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TESEKKUR

Noéroloji egitimimden sonra beni No&roelektrofizyoloji doktora programina
yoénlendirerek gerek klinik elektrofizyoloji, gerek epilepsi konusundaki bilgi
ve deneyimlerimi arttirma firsati veren, sayin tez hocalarim Prof Dr Serap
Saygi ve Prof Dr Abdurrahman Ciger’e en derin tesekkirlerimi sunuyorum.
Beyin Arastirma Laboratuari’ndaki deneysel calismalarim sirasinda zengin
bilgi birikimiyle bana yén gésteren ve laboratuarindaki teknik olanaklari
kullanma firsati sunan sayin hocam Prof Dr Turgay Dalkara’ya ve Patoloji
AD’dan, 6zellikle teknik konulardaki yardimini esirgemeyen hocam Prof Dr
Figen Séylemezoglu’'na ¢ok tesekkir ediyorum. Yine Patoloji AD’'nda gorevli
teknik elemanlara, calismalarim sirasinda gdsterdikleri kolayliklar ve
comertlik icin tesekkir etmek istiyorum. Ve son olarak, egitimime her zaman
blyluk énem ve sinirsiz destek veren sevgili aileme yanimda olduklari igin

cok cok tesekkur ediyorum.

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan
desteklenmistir (H.U.B.A.B. 0201101005)



OZET

Dericioglu, N., Mesial temporal sklerozlu hastalarin hippokampal
dokusunda hiicre 6liim ve sag kalim mekanizmalarinin incelenmesi,
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Néroelektrofizyoloji
Programi Doktora Tezi. Ankara, 2006. Hippocampal skleroza bagli
temporal lob epilepsisi (mesial temporal lob epilepsi sendromu) en sik
goriulen fokal epilepsi taridir. Mesial yapilarin cerrahi rezeksiyonu
hastalarin % 60-80’'inde biyik 6lciide nébet kontrolii saglamaktadir. Bu da
hippokampal sklerozda goérilen agir derecedeki secici néron kaybi ve
sinaptik reorganizasyonun ndébetlerin olusumu ve devami ile iliskili
olabilecegini dusundirmektedir. Bu nedenle hiicre kaybini engellemenin,
hastaligin ilerleyici seyri Uzerinde olumlu yénde etki yapmasi mimkuandar.
Bu calismada, hiicre 6liminde apoptotik mekanizmalarin ne sekilde rol
oynadidi ve hiicre sag kaliminda bazi koruyucu yollarin nasil dizenlendigini
arastirmak amaclanmistir. Merkezimizde 2001-2003 yillari arasinda MTLES
nedeniyle anterior temporal lobektomi ve amigdalohippocampektomi
geciren ve rasgele secilen 25 hastada pro-apoptotik ve anti-apoptotik
mekanizmalarda rol oynayan bazi anahtar molekullerin hippokampal
dokudaki varhigi incelenmistir. Apoptotik hiicre 8lumi icin Bax (intrinsik
apoptotik yol), tBid (ekstrinsik apoptotik yol) ve AIF (non-kaspaz yolu)
antikorlari; hiicre sag kalim mekanizmalari igin ise apoptozu baskilayan
proteinlerden  c-IAP1, c-IAP2 ve Hsp70 antikorlari  kullanarak
immunohistokimyasal yontemlerle deneyler yapilmis ve hippocampusun
farkli anatomik bolgelerinde (CA1, CA2, CA3, dentat girus, hilus ve
subiculum) boyanan hicrelerin orani tespit edilmistir. Sonuglar, epileptik
olmayan otopsi kontrol verileriyle istatistiksel olarak karsilastinimistir.
Incelemeler sonucunda Bax ve tBid imminreaktivitesinin hasta
popllasyonunda anlamli derecede arttigi gézlenmistir. Buna karsilik AlF’in
nukleer translokasyonunun olmadigini géralmastar. c-IAP1 ve c-IAP2
ekspresyonu sadece hasta grubunda meydana gelirken Hsp70
immunreaktivitesi kontrollere kiyasla hastalarda anlamli derecede artmis
olarak saptanmistir. Elde edilen bulgular mesial temporal lob epilepsi
sendromu hastalarinda hippokampal dokuda apoptotik hicre élim yollarinin
aktive oldugunu gostermektedir. Buna karsilik sag kalan néronlarda
apoptotik 6lim yollarini frenleyen bazi proteinlerin de énemli oranda arttig
anlasiimaktadir ve literatlir verilerini destekler niteliktedir. Ancak c-IAP1 ve
c-IAP2 proteinlerinin mesial temporal sklerozlu hasta hippocampusundaki
roli ilk kez bu calismada incelenmistir. Mesial temporal lob epilepsi
sendromunda  gorilen agir néron kaybi ve ilerleyici hastalik seyrini
yavaslatmak/durdurmak amaciyla pro-apoptotik molekilleri baskilayan veya
anti-apoptotik protein sentezini uyaran yeni tedavi stratejileri geligtirmek
muUmkin gibi gérinmektedir.

