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OZET

Giinbey, C. Pediatrik Epilepsi Hastalarinda Erken Senesens Biyobelirtecleri ve
Komorbid Bilissel Etkilenme ile iligkisi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Noro-Elektrofizyoloji Programi, Doktora Tezi, Ankara, 2024. Karmasik
yolaklar tarafindan tetiklenen proliferatif kapasitenin siirekli kaybi olarak tanimlanan
senesens, norodejeneratif hastaliklarda c¢alisilmig ancak epilepside yeterince
arastirilmamistir. Bu calismanin amaci, ¢ocuklarda sik nobet gecirmenin yarattig
kronik stresin hiicresel senesensi tetikleyip tetiklemedigini ve eger tetikliyorsa bunun
komorbid bilissel etkilenme ile potansiyel iliskisini arastirmaktir. On iki yasin
altindaki c¢ocuklardan alman periferik kan mononiikleer hiicrelerinde (PKMH)
senesensle iligkili B-galaktosidaz (SA-BetaGal) aktivitesi, telomer uzunlugu, hiicre
dongiisii arrest genlerinin ifade degisiklikleri [p53, p16, p21 ve retinoblastoma (RB)],
telomeraz ters transkriptaz (TERT) ve insiilin benzeri biiyiime faktorleri (IGF)
genlerinin ifade diizeyleri analiz edilmistir. Ayrica interlokin-6 (IL-6) ve tiimdr nekroz
faktorii-alfa (TNF-alfa) plazma diizeyleri degerlendirilmistir. Bu belirtegler kortikal
gelisim malformasyonlar1 (KGM) olan ilaca direncli epilepsi hastalari, ilaca yanit
veren epilepsi hastalart ve saglikli kontroller ile karsilaslagtirilmistir (her bir grupta n
= 10). Bu ¢alismada, tiim gruplardaki PKMH'lerde benzer seviyelerde SA-BetaGal
aktivitesi 0lctilmiistiir. Lenfosit alt gruplarmin ek analizleri, KGM'si olan ilaca direncli
epilepisi grubundaki CD8+ T hiicrelerin daha yiiksek SA-BetaGal aktivitesi
sergiledigini gostermistir. {laca direngli epilepsi grubu en uzun telomerlere sahipken,
ilaca yanit veren epilepsi hastalarinda da telomer uzunlugu saglikli ¢ocuklara gore
daha uzun Olciilmiistiir. TERT ekspresyonu da ilaca direncli epilepsi hastalarinda
belirgin sekilde daha yiiksektir. p53 ve RB ekspresyonlar ilaca direncgli epilepsi
grubunda saglikli kontrollerle benzerlik gosterirken, p21 ve p16 ekspresyonlar1 daha
yiiksektir. KGM'li ilaca direngli epilepsisi olan ¢ocuklarda, saglikli kontrollere veya
ilaca yanit veren epilepsisi olan g¢ocuklara gore daha yiiksek IL-6 ve TNF-alfa
seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Sonuclarimiz, KGM'li ilaca direncgli epilepsi hastalarinda,
telomer uzunlugu, hiicre donglisii gen ekspresyon profili ve SA-BetaGal aktivitesi
seviyelerine dayanarak, stres kaynakli erken veya replikatif senesens izlenmedigini
gostermistir. Bununla birlikte ilaca direngli grupta goriilen artmis proinflamatuar
sitokin diizeyleri ve yiiksek p21/p16 ekspresyonu, devam eden ndbetlerin hiicresel
strese ve inflamatuar bir mikrogevreye neden oldugunu ve bu durumun ilaca direngli
epilepsili ¢ocuklarda zaman i¢inde senesense yatkinligi artirabilecegini

diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: senesens, biyobelirteg, pediatrik epilepsi, telomer uzunlugu
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ABSTRACT

Giinbey, C. Premature Senecence Biomarkers in Pediatric Epilepsy Patients and
Their Association with Comorbid Cognitive Impairment. Hacettepe University
Graduate School Health Sciences, Neuro-Electrophysiology Program, Doctora
Thesis, Ankara, 2024. Senescence, a steady loss of proliferative capacity triggered by
complex pathways, has been studied in neurodegenerative diseases but remains
obscure in epilepsy. This study aims to investigate whether the chronic stress of
frequent seizures in children induces cellular senescence and, if so, its potential
association with comorbid cognitive impairment. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) from children under 12 years of age were analyzed for senescence-associated
B-galactosidase (SA-BetaGal) activity, telomere length, expression alterations of cell
cycle arrest genes [p53, pl6, p21, and retinoblastoma (RB)Jalong with telomerase
reverse transcriptase (TERT), insulin-like growth factors (IGF). Furthermore,
interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) plasma levels were
assessed. We compared these senescence markers in drug-resistant epilepsy patients
with malformations of cortical development (MCD) to those in drug-responsive
epilepsy patients and healthy controls. (n = 10 each). Our study showed similar levels
of SA-BetaGal activity in PBMCs across all groups. Additional analysis of lymphocyte
subsets revealed that CD8+ T cells from the drug-resistant epilepsy with MCD group
exhibited higher SA-BetaGal activity. Drug-resistant epilepsy group was associated
with the longest telomeres, followed by the drug-responsive epilepsy patients, both
higher than healthy children. Also, TERT expression was significantly higher in the
drug-resistant epilepsy patients. p53 and RB expressions were similar to healthy
controls in drug-resistant epilepsy group, whereas p21 and pl6 expressions were
higher. Children with drug-resistant epilepsy with MDC showed significantly higher
levels of IL-6 and TNF-alpha than healthy controls or children with drug-responsive
epilepsy. Our results showed that no stress-induced premature or replicative
senescence was detected in drug-resistant epilepsy patients with MCD, based on
telomere length, cell cycle gene expression profile and SA-BetaGal activity levels.
However, elevated proinflammatory cytokines and high p21/pl6 expressions in the
drug-resistant group suggested that ongoing seizures cause cellular stress and an
inflammatory microenvironment, which may increase the susceptibility to senescence

over time in children with drug-resistant epilepsy.

Keywords: senescence, biomarker, pediatric epilepsy, telomere length
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1. GIRIS ve AMAC

Hiicreler ekzojen ve endojen kaynakli stres ve hasar olusturabilecek uyarilarla
stirekli karsilagir ve farkli yanitlar olustururlar. Bu yanitlar hiicrenin tipine, uyarinin
siddetine, siiresine ve diger pek c¢ok etkene bagli olarak degisir (1). Hasar
olusturabilecek bir uyariyla karsilastiklarinda tamir mekanizmalarin1 harekete gegirip
ardindan canliliklarin1 korumaya devam edebilirler. Eger hiicre biitlinliigii ve i¢
dengesi saglanamiyor ve adaptif degisiklikler yetersizse hiicre oliimiine yol acan
mekanizmalar tetiklenebilir. Hasarin ve hiicrenin dogasina gore olusan hiicre 6liim
mekanizmalar1 molekiiler ve morfolojik olarak farkli alt tiplere ayrilir (2). Hiicre
Olimii li¢ ana baglikta incelenmistir: (i) hiicrenin kendi i¢ genetik programi
cergcevesinde veya dis uyaranlar sonucunda veya biiylime faktorleri gibi uyarici
faktorlerin eksikliginde kaspazlarin aktive olmasi sonucu olusan, hiicrenin biiziigmesi,
kromatin yogunlagmasi ve membran tomurcuklanmasi gibi bir degisiklikle seyreden
apoptoz; (ii) hatali olarak katlanmis olan proteinlerin uzaklastirilmasi, mitokondri,
endoplazmik retikulum ve peroksizomlar gibi hasarli organellerin temizlenmesi ve
hiicre i¢i patojenlerin ortadan kaldirilmasi amaciyla karmasik yolaklarin etkin oldugu
hiicrenin kendi kendini parcalama siireci, otofaji; (iii) hiicrenin sismesi, organellerin
ve membranlarin par¢alanmasi ile karakterize nekroz. Galuzzi ve arkadaslar1 2018'de
hiicre 6liimiinii klasik morfolojik siniflandirmadan Gteye tasimis, giincel molekiiler

gelismeler 15181nda hiicre 6liimiiniin 12 alt grupta incelenmesini 6nermislerdir (2).

Strese ve hasar olusturabilecek uyarilara maruz kalan mitotik hiicreler tamir,
sessizlik ve 6liim gibi cevaplardan baska inflamatuar bir profil ile karakterize kalici
bir hiicre dongiisii durdurma durumunu benimseyerek farkli bir yanit baglatabilir (1,
3). Bu yanita senesens denir. Senesens devam eden canlilik ve metabolik aktiviteye
ragmen, pek ¢cok karmasik yolagin aktivasyonu sonucu goriilen istikrarli ve uzun

vadeli bir proliferatif kapasite kaybina verilen verilen addir (4, 5).

Senesens Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve amiyotrofik lateral
skleroz (ALS) gibi ¢esitli norolojik bozukluklarin patolojisinde rol oynar, bu
hastaliklarin hepsi tipik olarak yasl bireylerde goriiliir (6). Cok az sayida calisma,

ortak yolaklar1 paylasan epilepsi ve senesens arasindaki iliskiyi ele almigtir. Metabolik,



oksidatif ve inflamatuar degisiklikler senesenste goriiliir; bu degisiklikler ayni
zamanda epilepsi patofizyolojisinde rol oynar, nobetler de bu degisikliklere neden
olabilir (7-10). Ornegin fokal kortikal displazisi olan epilepsi hastalarinda beyin
dokusunda hiicre dongiisii yolaklarinda degisiklik oldugu gosterilmistir (11). Yetiskin
epilepsi hastalarinin  akyuvarlarinda kontrollere kiyasla telomer kisalmasi
gosterilmistir, bu da hiicresel yaglanmanin epilepsi hastalarinda daha yiiksek oranda

oldugunu diisiindiirmektedir (12).

Bu tezin amaci, pediatrik epilepside devam eden nobetlerin hiicresel senesensi
tetiklemedeki roliinii aragtirmaktir. Senesensin tetiklendigi gosterilir ise bunun
komorbid bilissel etkilenme iliskisi tartisilacaktir. Kortikal gelisim malformasyonu
(KGM) olan ilaca direngli epilepsili g¢ocuklarin periferik kan mononiikleer
hiicrelerinden analiz edilen senesens belirtegleri ilaca yanit veren epilepsi hastalart ve

saglikli kontrol denekleri ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Senesens

Senesens ekstraseliiler veya intraseliiler uyarilara karsi farkli yolaklarin aktive
oldugu, hiicrede kalic1t morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere yol agan, devam eden
canliliga ragmen kalic1 olarak hiicre boliinmesinin durmasina verilen addir (1, 5, 13).
Yeterli metabolik ve ¢evresel destege ragmen hiicre boliinmesinin geri doniisiimsiiz
olarak durmasi fakat hiicrenin 6lmemesi durumu 60 yil once Hayflick tarafindan
detayl tartisilmistir (14). Hayflick insan diploid hiicrelerinin uygun cevresel destege
ragmen sinirsiz ¢ogalmadigini, belirli bir sayida boéliinmeden sonra canlilifin
korundugu ama hiicrenin boliinemedigini gostermistir (14). Hayflick ve Moorhead
hiicrelerin sinirli béliinme kapasitelerinin yaglanmayla iligkili oldugunu 6ne siirmiis ve
hiicresel senesens terimini kullanmiglardir (15, 16). Daha sonraki yillarda senesensin
yaslanmayla hatta yaslilik doneminde goriilen dejeneratif hastaliklarla yakin iligkisi
gosterilmistir (16, 17). Hiicrelerin boliinmesinin durmasi nedeniyle senesensin énemli
bir timor siipresor islevi oldugu vurgulanmistir (9). Ayrica sadece yaslanmada,
dejeneratif hastaliklarda veya kanserde degil embriyogenez ve yara iyilesmesi gibi
fizyolojik olaylarda da rol aldig1 goriilmiistiir (18, 19). Senesens stireci iki ana baslikta
incelenebilir (i) senesensi tetikleyen mekanizmalar (ii) senesenste goriilen hiicresel
degisiklikler (16).

Farkli senesens mekanizmalarinin aktivasyonu sonucu hiicrelerde ilgili
yolaklar harekete geger (5, 13, 20). Senesense ugramis olan hiicrelerin morfolojisi
degisir, timor baskilayici genler aktive olur, hiicre dongilisii durur, belirli
transkripsiyon faktorleri devreye girer; ardindan komsu hiicrelerle iletisimi saglayan
senesens ile iliskili salg1 fenotipi (senescence-associated secretory phenotype, SASP)
basliginda adlandirilan biiyiime faktorleri, kemokinler, sitokinler ve daha bir¢ok farkli

protein salinir (3, 4, 20).

2.1.1. Senesensi Tetikleyen Mekanizmalar ve Senesens Alt Tipleri

Telomerlerin kisalmasi ve disfonksiyonu, onkojenik aktivasyon, oksidatif stres

ve mitokondriyal disfonksiyon, radyasyon ve kemoterapi senesensi tetikleyen



mekanizmalarin basinda gelir, bu tetikleyicilerin yol actig1 senesens farkli alt tiplerde
isimlendirilir (13, 20, 21).

