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Mezial Temporal Lob Epilepsi (MTLE) Patolojisinde Wnt Yolagi1 Genlerinin

Ekspresyon Diizeylerinin incelenmesi

OZET

Mezial temporal lob epilepsi (MTLE) insanda sik rastlanan ve iyi tamimlanmig
semptomatik, lokalizasyon-bagimli parsiyel bir epilepsi tiiriidiir. En belirgin patofizyolojik
ozelligi yogun hiicre kayb1 ve gliozis ile tamimlanan hipokampal skleroz olarak
bilinmektedir. Bu konuda literatiirde yer alan ¢aligmalar genellikle hayvan modellerine
dayanmaktadir. Hasta dokular ile yapilan ¢aligmalar ender olup, insandaki epileptogenezin
ve noropatolojik degisikliklerin anlasilabilmesi agisindan kiymetlidir. Bu tez ¢alismasinin
amaci, Mezial Temporal Lob Epilepsi (MTLE)’li hastalarin beyin biyopsi Orneklerinde
gozlenen hipokampal ndron Sliimii (ndrodejenerasyon) ile iligkili olabilecek, sinyal ileti
yolaklarindan biri olan Wnt yolaginda etkili genlerden Dickkopf-1 (DKKI), Beta-katenin
(B-katenin), Glikojen sentaz kinaz 33 (GSK3-B) nin ekspresyon diizeylerini belirlemek ve
MTLE’li hastalarda sklerozu olan ve olmayan gruplar arasinda Wnt yolaginda etkili bu
genlerin ekspresyon farkliliklarini belirleyerek noérodejenerasyon siireci ve hastalik
patolojisinin aydinlatilmasma katkida bulunmaktir. MTLE hastalarinda, Dickkopf-1
(DKK1), Beta-katenin (B-katenin), Glikojen sentaz kinaz 3B (GSK3-B) genlerinin

ekpresyonlar1 incelenmistir.

Bu calisma, Hacettepe Universitesi DNA/Hiicre Bankasi, Beyin Bankasi tarafindan

desteklenmistir.
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Expression Analysis of Wnt Pathway Genes in Mesial Temporal Lobe Epilepsy
(MTLE) Pathology

ABSTRACT

Mesial Temporal Lobe Epilepsy (MTLE) is common, and well-defined form of
symptomatic localization-related epilepsies. The typical pathological finding is
hippocampal sclerosis which is characterized by selective neuronal loss and reactive
gliosis. Studies in the literature mostly depend on animal models, the ones based on human
tissues are rare but very valuable in understanding epileptogenesis and neuropathological
changes in human. The aim of this thesis is to analyze the pathways that may be related to
hippocampal neuronal death in Mesial Temporal Lobe Epilepsy (MTLE) biopsy samples.
The main pathway that was analyzed in Wnt and the expression of Dickkopf-1 (DKKI1),
Beta-catenin (B-catenin), Glycogen synthase kinase 3- (GSK3-P) genes that are a part of
this pathway. We aimed at determining if there is a difference in the expression levels of
these genes in sclerotic and nonsclerotic groups so that they may play a role as a marker
for the neurodegerative process and the pathology of the disease. The expression of
Dickkopf-1 (DKK1), Beta-catenin (B-catenin), Glycogen synthase kinase 3-B (GSK3-p)
have been investigated in MTLE patients.

This study was supported by Hacettepe University DNA/Cell Bank, Brain Bank.
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1. GIRIS

Mezial temporal lob epilepsisi (MTLE) limbik yapilarda epileptojenik abnormalitelerle
kendini gosteren bir sendrom olarak tanimlanmaktadir (Engel et al. 1997). Epileptik
nobetler beyinde ciddi ve uzun siireli hasarlara neden olabilmektedir. Nobet sonrast,
ozellikle hippokampus bolgesinde noronal hiicre Oliimii, nérogenezisde artig, aksonal
filizlenme ve reaktif gliozis gelisebilmektedir. Antiepileptik ilaglara ragmen ndbetleri
hayatlarin1 aksatacak siddet ve siklikta devam eden parsiyel epilepsili hastalar, rezektif
epilepsi cerrahisine aday hasta olarak kabul edilip yatirilarak incelenirler. Prevalansi %1
olan bu hastaligm ilaglarla nobetleri kontrol edilemeyen hasta orani %20 dir. MTLE i¢in
standart cerrahi, hipokampus ve amigdalayr da iceren amigdalahipokampektomi

yapilmasidir.

MTLE hastalarindan amigdalahipokampektomi sirasinda elde edilen dokular “Hacettepe
Universitesi DNA/Hiicre Bankasi, Beyin Bankasi’nda taze dondurulmus olarak
saklanmaktadir. 2001 yilinda Hacettepe Universitesi DNA/Hiicre Bankasi biinyesinde
olusturulan “Beyin Bankas1” icin Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi, Cerrahi ve
Ilag Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan onay alinmustir (Sayr:: B.30.2.HAC.0.01.00.05/267).
Fonksiyonel genomik ¢alismalar agisindan uygun sartlarda bankalanmis, taze dondurulmus

kaliteli doku ornekleri ¢ok kiymetlidir.

Bu tez caligmasinin amaci, Mesial Temporal Lob Epilepsi (MTLE)’li hastalarin beyin
biyopsi Orneklerinde gozlenen hipokampal ndron oliimii (ndrodejenerasyon) ile iliskili
olabilecek, sinyal ileti yolaklarindan biri olan Wnt yolaginda etkili genlerden Dickkopf-1
(DKK1), Beta-katenin (B-katenin), Glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3-B)’nin ekspresyon
diizeylerini belirlemek ve MTLE’li hastalarda sklerozu olan ve olmayan gruplar arasinda
Wnt yolaginda etkili bu genlerin ekspresyon farkliliklarmi belirleyerek nérodejenerasyon

siireci ve hastalik patolojisinin aydmnlatilmasina katkida bulunmaktir.

MTLE’li hasta orneklerinde yapilan calismalar sayica kisitli olmakla birlikte insandaki
epileptogenezin ve ndropatolojik degisikliklerin anlagilabilmesi agisindan oldukca
kiymetlidir (Ozbas-Gergeker et al. 2006, Yiizbasioglu et al. 2009). Hastalarda
ndrodejenerasyon silirecinin aydinlatilmasi agisindan, literatiirde 6zellikle nérodejeneratif
hastaliklarda ekpresyon diizeyinin arttig1 belirlenmis DKKI1 geninin MTLE’li hasta

orneklerindeki mRNA ekspresyonu oldukca 6nemlidir. Calismadan elde edilen sonuglar,



patolojik klasifikasyonu kolaylastiracak belirleyicilerin ve tedavi edici ajanlarin

tasarlanmasina yonelik hedef genlerin tanimlanmasina katki saglamaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Mezial Temporal Lob Epilepsisi (MTLE)

Epilepsi santral sinir sisteminde, kortikal ve subkortikal alanlarda bulunan ndron
gruplarmin hizli, anormal ve hipersenkron desarjlar1 ile meydana gelen ve ¢ogunlukla

tekrarlayici 6zellikte olan bir klinik tablodur.

Idiyopatik epilepsiler genetik yatkmlik disinda bir sebebi belirlenememis, baska bir
ndrolojik hastalikla iligkisi olmayan epilepsilerdir. Cocukluk donemi ya da erken erigkin
donemde baslarlar. Semptomatik epilepsiler serebral bozukluklara bagli olarak ortaya
ciktig1 diisliniilen epilepsilerdir. Semptomatik epilepsilerin etyolojisinde konjenital
bozukluklar, kafa travmalari, enfeksiyonlar, kitle lezyonlari, metabolik bozukluklar,

vaskiiler lezyonlar, dejeneratif hastaliklar gibi nedenler bulunmaktadir.

MTLE insanda sik rastlanan ve iyi tanimlanmis semptomatik, lokalizasyon-bagimli
parsiyel bir epilepsi tiirlidiir (Engel et al. 1997). En belirgin patofizyolojik 6zelligi
hipokampal skleroz olarak tanimlanmaktadir. Hipokampal skleroz “Cornu Ammonis”
bolgesinde secici ndron kaybi ve reaktif gliozis ile karakterize edilebilir (Lothman et al.
1991, Bliimcke ef al. 2002) ). Bu siiregte astrosit hiicrelerinde morfoloji degisiklikleri ve
gen ekspresyon farkliliklar1 bulunmaktadir. Bunun yanisira entorhinal korteks ve amigdala

gibi diger mezial temporal yapilarda da noron kaybi gdzlenebilmektedir (Miller et al.

