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GENETIK JENERALIZE EPILEPSILERDE BiYOBELIRTEC
BELIRLENMESI

OZET

Giris: Genetik Jeneralize Epilepsiler (GJE) tiim epilepsilerin yaklasik dortte birini
kapsamakta olup, yapisal beyin bulgusu gostermeyen genetik epilepsi grubu olarak
tanimlanmaktadir. GJE tanisinda kullanilan spesifik bir genetik biyobelirteg
bulunmamaktadir. Genetik biyobelirteclerin en bilineni ve {izerinde en fazla arastirma
yiirlitiileni mikroRNA’laridir (miRNA). Daha o6nce bir¢ok epilepsi hastasinin
incelendigi ¢calismalarda miRNA alt tipleri olan miR-106b, miR-130a-3p ve miR-194-
5p incelenmis olup saglikli kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak ekspresyon
seviyelerinin farklilik gosterdigi bulunmustur. Calismamizda GJE hastalarinda miR-
106b, miR-130a-3p ve miR-194-5p ekspresyon diizeyleri incelendi ve olasi aday
genetik biyobelirteg potansiyellerinin belirlenmesi amaglandi.

Yontem: Calismaya GJE tanili 21 hasta ve 18 saglikli kontrol dahil edildi ve bireylerin
kan orneklerinden toplam RNA izole edildi. Elde dilen RNA'lardan ¢cDNA sentezi
yapildi. MiR-106b, miR-130a-3p ve miR-194-5p ekspresyon seviyeleri gRT-PCR ile
analiz edildi. U6 housekeeping gen olarak kullanildi. Belirtilen miRNA'larin tanisal
degerini degerlendirmek i¢in alic1 isletim karakteristigi (ROC) analizi ile egri altindaki
alan (AUC) degerleri hesaplandi ve p degerinin 0,05'ten kiigiik olmasi istatistiksel
olarak anlaml kabul edildi.

Sonuglar: MiR-130a-3p'nin ekspresyon seviyesi, kontrol grubuna kiyasla hastalarda
istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir (p<0,05). ROC analizinde belirlenen
AUC degeri 0,725'tir. Ancak miR-106b ve miR-194-5p'nin ekspresyon seviyeleri
istatistiksel olarak anlamli degildir. ROC analizindeki AUC degerleri sirasiyla 0,648
ve 0,571'dir.

Tartisma: Calismamizda kullandigimiz miRNA'larin degisen ekspresyon seviyeleri,
GJE'nin etiyopatogenezi ile iliskili olabilir. Bulgularimiz, GJE tanisi ve prognozu igin
potansiyel bir biyobelirte¢ olarak miR-130a-3p'nin kullanilmasini 6nermektedir.

Anahtar Kelimeler : Genetik biyobelirteg, Genetik jeneralize epilepsi, MikroRNA,
ROC egrisi.
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BIOMARKER DETECTION IN GENETIC GENERALIZED EPILEPSIES

SUMMARY

Introduction: Genetic Generalized Epilepsies (GGE) encompass approximately one-
fourth of all epilepsies and are defined as a genetic epilepsy group that does not exhibit
structural brain findings. There is no specific genetic biomarker used in the diagnosis
of GGE. The most well-known genetic biomarkers, with the most research conducted
on them, are microRNAs (miRNA). In previous studies examining many epilepsy
patients, miRNA subtypes including miR-106b, miR-130a-3p, and miR-194-5p have
been investigated, and it has been found that their expression levels statistically differ
from those in a healthy control group. In our study, we examined the expression levels
of miR-106b, miR-130a-3p, and miR-194-5p in GGE patients and aimed to determine
potential candidate genetic biomarkers.

Methods: 21 patients with isolated GGE and 18 healthy controls were recruited in this
study and total RNA was extracted from blood samples of participants. cDNA
synthesis was performed from the obtained RNAs. MiR-106b, miR-130a-3p, and miR-
194-5p expression levels were analyzed by gRT-PCR, using U6 as a housekeeping
gene. Receiver Operating Characteristic (ROC) analysis was used to evaluate the
diagnostic value of the specified miRNAs, and the area under the curve (AUC) values
were calculated, with a p-value less than 0.05 considered statistically significant.
Results: The expression level of miR-130a-3p has shown statistically significant
increase in patients compared to controls (p<0.05). The AUC value determined in the
ROC analysis is 0.725. However, the expression levels of miR-106b and miR-194-5p
are not detected statistically significant. Their AUC values in the ROC analysis are
0.648 and 0.571, respectively.

Conclusion: The varying expression levels of miRNAs that we used in our study may
be associated with the etiopathogenesis of GGE. Our findings suggests using miR-
130a-3p as potential biomarker in the diagnosis and prognosis of GGE.

Keywords: Genetic biomarker, Genetic generalized epilepsy, MicroRNA, ROC
curve.
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1. GIRIS VE AMAC

Genetik Jeneralize Epilepsi (GJE), altta yatan herhangi bir yapisal beyin lezyonu ya
da baska norolojik belirti olmaksizin, genetik etiyolojiye sahip olan epilepsi alt
grubudur. GJE'lerin hem yaygin hem de nadir olan tipleri vardir ve birlikte tiim
epilepsilerin %15 ila %20'sini olusturmaktadirlar. GJE'ler, tek gen bozukluklar1, kopya
sayist varyantlart (CNV) ve yaygin varyantlar gibi farkli genetik varyant tiirleri ile
iliskilendirilmektedir. Tipik absans, miyoklonik ve jeneralize tonik-klonik nébetler
GJE hastalarinda goriilen ana ndbet tipleridir [1].

GJE tanisinda, nobet tipi, ndbetlerin baslangic yasi ve elektroensefalografi (EEG) gibi
klinik 6zellikler birlikte degerlendirilmektedir. Farmakodireng, gelisimsel gecikme
veya zihinsel yetersizlikle birlikte seyreden GJE hastalarinda, klinik degerlendirmenin
yaninda, nérogoriintiileme ve genetik testler ile daha ileri diizeyde incelemeler
yapilmaktadir. Ancak genellikle bu yontemler GJE teshisi i¢in yeterli olmayip
ekonomik agidan da gesitli dezavantajlara sahiptir. Bu sebeple girisimsel olmayan,
giivenilir ve ekonomik biyobelirteclerin daha dogru teshise, takibe ve sonrasinda dogru
tedaviye olanak saglayacag: diigiiniilmektedir [2].

Ozellikle tan1 ve takip siireclerinde kullanim potansiyelleri olan mikro RNA'lar
(miRNA'lar) bu baglamda 6nemlidir. 2008 yilinda, miRNA'lar potansiyel bir genetik
biyobelirte¢ sinifi olarak ortaya ¢ikmistir. Bu molekiil, gen ekspresyon modiilasyonu
yoluyla néronal biyolojik siireclerin diizenlenmesinde kritik bir role sahip kiigiik,
kodlayict olmayan RNA'lardir. Bilinen tiim miRNA'larin yarisindan fazlasinin
beyinde eksprese edilmesinin yani sira epilepsi hastalarinin serumunda 100'den fazla
tanimlanmis MiIRNA’nin diizensizligi bildirilmistir ve bunlar epileptogenez siireci ile
iligkilidir. Bu bulgular, miRNA'larin epilepsi i¢in potansiyel tanisal genetik
biyobelirteg ve potansiyel bir terapotik hedef olarak kullanilabilecegini
desteklemektedir [2, 3]. Giiniimiizde GJE tanisina ve takibine katki saglayan ve yaygin

olarak kullanilan spesifik bir genetik biyobelirte¢ yoktur.



Bu dogrultuda, sunulan tez g¢alismasinda GJE hastalarinda miRNA alt tiplerinin
ekspresyon diizeyleri incelenerek, GJE tanisinda miRNA'larin genetik biyobelirteg
olarak kullanilabilmesinin ve klinik pratikteki uygulamasmin olanaklilig

arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Epilepsi

2.1.1 Tarihge

Tarihte en ¢ok isimlendirilen hastaliklarin basinda epilepsinin geldigi bilinmektedir.
Oyle ki; Babil lehgesinde epilepsiyi tanimlamak i¢in “sibtu”, Akkadca dilinde "mitqu",
Stimerce dilinde ise “antasubba” kelimeleri kullanilmistir. Eski Cin metinlerinde
“xian” ya da “dian”, eski Hint metinlerinde ‘“apasmara”, Antik Yunan’da ise
"epilambanesthai” olarak adlandirilmistir. Eski Misir uygarliginda tibbi metinlerin yer
aldig1 Ebers ve Hearts papiriislerinde epilepsiye kotii ruhlar ya da seytanlarin neden
oldugu yazilmistir. Tedavi yontemi olarak da tiitsii veya dua gibi uygulamalarin
kullanildig1 bilinmektedir. Babilli hekimlere goére epilepsinin sebebi, hayaletler ve
iblislerdir. Hekimler epilepsiyi dogaiistii olaylarla iliskilendirmis olsalar da,
tabletlerinde yazan bilgilere gore epileptik ndbet tiplerini tanimlamaya ¢alismislar ve
epilepsiyi tetikleyen etkenler arasinda az uyku ya da duygusal nedenlerin oldugunu
diistinmeleri, hekimlerin bazi dogru yaklasimlar yaptigin1 gostermektedir. Eski
Mezopotamya’da “tiim hastaliklar” anlamina gelen ve yaklasik kirk tabletten olugan
“Sakikku” kil tabletleri giiniimiizde Britanya Miizesi’ndeki “Babil Koleksiyonu™ na
ait olan (M.O. 1000) ve Sanlurfa yakinlarmdaki Sultantepe Kdyii'nde bulunan Yeni-
Asur yazistyla yazilmis (1.O. 718-612) tabletlerdir. Bahsedilen tabletlerin bir kismi
dogrudan epilepsi ile ilgilidir [4].

Eski Cin kiiltiiriinde ise Eski Misir ve Babillilerin aksine, epilepsinin ve nobetlerin
dogatistii olaylarla bir iliskisinin olmadig1 diisliniilmiistiir. Cince de epilepsi anlamina
gelen “dian” kelimesi “diigiiren hastalik” demektir. Epileptik nobetler anlamina gelen
“xian” kelimesinin anlami ise ¢irpinma ve katilmadir [5]. Cinli hekimler tarafindan
yazildigr bilinen bir tibbi yaztta, epilepsi etiyolojisi hakkinda bir agiklama

bulunmaktadir.



Bu agiklamada epilepsinin sebebinin, dogum 6ncesi donemde hamile olan kiginin kotii
bir sekilde korkutulmasi sonucunda yasadigi sok oldugunu yazmislardir. Epilepsi
tedavisi olarak tibbi bitkilerin kullanilmasi, akupunktur ve masaj yapilmasi gibi
yontemler uygulanmistir [5].