Telomerler kromozomlarin u¢ kisminda bulunan DNA'y1 koruyan, tekrarlayan
baz dizileri iceren 6zel DNA-protein yapilaridir. Hiicre boliinmesi sirasinda DNA
polimeraz bu heterokromatin yapiy1 ¢ogaltamaz bu nedenle her boliinme sirasinda
telomer boyu kisalir (22). Telomer uzunluklari, embriyonik kok hiicreleri, germ
hiicreleri ve kanser hiicreleri tarafindan eksprese edilen telomeraz enzimi tarafindan
korunur. Hiicrelerin telomerlerini stabilize etmelerinin en etkin yolu, telomoreazin,
Ozellikle de katalitik bilesen telomeraz ters transkriptazin (TERT) eksprese
edilmesidir. Normal hiicrelerin ¢ogu bu enzimi ifade etmez ya da sadece gegici olarak
veya ¢ok diisiik seviyelerde ifade eder, hemopoteik ve non-hemopoetik kok hiicrelerde
de bu enzimin aktivitesi kisithdir (3, 23). Bu nedenle belirli sayida hiicre boliinmesi
sonrasinda telomerlerin boyu kritik bir seviyeye diiser, koruyucu etkileri bozulur ve
DNA hasar cevab1 (DNA damage response, DDR) tetiklenir, hiicre boliinmesinin

durmasina neden olan bu duruma replikatif senesens denir.

Radyasyon ve kemoterapide kullanilan ilaglar gibi stresorler onarilamaz bir
DNA hasar1 yaratirsa telomerler boyutundan bagimsiz replikasyonu durdurabilirler, bu

duruma DNA hasar1 kaynakli senesens denir (13).

Onkogenler hiicre ¢ogalmasini uyarirlar, pek ¢ok kanser tiirlinde timor
olusumunu ve gelisimini destekler (24). Bununla beraber onkogenlerin aktivasyonu ve
tiimor siipresor genlerin inaktivasyonu stres yaratarak hiicre boliinmesini durdurabilir,
buna onkogen ile tetiklenen senesens (oncogene-induced senescence, OIS) ad1 verilir
(25). Ras, BRAF, AKT, E2F1, siklin E onkogenlerinin aktivasyonu ve PTEN , NF1

timor siipresor genlerinin inaktivasyonu ile OIS tetiklenebilir (24).

Mitokondriler hiicrenin ana enerji kaynagidir ve hiicre metabolizmasinda rol
oynar. Mitokondriyal disfonksiyon ile mitokondrilerin solunum kapasitesi ve
mitokondriyal membran potansiyeli azalir, serbest oksijen radikallerinin artar,
hiicrelerin bu nedenle bdliinmeyi durdurmasina mitokondriyal islev bozuklugu ile
iliskili senesens ad1 verilir (26, 27). Yaslanmis hiicrelerde mitokondriyal disfonksiyon

goriiliir, mitokondriyal disfonksiyon senesensi tetikleyebilir (28).



Literatiirde telomer erozyonuna veya islev bozukluguna bagli replikatif
senesens disindaki diger alt tipleri stres kaynakli erken senesens ana basliginda

degerlendirip daha sonra alt tiplere ayiran yazarlar da vardir (29).

2.1.2. Senesenste Goriilen Hiicresel Degisiklikler ve Biyobelirtecler

Strese karsi senesens gelistiginde hiicreler genel olarak geri doniigiimsiiz bir
sekilde ¢ogalmay1 durdurur, hiicre 6liimiinii tetikleyen sinyallere direncli hale gelirler
(apoptoz direnci) ve hiicrede morfolojik, genetik ve fonsiyonel bir dizi degisiklik
meydana gelir (3). Aktive olan yolaklardaki bazi molekiiller ve morfolojik
farklilagmalar hiicresel sensensi gosteren biyobelirtecler olarak nitelendirilir (1). Bu
degisiklikler dinamiktir, birbiri ile iliskilidir ve sadece senesense 6zgl degildir. Bu
nedenle senesensi tanimlamak i¢in tek bir biyobelirte¢ yeterli degildir, senesensi
tanimlamak i¢in genellikle bir dizi belirteg beraber degerlendirilir (1, 16, 30).
Senesensi tetikleyen mekanizmalardan baglicalart ve senesens sirasinda goriilen
hiicresel degisikliklerde gore alan kritik yolaklar Sekil 2.1°de gorsel olarak
Ozetlenmistir (1, 5, 20).

A. Yapisal Degisiklikler

Senesesensin hiicre boliinmesinin durdugu sessizlik doneminden ayirt edici
ozelliklerinden biri yapisal degisikliklerdir (31). Genel olarak senesensteki hiicreler
genislemis ve dlizlesmis bir goriiniimdedir, kromozom yogunlagmasi ve dagiliminda
degisiklikler olur, baz1 kromozomlar heterokromatik odaklar olusturur, sitoplazma
icindeki flamanlar yeniden diizenlenir. Sitoplazmalarinda vakuolizasyon artmistir,
cekirdekleri biiytiktiir, cekirdek membraninda lamininB1 kayb1 dikkat ¢ekicidir, hiicre
membraninda kaveolalar atmistir; mitokondriler ve lizozomlar bliylimiistiir (13, 30).
Yapisal degisikliklerden bir digeri, senesens i¢in gorece sensitif fakat tamamen
spesifik olmayan bir morfolojik biyobelirteg olarak nitelendirilen lizozomlardaki beta-
galaktozidaz aktivitesindeki artistir (32). Saglikli hiicrelerdeki lizozomlarda da beta-
galaktozidaz aktivitesi izlenebilir. Tiim hiicrelerde bulunan ve pH 4.0'da tespit
edilebilen asidik [B-galaktosidaz aktivitesinden farkli olarak senesense ugramis
hiicrelerin pH 6.0'da tespit edilebilen bir B-galaktosidaz aktivitesi ifade ettigini
gosterilmigtir, bu aktivite senesens-iligkili [B-galaktosidaz (SA-BetaGal) olarak

adlandirilmaktadir (33). SA-BetaGal'in lizozomlardaki hasarlanmis



makromolekiillerin yol ag¢ti§i artmis metabolizmay1 yansittig1 diisiiniilmektedir.
Lizozomlarda artmis metabolizmayr ve senesensi yansitan bir baska potansiyel
biyobelirteg lipofussindir. Lipofussin, lizozomlarin iginde biriken oksitlenmis

proteinler, lipitler ve metallerden olusan par¢alanamayan bir agregattir (34).
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Sekil 2.1. Senesensi tetikleyen ana mekanizmalar ve senesens sirasinda goriilen
hiicresel degisiklikler, etkilenen hiicre dongiisii yolaklar1 ve senesens ile
iliskili salg1 fenotipi (1, 5, 20). RB: retinoblastoma, CDK: Siklin bagiml
kinaz, C/EBP: CCAAT/ giiglendirici baglayic1 protein, DREAM
kompleksi: dimerizasyon partneri 1, retinoblastoma-benzeri, E2F ve MuvB
iceren kompleks, EF2: Uzama faktorii-2.



B. Hiicre I¢i Degisiklikler

Senesensin en onemli Ozellligi hiicre dongiisiiniin durmasidir, bu sayede
hasarlanmis ya da onkogenik uyari ile karsilagmis hiicre ¢ogalamaz. Bu noktada sadece
senesenste degil fizyolojik ve patolojik pek ¢ok hiicre i¢i uyarida hayati rol oynayan
anahtar molekiiller ve yolaklar aktive olur. Senesenste hiicre dongiisiiniin durmasi
p53-p21 ve pl6-retinoblastoma (RB) tiimor baskilayici yolaklar tarafindan saglanir ve
stirdiiriilir (3). Bu yolaklar birbiri ile iletisim halindedir. p53 esas olarak bir
transkripsiyon faktoriidiir, belirli hedef genlerin ekspresyonunu artirarak ya da
azaltarak uyaranlara yanit verir (35). Senesenste telomerlerin kisalmasi ve DNA
hasari, ya da DNA hasarindan bagimsiz tetikleyiciler p53'i aktive eder, hiicre
boliinmesinin durmasina neden olan kaskatlar aktive olur. Bunlar arasinda en 6nemlisi
p21'dir. p21 siklin bagiml kinaz (CDK) inhibitoriidiir, bolinme sirasinda G1/S veya
G2/M kontrol noktalarinda hiicre dongiistinii durdurur. p53/p21 yolag1 senesensin
baglatilmasinda kritik bir rol oynar. Sensensin devami ve istikrarli bir sekilde devam
etmesinde ana yolagin p16-RB oldugu diistiniilmektedir (36). pl6 CDK'leri inhibe
eder, RB hipofosforile halde kalir ve transkripsiyon faktorii E2Flile bagl kalir. Bagh
kaldigt donemde E2F1 hedef genlerinin transkripsiyonu gerceklesmez ve hiicre

boliinmesini durur.

C. Senesens ile iliskili Salg1 Fenotipi

Senesensteki hiicreler kendilerinde ve cevredeki hiicrelerde degisikliklere
neden olabilecek, hiicreden hiicreye farklilik gosteren dinamik bir salgi fenotipi
gelistiririr. Niikleer faktor-kappaB (NF-kB) transkripsiyon faktorii aktive olur, NF-kB
inflamasyonda anahtar molekiillerden biridir (9). Diger genlerin de aktivasyonu ile
gelisen bu inflamatuar profil senesens ile iliskili salgi fenotipi olarak (SASP)
adlandirilir (37). Interldkinler (IL) bu fenotipin ana yap1 tasini olusturur. Senesenste
IL-6, IL-1 gibi interlokinlerin, kemokinlerin ve diger pek ¢ok proinflamatuar
molekiiliin, metallopreteinazlarin, biiylime faktorlerinin diizeyi artar (31, 37). SASP
komsu hiicreleri de etkiler (9). NF-xkB transkripsiyon faktorii aktive olur ve NF-kB
transkripsiyon faktorii lenfosit aktivasyonu, hiicre biiylimesi ve farklilagmasinda rol

oynayan pek ¢ok diger yolakta degisiklige neden olur (9). Kisa vadede SASP doku



onartmin1 ve onkojenik aktivitenin durdurulmasii destekleyebilir, uzun vadede ise
kronik enflamasyon kansere ve yaslilikla iliskili pek ¢ok hastaligin patogenezine

katkida bulunur veya neden olabilir (5, 9) .

2.1.3. Hastalikta Senesens

Senesens, senesense ugramis hiicrelerin uygun sekilde temizlenmesi
durumunda doku homeostazi i¢in faydali olabilir veya bu hiicrelerin dokularda
birikmesi ve SASP aktivasyonunun yogun olmasi durumunda organ disfonksiyonu ile
sonuglanabilir. Caligmalar, senesens ve SASP'nin yasa bagl hastaliklan tetiklemede
ve organizmadaki yaslanmayi siirdirmede dnemli bir rolii oldugunu desteklemektedir

(38).

Hiicresel senesens, ozellikle embriyonik gelisim ve yara iyilesmesi sirasinda
fizyolojik ve homeostatik siirecleri diizenler. Dogal yaslanma siirecinde kademeli
olarak senesense ugramis hiicreler birikir, bu birikim ateroskleroz gibi kronik
hastaliklarin, tip 2 diabetes mellitus gibi metabolik bozukluklarin patofizyolojisinde
rol oynar (20, 39, 40). Ayrica hiicre dongiisliniin durmasina neden olarak kanseri
Onleyebilse de, kanitlar SASP ile uyarilan kronik inflamatuar mikrogevrenin uzun

dénemde tiimor olusumunu destekledigini gostermektedir (41).

A. Eriskinlik Doneminde Norodejeneratif Hastaliklar ve Senesens

Merkezi sinir sisteminde (MSS) astrositler, mikroglialar, oligodendrositler,
noronlar, noral kok hiicreler senesense ugrayabilir (6). Bu hiicre tiplerinin senesense
ugramasi eriskin hastalarda goriilen Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, ALS ve
multipl skleroz (MS) gibi birgok hastaligin patolojisinde rol oynadig: diistiniilmektedir
(42). Senesens kronik inflamasyonu artirarak, rejeneratif kapasitenin diismesine yol
acarak, kan-beyin bariyerini ve MSS vaskiiler yapisini etkileyerek ndrodejeneratif

hastaliklarin tetiklenmesine, ilerlemesine ve siddetine katkida bulunabilir (38).

Alzheimer hastalig1 yasilarda en sik goriilen biligsel bozukluklardan biridir.
Doku diizeyinde, hiicre dist amiloid plaklarinin olusumu, hiperfosforile tau

proteinlerinden olusan hiicre i¢i norofibriler yumaklar, néronal ve sinaptik kayip



gortliir (42). Alzheimer hastalifi ve sensens ortak kronik inflamasyon yolaklari
paylagmaktadir, senescense ugramis hiicreler insanlarin beyin dokularinda ve fare
modellerinde tespit edilmistir ve bu hiicrelerin patogeneze katkida bulundugu
diisiiniilmektedir (38). Alzheimer hastaliginda goriilen amiloid-beta oligomerlerinin
oligodendrosit progenitdr hiicrelerde ve yetiskin hipokampal noral kok/progenitor
hiicrelerde senesensi indiikledigi bulunmustur, ayrica mikroglialarin senesense ait
cesitli ozellikleri sergiledigi, mikroglialarda senesensin onlenmesinin amiloidoz ve

sinaptik hasar siddetinin azalmasina katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir (43).