1994).
2.2. Klinik Karakterizasyon

MTLE, limbik yapilarda epileptojenik abnormalitelerle kendini gdsteren bir sendromdur
(Engel et al. 1997). Hastalarin ¢ogunda, cocukluk cagi febril nobetleri ya da kafa
travmast/intraserebral enfeksiyonlar goriilmektedir (Mathern et al. 1995). Hastalardaki en
belirgin nobet tipi biling bulanikligi, yutkunma,¢igneme gibi otomatizmalar, gozleri tek
noktaya dikme ile kendini gosteren ve 1-2 dakika devam eden kompleks parsiyel
ndbetlerdir. Temporal lob kdkenli bu ndbetlerin biiyiik bir kismi1 hipokampus gibi mezial

yapilardan kaynaklanmaktadir (Liu et al. 1995).

Tedavi asamasinda baslangicta hastalar anti-epileptik ilaglara yanit vermekte ve ndbetsiz
birka¢ yil gecirmektedirler. Direncli (intractable) tiir epilepsilerde adolesan veya erken
eriskin donemde tekrarlayan ndbetlerin anti-epileptik ilaglarla tedavisi miimkiin
olamamaktadir. Hastalardaki ilaca direncin nedenleri tam olarak bilinmemektedir. Ancak

ilaca diren¢li MTLE hastalarinin, hipokampus ve amigdalay1 da iceren temporal lobektomi



uygulanmastyla 2-5 yillik takiplerde %60-80 oraninda ndbetsiz olduklar1 bilinmektedir. Bu
nedenle de MTLE, “cerrahi ile tedavi edilebilir” epilepsilere bir prototip olusturmaktadir
(Engel 1996). Cerrahi miidahale sonrasinda hastalarda epileptik ndbetler azalmakta ya da
kaybolmaktadir (Olivier 1992).

2.3. Patolojik Karakterizasyon

Amigdalahipokampektomi sirasinda amigdala ve hipokampusun cerrahi girisimle
cikarilmast sonucunda hastalarin biliylikk cogunlugunda nobetlerin azalmasi ya da
kaybolmasi (Zentner et al. 1995) MTLE’de mezial temporal yapilarin etkili oldugunu

gostermektedir.

Hipokampal bolge, Dentat girus (DG), Cornu Ammonis (CA) ve subikular kompleks olmak
iizere 3 ana kisimdan olusmaktadir (Sloviter 1994, Duvernoy 2005). Cornu Ammonis
bolgesi, CAl, CA2, CA3, CA4 (Sekil 2.1.) olarak adlandirilan alt bolgelerden
olusmaktadir. Bu bolgeler piramidal néron hiicrelerinin biiyiikliikleri agisindan farklilik

gosterirler.
2.3.1. Hipokampal skleroz

MTLE’de en belirgin patolojik bulgu hipokampal skleroz (HS) dur. HS, hipokampal
yapida atrofi, secici noron kaybi, reaktif gliozis ve sinaptik reorganizasyon ile karakterize
edilir (Sekil 2.2.). Cizelge 2.1’de HS’nin evreleri ve bu evrelerin karakteristik patolojik
ozellikleri verilmistir (Wyler ef al. 1992). CAl ve CA4 bolgeleri néron kaybmin en agir
oldugu bolgelerdir. CA2 ve DG bolgeleri ise hiicre dliimiine karsi direngli, korunmus
bolgelerdir (Kim et al. 1990). Kalsiyum baglayic1 bir protein olan kromagranin A’nin
hipokampusta dagilimi incelendiginde, CA2 ve DG bolgelerindeki néronal hiicrelerde g¢ok
miktarda bulundugu gozlenmistir (Munoz 1990). Kromogranin A’nin ndronal kalsiyum
tamponu olusturmas1 ve noropeptitler i¢in haberci rolii oynamasi ile bu hiicreleri

eksitotoksik hiicre dliimiine kars1 koruyabildigi diisliniilmektedir (Bliimcke et al. 1999).

HS’de nodronal hiicre kaybinin oldugu bolgelerde astrosit ve mikroglia hiicrelerinin
aktivasyonu ve proliferasyonu ile tanimlanan reaktif gliozis goriilmektedir. Astrosit
hiicrelerinde bu siiregte morfoloji degisiklikleri olmaktadwr (Thom et al. 2002). Yogun
olarak goriilen fibriler astrogliozis sonucunda, dokuda biiziisme ve sertlesme meydana
gelmektedir. Ayn1 zamanda entorhinal korteks ve amigdala gibi diger mezial yapilarda da

ndron kayb1 gdzlenebilmektedir (Miller ef al. 1994).



HS’de Mossy lifi filizlenmesi (MSF) deneysel epilepsi modellerinde de gozlenebilen diger
bir bulgudur (Sloviter 1987). Epileptik hipokampusta goriilen MSF, CA3 bolgesindeki
piramidal hiicrelerin kaybi ile baglantilidir (Sutula ez al. 1989).

Dentat :
Molekiiler
Tabaka

Graniiler
Hiicre
Tabakasi

Sekil 2.1. Normal hipokampal yap1 (Sloviter 1994)

Sekil 2.2. (A) Normal hipokampal yap1, (B) Agir hipokampal skleroz
CA1l, CA3 ve hilar (H) bolgede agir ndron kaybi goriilmektedir, CA2 ve graniiler bolge
(G) korunmustur (Sloviter 1994)



Cizelge 2.1. Wyler’in HS Siniflamasi (Wyler 1992)

Evre Patolojik Bulgu

I Hipokampal piramidal hiicre katmaninin CA1l, CA3 ve/veya CA4
sektorlerinde diistik oranda gliozis vardir, ndéron kaybi1 yoktur.

II CA1l, CA3 ve/veya CA4 sektorlerinde belirgin gliozis ve %50’den daha az

ndron kayb1 vardir.

I CA1l, CA3 ve CA4 sektorlerinde agir hasar ve gliozis mevcuttur. %50’den
fazla noron kaybi vardir. Direncli sektér olan CA2 korunmustur.

v Hipokampal piramidal hiicre katmaninin biitiin sektorlerinde belirgin gliozis
ve %50°den fazla néron kaybi vardir.

2.3.2. Lezyon-bagimh MTLE

MTLE hastalarmin bir grubunda mezial temporal lob igerisinde hipokampus dis1 fokal
lezyonlar bulunmaktadir. Bunlar arasinda ganglioma ve disembriyoblastik ndroepitelyal
tiimorler, astrositomalar, oligodendrogliomalar gibi  glio-ndronal lezyon ve
malformasyonlar yer almaktadir. Bu lezyonlarin ortak 6zellikleri temporal lobda lokalize
olmalari, kronik kontrolsiiz ndbetlerle seyretmeleri ve iyi huylu olmalaridir (Wolf et al.
1993). Lezyon-bagimli MTLE hastalarinin bir kisminda hipokampal sklerozda gozlenen
karakteristik ndropatolojik bulgulara rastlanmayabilir, ancak bazi hastalarda ¢ift patoloji
(dual pathology) olarak ifade edilen HS ve lezyonlar birlikte gézlenebilir (Bliimcke ef al.
1999, Salanova et al. 2004).

2.4. MTLE Cahsmalarinda Hayvan Modelleri ve Hasta Dokular

Hayvan modelleri MTLE arastrmalarinda sik tercih edilen bir yaklasim olarak
kullanilmaktadir. Deneysel epilepsi modellerinde kontrol ve epileptik gruplarin mevcut
olmasi, elektrofizyolojik, ndropatolojik ve molekiiler biyolojik caligmalar icin avantaj
saglamaktadir. Hayvan modellerinin diger bir katkisi ise epileptojenik mekanizmalarin ve
gelisme silirecinin incelenmesine olanak saglamalaridir. Deneysel epilepsi modelleri olan

kainik asit, pilokarpin ve tutusturma yaygin olarak kullanilmaktadirlar.

MTLE hasta orneklerinde yapilan ¢alismalar, sayica kisithh olmakla birlikte insandaki
epileptogenezin ve ndropatolojik degisikliklerin anlagilabilmesi agisindan oldukca

kiymetlidir.