“Ayurveda”, Hindistan'da yasam bilimi anlamima gelen diinyadaki en eski tip
sistemidir. Eski Hint tip sisteminde epilepsi “Apasmara” olarak adlandirilmistir [6].
Ayurveda’da "Dosha" denilen ti¢ farkli yasam enerjisi tipi bulunur. Bunlar VATA
Dosha, PITTA Dosha ve KAPHA Doshadir. Saglikli bir insanda doshalar bir
homeostaz durumundayken, doshalarin homeostazinin herhangi bir sekilde bozulmasi
hastaliga yol agabilmektedir. Hastaligin tipi bozulan doshanin tipine baghdir.
Ayurveda prensibine gore epilepsinin nedenlerinin hem igsel hem de dissal
nedenlerden kaynaklandigi ve dért tipte siiflandirildig: bilinmektedir. 11k iic tipi, {i¢
doshadan (pitta, vata ve kapha) herhangi birinin bozulmasi ile olusur. Dordiincti tip ise
bu {i¢ doshanin hepsinin bozulmasiyla olusmaktadir [6]. Pitta doshanin bozulmasiyla
Pattika tip epilepsisi meydana gelir. Hastada asir1 sicaklik ve susama hissi duyulur ve
bu semptomlara eslik eden agizda koplirme ve yerde ¢irpinma meydana gelir. Kapha
doshanin bozulmasina Kaphaja tip epilepsi denir. Kaphaja tip epilepside hasta aura ile
birlikte soguk ve agri hisseder, objeleri beyaz sekilde goriir. Bu belirtilere ek olarak
diisme ve kopiirme eslik eder. Vata doshanin bozulmasina Vatika tip epilepsi denir.
Bu tip epilepside aglama, hizli nefes alip verme ve bilingsizlik hali gibi ataklar
gerceklesir. Dordiincii tip olan Sannipatika, ii¢ doshanin birden bozulmastyla olusur.
Ayurveda sistemine gore bu tip tedavi edilemez ve yash insanlarda meydana
gelmektedir [6].

Antik donemde, epilepsi tedavisinde insan kaninin kullanildigina dair birgok farkl
kaynakta bilgiler vardir. Bu tedavi yontemine dair ilk bilgilere ise Romah
ansiklopedist Alus Cornelius Celsus tarafindan M.S. 40 yillarinda yazilmis olan De
Medicina (Tip Uzerine) kitabinda yer verilmektedir. Ad1 gegen kitabinda “Bazilar1 bir
gladyatoriin kesik bogazindan gelen kanin i¢ilmesiyle kendilerini biraz olsun epilepsi
hastaligindan 6zgiirlestirirler” ciimlesiyle bu yontemin tedavi amaciyla uygulandigi
bildirilmistir [7]. “Dogal Tarih” adl1 eserin yazari Plinius ise eserinde su paragrafa yer
vermistir : “Gladyatorlerin kan1 da bir hayat kaynagi olarak epilepsi hastalar
tarafindan i¢ildi. Hastalar insan kani emmenin tedavide en etkili bi¢im oldugunu

diisiiniiyorlar.”



Bu uygulamanin nedeni ise epilepsi gibi zor tedavi edilebilen bir hastaliga karsi, giiglii
insanlar olan gladyatorlerin kaninin hastaliga sifa olabileceginin diisiiniilmesidir [7].
Hristiyan inancina gore epilepsi, seytan ve diger saf olmayan ruhlar tarafindan
tetiklenebilen bir hastaliktir ve azizlerin koruyucu etkisiyle dnlenebilmektedir [8]. Bu
diisiinceden yola ¢ikarak, Azizlerin resimlerinin gosterilmesinin tedavi edici bir
yontem olduguna inanilmaktaydi. Epilepsi tedavisinde bu amagla yararlanilan 37
azizin varhig1 bilinmektedir. Diger bir tedavi yontemi olarak, epilepsi hastalar1 seytan
¢ikarma ayinlerine tabi tutuluyordu [9].

Islamiyet’te ise durum Hristiyanlik’dan farklidir. Miisliimanlar arasinda, epilepsi
hakkinda yazdiklar1 hem islam diinyasinda hem de 1700’lere kadar Avrupa’da 6nem
goren iki hekim vardir: Ebti Bekr Muhammed bin Zekeriyya er-Razi (865 - 925) ve
Ibn-i Sina (980 - 1037). ibn-i Sina, epilepsinin tanimlanmasinda ve tedavisinde
bilimsel ve akiler olmasiyla giiniimiize ¢ok Onemli detaylar birakmigtir. Batida
"Avicenna" adiyla taninan Ibn-i Sina tip tarihinde "Epilepsi” terimini kullanan ilk
hekimdir [10]. Epilepsinin degisik formlarini ve semptomlarini tarif etmis ve tedavi
etmek i¢in uygun farmakolojik tiriinlerin uzun bir listesini en tinlii tibbi eseri olan EI-
Kanun fi’t-T1b kitabinda yer vermistir. Bu eser dért yiiz y1l boyunca islam ve Avrupa
tiniversitelerinde standart bir tip ders kitab1 olarak egitime katkida bulunmustur [11].
Ibn-i Sina nébetlerin gergek kokeninin beynin alt ventrikiilii olabilecegini sdylemistir.
Ciinkii ataklar duyma, gérme ve yiiz kaslarini da etkilemektedir. Ona gére daha ciddi
olan bir epilepsi tiirii ise melankoli ile iliskili olan epilepsidir ve Ibn-i Sina bu alt tipin
obsesyona neden olabilecegini bildirmistir. Yiiksek seslerden ve yogun parlak
1siklardan korunulmasi gerektigini, tiiketici fiziksel egzersizlerden kaginilmasi ve
uykusuz kalmmmamasi gerektigini belirtmistir. Ayrica epilepsiyi tetikledigi i¢in
tahildan yapilan gidalardan uzak durulmasini sdylemis ve tedavi yaklasim olarak
cesitli tibbi bitkilerin tiikketilmesini 6nermistir [11].

Antik Yunan’da epilepsi hakkindaki en 6nemli kanitlar {inlii hekim Hipokrat (M.O. 5.
yy) tarafindan yazilmis olan Hipokratik Korpus’un “Kutsal Hastalik Uzerine”
boliimiinde yer almaktadir. Bu boélimde genellikle hastaligi dogru bir sekilde
degerlendiremeyen ve hastaligin kutsal oldugunu diisiinen donemin hekimlerini
elestirmistir. O doneme kadar kutsal hastalik olarak bilinen epilepsinin, Hipokrat’a

gore herhangi bir kutsiyeti bulunmamaktadir [12].



Beyinle iliskilendirilen bu hastalig1, dogatistii olaylarla bagdastiranlara kitabinda su
sekilde yer vermistir: “Kendisine giivenli yer edinmek isteyen insan her tiirlii hastalik
i¢in belirli bir tanriy1 suglayacak ve mizansenleri hayal edecektir. Eger hasta, ke¢i gibi
davranirsa bundan Tanrilarin Anasi sorumludur. Eger cok yiiksek sesli bir ¢iglik
atarsa, yani bu kisinin at gibi kisnedigi sdylenir ve bundan dolay1 Poseidon suglanir.
Eger kisinin agzinda kopiik varsa su¢lu Ares’tir. Eger kisi gece nobetleri gegiriyor ve
panik halinde kapiya dogru kosuyorsa bu durumda Hekate’nin saldirisindan ve
kahramanlarin hiicumundan bahsedebiliriz.” Hipokrat, epilepsinin ortaya ¢ikis
sebebinin tanrisal bir kokenden kaynaklandigina inanan hekimleri elestirmistir ¢linkii
o, hastaligin kusaktan kusaga aktarildigini diistinmiistiir [12].

Hipokratin yani sira Galen de (M.S. 2. yy) eserlerinde epilepsiden bahsetmektedir.
Galen’e gore biitiin epilepsi ndbetleri beyin hastaliklariyla iliskiliydi. Idiyopatik (beyin
kokenli) ve Sempatetik (beynin dolayl olarak etkilendigi) olarak epilepsiyi ikiye
ayrrmustir.  idiyopatik epilepsinin nedenini beyinde biriken viicut sivisi ile
iliskilendirmistir. Sempatetik epilepsi i¢in iki olas1 sebep One stirmiistiir. Birincisi,
kardiya’nin etkilenmesidir. ikinci sebepte ise doku hasar1 beyin disinda herhangi bir
yerdedir ve bu nedenle olan bir atak durumunda, hasta birey bir aura hissetmektedir
[12]. Aura kelimesi Yunanca’da esinti anlamina gelir ve bu terimi ilk kez Galen 13
yasindaki bir epilepsi hastasi i¢in kullanmistir. Galen, esinti anlamina gelen aura
hissini “pndématik” bir madde olarak diisinmiistiir ve bunun viicutta yayildigina, ve bu
sayede beyne ulastigina inanmustir [12]. Galen, epilepsi konusunu rasyonel temellere
oturtmasi baglaminda, oldukca 6nemli bir diisiiniir ve hekimdir.

Bizans donemi incelendiginde M.S. 4. yy’den 15. yy’ ye kadar bir¢ok hekim konuyla
ilgili farkli goriisler bildirmistir. Bunlarin arasinda deginilmesi gereken en onemli
hekimlerden biri Bergamali Oribasius’tur. Ona gore epilepsi, beyin c¢evresinde
toplanan phlegm (balgam) ve sinirlerin sikismasi nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. M.S.
9. yy’nin iinlii hekimlerinden Leo the Latrosophist epilepsiyi tipki ibn-i Sina gibi beyin
ventrikiilleri ile iligskilendirmis ve bu durumun c¢ocuklarda daha sik goriildiigiinii
belirtmistir. Fakat Ibn-i Sina’dan farkli olarak, epilepsinin kesin bir tedavisinin

olmadigimi diistinmiis ve palyatif tedavi i¢in sadece diyet tavsiye etmistir [13].



2.1.2 Tanim

Epilepsi; diinya ¢apinda 70 milyondan fazla insani etkileyen, tekrarlayan kronik
nobetlerle karakterize heterojen bir beyin hastaligidir. Nobetler genellikle beynin
elektriksel isleyisindeki ani, diizensiz ve yogun elektrik desarji sonucunda ortaya
cikmaktadir [14]. Hastaligin tanisinda norolojik muayene, ndrogériintileme ve EEG
analizlerinden yararlanilmaktadir. Oldukca heterojen seyirli ve kronik bir hastalik
olmasindan otiirli bahsedilen analizlerle tan1 konulamayan hastalarda yeni nesil
dizileme (YND) yontemleri de dahil olmak tizere farkli molekiiler tan1 yontemlerine
bagvurulur. Teshis konulan hastalarda genellikle tedaviye ilk olarak anti epileptik ila¢
(AEI) monoterapisi ile baslanir. AEI’ler beyindeki kimyasallarin seviyelerini
degistirerek nobetlerin kontrol edilebilir duruma gelmesini saglar. AEl'ler ile
ndbetlerin kontrol altina alinamadigi durumlarda ise uygun vakalarda cerrahi tedavi,

vagus sinir stimiilasyonu (VNS) veya ketojenik diyet uygulanir.

2.1.3 Epidemiyoloji

Epidemiyolojik ¢alismalarin bildirdigine gore epilepsilerde bireylerin yasadig tilkeler
ve sosyal smiflara gére farkli prevalans ve insidans degerleri mevcuttur. Ornegin Fiest
ve ark. epilepsinin genel yasam boyu prevalansinin 7,6/1000 oldugunu, orta gelirli
tilkelerde 8,7/1000 ve yiiksek gelirli iilkelerde 5,1/1000 oldugunu bildirmistir [15].
Epilepsi insidansi yiiksek gelirli tilkelerde 39-61,1/100.000, orta gelirli iilkelerde ise
69,4-278,2/100.000 oranindadir [16]. Tiirkiye'de epilepsi i¢in yapilan epidemiyolojik
analizler smirl sayidadir. Ancak Tiirkiye'nin farkli kentsel ve kirsal bolgelerinde
yapilan g¢alismalar, genel yasam boyu prevalans oranimi 6-12,2/1000 olarak tespit
etmistir [17].

2.1.4 Mekanizma / Patofizyoloji

Epileptogenez; beyin hasarlanmasinin ardindan molekiiler ve hiicresel degisikliklerin
olustugu, buna bagli olarak spontane ndbetlerin ortaya ¢iktigi bir durumdur [18].
Epileptogenez ilerleyici bir siirectir, baslangi¢c hasarimi takiben sessiz (latent) bir
donem olusur ve bu donemden sonra spontane nobetler ortaya ¢ikar. Yeni
terminolojide epileptogenez, sadece epileptik uyarim ile ilk ndbet arasindaki latent
donemi degil, donem ile birlikte hastalik teshisinden sonra devam eden mekanizmalari

da igerir [19].