Parkinson hastalig1 orta beyindeki substantia nigrada dopaminerjik noronlarin
ilerleyici kaybi ile karakterizedir, bu hastaligin tipik 0Ozelligi ilerleyici motor
dejenerasyondur. Temel patolojik 6zellik, DNA hasari onariminda rol oynayan bir
protein olan a-siniiklein agregatlarindan olusan Lewy cisimciklerinin varligidir. Bir
calismada, Parkinson hastalarinda SASP ile iliskili faktorlerin diizeyinin ve hiicre
dongiisii genlerinin ifadesinin, 6zellikle p16 mesajc1 RNA (messenger RNA, mRNA)
ifade seviyelerinin, saglikli kontrol grubuna kiyasla beyin dokusunda arttig
bulunmustur (42). Chinta ve arkadaslari, Parkinson hastalarindan alinan astrosit
orneklerinde kontrollere kiyasla artan sayida senesense ugramis astrosit tespit etmistir.
Ayni ¢aligmada, sporadik Parkinson hastaligi gelisimi ile giiclii bir sekilde baglantili
olan bir herbisit olan paraquat'in insan astrositlerinde senesensi indiikleyebildigi de

bildirilmistir (44).

Artan sayida calisma, beyinde hiicresel senesens varligi ile nérodejenerasyon
arasinda giiglii bir iliski oldugunu gostermektedir ve bu iligki hayvan modellerinde
yapilan fonksiyonel ¢aligmalarla desteklenmektedir (38). Senesense ugramis hiicreleri
secici olarak ortadan kaldiran "senolitik" tedaviler veya senesens yolaklarini etkileyen
ilaglar nérodejeneratif hastaliklarda ileriki donemlerde tedavi segenegi olarak umut

vadetmektedir (45).
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B. Cocukluk Cagi1 Hastaliklar1 ve Senesens

Werner sendromu, Cockayne sendromu, ataksi telenjiektazi ve Down
sendromu dahil olmak tizere bir dizi insan progeria sendromunda ¢ocukluk ¢aginda ve
erken erigkinlik doneminde senesensin rolii gdsterilmistir (46). Ayrica kisitht sayida
calismada ¢ocukluk ¢agr MS ve kronik bobrek yetmezligi hastalarinda senesensin
tetiklendigi tartisilmistir (47, 48). Cocukluk caginda senesens kanser tedavisi sonrasi

sag kalan ¢ocuklarda ve Down sendromunda ise daha yogun c¢aligiimistir.

Down sendromu genetik kokenli zihinsel yetersizligin sik bir nedenidir. Down
sendromlu bireyler, hiicresel senesens de dahil olmak iizere g¢esitli hiicresel
mekanizmalarin etkilenmesiyle fenotipik olarak hizlanmis bir yaglanma profili ¢izerler
(49). Down sendromunda fibroblastlarda, lenfositlerde hiicre i¢i oksidan aktivitenin
artt1g1 ve senesensin tetiklendigi gosterilmistir (6). Trizomi 21'in niikleer mimari
tizerine etkili oldugu, DNA hasar/onarim sinyal yolaklarindaki degisikliklerin erken
hiicresel senesense yol agtigi ve bu hastalarda Alzheimer hastalarindakine benzer
sekilde biligsel etkilenmede senesensin goriildiigii diisiiniilmektedir. Bu hastalarda
hiicresel senesens ndérodejenerasyon siireglerinde etkilidir. Down sendromunda bireyin
tiim yasam siiresi boyunca ve dogum oncesi agamalarda senesense ugramis hiicreler
goriiliir. Down sendromunda amniyositlerde telomerlerin daha kisa oldugu ve Down
sendromlu fetlislerin plasentalarinda senesense ugramis trofoblast hiicrelerinin
yiizdesinde artis goriilmiistiir (50, 51). Down sendromlu 0-45 yas arasi1 bireylerin

periferik kan hiicrelerinin incelendiginde, telomer kaybi belirgindir (52).

Cocukluk ¢ag1 kanserlerinde kemoterapi ve radyoterapi sonrast donemde
hiicresel senesensin hizlandig1 diisiiniilmektedir. Cocukluk ¢ag1 kanselerinde sag kalan
bireylerde hiicresel senesens, yapisal kromozomal degisikliklerini indiikleyebilen
kemoterapi ve/veya tek ve ¢ift iplikli DNA kiriklar1 olusturan iyonize radyasyondan
kaynaklanabilir (53). Cocuk ve geng eriskin kanser hastalarimi iceren bir ¢caligmada
periferik kanda pl6 ifadesine ve hastalarin tedavi sonrast kirilganlik (frailty)
durumlarma bakilmais, kirillgan sag kalan hastalarda p16 ifadesinin daha yiiksek oldugu
gOriilmiistiir, hiicresel senesensin bu hastalarda kirilganliga ve erken yaslanmaya sebep

olan etmenlerden biri olabilecegi tartisilmistir (54) .



11

2.2. Epilepsi

Noronlarin anormal, asir1 ve senkron uyarilmasina bagli olarak ortaya ¢ikan
paroksismal duyusal, motor, otonomik veya deneyimsel belirti ve/veya bulgulara
nobet denir (55). Epilepsi, 24 saatten uzun siirede tekrarlayan en az iki tetiklenmemis
nobet olmasi olarak tanimmlanmisti. Bu tanim Uluslararasi Epilepsi ile Savag
Derneginin (International League Against Epilepsy-ILAE) oOnerileriyle birlikte
genigletilmis, detayli degerlendirme sonrasinda tek ndbet sonrasi nobetin tekrarlama
riski, iki nobet sonrasindaki tekrarlama riski ile benzer ise veya tek ndbet sonrasi hasta
0zglin bir epilepsi sendromu tanist almigsa bu kosullarda da epilepsi tanimi kullanilir

(55).

Epilepsi ¢ocukluk ¢aginin en sik kronik norolojik hastaliklarindan biridir.
Ulkemizde c¢ocukluk caginda epilepsi prevelanst %0.8 olarak bildirilmistir (56).
Epilepsi klinik bir tanidir, elektroensefalogram (EEG), ndrogoriintiileme incelemeleri
ve diger tetkikler bu tanty1 desteklemek ve altta yatan nedeni arastirmak icin planlanir.
Tanida ilk asama atagin epilepsiyi taklit eden durumlardan ayrilmasi, ikinci asama
nobetin siniflamasinin  yapilmasidir. Bu noktada giincel smiflama 2017 yilinda
ILAEin 6nerdigi siniflamadir. Bu siniflamada ndbetler temel olarak fokal baglangigls,
jeneralize baslangicli ve baslangici bilinmeyen olarak gruplanmis daha sonra alt
basliklarda incelenmistir (Sekil 2.2) (57). Ucgiincii asamada bu bilgiler 1s13inda
epilepsiyi smiflamaktir, hasta fokal epilepsi, jeneralize epilepsi, jeneralize ve fokal
epilepsi (birlikte) ve bilinmeyen epilepsi gruplarindan birinde degerlendirilir. Altta

yatan etiyoloji aydinlatilmaya ¢alisilir.

Son asamada ise hastaya uygun 6zgiin spesifik bir sendromik tan1 konabiliyor
ise, hasta bu tan1 ¢ercevesinde degerlendirilir. 2022 yilinda ise epilepsi sendromlarini
baslangi¢ yasina gére 1)yenidogan/siit cocuklugu doneminde, ii)¢ocukluk caginda,
iii)degisken yasta baslangicli olmak iizere {i¢ ana gruba ayrilmistir (58-60) .
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Sekil 2.2. Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Derneginin 2017 yilinda 6nerdigi giincel

nobet siniflamasi (57).

2.2.1. Epilepside Altta Yatan Etiyolojiler

Epilepsi hastalarinin tan1 ve takibinde her basamakta altta yatan etiyolojinin de

degerlendirilmesi Onerilmektedir. 2017 siiflamasinda etiyolojik acidan epilepsi alt

basliklara ayrilmistir yapisal, genetik, enfeksiydz, metabolik, immiin ve bilinmeyen

etiyolojiler alt siniflamas1 yapilmistir (61) (Sekil 2.3). Epilepsisi birden fazla etiyolojik

kategoride siniflandirilabilir, 6rnegin tiiberosklerozlu bir ¢ocuk hem yapisal hem de

genetik grupta yer alabilir.
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Sekil 2.3. Epilepsi siniflamasi ve etiyolojik alt gruplar (61).

(i)Yapisal: Yapisal grup inme, travma ve enfeksiyon, hipokampal skleroz veya
kortikal gelisimsel malformasyonlar gibi etiyolojileri igerir. Santral sinir sistemi
gelisim anomalileri bu grupta ¢ocuklarda en sik goriilen etiyolojilerden biridir (Sekil
2.4) (62). 2012 yilinda gelisim anomalileri goruntiulemedeki ve genetik alanindaki
gelismeler cergevesinde yeniden siniflandirilmistir, bu siniflamanin ana basliklari

tablo 1'de 6zetlenmistir (63).

Epilepsi Hastalarinin Etiyolojik Dagilim

= Genetik/olas1 genetik (%20)

Yapisal (%37)

= Bilinmeyen (%36)
= Enfeksiy6z (%3)

Diger (%5)

Sekil 2.4. Epilepsi hastalarinda ana etiyolojik gruplar (62).
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Tablo 2.1. Kortikal gelisimsel malformasyonlarin siniflandirmasi (6zet)(63).

(i) Anormal noronal ve gliyal proliferasyon veya apoptoza sekonder

malformasyonlar

(a) siddetli konjenital mikrosefali, migrasyon dncesi azalmig proliferasyon veya asir1

apoptoz

(b) hem konjenital hem de erken postnatal donemleri igeren megalansefali

(¢) anormal hiicre ¢ogalmasi ile birlikte ancak neoplazi olmaksizin kortikal disgenezi

(d) anormal hiicre ¢ogalmasi ve neoplazi ile birlikte kortikal displaziler

(ii) Anormal néronal migrasyona bagh malformasyonlar

(a) néroependimal anormallikler igeren malformasyonlar: periventrikiiler heterotopi

(b) jeneralize anormal transmental migrasyona bagli malformasyonlar

(c) geg radyal veya tanjansiyel transmental migrasyona bagl malformasyonlar

(d) anormal terminal migrasyonu ve pial defektlere bagli malformasyonlar

(iii) Anormal post migrasyonel gelisime bagh malformasyonlar

(@ polimikrogrili (PMG) malformasyonlar veya PMG'ye benzeyen Kkortikal

malformasyonlar

(b) dogustan metabolizma bozukluklarina bagli kortikal disgenezis

(c) gec gelisimsel bozukluklara bagl fokal kortikal displaziler (dismorfik néronlar

olmaksizin)

(d) migrasyon sonrasi gelisimsel mikrosefali

(i1) Genetik: Kromozomal bozukluklar, tek gen mutasyonlar1 ve mitokondriyal
DNA’daki mutasyonlar epilepsiye neden olan genetik sebeplerin basinda gelir. Genetik
epilepsilerin tan1 oran1 gelisen teknoloji ile gittikce artmaktadir. Ozellikle sporadik
epilepsi formlarinda bir dizi yeni epilepsi geni tanimlanmustir. Ayrica 6zellikle genetik
epilepsilerde birden fazla genin etiyolojide rol oynadigi gosterilmistir. Epilepsinin
genetigi karmagiktir; fentotip/gentotip korelasyonunun yapilmast SCN1A gibi bazi
genlerde zordur, kesin patojenik olmayan varyantlarin yorumlanmasi da giigliik

yaratabilir (61).

(i11)) Enfeksiyoz: Nobetler bir enfeksiyondan dogrudan kaynaklaniyorsa
enfeksiydz etiyoloji basliginda incelenir. Pek ¢ok enfeksiydz ajan akut semptomatik
nobete neden olabilir ya da haftalar/aylar sonra epilesiye neden olabilir (64).

Hastalarda uzun donemde epilepsi goriilme riski enfeksiydz ajanin tipine ve
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korteksteki tutulumunun siddetine, hastanin immiin yanitina, enfeksiyonun tedavi

edilip edilmedigine gore degisir (65).

Enfeksiyoz etiyolojiler arasinda siklikla tiiberkiiloz, insan bagisiklik yetmezligi
viriisii, serebral sitma, ndrosistiserkoz, subakut sklerozan panensefalit, serebral
toksoplazmoz yer alir. Herpes simpleks viriis, sitomegaloviriis, Bat1 Nil viriisii gibi
viriisler ise epilepsi acisinda risk olustururlar (66). MSS'de en sik goriilen parazit
enfeksiyonlar sistiserkoz, toksoplazmozdur, daha seyrek goriilen enfeksiyonlar ise
sitma, toksokariazis ve onkoserkiyazdir, bu etkenler siklikla sosyoekonomik olarak

geri iilkelerde 6nemli bir epilepsi nedenidir.