Epilepsi hastalarindan elde edilen beyin dokularinda yapilacak ¢alismalarda en onemli

sorun ise saglikli ve yas-uyumlu kontrol dokularinin bulunmasinin zorlugudur. Bu nedenle



calismalarda, daha ¢ok HS ve lezyon-bagimli MTLE hasta 6rneklerinin karsilagtirilmasi
iizerinde yogunlasilmis ve yapisal degisiklikler ile nobet siddeti / siiresi arasinda iligki
kurulmaya calisilmigtir. Her iki grupta da drneklerin eldesi sonrasi islenme siirecinin ayni
olmas1 ve molekiiler biyolojik / elektrofizyolojik ¢alisma yapmaya uygun olmalar1 avantaj

olarak degerlendirilebilir.
2.5. Hipokampal Skleroz-Epilepsi Iliskisi

Insanda HS ve kronik epilepsi gelisimine neden olan olaylar siirecinin anlagilmasma
yonelik sistematik bir ¢alisma yapilamamaktadir ¢linkii hipokampal doku ancak kronik
MTLE’ nin ileri asamalarinda elde edilmektedir. Bu nedenle, ndropatolojik bulgularin
epileptogenezde etken mi yoksa tekrarlayan epileptik ndbetlerin sonucu mu oldugu net
bilinmemektedir. Temporal lob epilepsi (TLE) hastalarmin hipokampal hiicre
yogunlugunun kontrol 6rneklere ve ekstra-hipokampal fokuslu epilepsi hastalarina gore
daha az olmasi, HS ve TLE arasinda bir iliski oldugu diisiincesini desteklemektedir. Ilaca
direngli TLE hastalarinda hasarli hipokampal yapmnin cerrahi girisimle eksizyonu
sonucunda hastalarda ndbetlerin azaldig1 ya da ortadan kalktiginin goriilmesi, 6zellikle HS
varliginda cerrahi sonrasi basar1 oraninin artmasi da bu iliskiyi destekler yondedir (Olivier

1992).

Retrospektif ¢aligmalar MTLE hastalarindaki HS ile cocukluk ¢agi uzun febril ataklarinin
iliskili oldugunu gostermektedir (Sagar ef al. 1987, French et al. 1993, Davies et al. 1996)
Ancak ¢ocukluk caginda uzun febril ataklar1 olmayan hastalarda da HS patolojisinin
gozlenmesi celiski olusturmustur. Retrospektif calisma sonuglarinda kafa travmasi,
ensefalit, menejit ve hipoksi gibi hasarlarin da HS gelisimine etken olabilecegi goriilmiistiir
(Mathern et al. 1995). Bu nedenle febril nobetlerin HS ve dolayisiyla TLE’ye neden

oldugunu net olarak sdyleyemeyiz.

HS ve epilepsi iliskisinin aydmlatilmasinda en biiyiik katki deneysel hayvan
modellerindendir. Yapilan caligmalarda hipokampustaki agir néron kaybinin sinaptik
reorganizasyon ve sinyal iletiminde degismelere neden oldugu ve beraberinde epileptik

nobetleri getirdigi one siirtilmektedir (Sloviter ef al. 1991)

Deneysel havyan modelleri ve retrospektif c¢alismalarin artirilmast HS ve epilepsi

iliskisinin aydinlatilmas1 i¢cin biiylik 6nem tasimaktadir.



2.6. Wnt Yolag:

Hiicre sinyal ileti yolaklari, hiicre ile ilgili biitiin biyolojik asamalarda etkilidirler.
Embriyonik silirecte bu yolaklar, hiicre gruplarinin iglevlerini diizenleme ve hiicreler
arasindaki iletisimi saglamada; erigkin donemde ise homeostazisin siirdiiriilmesi ve
rejenerasyon gibi siireglerde 6nemli gorevleri gergeklestirirler. Bu yolaklarda olusabilecek
islevsel bozukluklar ve hatalar, hiicrelerde patolojik degisiklere neden olmaktadir. Wnt
yolagi, santral sinir sistemi patolojilerinde ve nodrodejenerasyonda son yillarda
aragtirmalarin yogunlastig1 6nemli sinyal ileti yolaklarindan biridir. Giliniimiizde Wnt
sinyal iletisinin, canonical (klasik) ve non-canonical (klasik olmayan) olarak ikiye ayrildigi
kabul edilmektedir. Canonical yolagin temelinde, B-katenin’in sitoplazmik artis1 ve
sonrasinda hiicre ¢ekirdegine gecisi yer alir. B-katenin, ¢ekirdekte transkripsiyon faktorleri
TCF/LEF ile kompleks olusturarak, c-myc ve siklin D gibi ¢oklu hedef genlerle
etkinleserek transkripsiyonun gergeklesmesini saglamaktadir (Taketo 2004, Nojima et al.
2007).

Wnt adi, Wingless (Wg) ve Int genlerinin birlesimi ile olusmustur. Wingless geni,
“Drosophila melanogaster segment polarite geni” olarak tanimlanmistir. Metamorfozda
eriskin eklem olusumu ve embriyogenez boyunca islev gostermektedir. Int genleri ise,
omurgali genleri olarak tanimlanmustir. Int-1 ve Wingless geninin kodladig: iiriinler
evrimsel olarak korunmus benzer aminoasit dizilerine sahiptirler ve Wingless, Intl’in

Drosophila homologudur.

Wnt’ler ilk olarak memeli onkogenleri olarak tanimlanmis, daha sonra da embriyogenez
boyunca hiicre-hiicre etkilesimlerini diizenleyen genler olarak tanimlanmislardir (Ugolini
et al. 2001). Wnt proteinleri; evrimsel acidan yiliksek diizeyde korunmuslardir ve
hayvanlarda gelisimsel siirecte ve homeostaziste ¢ok dnemli gorevleri olan molekiillerdir
(Logan et al. 2004, Coudreuse et al. 2007). Hiicre yapigsmasi (adhezyon), hiicre gocii
(migrasyon), apoptoz, hiicre kutuplasmasi (polaritesi), cogalma (proliferasyon), gelisim
(development), organogenez gibi bir¢ok biyolojik siirecte rol iistlenirler (Logan et al. 2004,
Widelitz et al. 2005).

Memelilerde Wnt proteinleri; salgilanan, lipid modifiye, sistein aminoasidi a¢isindan
zengin glikoproteinlerdir (Polakis 2000, Logan et al. 2004). Wnt’ler, aminoasit dizi

benzerliklerine gore gruplandirilmiglardir. Omurgasiz canlilar ve memeli genomunun



tamamen anlasilmasi ile insan ve farede 19, Drosophila’da 7, ve C. elegans’ta 5 adet Wnt

geni tanimlanmistir (Nusse 2005).

Hiicreden salgilanan Wnt proteinleri, membrani1 yedi kez gegen Frizzled (Fzd) reseptor
ailesi i¢in ligand islevi goriirler ve Fzd proteinleri iizerinden, hiicrede parakrin/otokrin
sinyal iletisini tetiklerler (Polakis 2000, Logan et al. 2004). Memelilerde tanimlanmis olan
19 Wnt ve 10 Fzd proteini arasindaki ligand-reseptor 6zgiilliigii ile degisik ligand-reseptor
birlesimlerinin, farkli hiicre i¢i sinyal yolaklarini ne sekilde etkinlestirdigi tam olarak

bilinmemektedir (Widelitz et al. 2005).

Giiniimiizde Wnt sinyal iletisinin “canonical” ve “non-canonical” olarak ikiye ayrildig:

kabul edilmektedir (Widelitz et al. 2005).
2.6.1. Canonical (B-katenin) Yolak

Canonical yolak, Wnt/B-katenin yolagi olarak da tanimlanmaktadir (Sekil 2.3.). Genel
olarak bu yolakta, Wnt proteini ile Frizzled reseptoriiniin eslesmesi sonucu, B-katenin’in
yikilmasi engellenir. Bu sekilde bulundugu hiicre sitoplazmasinda miktar1 artan B-katenin,
sitoplazmadan cekirdek igine geger (niikleer translokasyon) (Logan et al. 2004, Widelitz et
al. 2005). B-katenin, cekirdekte transkripsiyon faktdrleri TCF/LEF (T hiicre spesifik
transkripsiyon faktér / lenfoid enhancer baglayict faktor) ile kompleks olusturarak,
aralarinda c-myc ve siklin D’ninde bulundugu bir¢ok hedef genin transkripsiyonunu

etkiler.

Yolag1 ayrintili olarak inceledigimizde; Wnt sinyal iletimi olmadiginda, B-katenin yikim
kompleksi etkindir (Logan et al. 2004, Widelitz et al. 2005). B-katenin; Axin/APC
(Adenomatoz polipozis coli)/ Casein kinaz 1’i igeren protein kompleksinde, GSK3-P
tarafindan NH, terminalinden fosforillenir. Fosforilenen B-katenin, ubiquitin proteozom

yolagi ile kisa siirede yikilir (Nojima et al. 2007).

Drosophila’da Wnt sinyalinin yoklugunda TCF Groucho ile kompleks olusturarak,
Wnt/Wg hedef genleri i¢in baskilayici olarak hareket eder. Bu etki Groucho’nun Histon
Deasetilaz (HDAC) ile iligkisi aracilifiyla olmaktadir. B-katenin niikleusa girince, TCF
baskilayic1  kompleksini, transkripsiyonel aktive edici komplekse doniistiiriir.
Aktivasyonun, TCF/LEF kompleksinden Groucho’nun ayrilmasi ve TCF/LEF’e histon
asetilaz CBP/p300’iin baglanmasi ile gerceklestigi diisiiniilmektedir (Nusse 2005).