Epileptogenizin altinda yatan patofizyolojik mekanizmayi ¢oziimleyebilmek i¢in ¢ogu
caligmada insan epilepsisini veya insan beyin 6rneklerini ve EEG'yi taklit eden hayvan
modelleri kullanilmaktadir. Arastirmalarda, aktif bir epileptik nobetle sonuglanan
patofizyolojik olaylarin neden oldugu degisikliklere odaklanilir. Bu degisimler beyin
hasarlarint veya genetik degisiklikleri icerebilir. Beyin fonksiyonlari, nodronlar
tizerindeki hem eksitasyon (E) hem de inhibisyon (I) 0Ozelligi gosteren
norotransmitterlerden  ulasan  sinyallerin ~ koordinasyonuna  bagli  olarak
gerceklesmektedir. Nobetler E/I arasindaki dengenin bozulmasi durumunda ortaya
cikabilmektedir [20]. Bahsedilen durum bir¢ok beyin fonksiyon seviyesindeki
degisiklikten kaynaklanabilir. Bu degisiklikler genetik veya edinsel olabilir. Noral
devre (6rnegin, anormal sinaptik baglanti) ve reseptorlerde (6rnegin, anormal gama-
aminobiitirik asit [GABA] reseptor alt birimleri) meydana gelen bozukluklar veya
anormal iyonik kanal fonksiyonu epilepsiye yol agan genetik patolojiler arasinda yer
almaktadir. Gelismekte olan bir beyin, ¢esitli fizyolojik sebeplerden dolay1 6zellikle
epileptik nobetlere egilimlidir. Ayrica normal gelisen beyinde eksitator sinaptik islev,
inhibitoér sinaptik islevden daha once gelisir boylece artmis uyarilma ile ndbet

olusumunu destekler [19].

2.1.5 Etiyoloji

Epilepsi ile ilgili alt1 etiyolojik kategori bilinmektedir. Bunlar sirasiyla; yapisal,
genetik, bulasici, metabolik, immiin ve bilinmeyen olarak tanimlanmaktadir [21].
Norogoriintiileme ile beyinde yapisal bir anormallik tespit edildiginde, bu
anormalliklerin nobetlerin olasi sebebi olup olmadigini belirlemek amaciyla EEG
analizi yapilir. Veriler, tespit edilen anormalligin lokalizasyonu ile uyusuyorsa yapisal
bir etiyolojiden bahsedilir.

Genetik olan etiyolojiler, genellikle nobetlere sebep oldugu bilinen veya diisiiniilen
spesifik bir vaya daha fazla gen varyantindan kaynaklanmaktadir. Genetik etiyoloji
sebebiyle ortaya ¢ikan epilepsiler olduk¢a heterojendir ve insidanslart her yil
artmaktadir. Ancak ¢ogunda molekiiler etiyopatogenez belirlenememektedir. Buna
ragmen klinik goriiniim, EEG verileri ve aile Oykiisii birlikte degerlendirildiginde
genetik bir etiyoloji oldugu belirlenen bu epilepsi tipinin kalitsal bir oriintii sergiledigi
gosterilmistir. Kalitsalliga iliskin kanitlar, Lennox’un 1950°de yaptig1 ikiz ve ailevi

kiimelenme ¢alismalarindan gelmektedir [21].



Bulasic etiyolojiler, diinya ¢apinda en sik goriilen etiyolojidir. Enfeksiyoz etiyoloji
ndbetlerin, bozuklugun temel semptomu oldugu bilinen bir enfeksiyondan
kaynaklandigini ifade etmektedir. Ornek olarak bazi durumlarda bulasici oldugu
bilinen menenjit gibi bir hastaliga ikincil olarak gelisen epileptik ndbet bu gruptadir
[22].

Metabolik etiyolojiye sahip epilepsi tiirlerinde nobetler, altta yatan bir metabolik
bozukluga bagli olarak ikincil gelisen nobetlerle karakterizedir. Bir¢ok metabolik
epilepsinin tanimlanmis gen varyantlariin olmasi nedeniyle metabolik etiyoloji,
genetik etiyoloji ile aym1 zamanda ortaya ¢ikabilmektedir. Epilepsi hastaliginin
metabolik nedenlerinin tespit edilmesi, spesifik tedavilere yonelik calismalar agisindan
onemlidir [21].

Immiin etiyolojisi ise, epilepsi hastaligina neden olan potansiyel bir etken olarak
giiniimiizde giderek daha fazla kabul edilmektedir. Son zamanlarda hem yetiskinlerde
hem de cocuklarda karakteristik bir dizi immiin epilepsi tanimlanmistir [22]. Bu
grubun tanimlanmasi olduk¢a onemlidir ¢iinkii bagisiklik etiyolojisi tanimlanmis
hastalarda tedavi olarak immiinoterapi uygulamalar1 olanaklidir.

Son etiyolojik kategori ise “nedeni bilinmeyen” ve bu sebeple kisaca “bilinmeyen”
olarak adlandirilan gruptur. Bu gruptaki hastalara spesifik bir tan1 koymak miimkiin
olmamaktadir. Bu kategorinin teshisinin zamaninda dogru yapilamamasinin arkasinda,
ndrogdriintiilemeye yetersiz erigim, antikor testi veya genetik test sonuglarinin dogru

yorumlanamamasi gibi nedenler bulunmaktadir.

2.1.6 Smiflandirma

Epilepsinin tanimi1 ve siniflandirilmasi bir¢ok kez degistirilmis ve diizenli olarak
gelismistir. Ik siniflandirmalar ¢ok eski devirlere kadar uzanmaktadir. Epileptik
nobetler ve hastaligin tanimimin Paleolitik doneme kadar uzandigi bilinmektedir.
Ancak bu donemlerde ve sonrasinda uzun yiizyillar boyunca yapilan g¢esitli
siniflandirma ve tanimlama girisismlerinin biiyiik bir karmasa igerisinde olmasindan
dolay1 standardize edilmis bir sisteme ihtiya¢ oldugu ortaya ¢ikmustir. Ik olarak 1964
yilinda Gastaut liderligindeki Uluslararast Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE), nobetler
i¢in bir siniflandirma sistemi gelistirmistir [23]. Baslarda bu siniflandirma genel kabul
goérmemis ancak 1970'li yillardan sonra uluslararasi gegerlilik kazanip, yaygin olarak

kullanilmaya baslanmistir.



Sonraki gilincelleme ve smiflandirma 1981 yilinda, epilepsilerin ve epileptik
sendromlarin siiflandirilmasi ise 1989 yilinda yine ILAE tarafindan yapilmustir [24].
2005’te yapilan yeni epilepsi nobet tanimi su sekildedir: “Beyindeki anormal asir1 veya
senkron noronal aktiviteye bagl olarak belirtilerin veya semptomlarin gegici olarak
ortaya ¢cikmasidir.” Ayni zamanda 2014 yilinda ILAE, epilepsinin etkisini ve nemini
belirtmek igin epilepsiyi hastalik olarak yeniden tanimlamistir. Giincel epilepsi
siniflandirilmasit ise, epilepsiyi farkli klinik 6zelliklere gore simiflandirmak igin
tasarlanmis olup bu baglamda bir ¢er¢eve kullanilarak yapilmistir. 2017 yilinda
yapilan siniflandirma dort kategoriye ayrilmaktadir. Bunlar ndbet tipi, epilepsi tipi,

epilepsi sendromu ve etiyolojidir (Sekil 2.1) [21].
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Sekil 2.1: Epilepsilerin siniflandirilmasi [21].

2.1.7 Genetik jeneralize epilepsi (GJE)

GJE, beynin tiimiiniin tutulumu ile seyreden ve genetik bir etiyolojiye sahip olan
epilepsi alt tipidir. Tiim epilepsilerin yaklagik dortte birini olusturmaktadir. GJE'ler,
tek gen bozukluklari, CNV ve yaygin varyantlar gibi farkli genetik varyant tiirleri ile
iliskilendirilmektedir [25]. Hastaligin genel bir klinik tablosu olmamakla birlikte
kendisini farkli bireylerde farkli noébet tiirleri ile gostermektedir. Tipik absans,
miyoklonik ve jeneralize tonik-klonik nobetler GJE hastalarinda goriilen ana nobet

tipleridir [1].
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Nobet baglangic yasi, nobet tiirli ve EEG bulgularindaki farkliliklardan dolayi, ILAE
siiflandirilmasinda GJE'ler Cocukluk Cagi Absans Epilepsi (CAE), Juvenil Absans
Epilepsi (JAE), Jivenil Miyoklonik Epilepsi (JME) ve Tek Basina Jeneralize Tonik-
Klonik Nobetli Epilepsi olmak iizere dort epileptik sendrom olarak belirtilmislerdir.
Hastalik, cocukluk ya da ergenlik doneminde ortaya ¢ikmaktadir. Nadiren de olsa
ndbet baslangic1 40 yas kadar gec olabilir. GJE nobetleri genellikle AEi'lere yanit
verir. Fakat burada 6nemli olan dogru tan1 ve uygun ilacin kullanimidir. Ornegin etken
maddesi valproat olan AEi'ler jeneralize tonik-klonik ndbetleri kontrol altina
alabilirken, karbamazepin ve okskarbazepin gibi sodyum kanal blokerleri miyoklonik
nobetleri siddetlendirebilmektedir. Ayrica yanlhis ilaglarin  kullanimi tedaviyi
geciktirecegi gibi hastada status epileptikusu da (SE) tetikleyebilmektedir [26].

2.1.8 Epilepsi genetigi

Epilepsinin genetik altyapisi oldugu diisiiniilmektedir. Bir¢ok ¢alismada bildirildigine
gore; hastaligin temelinde kromozomal bozukluklar, tek gen defektleri ve kompleks
kalitm gibi farkli genetik kalittim paternleri yatmaktadir. Genetik altyapiy1
destekleyecek en oOnemli kaynak aile ve ozellikle ikizler {izerinde yapilan
epidemiyolojik ¢alismalardan elde edilen verilerdir [27-30]. ikiz ¢alismalari, epilepsi
heritabilitesinin (kalitilabilirlik) %25-70 araliginda oldugunu kanitlamaktadir. Bu
caligmalarda monozigot (MZ) ikizlerde, dizigot (DZ) ikizlere kiyasla epilepsinin
goriilmesininin anlamli seviyede daha fazla oldugu bulunmustur [31]. Yakin zamanda
yapilan bir ¢caligmada kalitilabilirligin tiim epilepsiler i¢in %32, fokal epilepsiler i¢in
%23 ve fokal olmayan epilepsiler i¢in %36 oldugu bildirilmistir [32]. Bu sonuglar
epilepsilerin kalitsalliginin gosterilmesi agisindan anlamlidir.