(iv) Metabolik:  Metabolik  epilepsi, ndbetlerin  hastaligin ~ temel
semptomlarindan biri oldugu kalitsal bir metabolik bozukluktan dogrudan
kaynaklanan epilepsi olarak tanimlanir (61). 600'e yakin metabolik hastalik ile epilepsi
birlikteligi gdsterilmistir (67). Epilepsi etiyolojisinde metabolik epilepsileri tanimak
¢ok onemlidir, 6zellikle hastaliga 6zgii tedavisi olanlarda erken tedaviye baslamak
epilepsinin seyrini olumlu etkiler. Ozgiin tedavisi olan biyotinidaz ve holokarboksilaz
sentaz eksikligi, serebral folat eksikligi, kreatin bozukluklari, folinik aside duyarli
nobetler, glukoz tasiyict tip 1 eksikligi, mitokondriyal bozukluklar ve piridoksin
bagimli epilepsi ¢ocukluk cagi epilepsilerinde akilda tutulmasi gereken metobolik

etiyolojilerin basinda gelir.

(v) Immiin etiyoloji: 2017 smiflamasinda potansiyel terapdtik sonuglari
nedeniyle immiin etyolojiler ilk kez ayr1 bir etiyolojik grup olarak degerlendirilmistir.
Immiin sistem bozukluguna bagli ortaya ¢ikan hastaligin ana bulgularindan biri
epilepsi ise tabloya “immiin epilepsi” adi1 verilir. Otoimmiin ensefalitler, Hashimoto
ensefaliti, Rasmussen ensefaliti bu grup icerisinde degerlendirilir. Immiin epilepsili
hastalar rutin nébet 6nleyici ilag tedavilerine direncli nébetlerle seyreder, erken tani ve
immiinomodulatuar tedavilerin erken baslanmasi nobetler tizerine olumlu etki yaratir.
Nobet semiyolojisi genellikle akut/subakut fokal nébetleri igerir, status epileptikus sik
goriiliir, hareket bozukluklari ve davranigsal/bilissel etkilenme eslik edebilir (68).
Otoimmiin ensefalitler arasinda en iyi tanimlanmis gurup otoantikorlarla iligkili
olanlardir (69). Limbik ensefalitler, Anti-NMDA reseptor ensefaliti ve paroneoplastik

sendromlarda goriilen epilepsiler bu gruba girer. Rasmussen ensefaliti klasik olarak
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cocukluk ve adolesan donemde baslayan fokal nobetler, ilerleyici hemipleji ve tek
hemisferi iceren diffiiz beyin atrofisi ile seyreden ilerleyici bir immiin epilepsi alt
tipidir (70). Bu klasik seyir disinda daha yavas ilerleyen, kiigiik yaslarda ve ileri
erigkin yaslarda baslangi¢ gosteren hastalar da vardir. Allta yatan immiin mekanizma
net aydinlatilmamaistir; antikor aracili immiin tetiklemeden ¢ok sitotoksik T hiicrelerin

aktivasyonunun patolojide aktif rol oynadigi diistiniilmektedir (70).

2.2.2. Epilepsi ve Komorbiditeleri

Epilepsi hastalarina epilepsi tanis1 6ncesinde, sirasinda veya sonrasinda ortaya
c¢ikabilen, kimi zaman nobet yiikii kadar hastanin hayat kalitesini etkileyen pek ¢ok
komorbidite eslik edebilir (71). Psikiyatrik, biligssel ve diger medikal komorbidite
siklig1 saglikli bireylere gore epilepsili bireylerde artmistir (72).

Epilepsili hastalarinda biligsel etkilenmenin nedenleri ¢ok faktorliidiir.
Calismalar epilepsinin baslangi¢c asamasinda bile biligsel etkilenmenin olabilecegine
isaret etmektedir. Etiyoloji, nobetlerin baslangic yasi, nobet siklig, ilaglar ve interiktal
desarjlar ¢ocuk hastalarda bilissel etkilenmenin siddetini belirleyen ana faktorlerdir
(73). Epilepsili cocuklarda zihinsel yetersizlik ve Ogrenme giigliigii prevelansi

artmustir. Erigkinlerde ise demans, Alzheimer hastalig1 goriilme oran1 artmigtir.

2.2.3. Epilepsinin Tedavisi

Epilepside tedavi se¢ciminde hastanin nobet semiyolojisi, epilepsi siniflamasi,
yasl, cinsiyeti, eslik eden komorbid durumlar ve kullandig1 diger ilaglar ile etkilesim
riskleri degerlendirilerek yapilir. ilk tedavi secenegi farmakolojik tedavidir. Oncelikle
tek ndbet 6nleyici ilag (NOI) baslanir, ndbet kontrolii saglanamaz ise farkli bir NOI'ye
gegilir. Nobet tipine, epilepsi sendromuna ve hastanin yasina uygun olarak segilen iki
NOI'nin monoterapi veya ikili kombinasyon seklinde kullanimina ragmen ndbeti
devam eden hastalarin epilepsisi ilaca direngli epilepsi olarak siniflandirilir (74). Altta
yatan etiyoloji, status epileptikus oykiisii, EEG bulgulari, komorbid durumlar ve ilk
NOTl'ye yanit ilag direnci i¢in risk faktdrleri arasindadir (75). Uygun ilag segimine
ragmen hastalarin ligte birinden fazlasinin nobetleri devam eder, son yillarda kullanim

onay1 alan yeni NOT'ler ilaca direncli epilepside nobet kontroliinde oldukca kisitl bir
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iyilesmeye neden olmustur (76, 77). ilaca direngli epilepsili hastalarda giindeme
farmakolojik olmayan tedavi segenekleri gelir. Bu hastalarda kontraendikasyon yoksa
ilk olarak diyet tedavileri denenir. Klasik ketojenik diyet ve modifiye Atkins diyeti,
diisiik glisemik indeks diyeti ve orta zincirli trigliserit diyeti epilepsi tedavisinde etkin
seceneklerdir (78). Bir diger tedavi segenegi norostimiilasyondur. Norostimiilasyon
beyne elektriksel veya manyetik akimlar ileterek néronal aktiviteyli modiile etmeyi
amaclayan farkli segenekleri icerir. Bu seceneklerden vagal sinir stimiilasyonu
cocuklarda ve eriskinlerde ilaca direngli epilepsi hastalarinda ek bir tedavi olarak
onaylanmistir (79). Derin beyin stimiilasyonu, ve duyarli ndrostimiilasyon ise
eriskinlerde onaylidir (80). Farmakolojik tedaviler, 6zel diyetler ve norostimiilasyon
nobetleri kontrol altina almada etkilidir fakat secilmis hastalarda en etkin tedavi
secenegi epilepsi cerrahisidir. Nobetlerden sorumlu beyin boélgesinin rezeksiyonu,
ablasyonu ya da diskonneksiyonuna yonelik islemler kiiratif epilepsi cerrahisi olarak
adlandirilir. Yeni gelisen teknikler sayesinde 1s1 ve radyasyon terapileri ile ndbetlerden
sorumlu alanin ablasyonu saglanabilir (81). Kiiratif cerrahi tekniklere ek olarak, bazi
hastalarda nobet sikligin1 azaltmak amaciyla korpus kallosotomi ve multipl subpial

rezeksiyonlardir gibi palyatif cerrahi segenekleri giindeme gelir.

2.2.4. Epilepsi ve Senesens

Anormal noronal aktiviteye ve sonug olarak tekrarlayan ndbetlere yol agan
morfolojik, molekiiler ve islevsel degisiklikler siirecine epileptogenez denir; ilk ndbet
meydana geldikten sonraki ilerleyen siiregler de bu tanimin i¢cinde yer alir (82).
Anormal nordnal tetiklenmeye neden olan hasar ve bu hasar sonrasi tetiklenmemis
nobetlerin arasinda gegen epileptogenez donemi latent donem olarak da adlandirilir
(7). Bu donemdeki degisiklikleri aydinlatmay1 amaclayan, bu donemde ve sonrasinda
epileptogenez iizerine etkili molekiiller gelistirmeye yonelik preklinik ve klinik
calismalar devam etmektedir (82-84). Klinik ¢aligsmalar status epileptikus, travmatik
beyin hasar1 ve febril nobet gibi sik goriilen ve potansiyel olarak epileptogenezi
tetikleyen hasarlanmalar sonrasinda epileptogenez siireci ve c¢esitli biyobelirteglerin
epilepsiyi ongérmedeki rollerine odaklanmistir ancak gecerliligi kesinlesmis bir
belirtec ya da anti-epileptogenez etkisi olan ve yaygin kullanima giren yeni bir molekiil

heniiz bulunamamistir (85-87). Tiiberosklerozlu ¢ocuklarda halihazirda kullanimda
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olan vigabatrin ve mTOR (mamalian target of rapamycin, rapamisin protein
kompleksinin memeli hedefi) inhibitorlerinin klinik nobet 6ncesi kullanimin olasi anti-

epileptogenetik etkileri oldugunu vurgulayan aragtirmalar vardir (88, 89).

Norodejenerasyon, akson, dentirit ve miyelin hasari, glial disfonksiyon ve
gliozis, aksonal filizlenme, sinaptik reorganizasyon, kan-beyin bariyeri hasari,
metabolik degisiklikler norotransmitter dengesinde eksitasyon lehine bozulma, basta
iyon kanallarini etkileyen degisiklikler olmak tizere farkli genetik modifikasyonlar ve
inflamasyon epileptogenezde rol oynar (7, 90, 91). Epileptogenezde etkilenen
yolaklarin bir kismu hiicresel senesenste de etkindir. Metabolik, oksidatif ve
inflamatuar degisiklikler hem epileptogenezde hem de senesenste rol oynar (7-10).
Ayrica, tekrarlayan nobetler oksidatif strese yol acar. IL-6 ve IL-8 gibi sitokinler
senesensin ekstrinsik yolunda rol oynar ve senesenste kronik inflamasyon goriiliir (9).

Inflamasyon epilepsi patofizyolojisinde yer alir, ndbetler de inflamasyonu indiikler

(10).

Epilepside senesensin tetiklenip tetiklenmedigine dair klinik caligmalar
kisithdir.  Thom ve arkadaglar1 fokal kortikal displazisi olan epilepsi hastalarinda
serebral dokuda hiicre dongiisii yolaklarinda degisiklik oldugu gostermistir (11).
Yetigkin epilepsi hastalarinin akyuvarlarinda kontrollere kiyasla telomer kisalmasi
gosterilmistir, bu da hiicresel yaslanmanin epilepsi hastalarinda daha yiiksek oranda
oldugunu diisiindiirmektedir (12). Georgetown Universitesi'nde fare modelinde
senesense ugramis hiicrelerin ablasyonunun epileptogenez iizerine etkisini arastiran

bir preklinik ¢aligma devam etmektedir (proje no: 1R21NS125552-01)
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta Secim

Calisma, 5 Ocak- 5 Eyliil 2023 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Norolojisi Bilim Dalinda degerlendirilen 1 ay- 12 yas aras1 30
cocuktan olusmaktadir. Pubertal gelisim sirasindaki hormonal degisikliklerin ve hizl
bliyimmenin telomer uzunlugunu etkileyebilecegi goz onilinde bulundurularak
ergenlik Oncesi ¢ocuklar calismaya dahil edilmistir (92). Calisma {ii¢ gruptan

olusmaktadir:
1) ilaca direngli epilepsisi olan hastalar

2) Ilag tedavisine cevap veren ¢ocukluk ¢ag1 fokal veya jeneralize epilepsisi

olan hastalar
3) Kontrol grubu

Epilepsi gruplarindaki hastalarin nobet baglangi¢ yasi, caligma sirasindaki yast,
nobet sikligi, nobet tipi, EEG bulgulari, gegmis ve giincel ilag tedavileri, beyin
manyetik rezonans gorilintiileme bulgular retrospektif olarak degerlendirilmistir.
Klinik olarak ve/veya gelisimsel testler/zeka testleri ile motor ve biligsel gelisimleri
degerlendirilmistir. Epileptik nobet smiflamasi ILAE 2017 smiflamasina gore
yapilmistir (57).

Iaca direngli epilepsi grubunda etiyolojik olarak homojen bir grup saglamak
amaciyla kortikal gelisim bozuklugu (KGB) olan ¢ocuklar yer almistir. Bu hastalarin
iktal ve interiktal EEG degerlendirmeleri ve ndbet tipleri video-EEG {initesinde
yatiglar1 sirasinda elde edilen verilere gore siniflandirilmistir. Hasta 3'lin nobetleri
yatis1 sirasinda kaydedilmemistir; bu nedenle, semiyoloji ev videolar: incelenerek
siiflandinlmistir. Bu gruptaki hastalarda altta yatan etiyoloji ve ila¢ tedavisine
direngli epilepsi tanisindan beklendigi gibi bilissel alanlarda  gelisme geriligi

gOriilmiistiir.

flaca yanit veren epilepsi grubunun interiktal EEG'leri poliklinik kontrolleri

sirasinda istenen EEG'lere gore siniflandirilmistir. Nobet tipi poliklinik kontrollerinde
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aileden alinan Oykii ve/veya ev videolarina gore siniflandirlmistir. Bu gruptaki

hastalar yaslarina uygun bilissel gelisim gosteren ¢cocuklardan olusmustur.