Wnt ligandinin, koreseptdor LRP 5 veya 6’nin (Low-density lipoprotein receptor-related

protein) varliginda Fzd reseptoriine baglanmasiyla Wnt sinyal iletisi tetiklenir ve sinyal



hiicre i¢ine aktarilir (Willert et al. 1998, Logan et al. 2004). Boylece, normalde -katenin’i
yikim i¢in hedefleyen Axin-APC (Adenomatoz polipozis coli)-GSK3-f kompleksi
baskilanir (Logan ef al. 2004, Widelitz et al. 2005). Bu siirecte en dnemli etki, Dishevelled
(Dvl) proteininin aktive olmasidir. Kazein kinaz 1(Casein Kinasel-CKI) ve PKCa
tarafindan Dishevelled proteinlerinin fosforilasyonu tetiklenir (Schlange et al. 2007)
Fosforillenmis olan Dvl, Axin-APC-GSK3-B kompleksini bozarak f-katenin’in
fosforillenmesini engeller (Nojima ef al. 2007). Bu sekilde B-katenin, sitoplazmada birikir
ve hiicre cekirdegine gecer. Burada TCF /LEF transkripsiyon faktorleri ile kompleks
olugturarak hedef genlerin ekspresyonunu tetikler (Taketo 2004, Nojima et al. 2007).

Sekil 2.3. Canonical Wnt sinyal iletimi (Willert et al. 2006)

Wnt sinyal iletisi izerine yapilan ¢aligmalar ¢ogunlukla B-katenin yolagi (canonical yolak)
iizerinde yogunlagmis olmakla birlikte, son zamanlarda Wnt proteinleri ve iliskili olduklar1

diger proteinlerin, B-katenin yolagindan bagimsiz etkileri de arastirilmaktadir.
2.6.2. GSK3-p

GSK3-B bir¢ok islevi bulunan bir serin treonin kinazdir. Wnt sinyal iletim yolaginda

anahtar rolii oynayan proteindir. Kinaz 6zelliginden dolay1 gesitli proteinlere baglanarak
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fosforile etme oOzelligine sahiptir. Wnt/B-katenin sinyal iletimindeki islevi, farkl
gorevlerinden sadece birisidir. Bunun yaninda pek ¢ok onkogenik transkripsiyon faktorii
ve proto-onkoproteinin, GSK3-f kinaz substrati oldugu varsayilmakta ve
inaktivasyonlarimin buna bagimli oldugu diisiiniilmektedir. Bu diisiinceye gore, GSK3-3

neoplastik transformasyon ve tiimor gelisiminde rol oynamaktadir (Shakoori et al.2005).
2.6.3. B-katenin

B-katenin, hiicreleraras1 baglantilardaki E-kadherin komplekslerinin yapisal bir bilesenidir
ve kadherin hiicre adhezyon molekiiliiniin sitoplazmik alanma baglanarak hiicre- hiicre
adhezyonunda gorev alan bir polipeptiddir (Gumbiner 1997, Nelson et al. 2004, Willert et
al. 2000).

Bir bagka islevi de niikleusta transkripsiyonu aktive etmek i¢in, kromatin yeniden
modelleme kompleksine katilmasidir (Willert ef al. 2006). Bununla birlikte B-katenin, Wnt
proteinleri tarafindan baslatilan sinyal iletim yolagmin en 6nemli anahtar molekiiliidiir. B-
katenin aktivitesi, onun yerlesimini ve stabilitesini etkileyen ¢cok sayida protein tarafindan

diizenlenerek kontrol edilmektedir (Willert ez al. 1998).

B-katenin diizeyi Wnt uyarimi olmadiginda, proteozomal yolak tarafindan yikildigindan
diisiiktiir, ancak Wnt sinyali varliginda proteozomal yikimdan kurtulur ve diizeyi
artmaktadir(Nelson et al. 2004, Habas et al. 2005). B-katenin geninde (CTNNb1) meydana
gelen mutasyon, -katenin yikimi i¢in gerekli olan serin ve threonin birimlerini etkiler. Bu
mutasyon, -katenin’in amino terminalindeki dizi ile direk iliskisini saglayan B-TRCP (E3
ubikitin ligazmn bir bileseni) ile B-katenin’in etkilesimine bagli fosforilasyonu engeller. -
katenin’deki bu diizenleyici dizi, ¢ogu insan kanser tiirlerinde mutanttir (Polakis 2000).
Pek ¢ok tiimdr hiicre hattinda, onkogenik B-katenin mutasyonlar:1 sitozolde B-katenin’in

birikimine sebep olmaktadir (Gumbiner 1997).
2.6.4. Dickkopf

Dickkopf proteinleri, salgilanan proteinlerdir ve omurgalilarda DKK 1, 2, 3, 4 olmak iizere
4 ana iiyesi bulunan bir ailedir (Niehrs 2006). Wnt sinyal iletiminin hiicre dis1
antagonistleri olarak tanimlanmaktadirlar. Dickkopf proteinleri Wnt ile dogrudan iliski
kurmazlar, ancak canonical sinyal iletim yolaginda LRP5/6 koreseptoriiniin etkisini
engellemektedirler (Caldwell ef al. 2004). Dkk 1, 2 ve 4 farkl affinitelerle LRP5 ve 6’ya
baglanir; olusan DKK/LRP kompleksi, kremen proteini ile etkilesime girerek yikim igin

hiicre zarindan hiicre icine alinir. Boylece sinyal iletiminde rol oynayacak Wnt koreseptor
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sayist azalir (Krishnan 2006). Bunun disinda DKK2’nin, LRP-6’y1 aktive ederek [-

katenin’in birikimine neden olabilecegi de ileri siiriilmektedir (Niehrs 2006).
2.7. DKK1-Nérodejenerasyon iliskisi

Wnt yolag1 antagonisti olan DKK1 geninin ekspresyonu, norodejenerasyon ile karakterize
edilen santral sinir sistemi patolojilerinde artis gostermektedir (Rosi et al. 2010, Purro et
al. 2012). Alzheimer, Iskemi ve TLE gibi ndrodejeneratif hastaliklarda ndron &liimiiniin
nedenlerinin aydinlatilabilmesi agisindan DKKI1 geni ekspresyonu énemlidir (Caraci et al.
2008). Wnt yolag1 aktif oldugunda B-katenin sitoplazmada birikerek cekirdege gecer ve
ndronlarin yasamini siirdiirmesi i¢in gerekli olan ndrotrofik genlerin transkripsiyonu
tetiklenmis olur. Wnt antagonisti DKKI1 ile yolak inaktif oldugunda ise [-katenin
sitoplazmada yikima wugrar ve ndrotrofik genlerin transkripsiyonu gerceklesemez,
ndrodejenerasyon gozlenir (Caraci et al. 2008). Bu asamada DKK1 geninin kontroliinde

p53 geni rol oynamaktadir (Wang et al. 2000).

Iskemili hayvanlarda DKKI1 geninin susturulmasi ile (antisense oligoniikleotidler
kullanilarak) veya lityum iyonlar1 kullanilarak hipokampal néron oliimiine karsi koruma

saglanabildigi gosterilmistir (Cappuccio ef al. 2005).

Alzheimer’da hayvan modelleri ile yapilan ¢alismalar gdstermistir ki B-amiloid birikimi ve
Tau proteininin hiperfosforilasyonu ile paralel olarak DKKI1 ekspresyonu da artmistir
(Takashima et al. 1998, Scali et al. 2006). B-amiloid birikimi ve DKK1 ekspresyon artist

ile nérodejenerasyon da artmustir (Caricasole et al. 2004).

