikleri ile AMPAR, Kv1,1 ve ADAM22/23 gibi hedef proteinlerin
birbirleri ile etkilesimlerini iceren molekiler diizeyde analizlerine
odaklanmasi 6nerilebilir.

Bu calisma, NMDAR ve LGI1 antikorlarinin absans nébetler tzerindeki
farkl etkilerine dair yeni bulgular sunmakla birlikte, bazi sinirhliklarin
da goéz oniinde bulundurulmasi gerekmektedir. ilk olarak, antikor
saflastirma ve stereotaksik uygulamanin karmasikhgl nedeniyle
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orneklem buyukluga sinirli kalmistir; bu durum, 6zellikle LGI1 1gG igin
gozlenen sinirli etkilerinaltinda yatan bir neden olabilir. ikinci olarak,
calismada hastaya ait IgG'lerin pasif transferi gerceklestirilmis olup, beyin
dokusunda hedef reseptérlere baglanma veya reseptor internalizasyonu
dogrulanmamustir. Bu eksiklik, gelecekte beyin dokusu tizerinde yapilacak
immiinohistokimya veya Western blot gibi y&ntemlerle giderilebilir.
Ayrica, LGI1'in KTK doéngu igerisindeki molekiler diizeydeki etkilerinin
daha ayrintil bir sekilde ortaya konulmasi icin bélgeye 6zgi midahaleler,
elektrofizyolojik kayitlar ile AMPA reseptorleri, Kv1,1 kanallar ve
ADAM22/23 etkilesimlerini iceren molekiler analizlerin yapilmasi 6nem
arz etmektedir. Uglincii olarak, EEG verileri disinda deney hayvanlarinda
davranissal degerlendirmeler calismaya dahil edilmemistir; dolayisiyla
antikor maruziyetinin olasi bilissel veya motor yan etkileri heniz
bilinmemektedir. Son olarak, iki farkli absans epilepsi modeli (GAERS ve
dusuk doz PTZ) kullanilmis olsa da, bu modellerin insan absans epilepsisi
ya da ensefalit kaynakli nébet fenotiplerinin karmasikligini tam olarak
yansitamayabilecegi de g6z 6nuinde bulundurulmalidir. Bu sinirlamalarin
asilmasi icin, gelecekte kronik antikor maruziyetini saglayacak osmotik
pompa sistemleri, monoklonal antikorlarin kullanimi ve hiicre diizeyinde
ileri analizlerin yapilmasi gerekmektedir.

Sonuc olarak, bu calisma NMDAR otoantikorlarinin, ancak LGI1
otoantikorlarinin, hem genetik (GAERS) hem de farmakolojik (PTZ)
absans nébet modellerinde nébet aktivitesini artirdigini géstermektedir.
Bu bulgular, NMDAR disfonksiyonunun absans nébetlerin patofizyoloji-
sindeki 6zgtil roliinii vurgulamakta ve antikor aracili sinaptik degisikliklerin
nébet duyarlihg Gzerindeki etkisini desteklemektedir. Bu mekanizmalarin
anlasilmasi, otoimmuin stireclerin jeneralize epilepsilere katkisini
aydinlatabilir ve hedefe yonelik yeni tedavi stratejilerinin gelistiriimesine
katki saglayabilir.
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