Ozellikle epilepsinin alt tipi olan ve calismamizda arastirdigimiz GJE, genetik katkinin
gosterilebildigi bir epilepsi alt tipidir. Bunun en agik 6rnegi olarak; MZ ikizlerde
GJE’nin %70-80 konkordans gostermesidir. [27]. Giiniimiizde GJE'lerin yaklasik
%2'sinin Mendel tipi kalitim sergiledigi bilinmektedir [33]. Hastaligin biiyiik bir kism1
ise kompleks kalitim paterni sergilemektedir ve bu yoniiyle birden fazla genin hem
cevresel hem de epigenetik faktorlerle etkilesime girmesiyle ortaya ¢ikmaktadir [34].
Epilepsiye neden olan genlerin belirlenmesinin tarihi 1995 yilinda Otozomal
Dominant Noktiirnal Frontal Lob Epilepsisinde (ADNFLE) aday gen olarak
CHRNA4'lin tespit edilmesine dayanmaktadir.
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Daha sonrasinda Mendelyen kalitima uygunluk gosteren 10 farkli monogenik GJE
geni daha tanmimlanmigtir. Bu genlerin ¢ogunlugu néron membranlarindaki iyon
kanallarinin alt {initelerini kodladigindan dolay:1 idiyopatik Mendelyen epilepsiler
"'Kanalopatiler” olarak da adlandirilmaktadir [35]. Bununla birlikte 2002 yilinda
yapilan bir ¢alismada iyon kanal geni olmayan LGI1'de meydana gelen varyantlarin
da hastaligin etiyolojisinde rol oynadigi gosterilmistir [36, 37]. Bu sonug epilepsi
genetiginde farkli kalitm modellerinin goriilebilecegini ve yeni patofizyolojik
mekanizmalarin etken olabilecegini diistindiirmektedir. Ardindan uzun bir siire aday
gen tespiti ve genom boyu iligskilendirme calismalarinda negatif veya anlamsiz
sonuglar alinmistir. Fakat son on yil igerisinde YND’nin, aday gen calismalarinda
kullanilmasiyla epilepsilerin genetik altyapisinin belirlenmesine yonelik ¢aligmalar
artan bir ivme kazanmustir.

Epilepsinin molekiiler etiyopatogenezine neden olan genlerin ve bu genlerin
bulundugu lokuslarin tanimlanmasina yonelik ¢alismalar devam etmektedir. Bunlarin
arasinda genomdaki tiim ekzomlara bir seferde bakilmasina imkan veren ve WES
olarak adlandirilan, ekzom tabanli genetik tarama g¢aligmalar1 yirmiden fazla genin
sadece GJE'lerle iliskili oldugunu bulmustur. 2018 yilinda Kompleks Epilepsiler
tizerine ILAE Konsorsiyumu, genom ¢apinda bir mega analiz gerceklestirmis olup
GJE'lerle baglantili 11 yeni lokus bildirmistir [38]. 2019 yili itibariyle Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM) veritabaninda 140’tan fazla epilepsi ile iligkili

lokus veya gen listelenmistir [39].

2.2 MikroRNA (miRNA)

2.2.1 Tamim ve tarihce

miRNA'lar gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynayan yaklasik 21-23 niikleotid
uzunlugundaki kodlamayan bir RNA smnifidir. Evrimsel olarak korunmus bu
molekiiller, bilinen en eski gen regiilasyon mekanizmalarindan biridir [40]. miRNA'lar
haberci RNA'daki (mRNA) tamamlayici hedef dizilere baglanarak ve translasyon
siirecini inhibe ederek protein {iriiniiniin {iretimini &nler veya degistirirler [41]. Onceki
yillarda junk (¢6p) RNA olarak adlandirilan ve goz ardi edilen bu RNA sinifi, son
yillarda insan genlerinin yaklasik 2/3'sini kontrol ettigi tahmin edilen ve bir¢ok

fizyolojik ve gelisimsel siiregte rol alan molekiiller olarak kabul edilmektedir [42].

12



Gen ekspresyonunun diizenlenmesinde kritik bir role sahip olan miRNA'lar ilk olarak
1993 yilinda Lee ve ark. tarafindan nematod Caenorhabditis elegans'ta (C. elegans)
kesfedilmistir [43]. Bu organizmalarda lin-4 ad1 verilen bir gen, gesitli post embriyonik
gelisim olaylarinin kontrolii i¢in gereklidir. Ayrica bu genin transkripsiyonu LIN-14
proteininin down regiilasyonuna neden olmaktadir. LIN-14 proteninin negatif olarak
diizenlenmesinin, C. elegans'ta birincil larva asamasindan (L1) ikincil larva asamasina
(L2) gegis i¢in gerekli oldugu bulunmustur. Arastirmacilar 4 farkli C. elegans tiiriinden
lin-4 lokusunu izole etmisler ve bazi Kkarsilastirmalar yaparak lin-4 geninin
transkripsiyon sonrast aktif bir protein {riiniiniine cevrilmedigini bunun yerine
yaklagik 21 ve 61 niikleotit uzunlugunda iki kiigik RNA'nin olusumuna sebep
oldugunu bulmuslardir. Daha sonra bu arastirmacilar, [43] Wightman ve meslektaslar
[44] ile birlikte, 21 niikleotit uzunlugunda olan RNA'nin lin-14 mRNA'nin 3'UTR
bolgesindeki birden fazla bolge igin antisens tamamlayicilia sahip oldugunu
bulmuslardir. Bu tamamlayaci bolgeler arasinda meydana gelen baglanmalar, LIN-14
protein ekspresyonunu, mRNA seviyelerinde kritik bir degisiklige neden olmadan
azaltmistir. Yapilan bu iki c¢alismanin sonuglari, kiicik lin-4 RNA'lari, lin-14
mRNA'nin 3" UTR boélgesinde baz eslesmesi yaparak, lin-14'iin translasyonunun
baskilanmasina ve bunu takiben C. elegans gelisimi sirasinda L1 fazindan L2 fazina
ilerlemesine neden olan bir model ortaya koymaktadir [40].

2000 yilinda iki ayri ¢alisma grubu kiigiik bir RNA olan let-7'nin C. elegans'ta daha
sonraki bir larva agsamasinin yetiskinlige dontismesi i¢in gerekli oldugunu kesfetmistir
[45, 46]. Bu olgular sonucunda arastirmacilar gen ekspresyonunu diizenleyen bu yeni
kiigik RNA molekiillerinin sadece C. elegans'a 6zel bir fenomen oldugunu
diigiinmiiglerdir. Ancak let-7 geninin homologlari daha sonrasinda insanlar da dahil
olmak tizere farkli birgok organizmada kesfedilmistir [45]. Bu donemi takiben, farkli
arastirmacilar insanlardan, solucanlardan ve sineklerden ¢ok sayida kiiciik RNA'yr
klonladiklarii agiklamislardir. Bu kiiciik RNA'lar kodlama yapmiyordu ve yaklasik
19-24 niikleotid uzunlugundalard: [40]. Ek olarak birgogunun tiirler arasinda evrimsel
olarak korundugu ve hiicre tipine 6zgiilliik sergiledigi bulunmustur.

Gliniimiizde mikroRNA'lar olarak adlandirilan bu kiicik RNA'larin varliginin
tanimlanmasi ve dogrulanmasi, bu sinifa ait olan diger iiyeleri tanimlamay1 amaglayan
cesitli calismalara yol agmig ve bu ¢alismalar farkli hayvan ve bitki tiirlerinde birden

fazla miRNA'nin kesfedilmesine neden olmustur.
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2002 yilinda kurulan miRBase adli bir miRNA veri tabani, miRNA sekanslari,
aciklamalar1 ve isimlendirme gibi bilgileri i¢in ¢evrimigi arsiv gorevi gormektedir
[47]. Bunun yaninda miRNA'larin biyolojik hedeflerini, fonksiyonel baglanma
bolgelerini tahmin eden TargetScan [48], miRDB [49] ve MiRWalk [50] veri tabanlar1
da mevcuttur. Bahsedilen veri tabanlarinda isimlendirilen miRNA'larin tiimiiniin
biyolojik stireglerdeki islevleri net olarak bilinmemektedir. Bu nedenle miRNA’lara
dair daha fazla ¢alismaya ve belirlenen miRNA’larin 1slak laboratuvar siiregleri ile

dogrulanmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.2.2 MikroRNA biyogenezi

miRNA biyogenezi, riboniikleaz (RNAaz) Il enzimleri olan Drosha ve Dicer
tarafindan hem nuklues hem de sitoplazmada gerceklestirilen iki agsamal1 bir siirectir
[51].

Siire¢ ilk olarak nukleusta birincil miRNA'nm (pri-miRNA) polimeraz Il (Pol II)
tarafindan transkribe olmasi ile baglar ve hairpin yapisinda olgun miRNA dizisini
igceren uzun pri-miRNA'nin olusumu ile devam eder. Olusan yap1, Drosha ve kofaktorii
DiGeorge sendromu kritik bolgesi 8 (DGCRS) tarafindan kesilir ve 60-70 niikleotid
uzunlugunda 6nciil miRNA'nin (pre-miRNA) olusmasina neden olur. Pre-miRNA,
Exportin-5 (XPO5) enzimi tarafindan sitoplazmaya tasinir ve Dicer tarafindan
yaklagik 20-22 baz ¢ifti uzunlugunda miRNA dupleksi olusturulur. Daha sonra tek
ipligi Argonaute (AGO) proteini tarafindan taninir ve ATP araciligiyla RNA kaynakli
susturma kompleksine (RISC) dahil edilir boylece miRNA-RISC kompleksi olusur.
Dupleksin bir ipligi, endoniikleaz olan AGO tarafindan pargalanir, geri kalan iplik
(olgun miRNA) hedef mMRNA ile tam eslesme yaparak mRNA'y1 keser ya da kismi baz
eslesmesi yaparak translasyonel baskilanmaya neden olur (Sekil 2.2) [52].
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miRNA biyogenezinde meydana gelebilecek herhangi bir bozukluk anormal beyin
gelisimine yol acabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda, bu yolakta yasamsal bir 6neme
sahip olan Dicer enzim eksikligini merkezi sinir sisteminde (MSS) yavas ve ilerleyici
norodejenerasyonla iliskilendirilmistir. Ornegin bahsedilen enzimin, Purkinje
noronlarinda veya dogum sonrasi astroglia’da kaybinin olmasi, serebellar ataksiye ve
serebellar dejenerasyona neden olmaktadir [53]. Hipokampal skleroz (HS) ile iliskili
Temporal Lob Epilepsisi (TLE) olan hastalarla yiiriitiilen bir baska g¢alismada,
hastalardan alinan hipokampus dokusunda Dicer enzim seviyelerinde azalma, AGO
protein diizeylerinde ise artis bulunmustur [54]. Tiim bu veriler, MiIRNA biyogenez
yolaginin  bilesenlerindeki degisikliklerin, dogrudan epileptogeneze katkida
bulunabilecegini ve biyogenez bozuklugu ile MSS gelisimi ve homeostazi arasinda

kritik bir baglant1 oldugunu ortaya koymaktadir.

4 N\

Pri-miRNA

()  (occro)
(O Pre-miRNA

(mmmm Pre-miRNA
(ocen) |

Sitoplazma

RISC

miRNA dupleksi

miRNA-RISC
kompleksi III-hI-II

Ll LILLLLLLLLLL] Hedef mRNA

mRNA degredasyonu veya translasyonel
baskilanma

Sekil 2.2: miRNA biyogenez yolagi.




2.2.3 Biyobelirtec¢ olarak mikroRNA'lar

Biyobelirtecler; girisimsel olmayan bir sekilde dl¢iilebilen ve hastaliga 6zgii, klinik
kullanimda yer bulan, yararli ve uygun biyolojik parametrelere verilen genel isimdir.
Biyobelirtegler ¢cok sayida viicut sivisindan elde edilebilir. Ornegin; periferik kan,
serum, anne siitii, idrar vb. Genel olarak biyokimyasal biyobelirtegler bilinmekle
birlikte, CA19-9, CEA125 gibi 6zellikle son yillarda klinik uygulama imkani bulan
genetik biyobelirtegler de mevcuttur. Bunlar arasinda ise miRNA’lar ozellikle
onemlidir. Tezimiz kapsaminda da inceledigimiz miRNA’lar hem tan1 hem de takip
stireglerinde aktif olarak giincel kullanim imkani bulan biyobelirteclerdir. miRNA’lar
yukarida da bahsedildigi haliyle bircok biyolojik materyalden elde edilebilmektedir.
Bu baglamda; simdiye kadar yapilan ¢aligmalar, dolasimdaki miRNA'larin yaklagik
%10'unun eksozomlarda salgilandigini, geri kalan %90'nin ise Argonaute-2 (AGO-
2), Nikleofosmin-1 (NPM 1) ve lipoprotein (HDL) gibi proteinlerle kompleksler
olusturarak tagindigini belirlemistir. miRNA'nin bu sekilde taginmasinin organizma
acisindan ozellikle 6nemli bir avantaj1 vardir, bu durum; viicut sivilarinda var oldugu
bilinen RNAazlar tarafindan sindirilmesini engellemek igin gerekli oldugu seklinde
bildirilmistir [55].