Agir ndron kaybi ile karakterize edilen TLE patolojisinde hayvan modelleri ve hastalarda

DKKI geni ekspresyon artig1 gdzlenmistir (Busceti et al. 2007).
2.8. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time PCR)

Real Time PCR, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artig gosteren floresans
sinyalin Ol¢lilmesiyle kisa siirede kantitatif sonu¢ verebilen PCR yontemidir. Florojenik
problar veya SYBR Green I gibi interkalasyon yapabilen boyalarin kullanimiyla
amplifikasyon miktarinin tespit edilmesini, klasik son nokta analizlerinin yapilmasina

gerek olmadan saglamaktadir (Nolan ef al. 2006).
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Sekil 2.4. Real Time PCR ile amplifikasyonun kantitatif analizi

Interkale olabilen boyalardan SYBR Green I, gen ekspresyonu kantitasyonunda siklikla
kullanilan, ¢ift zincirli DNA’ya baglanan floresan bir boyadir. Bu boyanin ¢ift zincirli PCR
iirliniine interkale olmasiyla iirlin miktar1 ile orantili olarak floresans agiga ¢ikmaktadir.
SYBR Green teknigi ile gen ekspresyonu kantitasyonu i¢in uygun primer se¢imi en dnemli
asamadir. Bu teknigin basariyla uygulanabilmesi i¢cin PCR primerlerinin sadece 6zgiil
cDNA'’ya baglanmasi, primer-dimer veya 6zgiil olmayan amplifikasyon iirlinii vermemesi
gereklidir. RNA izolasyonu sirasinda siklikla gozlenen genomik DNA kontaminasyonu da
SYBR Green tekniginin basarismi tehdit eden bir diger unsurdur. Ozgiil amplifikasyon
iirlinii elde etmek icin, cDNA amplifikasyon primerlerinin farkli ekzonlardan secilmesi,
amplikon uzunluklarinin kisa tutulmasi (120-250 baz) ve primerlerin baglandigi1 ekzonlarin

uzak secilmesi dikkat edilmesi gereken noktalardir.
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Sekil 2.5. SYBR Green teknigi

A) Baslangi¢c asamasi: Reaksiyonun baslangicinda ortamda SYBR Green, primerler ve tek
zincirli DNA bulundugu icin floresans sinyal yoktur. B) Primerin hedef molekiile
baglanmasi: Primerin baglanmasi ile amplifikasyon sonucu SYBR Green olusan cift
zincirli DNA’ya baglanir ve az miktarda floresans sinyal aciga ¢ikar. C) Primer uzamasi:
Amplifikasyon oranina bagl olarak cift zincirli DNA’nin yapisma daha fazla boya
katilarak floresans sinyal artar.

SYBR Green I, primer dimerleri ve 6zgiil olmayan PCR iiriinleri gibi ¢ift zincirli DNA
molekiillerine de baglanabilir (Bustin and Mueller 2005). Bu nedenle floresans artisi her
zaman Ozgiil amplifikasyonu gostermez. Primer dimer olusumu ve 6zgiil olmayan
amplifikasyon iirlinlerinin tespiti i¢in “melting curve” (erime egrisi) analizi yapilmaktadir.
Her cift zincirli DNA kendine 6zgiil “melting temperature, Tm”(Cift zincirli DNA’nin
%50’sinin tek zincirli hale geg¢mesi i¢in gerekli olan sicaklik) degerine sahiptir.
Amplifikasyondan sonra sicaklik yavas yavas yiikseltilerek belirli araliklar ile floresans
miktar1 tespit edilir. Cift zincirli DNA denatiire olmaya baslayinca boya serbest kaldig1 i¢cin
Olgiilen floresans miktar1 diismeye baslar. Bu sekilde elde edilen erime egrisinden
yararlanilarak amplifikasyonun Tm derecesi saptanabilir ve reaksiyonun 06zgiilliigii

belirlenir.
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Sekil 2.6. Erime egrisi analizi ile amplifikasyonun Tm derecesi ve 0Ozgiilliigiiniin
belirlenmesi

Esik dongii degeri (treshold cycle = Ct) gen ekspresyonu kantitasyonunda onemli bir
parametredir. Ct degeri, amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan 1gmim esik degerinin
asildig1 dongii sayisidir. Bagka bir ifade ile iirlindeki ilk anlamli artisin oldugu noktay1

belirtir (Corbett Life Science).
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Sekil 2.7. Esik dongii degeri (treshold cycle = Ct)
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Kantitatif RT-PCR verilerinin analizinde; mutlak ve relatif kantitasyon kullanilir. Relatif
kantitasyon icin, iki standart egri ve karsilagtrmali AACt metodu kullanmilabilir (Womg
and Medrano 2005).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Tez calismasinda ilaca direng gosteren MTLE’li hastalarda amigdalahipokampektomi ile
¢ikartilan (tedavi amacli) ve Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dal’'nda bir kismi parafine gomiilerek incelenen hipokampus dokular1 immiin
histokimyasal analizler i¢in, DNA/Hiicre Bankasi - Beyin Bankas1 i¢in taze dondurulmus
olarak saklanan hipokampus dokular1 ise mRNA ekspresyon analizleri i¢in kullanildi.
Kontrol dokusu olarak otopsi hipokampus dokusu kullanildi. Calisma kapsaminda 2 adet
otopsi, 5 adet epileptik-sklerotik olmayan, 8 adet epileptik-sklerotik hipokampus dokusu
kullanilmistir (Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi, Cerrahi ve ila¢ Arastirmalari
Etik Kurulu’ndan onay almmustir , Sayr: B.30.2.HAC.0.01.00.05/267).

3.2. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar
3.2.1. RNA izolasyonu

TRIzol (Invitrogen)

Kloroform (Applichem)

Izopropanol (Applichem)

Dietil pirokarbonat (DEPC, Applichem)

Etanol (Riedel)

3.2.2. Agaroz-formaldehid jel elektoforezi (RNA elektroforezi)

Agaroz (Cambrex) : Molekiiler biyoloji kullanimi safliginda

MOPS tamponu : MOPS 0,221 M
Na-Asetat-Trihidrat (Sigma) 0,05 M
Na,EDTA (Sigma) 0,01 M

Yiikleme tamponu : Gliserol (Merck) %50
NaEDTA (Merck) 1 mM
BPB boya (Merck) %0,25

Etidyum bromiir (Sigma) : 10 mg/ ml distile su

Formaldehid (Sigma)
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Formamid (Sigma)
3.2.3. cDNA sentezi
ImProm-II™ tampon

(5X) (Promega)

ImProm-II™ RT (Promega)
MgCl, (Promega)
Oligo(dT)15 primeri (Promega)

dNTP karisimi (Promega)

: Tris-HCL
KCL
DTT
: 1 pl/ reaksiyon
: 25 mM
20,5 pg/pl
: 10 mM

3.2.4. Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time PCR)

SYBR Green karisimi (Floresan boya)

(2X) (Sigma)

MgCl, (Sigma)
3.2.5. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz (Cambrex)

Tris-asetat tamponu (TAE) (pH: 8,0)

Yiikleme tamponu

: 20 mM Tris-HCL, pH: 8,3,
100 mM KCl, 0,4 mM dATP,
0,4 mM dCTP, 0,4 mM dGTP,
0,4 mM dTTP, Stabilizator,
0,05 u/pl Taq DNA polimeraz,
Jump Start Taq antibody,
SYBR Green I boyasi

: 25 mM

250 mM

250 mM

50 mM

: Molekiiler biyoloji kullanimi safliginda

. Tris baz (Merck)
Glasiyel asetik asit (Merck)
Na,EDTA (Merck)

: Gliserol (Merck)
1X TAE tamponu (Merck)

Orange G boya (Merck)
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Etidyum bromiir (Sigma) : 10 mg/ ml distile su

Molekiiler agirlik belirleyicisi : 100 bp DNA Ladder (Promega)
(1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100 baz ¢ifti)

3.2.6. immiinohistokimya

DKKI antikoru (SC-25516 — Santa Cruz — tavsan poliklonal )

B-katenin antikoru (SC-7963 — Santa Cruz — fare monoklonal )

GSK3-B antikoru (G-22320 — BD Transduction — fare monoklonal )

3.3. Yontemler

3.3.1. Doku ornekleme

MTLE hastalarindan amigdalahipokampektomi sirasinda elde edilen dokular “Beyin
Bankasi’nda taze dondurulmus olarak saklanmaktadir. Fonksiyonel genomik caligmalar
acisindan uygun sartlarda bankalanmis, taze dondurulmus kaliteli doku ornekleri ¢ok

kiymetlidir. Bu amagla doku 6rnekleme siirecinde asagidaki protokol izlenmektedir:

Doku, rezeksiyon sonrasinda en fazla 5 dakika icinde kriyoprezervasyon i¢in 6zel dizayn
edilmis ¢ok diisiik sicakliklara dayanikli ve doku biitiinliigiiniin korunmasini saglayan steril

aliminyum kutu icerisine yerlestirilir.
Ornekler kuru buz veya siv1 nitrojen igerisinde en kisa siirede laboratuvara transfer edilir.

Ornek, kuru buz igerisinde tasinmis ise sivi nitrojende sok dondurma yapilarak -80 °C

derin dondurucuda saklanir. Ornek sivi nitojende tasinmis ise direk -80 °C’ye alinir.

Hasta ismi, dosya numarasi, 6n tani, operasyon tarihi ve drnegin cinsi (6r: hippokampus,
korteks, vs.) etikete yazilir ve dokuyu igeren aliiminyum kutu, hazirlanan etiketle birlikte

dondurma poseti igerisine konarak derin dondurucu kutular1 igerisinde saklanir.
Her dokuya -80 °C’deki lokalizasyonunu belirleyen bir kod vertilir.