Saglikli  kontrol grubu, noroloji polikliniginde selim bir nedenle
degerlendirilen (hipnik jerk, bos bakma/dalma ataklari, epileptik olmayan diger
paroksismal olaylar, vb) ancak epilepsi tanisi olmayan ve herhangi bir ilag
kullanmayan, yaslarina uygun motor ve biligsel gelisim gosteren c¢ocuklardan

olusmustur.

3.2. Yontem

Bu calisma i¢in kan ornekleri epileptik hastalardan ve kontrol grubundaki
saglikli ¢ocuklardan ilk bagvurulari sirasinda veya diger rutin kan testleri yapildiginda

takip sirasinda toplanmustir.

3.2.1. Kandan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

EDTA igeren tliplerde kan 6rnegi (3-5 ml) laboratuvara getirilmis olup ve etrafi
alkolle silinip hiicre kiiltiirii kabinine alinmistir. Kanm tiim hacmi 15 ml’lik tiip
igerisine aktarilmis olup ve tiip 2000 rpm 10 dakika frenli kosullarinda santrifiij
edilmistir. Ardindan plazma kismi 750 ul’ser olarak 1,5 mL tiiplere alikotlanmis olup,
bir diger is paketi olan IL-6 ve tiimdr nekrozis faktor-alfa (TNF-alfa) tayini i¢in ELISA
testi gerceklestirilene kadar -80 0C buzdolaplarinda saklanmistir. Plazma ayrildiktan
sonra kalan stvinin 2 kat1 kadar (1:2) oda sicaklifina getirilmis 1X PBS eklenip kan
seyreltilmistir. Daha sonra yeni bir 15 ml tiipe kanin baslangi¢ hacmi kadar Lymphosep
(Biowest) (1:1) eklenmis olup, lizerine 1X PBS ile seyreltilmis kan 6rnegi yayilmistir.
Ornek tiipii, 1800 rpm 30 dakika frensiz kosullarinda santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonras1 olusan faz ayrimina dikkat edilerek mononiikleer hiicreleri (MNC) iceren
bulutsu faz pastor pipeti yardimiyla yeni bir tiipe aktarilmigti. MNC fazinin tizeri 1X
PBS ile 15 ml hacme tamamlanip, 1500 rpm 5 dakika frenli kosullarinda 2 kez yikama
gerceklestirilmistir. Supernatan uzaklastirilip, pellet 2 ml DMFI10 besiyeri ile
¢Oziilmiis olup, Turk’s boyast ile hemasitometre kullanilarak (20:1 diliisyon) hiicre

sayimi1 yapilmistir.
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3.2.2. Mononiikleer Hiicrelerde Senesensle Iliskili p-galaktosidaz Tayini

Hiicrelerde stres etkenlerine ya da dogal siirece bagl olarak gelisen senesens
yanitinin incelenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Mononiikleer
hiicreler kiiltiire edilme 6zelligine sahip olmayan siispanse 6zellikte hiicreler oldugu
icin beta-galaktozidaz analizinde, akim sitometri Ol¢lim temeline dayanan beta-
galaktozidaz kiti (AB228562, Abcam) kullanilmistir. Bu yontem ile toplam
populasyon icinde yiizde olarak ne kadar SA-BetaGal pozitif hiicre oldugu
belirlenmistir. ilgili analizler Navios EX Flow Cytometer, Beckman Coulter akim
sitometri sistemi ile gerceklestirilmistir. Kitin protokoliine bagh kalinarak, ufak
degisiklikler ile deney protokolii izlenmistir. Turk’s boyasi ile hiicre sayimminin
ardindan 500 ul’de 250.000 stispanse hiicreler 24-kuyucuklu plakanin bir kuyusuna
ekilmis ve 0.75 ul senesens boyasi eklendikten sonra 37 oC %35 CO2 kosullari olan bir
inkiibatérde 1.5 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bitiminde hiicre
sispansiiyonun iizerine 1 ul yikama soliisyonu eklenerek tiim karisim yeni bir 1.5 ml
tiipe aktarilmis ve 350 xg 5 dakika santrifiij edilmistir. Supernatan uzaklastirildiktan
sonra, 2.5 ul CD3-Pacific Blue (Ref. B49204, Beckman Coulter), 2.5 ul CD16-PE
(Ref. A07766, Beckman Coulter), 2.5 ul CD56-PE (Ref. A07788, Beckman Coulter),
2.5 ul CD8-PC5 (Ref. A07758, Beckman Coulter), 1 ul CD4-APC (Ref. IM2468,
Beckman Coulter), 1 ul CD19-APC-A700 (Ref. B49212, Beckman Coulter), 1 ul
CD45-APC-A750 (Ref. A079392, Beckman Coulter) antikorlar1 eklenerek subset
boyamalar1 yapilmistir. Kapida 10000 hiicre olacak sekilde hiicre toplanmis olup,
Kaluza Analysis v2.1 programi kullanilarak analiz edilmistir. Kapi stratejisi bir saglikli
kontrol iizerinden gosterilmis olup tiim orneklem bu stratejiye bagh kalinarak

tamamlanmistir.

3.2.3. Mononiikleer Hiicrelerde Senesens Belirteclerinin Gen Ifade

Analizi

Izole edilen mononiikleer hiicrelerin bir kismi RNA izolasyonu igin ayrilmstir.
Bu amagcla ayrilan mononiikleer hiicreler 350xg 5 dk santrifiij edilerek hiicre peleti
elde edilmistir. Pelet’e 500 ul Trizol eklenerek pipetaj ile hiicrelerin par¢alanmasi

saglanmistir. Deney Orneklemi tamamlanana kadar -80°C’de saklanmistir. RNA
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izolasyonu i¢in Trizol:Kloroform ve etanol presipitasyon yontemi (manuel RNA
izolasyonu) uygulanmistir. RNA kalitesi ve konsantrasyonu Nanodrop 2000 ile analiz
edilmistir. Izole edilen RNA o6rneklerinden kit ile cDNA sentezi (Promega, A3800)
gerceklestirilmistir. Senesens ile iliskili genlerin ifade analizleri i¢in SYBR Green
gPCR kiti (Promega, A6001) kullanilmistir. SYBR Green temelli O6lglim
metodolojisine uygun olarak tasarlanmis primerler kullanilmistir. Proje kapsaminda
hiicre dongiisii arrest genlerinin ifade diizeyleri (p53, pl16, p21 ve RB), TERT ve
insiilin benzeri bliylime faktorleri 1 ve 2 (IGF) genlerinin ifade diizeyleri incelenmistir.
Tim reaksiyonlar 3 teknik tekrar ile gerceklestirilmis olup sonuglar goreceli
kantifikasyon (2*-DDCt) metoduyla degerlendirilmistir. Gen ifadesi analizi igin;
Roche LightCycler 480 cihazi kullanilmis olup, RT-qPCR kosullar; 95°C’de 10s
denatiirasyon, 60°C’de 20s annealing ve 72°C’de 30s elongasyon, olmak iizere 40

dongti boyunca gergeklestirilmistir.

3.2.4. Mononiikleer Hiicrelerde Telomer Uzunluk Tayini

Telomer uzunlugu tayininde kontrol 6rnegi i¢in ¢caligmaya kontrol grubu olarak
dahil edilen DNA o6rneklerinin havuzu ve ¢alisma konusu disinda kalan ve telomer
uzunlugu bilinen bir hiicre hatt1 olarak A172 glioblastoma DNA 6rnegi kullanilarak iki
farkl yontem ile valide edilmesi amaglanmustir. Telomer uzunluk analizi i¢in kandan
DNA izolasyonu kit (Promega, A2360) ile gerceklestirilmistir. izolasyon basamaklar:
1¢in kit teknik uygulama klavuzundaki basamaklar takip edilerek gerceklestirilmistir.
DNA kalitesi ve konsantrasyon 6l¢iimii Nanodrop 2000 cihazi ile dl¢iilmiistiir. DNA
ornekleri i¢in gerekli konsatrasyonun optimizasyonu amaciyla ¢esitli diliisyon oranlari
(100 ng/ulile 10 ng/pl araliginda) niikleaz icermeyen su ile olusturulmus olup, telomer
uzunluk ol¢timii qPCR-temelli metot ile telomer uzunlugunun tek kopya gene rolatif
kantifikasyonu (2*-DDCt hesabi ile RTL (telomere length relative to a control sample)
orani) hesaplanarak gergeklestirilmistir (93). Son yillarda literatiirde telomer uzunlugu
6l¢iimii igin en ¢ok tercih edilen genlerden biri olan genomda tek kopya bulunan insan
B-globin (hbg) geni tekrarlanabilir oldugundan ve laboratuvarlar arasi olusan analiz
varyasyonlar1 da en aza indirmek amaciyla bu projede calisilmak iizere secilmis ve
Cawthon metodu optimize edilmis sekliyle uygulanmistir (94). NCBI Primer-BLAST

programi kullanilarak telomer ve tek kopya gen dizilerine gore primer cgiftleri
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tasarlanmis olup, tasarlanan her bir primerin c¢alisan konsantrasyonununun
optimizasyonu icin niikleaz icermeyen su ile seri diliisyonlar (100nM ile 1 pM
araliginda) olusturulmustur. Belirlenen konsantrasyonlar sonrasi SYBR Green ve
tag/hot-start DNA polimeraz temelli deney kurulmus olup, Roche LightCycler 480
cihaz1 kullanilarak, qPCR kosullar;; 95°C’de 15s denatiirasyon, 56°C’de 1 dk

annealing, olmak {izere 40 dongii boyunca gerceklestirilmistir.

3.2.5. Plazma Orneklerinde IL-6 ve TNF-alfa Analizi

Mononiikleer hiicre izolasyonu dncesi kan 2000 rpm 10 dk santrifiij edilerek
plazma izolasyonu da gergeklestirilmisti. Orneklemin tamamlanmasini takiben
ELISA yontemi ile senesens ile iliskilendirilmis iki Onemli faktor olan IL-6
(Elabscience, E-EL-H6156) ve TNF-alfa (Elabscience, E-EL-H0109) diizeyleri kit
protokoliine bag kalinarak uygulanmis olup, 450 nm de Tecan ELISA okuyucu ile
absorbans degerleri Olciilmiistiir. Bu degerler ile regresyon analizi gerceklestirilmis
(Second order polynomial (quadratic)) ve standart egri grafigi %95 giiven araliginda
olusturulmustur. Senesens iligkili tiim analizlerde ise 2-yOnlii varyans testi ve deneysel
giic analizi i¢in de c¢oklu karsilastirma testi kapsaminda Tukey post-hoc testi
uygulanmistir. Gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli farkliliklar i¢in p<0,05
degeri kabul edilmistir. Tiim veriler dikkate alindiginda gruplar arasi fark olup
olmadig1 ortalama+standart hata ile gosterilmistir. Analizler i¢in GraphPad Prism 10
(GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) programi kullanilmistir.

3.3. Verilerin Analizi

Senesensle ilgili tiim analizlerde, deneysel gii¢ analizi i¢in iki yonliit ANOVA
testi ve ¢oklu karsilastirma testi ¢ercevesinde Tukey post-hoc testi uygulanmistir.
Gruplar arasindaki farkliliklar i¢in <0,05 p-degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Gruplar arasinda farklilik olup olmadigmi gostermek ig¢in tiim veriler
ortalama + standart hata olarak sunulmustur. Analizler i¢cin GraphPad Prism 10

(GraphPad Software, Inc., San Diego, ABD) kullanilmistir.
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3.4. Etik Kurul Onay1

Tez, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 04.01.2022 tarihinde yapilan degerlendirme sonrasinda tibbi etik
acidan uygun bulunmustur. (karar no: 2022/01-45).

3.5. Biitce

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi tarafindan desteklenmistir (THD-2022-19883).
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Caligsmada ti¢ grup katilimer yer almistir. Saglikli kontroller, ortanca yaslari 3.5

yil (12 ay-10.7 y1l) olan bes erkek ve bes kizdan olusmustur. Ilaca yanit veren epilepsi

grubunda ortanca yaslar1 6.8 yil (7 ay-12 yil) olan alt1 erkek ve dort kiz yer almistir.