Anahtar kelimeler: epilepsi, mesial temoral skleroz, apoptoz
Destekleyen Kurumlar: H.U.B.A.B. (0201101005)
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ABSTRACT

Dericioglu, N., Cell death and survival mechanisms in the hippocampal
tissue of patients with mesial temporal sclerosis. Hacettepe University
Institute of Health Sciences. PhD thesis in Neuroelectrophysiology.
Ankara, 2006. Temporal lobe epilepsy due to hippocampal sclerosis
(mesial temporal lobe epilepsy syndrome) is the most common type of focal
epilepsy. Surgical resection of the mesial temporal structures renders 60-80
% of these patients seizure free. This finding supports the idea that the
severe neuronal loss observed in the hippocampus may somehow lead to
synaptic reorganization and thus contribute to the progressive nature of the
disease. Therefore prevention of cell loss may slow down or prevent
epileptogenesis and seizure occurence. In this study we aimed to
investigate the pro-apoptotic and anti-apoptotic mechanisms, in cell death
and survival respectively, in epileptic human hippocampi. Twenty five
patients were selected randomly among those who underwent anterior
temporal lobectomy with amygdalohippocampectomy due to mesial
temporal lobe epilepsy in our center between 2001-2003. We applied
immunohistochemical techniques and for cell death, we investigated the
presence of pro-apoptotic molecules Bax (intrinsic apoptotic pathway) and
tBid (extrinsic apoptotic pathway) in the tissue. Additionally we looked for
the nuclear translocation of AIF, which is presumed to be a caspase
independent pathway. Regarding the mechansims of cell survival, we
searched for the expression profile of the following proteins: c-IAP1, c-IAP2
and Hsp70. Cells that were stained were counted in different regions of the
hippocampus, namely CA1, CA2, CA3, dentate gyrus, hilus and subiculum.
The results were compared with non-epileptic autopsy controls. We
observed that Bax and tBid immunoreactivity were significantly increased in
patient hippocampi. There was no nuclear translocation of AIF. c-IAP1 and
c-IAP2 were absent in control hippocampi whereas the expression was
dramatic in the patients in all hippocampal subfields. Finally, Hsp70
immunreactivity was significantly increased in all surviving neurons in
patient hippocampi and degenerating neurons failed to express Hsp70 at
all. Our findings indicate that both pro-apoptotic and anti-apoptotic
mechanisms are activated in the hippocampus of patients with mesial
temporal lobe epilepsy. Future investigations may provide novel therapeutic
strategies that will inhibit pro-apoptotic cell death or promote anti-apoptotic
cell survival mechanisms.

Key words: epilepsy, mesial temporal sclerosis, apoptosis

Supported by H.U.B.A.B (0201101005)
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GIRIS ve AMAC

Epilepsi cesitli nedenlere bagli olarak gelisen ve tekrarlayan
nébetlerle karakterize bir hastaliktir. Yizde bire yaklasan prevalansi ile
epilepsi, toplumda en sik gérilen ndérolojik hastaliklardan biridir. Erigkin
epilepsi hasta populasyonunun % 75’ini parsiyel epilepsiler olusturmaktadir.
Parsiyel nébetler cogunlukla temporal lobdan kaynaklanmaktadir. Temporal
lob epilepsileri (TLE) arasinda en sik gdzleneni ise hippocampal sklerozla
birlikte giden mesial temporal lob epilepsi sendromudur (MTLES).