Beyin Bankas1 6rnekleme formu her hasta i¢in doldurulur ve bu bilgiler ayrica bilgisayarda

arsivlenir.

Patolojik incelemeler sonucunda hazirlanan raporun bir kopyas:t Beyin Bankasi

kapsaminda dosyalanir.
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Her 6rnekleme icin operasyon dncesinde klinisyen tarafindan hasta/hasta yakinina gerekli

aciklama yapildiktan sonra bilgilendirilmis onam formu imzalatilir.

3.3.2. RNA izolasyonu

TRIzol igerisinde dondurularak -80 °C’de saklanan dokulardan oda sicakligina

getirildikten sonra standart TRIzol izolasyon protokolii uygulanarak RNA izolasyonu

yapildi.

10.

1.

12.

100 mg doku iizerine 1 ml TRIzol eklenerek Fast Prep doku parcalayicisi ile

dokular homojenize edildi.
Homojenize edilen dokular 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

200 pl kloroform eklendikten sonra vorteks yapildi ve 2-3 dk oda sicakliginda
bekletildi.

12000 rpm de 15 dk 4 °C’de santrifiij edildi.

Santriflij sonras1 olusan en iist fazda bulunan RNA toplandi ve 500 pl

izopropanol i¢eren yeni tiipe alindi.

RNA ve izopropanol igeren tiip alt iist edilerek karistirildi ve 10 dk oda
sicakliginda bekletildi.

12000 rpm de 10 dk 4°C’de santrifiij edildi.

Santriflij sonrasi silipernatan dikkatli bir sekilde dokiildii. Pelet tizerine 1 ml

DEPC igeren %70 etanol eklendi ve vorteks yapildi.

RNA’nin degrede olmasini ve kirilmasmi dnlemek icin diisiik hizda (7500

rpm) 10 dk 4°C’ de santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 %70 etanol dokiildii ve tiiplerin kapaklar1 acik birakilarak
RNA peleti kurutuldu.

Pelet miktarina bagh olarak 20-25 ul RNaz icermeyen su eklendi.

60 °C’de 10 dk bekletildi ve analize kadar -20 °C’de, analiz sonras1 -80 °C’de

sakland.

3.3.3. RNA’larin kalite kontrolii

Izole edilen RNA’lar kalite ve kantite acisindan degerlendirilmek iizere denatiire jel

elektroforezi (RNA elektroforezi; %]1,5 Agaroz — formaldehid jel) ile incelendi,
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konsantrasyonlar1 Nanodrop ND-1000 cihazinda o6lgiildii. Elektroforez goriintiileri ve
konsantrasyon dl¢iimleri izole edilen RNA’larin RT-PCR caligmalari i¢in uygun kalite ve

kantitede olduklarini gosterdi.
3.3.4. cDNA sentezi

cDNA sentezi i¢in, ImProm-II™ reverse transkriptaz enzimi (Promega) ve oligo(dT)15
primeri kullanildi. Kalip olarak 1pg RNA kullanildi ve 0,5 pg/ul oligo(dT)15 primeri ve
RNaz icermeyen su ile 5 pl’ye tamamlanarak 70 °C’de 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast hizli bir sekilde buz {lizerine alinarak 5 dk bekletildi. Ayr1 bir tiipte 15 pl reverse

transkripsiyon karisimi hazirlandi.

Reverse transkripsiyon karigima:

Final konsantrasyon Hacim
RNaz icermeyen su 6,6 ul
Improm-IIT™ tampon 1X 4 ul
(5X) (Promega)
MgClL, (25 mM) 3mM 2,4 ul
dNTP karigimi (10 mM) 0,5 mM 1 pul
Improm-II"" Reverse Transkriptaz 1 ul

Toplam: 15 pl

Toplam 20 pl olacak sekilde 5 pul RNA + primer karisimi, 15 pl reverse transkripsiyon
karigimu ile birlestirilerek reverse transkripsiyon asagidaki kosullarda Applied Biosystems-

9700 PCR cihazi kullanilarak gerceklestirildi:
25 °C’de 5 dk
42 °C’de 60 dk
70 °C°de 15 dk

Yukaridaki reaksiyon sonucunda 20 pl cDNA sentezlendi. cDNA Ornekleri daha verimli

kullanilmak amaciyla 80 ul’ye sulandirildi (20 pl cDNA + 60 pl distile su = 80 pl).
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3.3.5. Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time PCR)

Hastalara ait hipokampus dokular1 ve kontrol hipokampus dokularindan RNA izolasyonu
yapild1 ve cDNA sentezi gergeklestirildi B-katenin, GSK3-B ve DKK1 genlerinin cDNA
dizilerine 6zgiil primerler dizayn edildi ve RT-PCR ¢alismalar1 i¢cin PCR optimizasyonlar1
yapildi. B-katenin, GSK3-f ve DKKI1 genlerinin hastalara ait hipokampus dokular1 ve
kontrol hipokampus dokusundaki mRNA ekspresyon seviyeleri kantitatif RT-PCR ydntemi
ile Rotorgene 6000 cihazinda belirlendi. Bu calismada referans gen (normalizatdr) olarak
“Tata binding protein (TBP) kullanildi. Ilgilenilen genin ekspresyon diizeyinin referans

gen ekspresyonuna orani hasta ve kontrol 6rneklerinde karsilagtirildi.

cDNA’lar RT-PCR teknigi ile ve SYBR Green floresan boyasi kullanilarak ¢ogaltildi. Bu
amplifikasyon sirasinda ¢ift zincirli DNA'ya baglanan SYBR Green miktar1 florimetrik
deteksiyon filtresiyle Olclilmektedir. Bu Ol¢limlerde floresans, DNA {iriinii ile orantilt
olarak degismektedir. Rotor-gene 6000 cihazi, yiiksek ¢Oziiniirliikte erime egrisi analizi
(HRM) yapabilme o6zelligi ile primer dimer olusumu ve 6zgiil olmayan amplifikasyon
uriinleri gibi hatalar1 gozlemlemeye olanak saglamaktadir. RT-PCR reaksiyonlar1
hazirlanirken, standart egrilerin ¢izilebilmesi amaciyla kontrol hipokampus dokusundan
elde edilen cDNA 6rneginden 1/10, 1/100 ve 1/1000 oranlarinda seri diliisyonlar hazirland1
ve Olclimlerin degerlendirilmesi asamasinda analiz programi ile standart egriler ¢izildi.
Deneylerde her cDNA 06rnegi ve standartlar birbirinin ayn1 3 adet reaksiyon (triplicate)

olarak caligild1.

RT-PCR Kosullar1:

2X SYBR Green karisimi Sul
25mM MgCl, 1,2 ul
Forward primer (10 pmol/ pl) 0,4 pl
Reverse primer (10 pmol/ pl) 0,4 pl
cDNA 2 ul
Distile su 1 ul

Toplam: 10 pl
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10 pl RT-PCR reaksiyonu Rotor-gene 6000 cihazinda asagidaki kosullarda
gerceklestirildi:

94 °C’de 2 dk

94 °C’de2s
} 40 dongii

X°C’de20s

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primerlerin dizileri, Tm dereceleri ve uzunluklar1

Gen No Oligoniikleotid dizisi Tm b¢
F | 5-TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA-3’ 59,1
TBP NM 003194 132
R | 5’-CACATCACAGCTCCCCACCA-3 59
F | 5-GTATTCCAGAAGAACCACCTT -3’ 57.77
DKK1 NM 012242.2 226
R | 5>-GACCTTCTCCACAGTAACAAC -3’ 58.72
CTNNBI1 F | 5°- CCATTACAACTCTCCACAACC-3 59.05
.| NM_001098209.1 193
B-katenin R | 5°- ACCACTAGCCAGTATGATGAG -3’ 59.17
F | 5°- GCTACCATCCTTATTCCTCCT -3’ 58.88
GSK3-3 | NM_001146156.1 228
R | 5°- ATTCTTTCCAAACGTGACCA -3’ 58.12

3.3.6. Verilerin analizi

RT-PCR sonuglar1 Rotor-gene 6000 series software version 1.7 (Build 61) yazilimi ile
degerlendirilmistir.