MiRNA'’larin uygulamasina dair literatiirde ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Bunlara bir
ornek olarak; miRNA'lara dair literatiirde yayimlanan ilk ¢alisma 2008 yilinda Lawrie
ve ark. tarafindan yapilmis ve Diffiiz B-Hiicreli Lenfoma hastaliginin incelenmesi igin
kullanilmigtir [56]. Cok sayida biyolojik materyalden elde edilebilen miRNA’lar,
bir¢ok farkli hastalikta farkli amaclar kapsaminda kullanilabilmektedir. miRNA’larin
ilkin ¢alisma alan1 sadece kanser [57] ile smirhiyken giiniimiizde epilepsi [3],
norodejeneratif rahatsizliklar [58, 59] ve kardiyovaskiiler hastaliklarda da [60, 61]
biyobelirte¢ olarak potansiyel kullanimlarina dair yiiriitiilen ¢ok sayida arastirma
bulunmaktadir.

MiRNA'lar doku ve/veya hiicre tipi igin yiiksek ozgiilliige sahiptirler. Yukarida
bahsedilenler bir arada degerlendirildiginde, sonug olarak miRNA'larin gérece kolay
erigilebilir olmasi, 6zgiilliigi, stabilitesi, normal fizyolojik kosullardaki ve hastaliktaki

patolojik siireglerdeki rolleri onlari ideal bir genetik biyobelirte¢ yapmaktadir [52, 54].
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2.2.4 MikroRNA'lar ve epilepsi

MiRNA'lar hemen hemen biitiin dokularda eksprese edilir ve hiicresel farklilagsma,
proliferasyon, apoptoz gibi siireglerin diizenlenmesinde rol oynar. Simdiye kadar
tanimlanmis olan miRNA'larin yaklasitk %50'si memeli beyninde eksprese
edilmektedir [62]. Normal beyin islevi, norotransmiter maddeleri kodlayan
transkriptler dahil olmak tizere zengin bir gen gesitliliginin ekspresyonuna baglhdir.
Dolayisiyla gen ekspresyonunun bozulmasinin sonucu olarak epilepsi de dahil olmak
lizere birgcok merkezi sinir sistemi hastalig1 ortaya c¢ikabilmektedir. Yapilan
arastirmalar sonucunda gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynayan miRNA'larin
diizensizliginin, epileptogenez siirecinin altinda yatan ana mekanizma oldugu
bildirilmistir [41, 62].

Epilepsi patogenezinde apoptozu, noéroinflamasyonu, otofajiyi ve sinaptik yapiyi
kontrol eden genlerin ve bu genlere etkiyen miRNA'larin ifadesindeki degisikliklerin
yer aldigi bilinmektedir. Yapilan calismalarda miR-132'nin ndroinflamasyon ve
apoptoz siireglerini kontrol ettigi gosterilmistir [62, 63]. Karmasik bir patofizyolojiye
sahip bu hastalikta AEI'lerin kullanim1 hem diizenli kullanima bagh farkli yan etkilere
neden olmaktadir hem de sinirh diizeyde yarar saglamaktadir. Ayrica birincil tedavi
amaglh kullanilan ilaglarin, arastirmada veya klinik pratikte nobetleri baskilama
patofizyolojisini modiile ettigini gdsteren kesin bir kanit yoktur [64]. Gliniimiizde GJE
teshisinde ve takibinde kullanilan spesifik bir biyobelirteg bulunmamaktadir. GABA
reseptor geni, sodyum kanali voltaj kapili tip I-alfa (SCN1A) geni ve 5-hidroksi
triptamin (5-HT) reseptor geni gibi genetik biyobelirteglerin epilepsi teshisine
yardimci olabilecegi diisiiniilse de yapilan bazi ¢aligmalarda sonuglarin istatistiksel
olarak anlamli olarak tespit edilememesinden dolayr bahsedilen biyobelirteclerin
uygulanmasi sinirlt kalmaktadir [65, 66].

Son zamanlarda odaklanilan miRNA'larin, epileptogenez siirecinin aydinlatilmasinda,
hastaligin tanisinda ve takibinde etkili olabilecegini gosteren bir dizi ¢alisma
mevcuttur [66-68]. miRNA'lar ¢esitli genleri etkileyebilir ve miRNA ekspresyon
seviyesindeki degisiklikler epilepsi patogenezindeki hiicresel siireclerin anlagilmasina
katkida bulunabilmektedir. 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada arastirmacilar, miR-
134'in Mezial TLE (MTLE) tanili hastalarin plazmasinda 6nemli 6lgide down regiile
edildigini bulmuslardir [69].
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Ote yandan HS iliskili MTLE sahip hastalarla yiiriitiilen bir baska arastirmada,
hastalarin kaninda miR-145, miR-199a ve miR-181cnin asir1 eksprese oldugu
bildirilmistir [70]. Martins-Ferreira ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma ise miR-132,
miR-146a ve miR-155'in plazmada ki seviyelerinin GJE hastalari ile saglikli kontroller
arasinda yiiksek spesifite ve hassasiyetle ayirt edebilecegini 6ne siirmiistiir [71].
Yukarida orneklendirilen g¢alismalar miRNA'larin epilepsi teshisi i¢in potansiyel

genetik biyobelirtecler olabilecegini gostermektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gerec

3.1.1 Cahisma kapsaminda incelenen bireyler

Calisma Bezmialem Vakif Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 17.01.2023
tarihli E.9290 sayili izin kapsaminda gerceklestirildi. Imzali géniillii onam formu
alinmig olup toplamda 21 GJE tanisi almis hasta ve 18 saglikli goniillii incelendi.
Calisma kapsaminda incelenen bireylerden bir kereye mahsus olmak tizere 5 cc
EDTA'l tiipe periferik kan alimi gerceklestirilerek ardindan +4°C buzdolabinda
muhafaza edilip devaminda miimkiin olan en kisa siirede uygun kitlerle total RNA
izolasyonu islemi gerceklestirildi. Izole edilen RNA 6rnekleri, drneklerin tiimiiniin

toplanmasina kadar gegen zaman zarfinda, -80°C buzdolabinda stoklandi.

3.1.2 Cahismada Kullanilan ¢o6zeltiler

Calisma kapsaminda kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.1'de gosterilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan g¢ozeltiler.

Cozelti Firma

Human miRNA primer seti
AbmGood, Kanada
(hsa-miR-194-5p, hsa-miR-106b ve hsa-miR-130a-3p)

miRNA Housekeeping Assay (U6) AbmGood, Kanada
BlasTag™ 2X gPCR MasterMix AbmGood, Kanada
Etanol Merck, Almanya
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3.1.3 Cahismada Kullanilan Kitler

Tez c¢alismasi boyunca deneysel siireglerde kullanilan kitler Tablo 3.2'de

gosterilmistir.
Tablo 3.2: Kullanilan kitler ve tedarikgi firmalar.
Kullanim )
Kit Ad1 Firma
Amaci
EcoPURE total RNA Kkiti RNA EcoTech Biotechnology,
izolasyonu Tiirkiye
miRNA All-In-One cDNA sentez
- cDNA sentezi AbmGood, Kanada
iti
BlasTag™ 2X gPCR MasterMix gRT-PCR AbmGood, Kanada

3.1.4 Cahismada kullamilan cihazlar ve geregler

Calismada kapsaminda kullanilan cihazlar ve geregler Tablo 3.3'te gosterilmistir.

Tablo 3.3: Kullanilan cihazlar ve geregler.

Cihaz / Gere¢c Ad1 Firma
Masa {istli mini santrifiij Labnet International, ABD
Sogutmali santrifiij Hettich, Almanya
Nanodrop Spektrofotometre Thermo Scientific, ABD
PCR Cihaza Bio-Rad, ABD
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Tablo 3.4 (devam): Kullanilan cihazlar ve geregler.

Is1 Dongii Cihazt Applied Biosystems 9700, ABD
96-well Plate Nest, Cin
Vorteks Stuart, Ingiltere
Buzdolab1 +4°C Arcelik, Tiirkiye

Derin Dondurucu (-20°C, -80°C)

Argelik, Tiirkiye

Otomatik Pipet Seti

Thermo Scientific, ABD

Eppendorf, Almanya

Eppendorf tiipler (0,5-1,5-2,0 ml)

Corning, ABD

Pipet uglar1

Noke, Cin

3.1.5 Cahismada incelenen primerler

Calisma kapsaminda incelenen primerler (hsa-miR-106b, hsa-miR-130a-3p, hsa-miR-

194-5p) Tablo 3.4'de gosterilmistir.

Tablo 3.5: Kullanilan primerlerin dizileri.

Primerler Sekansi
miR-106b 5-UAAAGUGCUGACAGUGCAGAU-3'
miR-130a-3p 5-CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU-3'

miR-194-5p 5-UGUAACAGCAACUCCAUGUGGA-3'




3.2 Yontem

3.2.1 Periferik kandan total RNA eldesi

Periferik kandan RNA izolasyonu EcoPURE Total RNA kiti ile gergeklestirildi.
Izolasyon adimlar1 Sekil 3.1'de gdsterilmistir. Izole edilen RNA'larin konsantrasyonu

ve kalitesinin belirlenmesi spektrofotometre cihazi ile yapildi.

eklenir

400 pl EcoPURE Lizis / Baglama tamponu

[ 100 pl periferik kan santrifiij tiipiine J
[ eklenir ]

[ 10 saniye vortekslenir ]
Lizata 400 pl etanol (absolii saflikta)

eklenir

|

Bir EcoPURE kolonu, toplama tiipiine
yerlestirilir ve 700 pl drnek kolona
aktarilir.

Ust faz atilir ve kolona 400 ul EcoPURE

[ Masa listii santrifiijde maksimum hizda 30 ]
yikama tamponu 1 eklenir

saniye santrifiij edilir

Ust faz atilir ve kolona 500 pul EcoPURE
yikama tamponu 2 eklenir

yikama tamponu 2 eklenir dk santrifiij edilir

Kolon 1.5 m!’lik yeni tiipe aktarilir
tizerine 30 pl EcoPURE elution tamponu
eklenir ve 1 dk oda sicakliginda inkiibe
edilir

Masa tistii santrifiijde maksimum hizda 30
saniye santrifiij edilir

Kolon atilir ve kalan soliisyon -80 °C
buzdolabinda stoklanir

[ Ust faz atilir ve kolona 200 pl EcoPURE ] [ Masa {iistii santrifiijde maksimum hizda 2 ]

Sekil 3.1: RNA izolasyonu basamaklari.

3.2.2 Total RNA'dan komplementer DNA (cDNA) eldesi

Elde edilen total RNA'lardan cDNA doniistimii, miRNA All-In-One cDNA sentez Kiti
ile gerceklestirildi.
I.  Kit iceriginde bulunan kimyasallar buz iizerinde ¢ozdiiriilerek tepkimeler
deney siiresi boyunca buz lizerinde devam ettirildi.