Mesial temporal lob epilepsi sendromunun kendine 6zgi klinik
belirtileri, laboratuar bulgular, etiyoloji, patogenez ve klinik gidisi
bulunmaktadir. Cerrahi tedaviye oldukga iyi yanit veren MTLES nin klinik ve
laboratuar bulgulari pek ¢ok arastirma neticesinde oldukga ayrintili olarak
tanimlanmistir. Hastalarin dykisinde uzamis febril konvulziyon (FK) ve
ailede epilepsi gorulme orani yilksektir. Ozellikle 4 yasin altinda gegirilen
FK, kafa travmasi, enfeksiyon gibi etkenleri takiben tekrarlayan ndébetler
genellikle ilk dekadin ikinci yarisinda ortaya cikar. Birka¢ yillik remisyonu
takiben addlesan dénemde yeniden ortaya cikan bu nébetler ¢gogunlukla
ilaca direnclidir. En sik goérulen nébet tipi kompleks parsiyel nébetlerdir.
Yakin hafiza kusuru disinda bu hastalarin nérolojik muayeneleri genellikle
normaldir. En fazla kullanilan gériintileme ydntemi olan MRG’de tek tarafli
hippokampal atrofi, anterior temporal lob atrofisi ve dilate temporal horn
gorilur. Nobetler genellikle hippokampustan kaynaklanir ancak epileptojenik
alan daha genistir. Farkl serilerde, postoperatif takip stresi ile de iligkili
olarak farkh prognostik rakamlar verilmesine ragmen genellikle anterior
temporal lobektomiyi takiben hastalarin % 70-80’'inde nébet kontroll
saglanmaktadir.

Epilepsi ile beyin hasari arasindaki iliski uzun zamandir bilinmektedir.
Deneysel ve klinik ¢alismalar uzamig ndébetlerin veya status epileptikus
durumunun beyinde néronal kayba yol actigini géstermektedir. Beynin diger

bolgelerinde (serebral korteks, serebellum) de néronal hasar gérilmekle



birlikte gbézlenen en sik patolojik bulgu hippokampusun Cornu Ammonis
(CA) sektorlerindeki huicre kaybidir (1). Klinik pratikte epilepsinin nedenlerini
sonuclarindan ayirt etmek genellikle gugtir. Ancak yiksek rezolusyonlu
néro-gérintileme ydntemleri, nébet gecirmeye devam eden epilepsi
hastalarinda hasarin ilerlemekte oldugunu ortaya koymustur (2-5).
Nobetlerin devami, 6zellikle hafiza fonksiyonlar basta olmak tzere, kognitif
yikima da neden olur (4). Bu nedenlerden dolayl ndbetlerin tetikledigi
néronal 8limin molekiler mekanizmalarini belirlemeye yoénelik calismalar
devam etmektedir.

Ozellikle son zamanlarda hippocampal néron kaybinda apoptotik
mekanizmalarin énemli rol oynayabilecegine dair veriler elde edilmektedir.
Bilindigi gibi apoptosis, bir dizi intraselliler kaskadin tetiklenmesi sonucunda
aktif olarak gerceklestirilen ve nekrozdan farkli olarak inflamatuar yanitin
g6zlenmedigi bir hiicre 6lum seklidir. Aktif protein sentezini gerektiren bu
hiicresel 6lum sekli kaspaz (tumi apoptotik) ve Bcl-2 (bazilari apoptotik,
bazilari antiapoptotik) ailelerine mensup proteinler tarafindan gercgeklestirilir.
Apoptosis en az iki ayr 6lim yolundan biriyle meydana gelir: ekstrinsik yol
ve intrinsik yol. Ekstrinsik yolda, hiicre membraninda yer alan TNF reseptor
ailesine Uye bazi reseptdrlere uygun ligandin baglanmasi sonucunda
kaspaz 8 aktif hale getirilir. Aktive olan kaspaz 8, apoptotik substratlari
dogrudan kesebilecegi gibi prokaspaz 3’U aktive ederek de apoptotik
substratlarin kesilmesinde rol oynayabilir. Ayrica Bcl-2 ailesinden Bid'i
keserek aktif formu olan tBid’e dénustirur ve mitokondri Gizerinden apoptotik
sirreci etkileyebilir. intrinsik yolda ise herhangi bir nedenle meydana gelen
DNA hasari veya diger bazi mekanizmalar Bcl-2 ailesinden pro-apoptotik
Bax'i uyarir. Aktive olan Bax diger bazi proteinlerin de yardimiyla mitokondri
dis membraninda gbézenekler acarak intermembrandz aralikta bulunan
sitokrom c’nin (ve diger bazi pro-apoptotik ve anti-apoptotik molekdllerin)
sitoplazmaya ge¢mesine neden olur. Sitoplazmaya gecen sitokrom c, Apaf-
1 ve prokaspaz 9 ile birleserek yine pro-kaspaz 3’U aktive edecek olan
apoptozomu meydana getirir. Bunlarin disinda bir diger yol da her iki yolu