Ilaca direngli epilepsi grubu ortanca yaslar1 5.5 y1l (29 ay-10.7 yil) olan dort erkek ve

alt1 kizdan olusmustur. Ilaca direngli epilepsi grubunun klinik dzellikleri Tablo 4.1.'de;

ilaca yanit veren epilepsi grubunun klinik 6zellikleri Tablo 4.2.'de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1. Tlaca direngli epilepsi grubunun genel 6zellikleri.
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1 1 29 ay 50</ Fokal motor Sol hemisferde TPM, ACTH, | VGB, LEV, | Sol hemimegaloensefali, agir
(k) | gin giin (miyoklonik, burst-supresyon / sol | IVIG PHT, RUF, | sag serebral atrofi, GGG
klonik, hemisfer CLB(+KD) | displastik korpus kallozum
spazm) ve beyin sap1
2 41 39 ay 10</ Fokal motor Sol hemisferde VGB, TPM, FB, CBZ, Sol hemimegaloensefali, agir
(e) giin giin (tonik, spazm), multifokal dikenler, ACTH, CZP LEV, CLB, | multipl periventrikiiler GGG
fokal non-motor sag hemisferde nadir | (+KD) PHT subependimal nodiiller
(davranis dikenler/
duraksamasi) sol parietal bolge
3 19 3 yas 3-4/ Jeneralize motor Sol parasagittal ve OXC LEV, VPA, | Bilateral parietal bolgeden hafif
(e) ay 9 ay hafta (miyoklonik) sag frontosantral CLB perisilviyan alana uzanan zY
dikenler/- pakigiri; sag serebral
hemisferde daha yaygin
olarak gozlenmistir.
4 8 3yas 3-4/ Fokal motor Sag temporal keskin LEV, CBZ VPA, CZP, | Sag temporal lobda fokal hafif
(k) ay 10 ay giin (otomatizma) dalgalar/sag OXC, LTG | kortikal displazi tip 2 zY
temporal
5 4 4 yas 1-2/ Fokal motor Sag frontosentral LEV, OXC VPA, CBZ, | Sag frontal kortikal displazi | hafif
(e) yas 10 ay giin (tonik) dikenler/sag frontal CLB zY
6 11 6 yas 1-2/ Fokal motor Sag sentrotemporal ACTH VPA, TPM | Sag insuladan Sylvain orta
k) | ay 3ay hafta (tonik) dikenler, jeneralize fisstirtiniin arka kismina zY
dikenler uzanan kortikal displazi ve
ljeneralize ayni1 tarafli periventrikiiler
heterotopi
7 18 6 yas 15</ Fokal motor Sol frontal/ PB, CBZ, OXC, Sol superior frontal hafif
(k) ay 9ay giin (tonik) jeneralize, sol ACTH, CLB, | VPA LEV, | sulkusta fokal kortikal zY
frontal PHT LAC, ZNS displazi
8 18 8 yas 5-10/ Jeneralize non- Jeneralize, TPM, CLB, LEV, CZP, Sag serebral hemisferde orta
(e) ay 7 ay giin motor (atipik multifokal/jeneralize | VPA, RFD, LAC(+KD, | yaygm polimikrogiri zY
absans) ESM VNS)
9 20 10 yas | 5-10/ Fokal motor Sol anterior TPM, CLB, LEV, LAC Sol temporal lobda fokal hafif
(k) ay 3ay giin (otomatizma), temporal/sol VPA, CBZ (+VNS) kortikal displazi zY
fokal non-motor temporal
(davranisg
duraksamasi)
10 5 10yas | 10- Jeneralize motor Jeneralize/jeneralize VPA, VGB, | LAC, LTG, | Bilateral double korteks agir
k) | ay 8ay 15/ (tonik, spazm) CBzZ, TPM, | CLB(+KD) zY
giin ZNS, RFD,
LEV, PHT

K: kadin, E: erkek, EEG: elektroensefalogram, MRG: manyetik rezonans goriintilleme. ACTH, Adrenokortikotropik hormon; CBZ, karbamazepin;

CLB, klobazam; CZP, klonazepam; ESM, etosiiksimid; IVIG, intravendz immiinoglobulin; LAC, lakozamid; LEV, levetirasetam; LTG, lamotrijin

>

OXC, okskarbazepin; PB, fenobarbital; PHT, fenitoin; RFD, rufinamid; TPM, topiramat; VGB, vigabatrin; VPA, valproik asit; ZNS, zonisamid KD:
ketojenik diyet; VNS: vagus sinir stimiilasyonu; ZY: zihinsel yetersizlik; GGG: global gelisimsel gerilik
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Hasta Nobet Son Degerlendirme | Nobet Tipi | Interiktal | ila¢ | Beyin MRG
No Baslangi¢ Nobet Yasi EEG
Yagi Yagi
1 2ay 2ay 7ay jeneralize N PB, ince korpus
(E) motor (tonik) LEV kallosum
2 4 ay 5ay 8ay fokal motor N LEV N
(E) (klonik)
3 18 ay 18 ay 25ay jeneralize N LEV N
(K) motor (tonik-
klonik)
4 19 ay 19 ay 40 ay jeneralize N LEV N
(K) motor (tonik-
klonik)
5 15 ay 15 ay 6 yas 8 ay jeneralize N LEV N
(K) motor (tonik-
klonik)
6 4 yas 4 yas 7 yas jeneralize jeneralize VPA N
(E) motor (tonik- dikenler
klonik)
7 6 yas 6 ay 6 yas 7 yas 8 ay jeneralize N LEV N
(K) 6 ay motor (tonik-
klonik)
8 5 yas 7 yas 9 yas 2 ay fokal motor sol LEV, sol superior
(E) (klonik) sentrotempo | CLB frontal girusta
ral dikenler spesifik
olmayan T2
hiperintensitesi
9 10 yas 10 yas 10 12 yas jeneralize multifokal CBz N
(E) ay motor  (tonik- | dikenler
klonik)
10 5 yas 3 ay 5yas 3 ay 12 yas jeneralize sag temporal | LEV sag
(E) motor  (tonik- | aralikli hipokampal
klonik) yavaslama skleroz
ve
sentroparieta
| keskin
dalgalar

K: kadin, M: erkek, EEG: elektroensefalogram, N: normal, MRG: manyetik rezonans goriintiileme, ASM: ndbet
Onleyici ilag; CBZ, karbamazepin; CLB, klobazam; LEV, levetirasetam; PB, fenobarbital; VPA, valproik asit

4.2. Senesens Belirteclerinin Verileri

4.2.1. Senesens-iliskili p-galaktosidaz

Akim sitometri Ol¢limii ile her li¢ gruptaki 6rneklerde toplam populasyon
icinde SA-BetaGal pozitif hiicre yiizdesi belirlenmistir ve yiizdeler istatistiksel olarak

karsilastirilmistir.

Saglikli kontrol gurubu, ilaca yanith epilepsi grubu ve ilaca direngli epilepsi
grubunun SA-BetaGal pozitif hiicre yiizdesi karsilastirildiginda genel olarak
lenfositlerde ve CD8+ T hiicreleri disindaki lenfosit alt gruplarinda {i¢ grup arasinda

fark izlenmedi. Ilaca direngli epilepsi grubunda CD8+ T hiicrelerde SA-BetaGal
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pozitif hiicre yiizdesi saglikli kontrol gurubuna ve ndbet onleyici ilaca yanith epilepsi

grubuna gore daha yliksekti (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. SA-BetaGal pozitif hiicre yiizdesinin gruplar arasi analizi. SK: saglkli
kontrol, IY: ilaca yanith epilepsi, ID: ilaca direngli epilepsi (SK: saglikli
kontrol, 1Y: ilaca yamith epilepsi, ID: ilaca direncli epilepsi (tek yonlii
ANOVA analizi, Tukey, *p<0,05, **p< 0.01). Ug¢ grubun diisiik degerleri
¢ikarildiktan sonra CD8+ T hiicrelerinin istatistik sonuglari.sk

4.2.2. Hiicre Dongiisii Yolaklarindaki Belirtecler

Saglikli kontrol gurubu, ilaca yanith epilepsi grubu ve ilaca direncli epilepsi

grubunda hiicre dongiisii yolaklarindaki belirteclerin mRNA ifadeleri karsilastirildi
(Sekli 4.2.).

(1) pl6 transkripsiyonel diizeyleri ilaca direngli epilepsi grubunda saglikli
kontrol grubuna kiyasla yliksek bulundu. Saglikli kontrol gurubu ve ilaca yanith
epilepsi grubu, ilaca yanith epilepsi grubu ve ilaca direngli epilepsi gruplart arasinda

fark izlenmedi.

(i1) p21 transkripsiyonel diizeyleri ilaca direngli epilepsi grubunda saglikli
kontrol gurubu ve nobet onleyici ilaca yanith epilepsi grubuna kiyasla 6nemli dl¢iide
yiikseldigi goriildii. Saglikli kontrol gurubunda ise ilaca yanith epilepsi grubuna gore

daha yiiksek diizeyler ol¢iildii.

(111) p53 transkripsiyonel diizeyleri saglikli kontrol gurubu ve ilaca direngli
epilepsi gruplar1 arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadi. ilaca yanith epilepsili hastalarinda ise diisiiktii.



Goreceli mRNA ifadesi

28

(iv) RB transkripsiyonel diizeyleri saglikli kontrol gurubu ve ndbet onleyici
ilaca direngli epilepsi gruplar1 arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmadi. Nobet 6nleyici ilaca yanith epilepsili hastalarinda ise diisiiktii.
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Sekil 4.2. Hiicre dongiisii yolaklarindaki belirteglerin gen ifade analizi: p16, p21, p53,
retinoblastoma (RB1) mRNA ekspresyon seviyelerinin gercek zamanl
kantitatif RT-PCR analizi. SK: saglikli kontrol, IY: ilaca yanith epilepsi,
ID: ilaca direngli epilepsi (tek yonlii ANOVA analizi, Tukey, ** p < 0.01
***p < 0.005, **** p <0.0001).

4.4.3. Telomer Uzunlugu ve Telomeraz Ters Transkriptaz mRNA ifadesi

(1) Periferik kan mononiikleer hiicrelerinin telomer uzunluklari, KGM'li ilaca
direngli epilepsi hastalari, ilaca yanit veren epilepsi hastalar1 ve saglikli hastalar
arasinda karsilastirildi ilaca direngli epilepsi grubunun, saglikli kontrol grubundan ve
ilaca yanit veren epilepsi grubundan 6nemli 6l¢iide daha uzun telomerlere sahiptip
oldugu goriildii. flaca yanit veren epilepsi grubunda saglikli kontrol grubuna kiyasla

telomer uzunlugunun daha uzun oldugu tespit edildi (Sekil 4.3.).

(i1) Telomeraz ters transkriptaz (TERT) mRNA ifadesi, ilaca direngli KGM'li
epilepsi grubunda saglhikli kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksekti. Ilaca
yanit veren epilepsi hastalari ile saglikli kontrol grubu ve ilaca direngli epilepsi grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamstir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Telomer uzunluklarinin ve telomeraz ters transkriptaz (TERT) mRNA
ekspresyon seviyelerinin karsilastiriimasi. SK: saglikli kontrol, TY: ilaca
yanith epilepsi, ID: ilaca direncli epilepsi (tek yonlii ANOVA analizi,
Tukey, ** p <0.01, **** p <0.0001).

4.2.4. Senesens ile Iliskili Salg1 Fenotipi Belirtecleri

Inflamatuar belirteclerin plazma seviyeleri ELISA ile 6lciildii ve gruplar

arasinda karsilastirildi (Sekil 4.4.).

(1) IL-6 plazma seviyeleri ilaca direngli epilepsi grubunda saglikli kontrol
gurubu ve ilaca yanith epilepsi grubuna kiyasla yiiksek tespit edildi. {laca yanith
epilepsi grubunda ise saglikli kontrol gurubunda ise gore daha yiiksek diizeyler

olgtldi.

(i1) TNF-alfa plazma seviyeleri ilaca direngli epilepsi grubunda saglikli kontrol
gurubu ve ilaca yanitl epilepsi grubuna kiyasla yiiksekti. Saglikli kontrol gurubunda

ise ilaca yanith epilepsi grubuna gore daha yliksek diizeyler o6l¢iildii.
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Interlokin-6 (IL-6) ve tiimdr nekrozis faktdr-alfa (TNF-alfa) plazma

seviyelerinin karsilastirilmas1. SK: saghkli kontrol, IY: ilaca yanith
epilepsi, ID: ilaca direncli epilepsi (tek yonlii ANOVA analizi, Tukey, ****

p < 0.0001).

4.2.5. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri

Insiilin benzeri biiyiime faktorleri (IGF) 1 ve 2'min mRNA ekspresyon

seviyeleri, KGM'li ilaca direngli epilepsi hastalari, ilaca yanit veren epilepsi hastalari

ve saglikli hastalar arasinda karsilagtirildi (Sekil 4.5.).

IGF1

transkripsiyonel

seviyeleri gruplar arasinda benzerdi. Ilaca direngli epilepsi grubu hem saglikli kontrol

hem de ilaca yanit veren epilepsi hastalarindan e daha yiiksek IGF2 transkripsiyon

seviyelerine sahipti. Son iki grup arasinda fark yoktu.
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Sekil 4.5. Insiilin benzeri biiyiime faktdrlerinin (IGF), IGF1 ve IGF2 nin gen ifade
analizi. IGF1 ve IGF2'nin mRNA ekspresyon seviyelerinin gercek zamanli
kantitatif RT-PCR analizi. SK: saghkli kontrol, IY: ilaca yanith epilepsi,
ID: ilaca direncli epilepsi (tek yonlii ANOVA analizi, Tukey, **** p <

0.0001).
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5. TARTISMA

Hiicresel senesens, belirli stresorlerin etkisiyle veya fizyolojik siireglerin bir
parcas1 olarak ortaya c¢ikan, hiicre dongiisiinde durma, morfolojik degisiklikler,
metabolizmada etkilenme ve sonrasinda hiicre disina salinan proinflamatuvar
proteinler ve diger molekiiller ile karakterize, devam eden canlilik ve metabolik
aktiviteye ragmen, istikrarli ve uzun vadeli bir proliferatif kapasite kaybina verilen
addir (1, 4, 9). Senesens embriyolojik gelisimde, doku rejenerasyonunda, plastisitede
rol oynadigi gibi yaslanmada, kanserde ve dejenerasyonda rol oynar (5, 95).
Hiicrelerde senesensi gdstermede standart bir belirte¢ veya belirtegler grubu yoktur,
bir hiicre/doku grubunun senesense ugrayip ugramadigina bir¢ok belirtege bakarak
karar verilmesi Onerilir (3). Bu biyobelirteclerden bazilari, senesens siirecine katkida
bulunan mekanizmalarin aktivasyonunu gosterirken (6rnegin tiimor baskilayici
yolaklar), digerleri ise senesens programinin isleyisine eslik eden degisiklikleri
yansitir (0rnegin: senesensle iligkili beta galaktosidaz aktivitesindeki artis) (31).
Ayrica fizyolojik ya da patolojik siireclerde dokunun tipi, hasarin ¢esidi, siddeti, siiresi
ve zamanlamasina gore senesense ugrayan hiicrelerdeki yapisal degisiklikler, gen
ifadeleri ve salinan molekiiller de farklilik gdstermektedir (1). Bu bilgiler 1s18inda
pediatrik epilepsi hastalarinda, senesens belirteglerinin ¢ocuklarin periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde yiliksek olabilecegini diislindiik ve beta galaktozidaz
aktivitesini, telomer uzunlugunu, hiicre dongiisii yolaklarindaki genlerin mRNA
diizeylerini ve senesens ile iliskili salgi fenotipi belirteclerini saglikli kontrollerle

karsilastirdik.