Il.  Tepkimeler Tablo 3.5'e gore hazirlandi.
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Tablo 3.6: cDNA doniigiimii yapilirken kullanilan reaktifler ve miktarlari.

Materyal Miktar
Total RNA 2 ug
2X miRNA cDNA Synthesis
. 10 ul
SuperMix
Enzim Miksi 2 ul

Toplam hacim 20 ul olacak sekilde
Niikleaz icermeyen su

eklenmistir.

I1l.  Dikkatlice pipetaj yapilarak reaksiyon karistirildi ve kisaca santrifiijlendi.
IV.  Is1 dongii cihazinda sirasiyla 37 °C'de 30 dakika, 50 °C'de 15 dakika, 85°C'de
5 dakika inkiibe edilerek tepkime sonlandirildi. Ardindan karisim buz {izerinde

sogutuldu.

V.  Elde edilen cDNA'lar, gRT-PCR yapilana kadar -20 °C'de saklandi.

3.2.3 Kantitatif ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR)

BlasTag™ 2X qPCR MasterMix kullanilarak cDNA'lar i¢in qRT-PCR gergeklestirildi.
I.  PCR reaksiyon karigimi Tablo 3.6'ya gore hazirland.
Il.  cDNA'lar 1:20 oraninda diliie edildi.
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Tablo 3.7: gRT-PCR reaksiyonu hazirlanirken kullanilan reaktifler ve miktarlari.

Materyal Miktar
BlasTag™ 2X gPCR Master Mix 10 ul
fleri Primer (10 pM) 0,5 pl
Geri Primer (10 uM) 0,5ul
cDNA 2 ul
Niikleaz icermeyen su 7l
Toplam hacim 20 pl

[1l.  Karisim 96 kuyucuklu plaga dagitilarak her cDNA 6rnegi i¢in duplike ¢alisildi.

IV.  Tablo 3.6'ya gore hazirlanan plak 200 g'de 1 dakika santrifiij edildi.

V.  PCR cihaz1 Tablo 3.7'de belirtilen dongli parametrelerine gore ayarlandi ve

PCR reaksiyonu gerceklestirildi.

Tablo 3.8: gRT-PCR'da kullanilan dongii parametreleri.

Dongii sayisi Sicaklik Zaman
1 95°C 3 dakika
95°C 15 saniye
40
60 °C 1 dakika
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3.2.4 istatiksel analizler

VI.

VII.

gRT-PCR reaksiyonu Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA, USA) cihazinda gergeklestirildi ve incelenen miRNA'lara ait dongii esik
degerleri (cycle threshold, Ct) belirlendi.

miR-106b, miR-130a-3p, miR-194-5p'nin ekspresyon seviyeleri 24t yontemi
ile hesaplandi [72].

Verilerin istatiksel analizleri SPSS 21.0 yazilimi (SPSS, Inc, Chicago, IL,
ABD) kullanilarak yapildi ve sekiller GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software, Inc., CA, ABD) programi ile tasarlandi.

Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi  Shapiro-Wilk testi ile
belirlendi. Normal dagilim gostermeyen verilerde grup farkliliklarini
belirlemek i¢in Mann-Whitney U testi yapildi.

Hasta grubundaki miRNA diizeylerinin korelasyonlari, Spearman's rank
korelasyon testi ile analiz edildi.

miRNA'larin biyobelirte¢ potansiyelini belirlemek amaciyla alict isletim
karakteristigi (ROC) egrileri olusturularak, egri altindaki alan (AUC)
hesaplandi.

ROC analizinde Youden J Index'e gore cut-off (esik) degeri belirlendi ve
p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 MikroRNA Ekspresyon Seviyeleri ve ROC Analizi

e miR-106b

miR-106b ekspresyon seviyesi hasta ve kontroller arasinda istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (Sekil 4.1). ROC analizi sonucunda elde edilen AUC degeri
0,648 olarak belirlenmistir (Sekil 4.2) (Tablo 4.1).
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Sekil 4.1: Hasta ve kontrol gruplarinin gérece miR-106b ekspresyon degerlerinin
karsilastirilmasi.
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Sekil 4.2: miR-106b ROC egrisi analizi.

Tablo 9.1: miR-106b ROC analizi.

g\)uchgrlsmm altindaki alan 0,648
Standart hata 0,0962
%95 Giiven aralig1 0,479 -0,794
Z skoru 1,541
Anlamlilik diizeyi P (Alan=0,5) 0,1234
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e miR-130a-3p

miR-130a-3p ekspresyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla hastalarda istatistiksel
olarak anlamli bir artis géstermistir (p<0,05) (Sekil 4.3). ROC analizi sonucunda
elde edilen AUC degeri 0,725 olarak hesaplanmustir (Sekil 4.4) (Tablo 4.2).
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Sekil 4.3: Hasta ve kontrol gruplarinin gérece miR-130a-3p ekspresyon degerlerinin
karsilastirilmasi.
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Sekil 4.4: miR-130a-3p ROC egrisi analizi.

Tablo 10.2: miR-130a-3p ROC analizi.

Ea(\)uccigrlsmm altindaki alan 0,725
Standart hata 0,0854
%95 Giiven aralig1 0,559 - 0,855
Z skoru 2,633
Anlamlilik diizeyi P (Alan=0,5) 0,0085
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e miR-194-5p

mMiR-194-5p'nin ekspresyon seviyesi hasta ve kontroller arasinda istatistiksel
olarak anlamlilik gostermemistir (Sekil 4.5). ROC analizi sonucunda elde edilen

AUC degeri 0,571 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.6) (Tablo 4.3).
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Sekil 4.5: Hasta ve kontrol gruplarinin gorece miR-194-5p ekspresyon degerlerinin
karsilastirilmasi.
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Sekil 4.6: miR-194-5p ROC egrisi analizi.

Tablo 11.3: miR-194-5p ROC analizi.

Ea(\)uccigrlsmm altindaki alan 0,571
Standart hata 0,0981
%95 Giiven aralig1 0,403 - 0,728
Z skoru 0,728
Anlamlilik diizeyi P (Alan=0,5) 0,4668
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5. TARTISMA

Epilepsinin bir¢cok gen ve cevresel faktoriin birbiri ile etkilesimi sonucu olusan hem
klinik hem de genetik heterojeniteye sahip bir hastalik oldugu bilinmektedir.
Calismamizda arastirdigimiz GJE alt tipinde de bahsedilen heterojenite devam
etmektedir [73]. Hastaligin tan1 ve takibi EEG, nérogoriintiilleme analizleri ve genetik
testler ile yapilabilmektedir [74]. Ancak GJE tanisin1 koyabilecek tek bir biyobelirteg
bulunmamaktadir. Epilepsi alaninda tanisal biyobelirteclerin kesfine dair yapilan
calismalarda Onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Arastirma alaninda ilerlemeler
olmasina karsin klinikte kullanim alan1 bulabilen biyobelirte¢lerin sayist ¢cok kisithidir.
Bunun sebebinin nobetleri kontrol altina alabilmek icin kullanilan AEl'ler oldugu
distintilmektedir [75]. Bu molekiiller arastirilmak istenilen biyobelirteg seviyelerine
(6rn. dolasimdaki miRNA'lar) etki ederek o6l¢iim sonuglarini bozabilmektedir.
Ozellikle EEG aktivitesinin dlciilmesi, Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG) ve
Pozitron Emisyon Tomografisi (PET) gibi norogdriintiileme analizleri tanisal degere
sahip olan geleneksel belirteclerdendir [76]. Bunlarin yani sira son yillarda arastirilan
miRNA'lar, proteinler, metabolitler ve bagisiklik sistemi bilesenleri epilepsi tiplerinin
tan1 ve takibinde biyobelirtegler olarak Onerilmistir [77-79]. Yukarida verilen
orneklerden de anlasilacagi iizere kullanim potansiyeli olan biyobelirtegler ¢ok cesitli
olabilmektedir ancak tezimiz kapsaminda ele aliman GJE hastaligi, adindan da
anlasilacag tizere genetik etiyolojiye sahip oldugu igin, genetik biyobelirteglerden
miRNA alt tipleri (miR-106b, miR-130a-3p ve miR-194-5p) incelendi.

Epilepsi ile iligkili ¢ok sayida miRNA bulunmaktadir. Hastaligin etiyopatogenezinde
rol oynayan cesitli miRNA'lar ile iligkili olduklart yolaklar Sekil 5.1'de
gosterilmektedir [66].
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Sekil 5.1: Epilepsi ile iliskili miRNA'lar [66].

Yukarida iligkilendirilen miRNA'lar disinda hastalifin olusum mekanizmasinda
dogrudan rol oynadig diisiiniilen farkli miRNA'lar da literatiirde mevcuttur. Ornegin
Siisgiin ve ark. tarafindan 2022 yilinda yayimlanan bir makalede miR-1179'un JME
patogenezinde roliiniin olabilecegi bildirilmistir [80]. TLE ve SE'ye sahip 30 birey ile
15 saglikli kontrol grubunun, Beyin Omurulik Sivisindaki (BOS) miRNA ekspresyon
seviyelerinin degerlendirildigi bir ¢calismada, insan BOS'unun hem TLE hem de SE
tanisin1 destekleyebilecek miRNA biyobelirtecleri icerdigi bulunmustur. Yapilan
calismada kontrol grubu ile karsilastirildiginda, TLE ve/veya SE hastalarindan alinan
BOS o6rneklerinde, miR-19b-3p, miR-21-5p ile miR-451a seviyelerinde farkli
ekspresyon paternleri tespit edilmistir [81]. Tlac tedavisi ile epileptik durumun 6niine
gecilemedigi durumlarda hasta ilaca direngli hale gelmektedir ve dolasimdaki bazi
miRNA'larin bu durumla iligkili oldugu bulunmustur [66]. 2015 yilinda yayimlanan
ve 107 ilaca direngli epilepsi hastasi, 111 ilaca yanit veren epilepsi hastasi ile 85
kontrol grubunun degerlendirildigi bir ¢aligmada, miR-301-3p'nin gliniimiizde ilaca
direngli epilepsi tanisinda kullanilabilecek 6nemli bir genetik biyobelirteg oldugu
sonucuna vartlmistir [82]. Yukarida 6rneklendirilen ¢alismalara ek olarak epilepsi ve

miRNA alaninda bir¢ok sayida arastirma yapilmistir ve yapilmaya devam etmektedir.
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Epilepsi gibi karmasik patofizyolojiye sahip bir hastaligin altinda yatan nedenlerinin
aydinlatilabilmesi ve tanida kullanilabilmesi agisindan miRNA'larin daha ¢ok
arastirilmasi ve pratikte uygulamasiin yapilmasi gerekmektedir. Bu baglamda tez
caligmamizda literatiirde az sayida arastirilan ancak istatistiksel olarak anlamli
bulunan miRNA alt tiplerini hedef aldik.