devre  disl birakarak  (kaspaz  aktivasyonunu  gerektirmeyen)



mitokondrilerden salindiktan sonra direkt olarak nukleusa transloke olan ve
DNA hasari meydana getiren apoptoz indikleyici faktérdar (AlF).

Bu calismada, nébetlerin hangi 6lim yolu ile (ekstrinsik, intrinsik veya
kaspazdan bagimsiz AIF yolu) tetiklendigini arastirmak amaclanmistir.
Ekstrinsik apoptotik yol igin tBid, intrinsik apoptotik yol icin ise hucrelerde
Bax’in mitokondrial translokasyonuna bakilmasi, ayrica kaspaz digi 6lum
yolu icin AIF’in nlkleusta lokalize olup olmadiginin incelenmesi
hedeflenmistir.

Hippokampusun &zellikle belli bélgelerinde agir néron kaybi oldugunu
ifade etmistik. Ancak yillarca siren ndbetlere ragmen hippokampusta tam
néron kaybi olmamakta, &zellikle de CA2 sektoérii belirgin - dlglde
korunmaktadir. Hayatta kalan hicrelerin kendilerini nasil korudugu ise bir
diger ilging noktadir. Burada teorik olarak akla gelen olasiliklardan biri bu
hiicrelerin fazla miktarda anti-apoptotik molekil, inhibitor of apoptosis
protein (IAP) ve heat shock protein (Hsp) sentezledikleridir.

Calismamizda, insan hippocampusunda az miktarda eksprese
edildikleri bilinen c-IAP-1 ve c-IAP-2’nin (IAP ailesine uye iki anti-apoptotik
protein) ekspresyona bakmak hedeflenmistir. Yine Hsp ailesinden Hsp70’in
hippokampal néronlardaki varligini incelemek amaglanmigtir.

Elde edilecek veriler, MTLES hastalarinda hippokampal hiicre kaybi
ve sag kalim mekanizmalarini aydinlatmaya yardimci olabilir. N&éronal
hasarin ilerlemesini engellemeye yénelik olarak gelistirilecek tedavi
stratejileri ise  epileptogenezin engellenmesine/yavaslatiimasina ve

hastalarda gézlenen kognitif disfonksiyonun azalmasina katkida bulunabilir.



GENEL BILGILER

2.1. Mesial Temporal Lob Epilepsi Sendromu

Rezektif cerrahi tedaviye aday olan epilepsi hastalarinin biyik bir
kisminda nobetler, tek hemisferde lokalize cerrahi rezeksiyona uygun
epileptojenik lezyonlardan kaynaklanmaktadir. Epilepsi cerrahisinde en sik
uygulanan operasyon tirl anterior temporal lobektomidir ve en sik gdzlenen
lezyon hippokampal sklerozdur (6). Bu nedenle mesial temporal dokular
Uzerinde sayisiz arastirmalar yapilmis ve patofizyolojik mekanizmalarin
aydinlatiimasina calisiimistir. Kendine 6zgu klinik ézellikleri bulunan, ilaca
direncli kompleks parsiyel nébetlere neden olan ve cerrahi tedaviye oldukca
iyi yanit veren MTLES pek ¢cok arastirmaci tarafindan tanimlanmistir (7,8).