Senesens-iligkili [-galaktosidaz aktivitesinin Ol¢limii senesense ugramis
hiicreleri tanimlamak i¢in yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Senesense ugramis
hiicrelerde bozulmus metabolizmay1 gosteren belirteclerden biridir (32, 96). Bununla
birlikte spesifik degildir, senesense ugramamis hiicrelerde de pozitif bulunmus ve
senesense ugramis her hiicrede gosterilememistir (5). Alzheimer hastalarini ve hafif
zihinsel etkilenmesi olan erigskin bireyleri inceleyen bir¢alismada periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde senesens-iligkili -galaktosidaz Alzheimer grubunda hafif

zihinsel etkilenmesi olan ¢ocuklara gore daha diisiik bulunmus, yazarlar senesens
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belirteclerinin farkli evrelerde zamansal bir degisim gosterebilecegini vurgulamistir
(97). Periferik kan mononiikleer hiicreleri inceleyen baska bir erigkin hastalar igeren
calismada T lenfositlerinin, yasla birlikte artan oranda yiiksek SA-BetaGal aktivitesi
gosterdikleri, alt grup incelemelerinde 6zellikle de CD8+ T hiicrelerinde bu oranin
yikksek oldugu vurgulanmiglardir. SA-BetaGal aktivitesi yiiksek olan CD8+ T
hiicrelerin ¢cogalma yeteneklerinde bozulma goriildiigiinii, telomer disfonksiyonu ve
senesenste beklenen gen ifadesi degisikliklerin izlendigini belirtmislerdir. Bagisiklik
hiicreleri de ilerleyen yasla birlikte yaslanir; timik involiisyonu takiben daha az naif T
hiicresi tiretir ve enfeksiyona, otoimmiiniteye karsi duyarlilig1 artiran yiiksek oranda
farklilagsmis hafiza CD8+ T hiicreleri biriktirirler; bu durum immiinosenesens olarak
bilinir (20, 98). Bu eriskin hastalarin sonuglar1 immunsenesenste CD8+ T hiicrelerinin
Oonemli bir rolii olabilecegini desteklemistir (20, 99). Calismamizda periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde genel olarak SA-BetaGal aktivitesi tiim gruplarda benzer
yiizdelerde bulduk. SA-BetaGal aktivitesi senesens i¢in 6nemli bir belirte¢ oldugu i¢in
bulgularimiz bu hiicrelerin senesense ugramadigmi destekler. Bununla birlikte alt
grup incelemelerinde CD8+ T hiicrelerinin SA-BetaGal aktivitesini daha yiiksek
saptamamiz  ilaca direngli epilepsi grubunda immunsenesensin tetiklenmis
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Epilepsi hastalarinda sistemik otoimmiin hastaliklarin
daha sik goriilmesi goz ontlinde bulunduruldugunda, tekrarlayan nébetlerin CD8+ T
hiicrelerinde immunsenesense yol agarak otoimmiiniteye katkida bulunmus

olabilecegini akla getirmektedir (100).

Telomerin fonksiyenel durumu hiicre canliligi i¢cin 6nemlidir, hiicreler,
ozellikle telomeraz eksprese edenler, fonksiyon bozuklugu olan telomerleri onarmaya
calisabilirler (22). Telomerler DNA'y1 hasara karsi korur. Her mitotik dongiide
kisaldiklart i¢in periferik kanda l6kosit telomer uzunlugu (LTL) nun 6l¢iilmesi bu
mitotik saatin durumunu gostermede pratik bir yontemdir (101). Cevresel etkenler ve
genetik LTL'YT etkiler. Birlesik Krallik'tan 472.432 eriskin bireyi iceren uzun siireli
bir takip ¢caligmasinda LTL'nin azalmasi genel olarak mortalitede hafif risk artisi ile
iligkilendirilmistir ancak belirli hastaliklarin riski daha anlamliyiiksektir (101).
Kohortun bir kisminda beyin MRG bulgulart ve ileriki yaslarda goriilen noérolojik
hastaliklar incelenmistir, uzun LTL'nin demans insidansinda azalma ile iliskili oldugu

vurgulanmistir  (102). Telomer uzunlugu ile iliskili genlerdeki tek niikleotid
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polimorfizmleri LTL'yi etkiler ve genetik olarak LTL uzunlugu 6ngoriilebilir (103).
Tek niikleotid polimorfizm caligsmalar1 genetik olarak ongoriilen daha uzun telomer
uzunlugunun ¢esitli kanserler i¢in artan risk yarattigini ortaya koyarken, genetik olarak
ongoriilen daha kisa telomer uzunlugu kardiyovaskiiler hastalik, diyabet, kronik
obtruktif akciger hastaligu ve Alzheimer hastalig1 gibi dejeneratif hastalik oranlarinda
artisla iliskilendirilmistir (104). Hem kisa hem de uzun telomerlerin getirdigi riskler
oldugu diisiiniilmektedir. Hiicrelerin telomerlerini stabilize etmelerinin en yaygin
yolu, telomoreazin, ozellikle de katalitik bilesen TERT'in eksprese edilmesidir (22).
Periferik kan lenfositlerinde telomeraz diisiik seviyede 6lgiiliir, antijen uyarisi ile artar,
lenfositlerin ¢ogalma kapasitelerini korumalar1 daha once karsilasilan antijenlere karsi
immunreaktiviteyi siirdiirmek i¢in gereklidir (105). Bu tiir hiicrelerin telomerlerini
stabilize etmelerinin en yaygin yolu, telomerazin, 6zellikle de katalitik bilesen
TERT'in eksprese edilmesidir.(22) TERT esas olarak antijenle uyarilmis lenfositler,
germ hiicreleri ve kanserin cogunlugu gibi islevleri i¢in proliferasyonun
stirdliriilmesinin gerekli oldugu hiicrelerde eksprese edilir (106). Calismamizin
sonuglarinda saglikli ¢ocuklarla karsilastirildiginda ilaca yanith ve ilaca direngli
epilepsi hastalarinda telomerler daha uzun bulundu, ayrica ilaca direncli epilepsi
hastalarinda ilaca yamithh epilepsili ¢ocuklardan daha wuzun Olgiildii. TERT
transkripsiyonel diizeyleri nobet Onleyici ilaca direngli epilepsi grubunda saglikli
kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6lgiide yiikseldigi bulundu. Saglikli ¢ocuklar ile ilaca
yanitli epilepsili cocuklar arasinda fark yoktu. Sonuglarimiz iki noktaya isaret edebilir.
IIki epilepsinin telomer hasarlanmasi icin bir risk faktdrii olmadigidir. Fakat
calismamizda ilaca direngli epilepsi grubunda TERT'in transkripsiyonel diizeyleri de
yiiksek bulunmustur. Bu nedenle sonuglarimiz epilepsinin, 6zellikle ilaca direncli
epilepsinin daha aktif sekilde telomer hasarlanmasina yol agtig1 fakat cocuklarin geng
organizmalar olmasi nedeniyle tamir mekanizmalarinin iyi ¢alistiginin ve hiicrelerin
canliligini korumasi lehine telemorerazin daha aktif, telomerlerin de daha uzun oldugu
lehinedir. Bulgularimiz ¢ocuklarda ndbetlerin olusturdugu hiicresel strese karsi
hizlanmis telomer hasarlanmasina aktif bir yanit gelistirdigini diistindiirmektedir.
Hiicrelerin ugradig: stres, 6zellikle oksidatif stress telomer disfonksiyonu igin risk
olusturmaktadir (107). LTL ilk 20 yi1l boyunca hizli kisalir ve daha sonra yavas kisalir

(108). Sonuglarimiz, preadolesan hastalarimizda bu ilk yillardaki azalmanin daha hizli
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olmasimi engellemek adma hastalarimizda ilerideki geri doniisiimii olmayacak
kislamalardan ndroprotektif amagla adaptif bir yiiksekligin meydana geldigini
diistindiirmiistiir. Telomer disfonsiyonu yaslilarda noérodejeneratif hastaliklardata
calistlmigtir (109, 110). Yiiksek telomerazin aktivitesi ve uzun telomerlerin
noroprotektif olabilecegi ALS'de arastirilmistir. Kisa telemorlerin, azalmig teleomeraz
aktivitesinin ve TERT transkripsiyonel diizeylerinin diisiikliigiiniin yaslhilarda néronal
6liime katkida bulunduguna dair ¢alismalar vardir (110-112). Roberts ve arkadaslar
ise yash hastalarda uzun telomerlerin de norodejenarasyonla iligkili olabilecegini
belirtmis hem kisa hem de uzun telomerlerin kognitif yikim riskini arttirdigini, telomer
uzunlugunun kognitif etkilenme igin risk belirleme agisindan tek basmna yeterli
olmayacagini vurgulamistir (113). Telomer norodejeneratif hastalik iligkisi sikca
calisilmig iken epilepsi telomer iliskisi konusunda caligma kisithdir. Espinosa ve
arkadaglarinin preklinik calismalarinda, nébet yiikiiniin fazla oldugu farelerin dokulari
incelendiginde daha kisa telomerlere sahip olduklarini bulunmustur (114). Miranda ve
arkadaglan eriskin temporal lob epilepsili hastalarda saglikli kontrollere gore periferik
hiicre l6kositlerinde anlamli bir telomer kisalmasi oldugunu bildirmislerdir (12).
Binlerce pediatrik ve yetiskin epilepsi hastasi iizerinde yapilan yeni bir genom boyu
iligkilendirme calismasinda, telomer uzunlugu ile iligkili genlerdeki tek niikleotid
polimorfizmleri incelenmis ve epilepsi ile telomer uzunlugu arasinda nedensel bir

iliski olmadigi belirlenmistir (115).

Ekzojen ve endojen kaynaklarin neden oldugu stres ve hasarlanmalar
sonucunda senesnse ugramis hiicrelerde hiicre dongiisii durur. Bu noktada pek ¢ok
yolak aktive olur. Hiicre dongiisii diizenlenmesinde kritik rol oynayan p53-p21 ve pl6-
RB yolaklarinin senesens sirasinda aktive oldugu gosterilmistir (1, 3, 20, 31). p53
timor baskilayic1 protein, timor siipresor yolaklarin ana yapitasidir, genomun
koruyucusu olarak da adlandirilir. Stresorler p53'i aktiflestirdiginde hiicre dongiisii
tamir i¢in gegici olarak durabilir ya da bu aktivasyon hiicre 6liimiinii veya hiicresel
senesensi tetikler (116). p53 tetiklendiginde p21 aktive olur ve p21 siklin bagimli kinaz
inhibitorii gorevi goriir, hiicresel bolinme dongilisii durur. p53-p21 yolagt DNA
hasarlamasi ve telomer kislamasi gibi tetikleyicilerin sonucunda ortaya ¢ikan replikatif
senesensde daha aktif yolak p53-p21 yolagidir (16, 20). p16 siklin bagiml kinaz

inhibitorii olarak RB'nin hiperfosforilasyonunu baskilar, proliferatif genlerin E2F
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transkripsiyon faktorii aracili ekspresyonunu inhibe eder ve hiicre dongiisii durur (3,
117). pl6-p21 yolag1 reaktif oksijen radikallerinin tetikledigi senesende daha aktif olan
yolaktir (20). Bu iki yolak birbirleri ile iletisim halindedir ve tetikleyicilere cevap
olarak beraber veya bagimsiz ¢alisabilir (3). Ayrica p21 p53 den bagimsiz, RB de p16
dan bagimsiz tetiklenebilir (16, 118). Calismamizda p53-p21 yolaginin
transkripsiyonel diizeyleri degerlendirildiginde ndbet 6nleyici ilaca direncli KGM’1i
epilepsi grubunda saglikli kontrollerle karsilastirildiginda p53'de benzer diizeyler
ol¢iildii, p21 ise daha yiiksek bulundu. pl6-RB yolaginda ise kontrol grubuna kiyasla
pl6 transkripsiyonel diizeyleri ndbet Onleyici ilaca direngli epilepsi grubunda
yiiksekti. RB’de ise benzer bir yiikseklik izlendi. Bu bulgular saglikli kontrollerin de
ekstrinsik veya intrinsik pek ¢ok stres ve uyariya maruz kalmasi ve sonucunda tamir
mekanizmalarma firsat verecek sekilde hiicre dongiisiinde duraksamanin oldugunu
diistindiirmiistiir. Yukarida bahsedildigi gibi ve SA-BetaGal seviyeleri saglikli hastalar
ve direncli epilepsi gruplarinda benzerdir, epilepsi hastalarinda telomer uzunlugu
olgiildiigiinde kisa bulunmamustir, bu nedenle epilepsi hastalarinda bu duraksamanin
hiicre dongiistinde kalict bir durmaya yani senesense neden olmadigi ve ilaca direncli
epilepsi hastalarinda kognitif etkilenme ile iliskili olmadig1 diisiiniilmiistiir. Ilaca
direncli epilepsi grubundaki yiiksek pl16 ve p21 ifadeleri gz oniine alindiginda,
bulgularimiz devam eden ndbetlerin yarattigt stresin bu belirteclerde artist

tetikleyebilecegini veya buna katkida bulunabilecegini diistindiirmektedir.