Calismamiz kapsaminda inceledigimiz miRNA’lardan, miR-106b'nin birgok kanser
tirtinde ekspresyon seviyesinin degistigi, onkogenik 6zellige sahip bir miRNA alt tipi
oldugu tespit edilmistir. Bilindigi tizere miRNA ¢alismalarinin ¢ikis noktas1 6zellikle
kanser konusuna odaklanmistir ve miR-106b bu 6zelligiyle alandaki biyobelirteg
calismalarina onciiliik etmektedir [83]. Her ne kadar ilk olarak kanserde arastirilmis
olsa da, gliniimiizde kardiyovaskiiler hastaliklardan norolojik hastaliklara kadar genis
bir yelpazede bu miRNA’nin aday genetik biyobelirteg olma potansiyelinin
incelendigi ¢alismalar da literatiirde mevcuttur [83, 84]. miR-106b bahsedilen hastalik
gruplarindan norolojik bozukluklarda, 6zellikle Alzheimer hastaligi ve Parkinson
hastalig1 ile epilepsilerde arastirilan bir miRNA alt tipidir [85][86]. miR-106b’nin

insan dokularinin biiyiik bir kisminda eksprese oldugu bilinmektedir (Sekil 5.2) [87].

o el e # e

Sekil 5.2: miR-106b'nin eksprese oldugu insan dokular1 [87].
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MiR-106b’nin etkidigi mRNA sayis1 oldukg¢a fazladir ve bunlar arasinda norolojik
hastaliklarin fizyolojik yolaklarinda gorevli ¢ok sayida gen bulunmaktadir. Bu
molekiilin konumuz kapsamindaki en Onemli yani ise epilepsi hastaliginda
epileptogenez siireglerinin diizenlenmesinde dogrudan rol oynamasidir. miR-106b,
epileptogenez siireglerine ndroinflamasyon, proliferasyon ve ndrogenez gibi birgok
farkli alanda etki etmektedir [86, 88]. Bahsedilen siireglerde yer alan genlerin
diizensizligi, epilepsi gelisimine neden olabilecegi i¢in bu durumun ilgili genlere
cesitli sekillerde etkiyen miRNA'lar tarafindan diizenlenmesi epilepsi olusumunun
oniline gegebilmektedir [89]. Epilepsi hastalarinin incelendigi ¢ok sayida miRNA
ekspresyon calismasinda, hastalar ile saglikli kontroller karsilastirildiginda, bireylerin
serumlarinda miR-106b'nin farkli sekillerde eksprese oldugu bulunmustur [90]. Bu
durum miRNA ekspresyon ¢alismalarinda oldukc¢a yaygin olarak karsilagin bir olgudur
ve ¢aligmamizda da asagida ayrintilandirilacagn tizere, literatiire uyumlu sonuglar elde
edilen ve/veya edilmeyen bulgular tespit edilmistir. miRNA seviyelerindeki bu
farkliliklarin hastaligin patofizyolojisi yoniinden de cesitli durumlara yol agtigi
bilinmektedir. Ornegin sinir sistemindeki néronlarm elektriksel aktivitesinin
diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip oldugu bilinen KCNQ2 geninin mutasyonu
erken baslangigh epilepsi ile iligkilidir. Hastaligin altinda yatan mekanizmanin
aydinlatilabilmesi igin yapilan RNA dizi analizleri ve sonrasinda yapilan
biyoinformatik ¢aligmalar sonucunda miR-106b molekiiliiniin ifade seviyesinde
meydana gelen degisimlerin bu geni etkiledigi tespit edilmistir [91]. Bir bagka 6rnek
olarak; ¢ocukluk c¢agi epilepsisinin etiyolojisinde, en sik genetik nedenlerin sorumlu
oldugu bilinmektedir. Ornegin; Elnady ve ark. tarafindan yapilan ve 50 hastanin
degerlendirildigi bir ¢calismada bahsedilen epilepsi tipinde miR-106b'nin ekspresyon
diizeylerinin incelendigi ve sonugta potansiyel genetik biyobelirteg olarak
kullanilmasina dair giiglii kanitlar elde edilmistir [86]. Literatiirde GJE alt tipinde
yapilan caligmalar sinirli olmasina ragmen, 2015 yilinda Wang ve ark. tarafindan
yapilan ve 90 birey ile 90 Kontrol grubunun dahil edildigi bir arastirmada miR-
106b’nin iki farkli miRNA (miR-301a, miR-146a) ile karsilastirildiginda epilepsi igin
digerlerine gore daha kesin tanisal degere sahip oldugu bulunmustur [92]. Literatiirde
30 birey ile 20 kontrol grubunun incelendigi bir diger ¢alismada ise GJE hastaligina
sahip olan bireylerin serumlarinda, istatistiksel olarak anlamli derecede miR-106b
ekspresyon degisikligi bildirilmistir [2]. Yukarida bahsedilen ¢alismalarla paralellik

gosteren ¢ok sayida caligma literatiirde bulunmaktadir.
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Bu ¢alismalarin timii bir arada degerlendirildiginde, hem epilepsi hem de farkli
norolojik hastaliklarin, ad1 gegen miRNA alt tipi ile iligkisinin yadsinamaz durumda
oldugu aciktir. Calismamizda inceledigimiz ve istatistiksel olarak anlamli sonug elde
edemedigimiz miR-106’y1 diizenleyici rolii ve tami potansiyeli dolayisiyla
arastirmamiza dahil ettik. Istatistiksel olarak anlaml1 sonug elde edememis olmamizin
nedenleri olarak; calistigimiz kohortun sayisinin azligindan veya demografik
ozelliklerden kaynaklandigini diistinmekteyiz. Bununla birlikte bu alanda daha genis
kapsamli arastirmalarin yapilmasiyla, miR-106b'nin olas1 genetik biyobelirteg roliiniin
daha net bir sekilde tespit edilebilecegini diistinmekteyiz.

Tezimiz kapsaminda inceledigimiz bir diger miRNA alt tipi olan miR-194-5p, kanser
ve doku gelisimi de dahil olmak {izere farkli hastaliklarda ¢esitli hiicresel siireclerdeki
rolleri agisindan incelenmektedir. Bu miRNA spesifik olarak tiimor olusumu ve
karaciger fonksiyonlari ile iliskilendirilmistir [93, 94]. MIiR-194-5p, bahsedilen
biyolojik siireglerle iliskilendirilmis olsa da, nispeten az sayida norolojik
hastaliklardan Alzheimer hastaligi ve epilepsilerde de potansiyel biyobelirte¢ olma
acisindan incelendigi ¢alismalar mevcuttur [95, 96]. MiR-194-5p'nin, serebellum,
frontal lob, temporal lob ve hipotalamus gibi beyin bdlgelerinde eksprese oldugu
bilinmektedir (Sekil 5.3) [97]. MiR-194-5p’nin etkidigi mRNA sayisi oldukga fazladir
ve bunlar arasinda nérolojik hastaliklarin fizyolojik yolaklarinda gorevli ¢ok sayida
gen bulunmaktadir [98]. Ek olarak Spearman korelasyon analizi yapilarak bahsedilen
miRNA'nin pozitif veya negatif korelasyon gosterdigi bagka miRNA'lar da tespit
edilmistir. MiRNA'lardan pozitif korelasyon gosteren ve korelasyon skoru yiiksek

olanlar Tablo 5.1'de listelenmistir.
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Sekil 5.3: miR-194-5p'nin eksprese oldugu insan dokulari [97].

Tablo 5.1: miR-194-5p'nin pozitif korelasyon gosterdigi bazi miRNA'lar.

MiRNA Korelasyon katsayisi
hsa-miR-192-3p 0.9277310924369747
hsa-miR-192-5p 0.8882352941176471
hsa-miR-194-3p 0.8579434351901977
hsa-miR-215-5p 0.7030812324929974

Literatiirde Alzheimer hastalig1 ve farkli demans tiirlerine sahip 20 hasta ve 20 saglikli
kontroliin dahil edildigi bir c¢alismada, bireylerin BOS ve kanindaki miRNA
ekspresyon profilleri incelenmis olup hasta ve kontroller arasinda ¢esitli ekspresyon
farkliliklarinin var oldugu tespit edilmistir [99]. Konumuz kapsaminda ise miR-
106b'de  oldugu gibi miR-194-5p de epileptogenez mekanizmalarinin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu mekanizmalardan hipokampal noron
proliferasyonu, inflamasyon ve apoptoz ile iligkili oldugu bildirilmistir [99]. IGF1R,

norogenez ve hiicre sagkaliminda 6nemli rollere sahip olan bir gendir [100].
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MiRTarBase veritabanina gore, hsa-miR-194-5p, IGF1R mRNA'y1 hedeflemektedir.
IGF1IR (ENSGO00000140443) insiilin benzeri biiylime faktorii 1 reseptoriini
kodlamaktadir (UniProt ID: P08069). Yapilan son arastirmalarda, IGF1R'nin insan
epileptojenik dokusunda up regiile oldugu ve bu genin inhibisyonunun, si¢an
modellerinde epileptik nobet aktivitesini iyilestirdigi kanitlanmistir [100]. Bu
baglamda miR-194-5p, IGF1R'nin inhibisyonunu saglayarak epilepside umut verici
bir genetik tedavi se¢enegi olabilir. Niu ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alisma, miR-
194-5p'nin azalan ekspresyon seviyesinin parsiyel epilepsilerden TLE ile iliski
oldugunu bulmustur [95]. 2015 yilinda ilaca direngli hastalarin dahil edildigi bir
caligmada yukarida da Ornek verildigi gibi miR-194-5p ekspresyon seviyesinin
azaldigr bulunmustur. Literatiirde fokal ve jeneralize ndbet tiiriine sahip olan 90
bireyin dahil edildigi bir diger ¢alismada ise verilen orneklerle paralel olarak yine adi
gecen miRNA'nin azalan ekspresyon seviyesi gosterdigi bildirilmistir [92]. GJE alt
tipinde yapilan vaka-kontrol c¢aligmasinda 15 birey ile 20 kontrol grubu
degerlendirilmis ve miR-194-5p'nin invazif olmayan potansiyel genetik biyobelirteg
olabilecegine dair kanitlar elde edilmistir [2]. Bu bulgular miR-194-5p'nin ekspresyon
seviyesindeki degisikligin epilepsi olusumu ile iligkili oldugunu gostermektedir.
Calismamizda inceledigimiz ve istatistiksel olarak anlamli sonug elde edemedigimiz
miR-194-5p'yi diizenleyici rolii ve tani potansiyeli dolayisiyla arastirmamiza dahil
ettik. MiR-106b'de oldugu gibi istatistiksel olarak anlamli sonu¢ elde edememis
olmamizin nedenleri olarak; ¢alistigimizda inceledigimiz kohortun sayisinin gérece
azligindan veya demografik 6zelliklerden kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Ancak
yukarida verilen orneklere bakilacak olursa, bu alanda yapilan arastirmalarin
artmastyla ve epilepsilerin mekanizmasimin daha iyi aydnlatilmasiyla birlikte
gelecekte miR-194-5p'nin hem taniyi ve takibi hem de tedaviyi saglayabilecek yararli
bir genetik arag¢ olabilecegini diisiinmekteyiz.