3.3.7. immﬁnohistokimyasal calismalar

Parafin bloklardan 10 mikron kalinliginda kesitler alindi. 70 °C’de etiivde 1 saat
deparafinize edilen dokular, xylol ve alkollerden gecirilerek hidrate edildi. Daha sonra
blokaj yapilarak, primer antikorlar ile +4 °C’de bir gece bekletildi. Sekonder antikor ile

inkube edilen kesitler diaminobenzidin (DAB) ve hematoksilen ile boyandi. Nikon Eclipse

E600 151k mikroskobu ile incelendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Kantitatif RT-PCR Yontemi ile mRNA Ekspresyon Analizleri

K1 ve K2 otopsi hipokampus dokulari, 1-5. 6rnekler epileptik-sklerotik olmayan hastalarin
hipokampus dokulari, 6-13. 6rnekler epileptik-sklerotik hastalarin hipokampus dokularidir.
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4.1.1. DKK1 geni mRNA ekspresyon analizi
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Sekil 4.1. DKK1 geni kantitatif RT-PCR sonuglar1.

A) Standartlarn ve Orneklerin ger¢ek zamanli amplifikasyon egrileri. B) Standartlarin
agaroz jel elektroforezi sonuglari. C) Standart grafik. D) Standartlarin ve 6rneklerin erime
egrisi
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Cizelge 4.1. DKKI1 geni kantitatif RT-PCR analizleri

Ornek | Kat artis1
k-1 1,97
k-2 1,43
p-1 0,21
p-2 0,13
p-3 0,52
p-4 0,92
p-5 1,06
p-6 2,78
p-7 1,33
p-8 1,33
p-9 1,09
p-10 1,74
p-11 1,55
p-12 2,91
p-13 3,14
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Sekil 4.2. DKK1 geni kantitatif RT-PCR analiz grafigi
k1-k2: otopsi hipokampus dokusu, p-1 — p-5: epileptik — sklerotik olmayan hasta
hipokampus dokular1, p-6 — p-13: epileptik - sklerotik hasta hipkampus dokular1
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DKK1 mRNA ekspresyon seviyesi kontrol hipokampus dokusu ve hastalara ait
hipokampus dokularinda analiz edilmis ve ekspresyon diizeyinin kontrole gore degisimi

belirlenmistir.

k-1 ve k-2 otopsi (kontrol) hipokampus dokularidir. k-1 36 yasinda ve herhangi bir santral
sinir sistemi rahatsizlig1 bulunmayan saglikli bir bireydir. k-2 37 yasinda ve herhangi bir
santral sinir sistemi rahatsizlig1 bulunmamaktadir ancak hipokampusun genel incelemesi
yapildiginda strese bagli (6liim sirasinda, travmaya bagli) hipoksi goriilmektedir. Bu
nedenle k-1’e gore giivenilirligi daha az bir kontrol dokusudur. Kontrol doku se¢iminin
Oonemi ve analiz sonuglarina etkisini de deneysel olarak gostermek i¢in k-1 disinda k-2 de
calisma kapsamina alinmistir. p-1 — p-5 epileptik — sklerotik olmayan hasta dokularidir. Bu
dokularda DKK1 mRNA ekspresyon seviyesi kontrol hipokampus dokusuna gore azalmis
ya da degismemistir. p-6 — p-13 epileptik - sklerotik hasta hipokampus dokularidir. Bu
dokularda DKK1 mRNA ekspresyon seviyesi kontrol hipokampus dokusuna gore artmistir.
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4.1.2. B-katenin geni mRNA ekspresyon analizi

A 100
B
193 be¢
C . .
L = s = = i o b o il 5 5 5 S P e S Cycling & Green (Page 1
29 g -- - - meem o b o o o e e - R=0,99923
2B T R LR L R 2=0 99547
e e s PR R s e S hi=-3 395
g I o= i SRS a e S RS S S TR s A B=37 447
S R EE TR R i CREE Efficiency=094
e e L 2 = i 2 2 2 2 i = = Dl 52 5 i £ 8 5 S =
@R F - e e [ o = o o e = o P S e = = = = = i r
i Aeabbbii ki e ety 3
2 Fommrmmmnasn s i ks o i s B AR i S S R Aiminini = 5 = i S ey
1d 1d 10
Concentration
D

o 7

Sekil 4.3. B-katenin geni kantitatif RT-PCR sonuglar1

A) Standartlarin ve Orneklerin gercek zamanli amplifikasyon egrileri. B) Standartlarin
agaroz jel elektroforezi sonuglari. C) Standart grafik. D) Standartlarin ve 6rneklerin erime
egrisi
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Cizelge 4.2. B-katenin geni kantitatif RT-PCR analizleri

Ornek | Kat artist
k-1 1,95
k-2 1,52
p-1 -

p-2 6,77
p-3 11,06
p-4 4,09
p-5 2,75
p-6 1,51
p-7 5,59
p-8 13,99
p-9 1,85
p-10 2,54
p-11 16,38
p-12 9,13
p-13 -
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Sekil 4.4. DKK1 geni kantitatif RT-PCR analiz grafigi
k1-k2: otopsi hipokampus dokusu, p-1 — p-5: epileptik — sklerotik olmayan hasta
hipokampus dokular1, p-6 — p-13: epileptik - sklerotik hasta hipkampus dokular1
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B-katenin mRNA ekspresyon seviyesi kontrol hipokampus dokusu ve hastalara ait
hipokampus dokularinda analiz edilmis ve ekspresyon diizeyinin kontrole gore degisimi

belirlenmistir.

Epileptik — sklerotik olmayan hasta hipokampus dokular: ile epileptik — sklerotik hasta
hipokampus dokularinin B-katenin mRNA ekspresyon seviyesi kontrol hipokampus
dokusuna gore gruplar arasi farkliik gostermemektedir. Iki grup kendi iginde

degerlendirildiginde de ortak bir ekspresyon profili gozlenmemektedir.
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4.1.3. GSK3-p geni mRNA ekspresyon analizi
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Sekil 4.5. GSK3- geni kantitatif RT-PCR sonuglari

A) Standartlarin ve Orneklerin gercek zamanli amplifikasyon egrileri. B) Standartlarin
agaroz jel elektroforezi sonuglari. C) Standart grafik. D) Standartlarin ve 6rneklerin erime
egrisi
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Cizelge 4.3. GSK3-f geni kantitatif RT-PCR analizleri

Ornek | Kat artist
k-1 1,07
k-2 0,26
p-1 9,56
p-2 0,67
p-3 2,03
p-4 0,75
p-5 0,55
p-6 0,4
p-7 0,75
p-8 3,27
p-9 2,15
p-10 1,37
p-11 6,7
p-12 1,07
p-13 5,68
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Sekil 4.6. GSK3-f geni kantitatif RT-PCR analiz grafigi
k1-k2: otopsi hipokampus dokusu, p-1 — p-5: epileptik — sklerotik olmayan hasta
hipokampus dokular1, p-6 — p-13: epileptik - sklerotik hasta hipkampus dokular1

32



GSK3- mRNA ekspresyon seviyesi kontrol hipokampus dokusu ve hastalara ait
hipokampus dokularinda analiz edilmis ve ekspresyon diizeyinin kontrole gore degisimi

belirlenmistir.

Epileptik — sklerotik olmayan hasta hipokampus dokular: ile epileptik — sklerotik hasta
hipokampus dokularinin B-katenin mRNA ekspresyon seviyesi kontrol hipokampus
dokusuna gore gruplar arasi farkliik gostermemektedir. Iki grup kendi iginde

degerlendirildiginde de ortak bir ekspresyon profili gozlenmemektedir.
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4.1.4. TBP geni mRNA ekspresyon analizi
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Sekil 4.7. TBP geni kantitatif RT-PCR sonuclar1 (normalizator gen)

A) Standartlarin ve Orneklerin gercek zamanli amplifikasyon egrileri. B) Standartlarin
agaroz jel elektroforezi sonuglari. C) Standart grafik. D) Standartlarin ve 6rneklerin erime
egrisi
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4.2. Immiinohistokimya Bulgulan

Kantitatif RT-PCR sonuglarma paralel olarak protein diizeyindeki eskpresyon kaliplar1

immiinohistokimya boyamalari ile belirlenmistir.