Bu hastalarin ¢ykisune bakildiginda uzamis FK insidansinin ve
ailede epilepsi gérilme oraninin artti§i dikkati gekmektedir. Ozellikle 4 yasin
altinda gegcirilen FK, kafa travmasi, enfeksiyon gibi etkenleri takiben
tekrarlayan nobetler genellikle ilk dekadin ikinci yarisinda ortaya
ctkmaktadir. Birka¢ yillik remisyonu takiben addlesan dénemde yeniden
ortaya c¢ikan bu nébetler cogunlukla ilaca direncglidir. Auralar siktir ve bazen
tek basina da gézlenebilirler. Buna karsilik sekonder jeneralize ndbetler
daha seyrektir. En sik gbézlenen aura epigastrik yikselme hissi seklindedir.
Bunun yanisira koku ve tat duyusunda kisa sureli degisikliklere, korku vb
psisik semptomlara da rastlanmaktadir. Kompleks parsiyel ndébetler
genellikle motor hareketlerde duraklama ve bos bakma ile bagslar.
Oroalimenter ve kompleks otomatizmalar siktir. Iktal  fokisin
kontrolateralinde st ekstremitede distonik postir gelisebilir. Postiktal
dénemde oriyentasyon bozukludu, yakin hafiza kusuru, disfazi (lisan igin
dominant olan hemisfer etkilendiginde) siklikla gézlenir. interiktal dénemde
ise davranis bozukluklari (genellikle depresyon) gérmek mimkindir. Yakin
hafiza kusuru disinda bu hastalarin nérolojik muayeneleri genellikle
normaldir. Ancak devam eden ndbetlerin kognitif yikima neden olabilecedi

6ne sarulmastar (4).



EEG incelemelerinde bazal elektrotlarda maksimum amplitiide sahip
anterior temporalde lokalize unilateral veya bilateral epileptiform desarjlar
g6zlenir. Unilateral mezial temporal alanda intermittan veya sirekli ritmik
yavaslama gérmek de olasidir. Kompleks parsiyel semptomlara eslik eden
ekstrakranial iktal desarjlar cogunlukla 5-7 Hz ritmik aktiviteden meydana
gelir. Derin elektrotlarla yapilan ¢alismalarda en sik gdzlenen patern yuksek
amplitadla ritmik diken veya keskin dalgalardir. Gelistigi zaman kontrolateral
tarafa propagasyon yavastir.

En fazla kullanilan gérintileme ydntemi olan MRG'de tek tarafli
hippokampal atrofi, kiguk temporal lob ve dilate temporal horn
g6zlenmektedir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1: Calisma grubumuzdaki hastalardan birine ait olan koronal
T2A MRG kesitinde sol hippokampusta belirgin atrofi ve hiperintensitenin

yanisira temporal hornda dilatasyon gérulmektedir.

interiktal FDG-PET calismalariyla ipsilateral talamus ve bazal
ganglionlari igine alan temporal lob hipometabolizmasi tespit edilebilir.
interiktal SPECT ile temporal lobda hipoperfiizyon, iktal SPECT ile de

hiperperfiizyon saptanmaktadir. Noéropsikolojik testlerde materyal spesifik



hafiza kusuru, kontrolateral intrakarotid sodyum amobarbital enjeksiyonu
(WADA testi) ile de amnezi gézlenmektedir. Anterior temporal lobektomiyi

takiben bu hastalarin % 70-80’inde nébetlerin sona erdigi bildiriimektedir (9).

2.2. Mesial Temporal Yapilarin Anatomisi

Hippokampusta gdzlenen patolojik bulgulara ge¢meden &nce
hippokampusun yapisini tanitmakta yarar vardir. Hippokampal formasyon
temporal lobun inferomesial bdlgesinde yer alir. Entorinal korteks
(parahippokampal girus), CA, Dentat girus (DG) ve subikulumdan olusan
fonksiyonel bir birimdir (Sekil 2.2) (10). Mesensefalona olan komsulugundan
dolayl yarim ay seklindedir. Lateral ventriklin inferior hornunun tabaninda,
kollateral sulkusun medialindedir. Hippokampal formasyon i¢ ice girmis
birka¢ kuguk girusun olusturdugu kompleks bir yapiyr barindirir. Lateralden
mediale, inferiordan  superiora dodru  hippokampal formasyon
parahippocampal girus, subiculum, hippocampal sulkus, dentat girus,
alveus, fimbria ve koroid fissirden meydana gelir. Denizatina olan
benzerliginden dolayi “hippokampus” adi verilen yapi bas, gévde ve kuyruk
olmak uzere (ventralden dorsale dogru) 3 kisimda incelenir. Konveks
ventrikiler yuzeyi ependima ile o&rtuludir. Ependimanin hemen altinda
hippokampal néronlardan kéken alan aksonlarin olusturdugu, alveus adi
verilen ince bir beyaz cevher tabakas! bulunur. Bu aksonlar posteromediale
hareket ederek forniks ile baglantil, fimbria adi verilen bir demeti
olustururlar. Hippocampus posteriorda korpus kallozum spleniumunun
altinda sonlanir.