Sensensense ugramis hiicrelerden otokrin ve parakrin etkisi olan inflamatuar
sitokin ve kemokinler, bliylime faktorleri, matriks metalloproteinzalar1 ve proteazlar
salinir, bu sektertuvar profil senesensle iligkili salgi fenotipi olarak (senescence-
associated secretory phenotype, SASP) adlandirilir (1, 4, 31). SASP'ye kisa stireli
maruz kalma organizma i¢in yararl olabilirken, uzun siireli maruz kalma senesensin
dejeneratif etkisine katkida bulunur (119). SASP'nin baskin proinflamatuvar
sitokinlerinden biri IL-6'd1r (9). SASP'yi olusturan onlarca sitokinin arasinda TNF-alfa
da yer alir (120). SASP senesenste salinirken, inflamatuar sitokinlerin kendileri de

siire ve yogunluga bagli olarak sensensi tetikleyebilmektedir (121).

Calismamizda, ilaca direngli epilepsisi olan KGM'li ¢ocuklarin IL-6 ve TNF-

alfa seviyeleri, ilaca yanit veren epilepsisi olanlara veya saglikli kontrollere gore
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anlaml derecede yiiksekti ve bu da epilepsinin siddetiyle orantili bir inflamasyon
oldugunu diigiindiirmektedir. Giderek artan sayida arastirma, epilepsi ve inflamasyon
arasinda ¢ift yonli bir iliski oldugunu desteklemektedir. Calismalar, uzun siireli
ndbetlerin ve status epileptikusun inflamasyon gelisimi ile iliskili oldugunu,
inflamasyonun kendisinin ise epileptogeneze katkida bulunabilecegini gdstermistir.
Insan ¢alismalar1 siklikla epileptik hastalarda proinflamatuar mediyatorlerin yiiksek
seviyelerde oldugunu gostermektedir. Bu inflamasyon sadece serumda degil, beyin
omurilik s1vis1 ve epileptik doku drneklerinde de kendini gostermektedir (122). Ilaca
direngli epilepsi kronik inflamatuar stresi temsil etse ve hiicresel senesensi tetiklemesi
beklense de muhtemelen senesensi hizlandirmak i¢in inflamasyona uzun siire maruz
kalmak gerektiginden, sonug¢larimiz bunu desteklememistir. Kronik inflamatuar stres,
ilaca direngli epilepsisi olan c¢ocuklari zaman i¢inde saglikli ¢ocuklara kiyasla

yaslanmaya daha duyarli hale getirebilir.

Ilaca direngli epilepsisi olan hastalarimizda insiilin benzeri bilyiime faktorii 2
ekspresyonu belirgin sekilde yiiksekti. IGF1 ekspresyonu tiim gruplarda benzerdi. IGF
1 ve 2 somatik biliylimeyi, ndrogenezi ve hiicre proliferasyonunu uyarir. IGF1'in
deneysel epilepside noroprotektif ve onarici bir rolii vardir veya aksine, IGF-
1/PI3K/mTOR yolagiin aktivasyonu ile epileptogenezi hizlandirabilir (123-126).
Uyku sorunlart agisindan degerlendirilen epilepsi hastasi olan ve olmayan ¢ocuklarda
IGF-1'in serum konsantrasyonu farklilik gostermemistir (127). IGF2'nin embriyonik
biiyiime {izerinde énemli bir etkisi vardir. Ilging bir sekilde, IGF2 eksikligi deneysel
calismalarda olgun beyinde noroprotektiftir (128). Caligmamizda daha yiiksek ndbet
yiikii daha ytiksek IGF2 transkripsiyon seviyeleri ile iliskili oldugundan, bulgumuz bu
gozlemle kismen uyumludur. Bu nedenle, IGF ¢alismalarinin sonuglar1 deneklerin yasi
ve gelisimsel evresi goz 6niinde bulundurularak yorumlanmalidir. Su anda IGF'ler ve
yaslanma arasindaki iligki hakkindaki bilgiler belirsizdir: baz1 ¢alismalar proliferatif
etkilerine dayanarak yaglanmay1 onleyici bir rol oynadiklarini gosterirken, digerleri
yaslanmaya yol acabileceklerini 6ne siirmektedir (129-131). Arastirmalarda dikkate
alinmasi gereken bir diger nokta da serum ve dokulardaki IGF baglayici proteinler
(IGFBP-1 ve IGFBP -2) ve IGF reseptorlerinin (IGF-1R ve IGF-2R) plazma seviyeleri
kadar 6nemli olmasidir: 6rnegin, deneysel nobetlerden sonra belirli beyin bolgelerinde

IGF-1R ve IGF-2R baglanmasi1 azalir (132). Bu konuda insan dokusu ve fare
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deneylerini inceleyen infantil spazm ile ilgili bir calisma ise farkli bir pencere agmugtir.
Infantil spazm hastalarindan cerrahi olarak rezeke edilen neokortekste degismis IGF1
ekspresyonun etkilendigini, benzer bulgularin hayvan modelinde de gdzlemlendigini,
IGF1 ile tedavi edilen hayvanlarin ¢ogunda spazmlarm ve hipsaritmi benzeri
aktivitenin yatistigin1 ve IGF'in spazmin tedavisinde potansiyel bir ilag olabilecegini

vurgulamistir (133).

Analizlerimize dahil etmedigimiz bir faktor, epigenetik ve enflamatuar stirecler
gibi senesensle ilgili belirli yollar1 potansiyel olarak hedef alabilecek ndbet nleyici
ilaglarin etkisidir (134, 135). Bu durum, calismamizin nispeten kii¢lik Orneklem
boyutundan ve katilimcilar tarafindan kullanilan ilag¢ kombinasyonlarinin
heterojenliginden kaynaklanmaktadir. ilaglarin senesens iizerindeki etkisi, kapsami ve
mekanizmalart belirsizligini korumaktadir ve bildirilen etkileri sinirh ve ¢eliskilidir.
Ornegin, hayvan calismalar1 valproik asidin hiicresel senesensi hem tetikleyebildigini
hem de hafifletebildigini gostermistir (136, 137). Daha 6nce yapilan caligmalarda
NOI'ler ile telomer uzunlugu arasindaki neden-sonu¢ iliskisi dogrudan
arastirilmamigtir. Miranda ve arkadaslari, ilaca direncli hastalarda saglikli kontrollere
kiyasla daha kisa telomerler gozlemlemis, bu farktan nébetlerin kendisinin mi yoksa
NOf'lerin mi sorumlu oldugu konusunda daha ayrintili yorum yapamamuislardir (12).
Nobet onleyici ilaglarin epilepsinin kendisinden bagimsiz olarak senesens belirtecleri

tizerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.

Calismamiz belirli kisitliliklar1 vardir. Bu calismada klinik olarak uygulanabilir
senesens belirteclerinin tanimlanmasi1 amactyla periferik kan 6rnekleri kullanilmis olsa
da, beyin dokusu analizi epilepsinin altinda yatan patogenetik siireglerin daha kapsamli
bir sekilde anlasilmasimi saglayacaktir. Orneklem biiyiikliigiimiiz kiigiiktiir. Dige
kisithiligimiz DNA hasar1 ve apoptoz belirtegleri, reaktif oksijen iiriinleri ve SASP'nin
IL6 ve TNF-alfa disindaki bilesenleri gibi senesensin diger bir¢ok parametresini
O6lememesidir. pl6, p21, p53 ve RB'nin aktivasyonunu diizenleyen fosforilasyon
mekanizmalart ve bunlarin fosforilasyon durumu da degerlendirilmemistir. Telomer
uzunlugu ve p53, RB, TERT, pl6, p21, IGF1 ve IGF2 ekspresyonu periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde Olclilmiis ancak lenfosit alt gruplarinda ayr1 ayn

Olclilmemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Hiicre dongiisti belirtegleri, telomer uzunlugu ve SA-BetaGal aktivitesi
analizlerimiz, KGM'si olan ilaca direngli epilepsi grubunda stres kaynakli erken veya
replikatif yaslanmaya dair herhangi bir kanit sunmamistir. Bu hastalarda bilissel

komorbidite iizerine senesensin bir etkisi olmadig: diistiniilmiistiir.

2. 1laca direngli grupta lenfosit alt grup incelemelerinde CD8+ T hiicrelerinin
SA-BetaGal aktivitesini daha yiliksek saptamamiz bu grupta immiinsenesensin

tetiklendigine dair siiphe uyandirmustir.

3. Inflamatuar belirtegler ve p16-p21 mRNA ifadesinin yiiksek olmasi, ilaca
direncli epilepsili cocuklarin ndbetler nedeniyle hiicresel strese maruz kaldiklarini ve

zaman i¢inde senesense duyarli hale gelebileceklerini diistindiirmiistiir.

4. Daha genis bir biyobelirteg profili ile periferik kanda incelemeler yapmak,
her bir lenfosit alt grubunu, 6zellikle CD8+ lenfositleri ayr1 ayr1 analiz etmek ve
epilepsi cerrahisi gecirmis ilaca direngli epilepsili ¢ocuklarda epileptojenik dokuda
senesensi arastirmak, epilepsi patogenezinde senesens ile ilgili bilgilerimize katkida

bulunacaktir.
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Telefon: 0 (312) 305 1082 « Faks: 0 (312) 310 0580 » E-posta: goetik@hacettepe.edu.tr

Uye)

(Uye)

~(Uye)

(Uye)
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EK-2. Turnitin Dijital Makbuz

turnitin &)
Dijital Makbuz

Bu makbuz Gdevinizin Turnitin'e ulagtgini bildirmektedir, Ginderiminize dair bilgiler
siyledir:

Génderinizin ilk sayfasi asafida gnderilmektedir.
Gonderen: Ceren Glinbey

Odev bash#i:  Quick Submit
Gonderi Bashdi:  Cocukluk Cad Epilepsi Hastalarinda Erken Senesens Biyobel.,,

Dosya adi:  LERI_VE_KOMORBI_D_BI_LI 5_SEL_ETKI_LENME_ 1 _LE I LI 5 _KI...

Dosya boyutu:  2,.25M
Sayfa sayis;; 42
Kelime sayisi: 9,125
Karakter sayisi: 65,287
Gonderim Tarihl:  05-Tem-2024 02:2805 (UTC+0300)
Gonderim Numarasi;: 2412782190

T
WATT TR Dy DSl
i i escrieiel

UUHC UK LA K ACD EFRLERS] HASTALARINIL FHKEY
SRS VOB OL AT Ve o pein
BiLBSEL ETRRLNAE |LE kil

Dy (% e A Y

sl iRk Fragrums
I Ty T
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EK 3. Turnitin Raporu

Cocukluk Cadi Epilepsi Hastalarinda Erken Senesens
Biyobelirtecleri ve Komorbid Bilissel Etkilenme Ile iliskisi

ORIINALLIK RAPORU

%D

ok %2 %]

BEMZERLIK ENDEKS] INTERMET KAYMAKLART  YAYIMLAR GGREMNCT GDEVLERI

BIRIMCIL KAYMAKLAR

acikbilim.yok.gov.tr
internet Hﬂ\_.ﬂ'lﬂn_f]?|Ir g %1
Submitted to The Scientific & Technological %1

Research Council of Turkey (TUBITAK)

Ogrenci Odewvi

dergipark.org.t
ergipark.org.tr %1

Internet Kaynadi

El

books.akademisyen.net
internet Kaynad F {%1

Submitted to Hacettepe Universi

Ogrenci Odevi P ty {%1
openaccess.hacettepe.edu.tr

tnLErnELKaynaﬁl p {%1

libratez.cu.edu.tr
internet Kaynadi {% 1
m www.turkiyeklinikleri.com
& internet Kaynad y {% 1

repositorio.ufmg.br
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9. OZGECMIS

Ad1 Soyad : Ceren Giinbey
Dogum Tarihi

Dogum Yeri

Adres

Cep telefonu

E-posta

LISANS VE LiSANSUSTU EGIiTIiM

2002-2008
2009-2013
2014-2017

HIiZMET

2017-2019
2019-HALEN

YAYINLAR (SON BiR YIL)
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