DKKI1, B-katenin, GSK3-f protein ekspresyonlarmin kalitatif olarak topografik ve hiicresel
dagilimlar1 incelenmistir. DKK1, B-katenin, GSK3-f antikorlar1 ile yapilan boyamalarda
her ii¢ antikorda da hipokampusta biitiinliigli bozulmamis, nekrotik 6zellikler gdstermeyen
ndronlarda ekspresyon gosterilmistir. Nekrotik oOzellikleri olan hiicrelerin sadece
hematoksilen ile boyandigi goriilmiistiir. Sonu¢ olarak her ii¢ proteinin de ndronlarda

sitoplazmadaki lokalizasyonu gosterilmistir.
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4.2.1. DKK1 antikoru immiinohistokimya bulgular

Sekil 4.8. DKK1 immiinohistokimya goriintiileri
A) Epileptik-sklerotik olmayan hasta
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Sekil 4.8. DKK1 immiinohistokimya goriintiileri
B) Epileptik-sklerotik hasta
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Sekil 4.8. DKK1 immiinohistokimya goriintiileri
C) Otopsi
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Sekil 4.8. DKK1 immiinohistokimya goriintiileri
D) Negatif kontrol

Immiinohistokimyasal boyama sonuglarina gore, epileptik - sklerotik olmayan hasta
dokularinda DKK1 protein ekspresyonu kontrol hipokampus dokusuna gore degismemistir.
Epileptik - sklerotik hasta hipokampus dokularinda DKKI1 protein ekspresyonu kontrol

hipokampus dokusuna gore artmustir.
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4.2.2. p-katenin antikoru immiinohistokimya bulgulan

Sekil 4.9. B-katenin immiinohistokimya goriintiileri
A) Epileptik-sklerotik olmayan hasta
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katenin immiinohistokimya goriintiileri

Sekil 4.9. -
C) Otopsi
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100 pm

D

Sekil 4.9. B-katenin immiinohistokimya goriintiileri
D) Negatif kontrol

Immiinohistokimyasal boyama sonuglarma gére, B-katenin protein ekspresyonu DKKI
protein ekspresyonunda oldugu gibi epileptik - sklerotik olmayan hasta dokular1 ile
epileptik - sklerotik hasta dokularin1 ekspresyon paterni olarak birbirinden ayiracak

sonuclar vermemistir. Ayrica bu 2 grubun kendi iglerinde de ekspresyon diizeyi

farkliliklar: vardair.
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4.2.3. GSK3-p antikoru immiinohistokimya bulgular

100 pm

A

Sekil 4.10. GSK3- immiinohistokimya goriintiileri
A) Epileptik-sklerotik olmayan hasta
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Sekil 4.10. GSK3-B immiinohistokimya goriintiileri
B) Epileptik-sklerotik hasta

45



Sekil 4.10. GSK3-B immiinohistokimya goriintiileri

C) Otopsi

46



100 pm

D

Sekil 4.10. GSK3- immiinohistokimya goriintiileri
D) Negatif kontrol

Immiinohistokimyasal boyama sonuglarma gore, GSK3-p protein ekspresyonu da DKK1
protein ekspresyonunda oldugu gibi epileptik - sklerotik olmayan hasta dokular1 ile
epileptik - sklerotik hasta dokularin1 ekspresyon paterni olarak birbirinden ayiracak

sonuclar vermemistir. Ayrica bu 2 grubun kendi iglerinde de ekspresyon diizeyi

farkliliklar: vardair.
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5. TARTISMA ve SONUC

MTLE hasta 6rneklerinde yapilan bu ¢aligma insandaki epileptogenezin ve ndropatolojik

degisikliklerin anlagilabilmesi agisindan 6nem tagimaktadir.

MTLE hastalarindan amigdalahipokampektomi sirasinda elde edilen dokular “Beyin
Bankas1” nda taze dondurulmus olarak saklanmaktadir. Fonksiyonel genomik ¢aligmalar
acisindan uygun sartlarda bankalanmis, taze dondurulmus kaliteli doku ornekleri ¢ok
kiymetlidir. Bu ¢alisma sirasinda doku 6rnekleme siirecinde bankalama protokolii daha iyi

kosullara getirilmistir.

MTLE patolojisinde hipokampusta yogun ndron Oliimii gézlenmesi ve rezekte edilen
dokunun biiyiik kismmin tan1 amacgli olarak patolojik incelemelere ayrilmasi nedeniyle
kantitatif RT-PCR yontemi i¢in kullanilacak olan doku miktar1 kisitlanmaktadir. Bu
nedenle smirli miktarda doku 6rneginde yontemin standardizasyonu ve secilen genlerin

mRNA ekspresyon analizlerinin yapilabilmesi ¢alisma ¢iktis1 olarak kabul edilmektedir.

Wnt yolagi antagonisti olan DKK1 gen ekspresyonu, ndrodejenerasyon ile karakterize
edilen santral sinir sistemi patolojilerinde artis gostermektedir (Rosi et al. 2010, Purro et
al. 2012). Bu nedenle DKK1 geninin MTLE’li hasta 6rneklerindeki ekspresyonu oldukca

Onemlidir.

Epileptik — sklerotik olmayan hasta hipokampus dokularinda nérodejenerasyon epileptik —
sklerotik hasta hipokampus dokularina gore daha azdir. DKK1 geni mRNA ekspresyonu da
sklerotik olmayan grupta daha az gdzlenmistir. Sklerotik grupta DKKI geni mRNA

ekspresyonu anlamli diizeyde artis gdstermektedir.

Epileptik — sklerotik olmayan hasta hipokampus dokular: ile epileptik — sklerotik hasta
hipokampus dokularmin B-katenin ve GSK3-f mRNA ve protein ekspresyon seviyesi
kontrol hipokampus dokusuna gore gruplar arasi belirgin ve aymrict bir farklilik
gostermemektedir. 1ki grup kendi i¢inde degerlendirildiginde de ortak bir ekspresyon

profili gézlenmemektedir.

MTLE hastalarinda sklerotik - epileptik grup ile sklerotik olmayan — epileptik grubun
patofizyolojik olarak ayrilmasinda ¢alisma sonuglarinda iki grup arasinda belirgin mRNA
ekspresyon farkliligi gosteren DKKI1, sklerotik yapt ve patolojik klasifikasyonun

aciklanabilmesi agisindan 6nemli bir belirte¢ olabilir.
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Lezyon-bagimli MTLE hasta 6rneklerinin bankalanmasi ve bu calismanin devami olarak
HS-lezyon birlikte gozlenen MTLE grubu ile HS olmayan-lezyon bulunan MTLE
grubunda, DKKI1 geni ekspresyonunun karsilastirilmasi planlanmaktadir. Boylece
norodejeneratif klasifikasyon icin DKKI1 geni ekspresyonu bulgular1 farkli MTLE

patolojileri ile genisletilmis olacaktir.

Insanda HS ve kronik epilepsi gelisimine neden olan olaylar siirecinin anlagilmasma
yonelik sistematik bir ¢alisma yapilamamaktadir ¢linkii hipokampal doku ancak kronik
MTLE’ nin ileri asamalarinda elde edilmektedir. Bu nedenle néropatolojik bulgularin
epileptogenezde etken mi yoksa tekrarlayan epileptik ndbetlerin sonucu mu oldugu net
olarak bilinmemektedir. Temporal lob epilepsi (TLE) hastalarinin hipokampal hiicre
yogunlugunun kontrol 6rneklere ve ekstra-hipokampal fokuslu epilepsi hastalarina gore
daha az olmas1 HS ve TLE arasinda bir iligski oldugu diislincesini desteklemektedir. Ekstra
hipokampal fokuslu epilepsi hastalarinda DKKI1 ekspresyonunun belirlenebilmesi i¢in de
doku temini saglanabilirse, farkli patolojik gruplarda nérodejeneratif siirecin aydinlatilmasi

acisindan 6nemli ¢iktilar elde edilebilecektir.

Norodejeneratif klasifikasyon icin DKK1 gen ekspresyonu sonuglar1 elde edilmis ancak
DKKI1 ekspresyonunu ndrodejenerasyonun daha yogun gozlendigi HS’li grupta artiran

mekanizma tam olarak agiklanamamustir.

DKKI1 genindeki mRNA ve protein diizeyindeki ekspresyon artiginda etkili olabilecek
mekanizmalarin, yolaklarin arastirilmasi planlanan c¢alismalardir. HS patolojisinde etkili

olan yolaklar ve mekanizmalarin DKK1 geni ile iligkilerinin arastirilmasi da gereklidir.

HS evrelerine gore degismekle birlikte nérodejenerasyon agisindan korunmus sektor olan
CA2 ile CAl, CA3 ve CA4 sektorlerindeki DKKI1 gen ekspresyonunu ayri ayri
belirleyebilmek de hastaligin evreleri ve sektérel durum agisindan 6nemli bir bulgu

olacagindan planlanan bir diger caligmadir.

Hipokampal sklerozun en belirgin 6zelligi olan gliozis, GFAP (Glial Fibrillary Acidic
Protein) geni ekspresyonu ile belirlenebilir (Martinian et al. 2009) Burada glial hiicre artis1
acisindan klasifikasyon yapilmaktadwr. Hastalardaki DKK1 geni mRNA ekspresyonu
sonuclar1 ise norodejenerasyonun derecesinin belirlenmesi ve sklerotik olmayan grup ile

sklerotik grubun ayrilmast agisindan 6nemli bir bilgi olmustur.
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EK 3. GSK3-f immiinohistokimya gorintiileri
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