Son olarak ¢alismamizda arastirdigimiz ve istatistiksel olarak anlamli buldugumuz
miR-130a-3p'nin noérolojik ve psikiyatrik hastaliklardan Alzheimer hastaligi, Spinal
Muskiiler Atrofi (SMA), Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB) ve epilepsilerde
noroinflamasyon, apoptoz, sinaptik plastisite, néron gelisimi ile oksidatif stres gibi
hiicresel siireclerde rol oynayan genleri hedefleyerek bu genleri diizenledigi
bilinmektedir [101, 102]. Bahsedilen siire¢lerden néroinflamasyon ve oksidatif stresin,

OSB patogenezinde rol oynadigini gésteren birgok ¢aligma mevcuttur [103-105].
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Norogelisimsel bir bozukluk olan OSB heterojen dogasi olan hastaliklardandir ve
klasik genetik yaklasimlarla yiiriilen calismalarla bu hastaliktaki aday genleri
belirlemek her zaman i¢in miimkiin olamamaktadir. Son yillarda hastaligin
patofizyolojik mekanizmasinin aydinlatilmasinda miRNA'larin incelenmesine yonelik
cok sayida caligsma gerceklestirilmektedir. Bu ¢alismalarin bir boliimiine 6rnek olarak;
Abu-Elneel ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada OSB tanili hastalarin 6liim sonrasi
serebellar  kortekslerinde diizensiz (artan veya azalan) miRNA ifadeleri
gozlemlenmistir [106]. Literatiirde, 55 hasta ve 55 kontrol grubunun dahil edildigi bir
baska calismada, gesitli miRNA'lardan spesifik olarak miR-130a-3p'nin OSB i¢in
potansiyel genetik biyobelirte¢ olabilecegi bildirilmistir [107]. Bu durum, miR-130a-
3p'nin viicut dokularinda ve/veya sivilarinda ekspresyon seviyesinin belirlenmesinin
bahsedilen hastaligin tani/takip siireclerine katkida bulunabilecek 6nemli bir yaklagim
oldugunu gostermektedir. Literatiirde miR-130a-3p'nin etkidigi mRNA ve dolayisiyla
hedefledigi gen sayisi, miRNA’larda olduk¢a rastlanan bir durum olarak, olduk¢a
fazladir [108]. Hedefledigi genler arasindan norolojik hastaliklarin fizyolojik
stireglerinde yer aldig1 bilinen 6liimle iligkili protein kinaz 1 (DAPK1) geninin yiiksek
ekspresyon seviyesi, otofaji ve apoptoz ile giiglii bir sekilde pozitif korelasyon
gostermektedir [109]. Bu bulgularla tutarli olarak, birgok arastirmada da bahsedilen
iliski farkli deneysel modellerde gosterilmistir [110, 111]. Ornegin, transgenik
Alzheimer hastaligi fare modeli ile yapilan bir ¢alisgmada DAPK1 geni knockdown
edilmis olan farelerin kontrol grubuna gore daha yiiksek bilissel islev gelistirdigi
gozlemlenmistir. Bu veriler birlikte ele alindiginda miR-130a-3p bahsedilen geni
dogrudan hedefleyerek Alzheimer hastaliginda biligsel islevleri iyilestirmede yeni bir
terapotik segenek olarak diistiniilebilir [110]. Bahsedilen miRNA'nin etkidigi genlere
bir bagka ornek olarak, DICER1 MiRTarBase veritabaninda bildirilmistir. MiRNA
biyogenez yolaginda kritik bir 6neme sahip olan Dicer enzimi insanlarda DICER1 geni
tarafindan kodlanmaktadir. Hiicrede herhangi bir miRNA'nin eksprese olamamasinin
sebebi olarak, onclil miRNA'lardan olgun miRNA'nin iiretilmesi igin gerekli olan
Dicer enziminin kayb1 oldugu bilinmektedir. Bahsedilen enzimin eksikliginin, epilepsi
de dahil olmak iizere ¢esitli norolojik bozukluklarla iliskili oldugu bir¢ok ¢alismada
bildirilmistir [112, 113]. Bu verilerden yola ¢ikarak, miR-130a-3p'nin DICERL1'in
ifadesini diizenleyerek Dicer enziminin verimli bir sekilde tiretilmesini ve nihayetinde
olgun  miRNA olusumuna etkiyerek ortaya c¢ikabilecek bozukluklarin oniine

gecebilicegini sdylemek miimkiindiir.
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MiR-130a-3p ile iligkisi arastirilan bir diger norolojik hastalik olarak SMA, motor
noronlar etkileyen ve bebeklik doneminde 6liimciil olan néromuskiiler bir hastaliktir.
Hastaligin tedavisinde etkili olan ve 2017 yilindan itibaren klinikte kullanilmaya
baslanan Nusinersen, antisens oligoniikleotid (ASO) sinifina ait bir kimyasaldir [114].
Bahsedilen ilag, gerek maliyet agisindan gerek hastalarin ilaca verdigi yanitlarin
degisiklik gostermesinden dolayr bazi dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle
Nusinersenin, hastaligin prognozuna nasil etki ettigine dair fikir verebilmesi agisindan
girisimsel olmayan, klinik orneklerden goérece kolay elde edilebilen anlamli genetik
biyobelirtegler arastirilmaya baslanmistir. Bu baglamda klinik Oncesi yapilan
calismalar, miRNA diizensizliginin SMA patogenezinde rol oynadigini ve bdylece bu
molekiillerin biyobelirte¢ olarak fikir verebilme potansiyeline sahip olabilecegini
gostermektedir [115]. Bu galsmalara 6rnek olarak; yakin zamanda yayimlanan bir
calismada Nusinersen ile tedavi uygulanan SMA'li ¢gocuklarda, tedavi boyunca BOS'ta
degisen miRNA ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Ilacin uygulandig: ilk asamadan
tedavi sonuna kadar 14 miRNA'min farkli sekilde eksprese oldugu bulunmustur.
Calismamizda iizerinde durdugumuz miR-130a-3p, 14 miRNA igerisinden Nusinersen
tedavisi sirasinda BOS'ta en fazla ekspresyon degisikliginin oldugu miRNA olarak
bildirilmistir [116]. Literatiirde 20 SMA tanis1 almis hasta ile yedi saglikli kontroliin
dahil edildigi bir baska ¢aligmada ise kan 6rneklerindeki miRNA diizeyleri ve bu
miRNA'larin Nusinersen tedavisine yanitlari arastirilmistir. miR-130a-3p'nin de dahil
oldugu 69 miRNA'nin diizensizligi hasta ve kontroller arasinda tespit edilmistir [117].
Yukarida verilen 6rnekler, SMA hastaligi ve miR-130a-3p arasindaki iliskiyi agikca
ortaya koymaktadir ancak literatiirde bu alanda yapilan ¢alismalarin sayisinin gorece
azligt ve daha biiyik SMA kohortlarinda genis kapsamli ¢aligmalara ihtiyag
duyuldugu da bir gergektir. Bu ¢aligmalarin artmas1 miRNA'larin, SMA patogenezinde
yer aldigi siireglere iliskin daha fazla bilgi saglayabilir ve bdylece BOS veya
dolagimdaki miRNA'lar, hastaligin tedaviye yanitin1 ongérmek veya takibini saglamak
icin potansiyel biyobelirtegler olarak gelecekte kullanilabilir. Yukarida verilen
orneklerden sonra tezimiz kapsaminda inceledigimiz epilepsiye dair ise; literatiirde
bahsedilen miRNA'nin epilepsi ile iliskisi tlizerine smirlhi sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Fakat bu smnirhiliga ragmen yapilan arastirmalarda potansiyel
biyobelirte¢ ve terapdtik bir secenek olma agisindan istatistiksel olarak anlamli

bulunan sonuglar1 vardir.
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Ornegin Wang ve ark. tarafindan 30 hasta ile 30 kontrol grubunun dahil edildigi ve
serum miRNA diizeylerindeki farkliliklarin incelendigi bir ¢alismada miR-130a-
3p'nin diizensiz ifadeleri gézlemlenmistir. Ayrica ayni ¢calismada 14 GJE tanis1 almis
hasta ile 14 kontrol grubunda alt1 diizensiz miRNA'nin (let-7d-5p, miR-106b-5p, miR-
15a-5p, miR-194-5p ve miR-130a-3p) GJE hastaligi ile iliskisi incelenmistir ve miR-
130a-3p kontrol grubuna kiyasla hastalarda istatistiksel olarak anlamli bir artig
gostermistir (p<0,0001) [118]. Literatiirde bu iliskiyi destekleyen farkli deneysel
modellerde yapilan arastirmalarda mevcuttur [54, 119]. Bu baglamda miR-130a-3p'nin
artan veya azalan ifadesinin epilepsi alt tipleriyle iliskili olabilecegini sdylemek
miimkiindiir. MiR-130a-3p'nin hedefledigi genlere bir bagka 6rnek olarak yiiksek
hareketli grup protein izoformlar1 I (HMGAL) geninin artan ekspresyon seviyesi,
epilepsi olusumunda inflamasyon, nérodejenerasyon ve protein sentezinin
diizensizliginde rol aldig: bildirilmistir [120]. Bu durumda miR-130a-3p, bahsedilen
genin aktivasyonunu direkt veya dolayli bir sekilde etkileyerek hastaligin olusum
mekanizmasindaki hiicresel siirecleri diizenleyebilir. Yapilan farkli bir ¢alismada
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptoric 2 (VEGFR-2) ve miR-130a-3p
arasindaki ilsiki incelenmistir. VEGFR-2, MSS hastaliklarinda aksonal biiyiime,
inflamasyon ile noronal hiicre sagkalimi tizerinde etkileri olan bir biiyiime faktoriidiir.
Bahsedilen arastirmada, miR-130a-3p'nin VEGFR-2 ekspresyonu iizerinde dogrudan
veya dolayl bir etkiye sahip oldugu bulunmustur [121]. Bu bilgiler, miR-130a-3p'nin
VEGFR-2 sinyal yolagimi diizenleyerek MSS hastaliklarinda ve 6zellikle konumuz
kapsaminda olan epilepsilerde giiclii bir terapotik secenek olarak kullanilabilecegini
diistindiirtmektedir. Yukarida s6z edildigi gibi bu alanda az arastirma yapilmasina ve
gorece heterojen yapida olan Tiirkiye popiilasyonunda ¢aligmamiza ragmen
istatistiksel olarak iki farkli analizle anlamli oldugu tespit edilen miR-130a-3p'nin
hastaligin tan1 ve takibinde potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini
diisiinmekteyiz ancak ilerleyen donemde bu miRNA'nin giivenilirliligi daha genis ve

kapsamli kohortlar incelenerek dogrulanmas1 gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Biyobelirtecler hastalik tan1 ve takip siire¢lerinde dnemlidir. Arastirmacilar 6zellikle
son yillarda genetik biyobelirtecler tizerine yogunlasmislardir. Bunlarin arasindan
miRNA'lar, birgok ndrolojik hastaligin tani/takip siireglerinde potansiyel biyobelirteg
olarak arastirllmakta ve bu kapsamda yapilan g¢alismalarin sayisinin, ilerleyen
donemde artacagi anlasilmaktadir [56-58]. Calismamiza dahil ettigimiz ti¢ miRNA alt
tipinin spesifik olarak GJE ile iligkili oldugu bildirilmistir [2, 92]. Literatiirde epilepsi
alt tiplerinde yapilan calismalarda farkli islevlere sahip miRNA'larin, hastaligin
etiyopatogenezinde fonksiyonel oldugu bulunmustur. MiRNA'larin epileptogenez
mekanizmasindaki hiicresel siireglerde rol aldigi ve bu siireglerdeki diizensiz (artan
veya azalan) ifadesinin hastaligin olusumuna neden olan baslica faktorlerden oldugu
bilinmektedir. Bu baglamda hastaliga etkiyen miRNA'larin ve akabinde bu
miRNA'larin etkidigi genlerin daha kapsamli arastirilmasi, miRNA'larin yer aldigi
fizyolojik siireglerin belirlenmesine ve nihayetinde epileptogenez mekanizmasinin
daha iyi bir sekilde aydinlatilmasina yardimer olacaktir. Bu bilgilere bakildiginda;
caligmamizda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilen miR-130a-3p'nin
ilerleyen donemde GJE'nin molekiiler arka planinin anlagilmasina ve Klinik pratikte
tani/prognoz asamalarina katkida bulunabilecek potansiyel bir genetik biyobelirteg
olabilecegini soyleyebiliriz. Ayrica bilindigi {izere, terapotik secenek olarak
giinimiizde SMA hastaligi basta olmak iizere cesitli norolojik hastaliklarda
miRNA'lara kars1 tasarlanan uygun ASO/Anti-miR kullanimina dair tedavi yontemleri
mevcuttur [114, 115]. Calismamizdan elde ettigimiz verilerle birlikte miR-130a-
3p'nin, ilerleyen donemde GJE 6zelinde yapilabilecek ASO tedavisi i¢in 6nemli bir

aday olabilecegini diisiinmekteyiz.
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