Hippocampus, CA ve DG’un i¢ ice girmelerinden olusan bilaminar bir
yapidir. Alt néron tabakasindan olusan neokorteksten farkli olarak CA ve
DG 3 katli néron tabakasindan olusur ve korteksin en ilkel yapisi olarak
“allokorteks” adini alir. Hippocampus komsulugundaki subikulum ve
entorinal bolge allokorteks ile neokorteks arasindaki gecis bdlgesini
olusturur.

Koronal kesitlerde CA’'nin farkli tirde piramidal néronlardan olusan ve CA1,
CA2, CA3 ve CA4 (veya hilus) olarak isimlendirilien 4 ayri bdlgeyi



barindirdigi géze carpmaktadir (Sekil 2.3). CA1 bdlgesi birkac¢ alt bélgesi
bulunan subiculum (prosubiculum, subiculum proper, presubiculum) ile
devamlilik halindedir. Parasubikulum ise subikulumu entorinal kortekse
baglar (Bkz. Sekil 2.2). Subiculum komsulugundaki CA1 bélgesi piramidal
noéronlar kugik dcgen sekilli somalara sahiptirler ve daginik yerlesim
gosterirler. CA2 boélgesi ise sik yerlesimli, buylk ve oval yapida somalari
bulunan piramidal néronlari barindirir. CA3 bélgesi, DG’un konkavitesine
dogru kivriimakta olan CA genusunda yer alir. Piramidal néron somalari
CA2’dekine benzemekle beraber daha daginik yerlesimlidir. Ancak bu
bélgenin en belirgin 6zelligi, DG’tan gelen ve “Mossy” lifleri adi verilen ince
miyelinsiz lif sonlanmalarini icermesidir. CA4, DG’un hilusunda yer alir.
Blylk ve oval yapili somalari olan hicrelerin yanisira mossy liflerini ve

buyuk miyelinli lifleri de icerir.

P sy e gl

Sekil 2.2: Koronal beyin kesitinde hippokampusun i¢ yapisi ve
parahippokampal girus ile olan baglantisi sematik olarak gérilmektedir.
Hippocampus [online]. Wikipedia, the free encyclopedia.

http://en.wikipedia.org/wiki/Hippocampus’tan alinmistir (10).

Dentat Girus’'un yapisi CA kadar kompleks degildir. Stratum molekulare,

stratum granulosum ve polimorfik tabakadan meydana gelir (Bkz. Sekil 2.3).



CA2 CA1
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Sekil 2.3: HU Patoloji AD laboratuarindan alinan normal gériinimli insan

hippokampusunda CA ve DG ile subikulum iligkisi gértlmektedir. (x10) (sp:

stratum polymorphicum, sg: stratum granulosum, sm: stratum moleculare)

Kugik ve yuvarlak somali graniler néronlar DG’'un en énemli tabakasi olan
stratum granulosumda yer alir. Stratum molekilare, bu hicrelerin
dendritlerinin olusturdugu tabakadir. Entorinal korteksten “perforan yol” ile
gelen lifler, graniler hcrelerle burada sinaps yapar. Polimorfik tabaka
CA4’t graniler tabakaya baglamaktadir. Grantler hiicrelerin aksonlari daha
6nce bahsedilen "Mossy” liflerini olusturur. Lifler polimorfik tabakadan
gecerek CA3 ve CA4’teki nodronlari inerve eder. CA3 néronlarindan ¢ikan
aksonlar ise “Schaffer” kollaterallerini olusturup CA1 néronlarini uyarir (Sekil
2.4) (11).

2.3. Mesial Temporal Lob Epilepsisinin Patofizyolojisi

Ilk kez 1825’te, Bouchet ve Cazauvieilh TLE'li 14 otopsi vakasi
Uzerinde yaptiklari gros calismalar sonucu hippokampusun patolojik bir
goérinim  aldigini  bildirilmiglerdir  (12). 1880'de Sommer asimetrik

hippokampal atrofinin epilepsi ile iliskisinden s6z etmistir (13). Daha sonra



1936’da Stauder hippokampal néron kaybinin kompleks parsiyel nébetlerle
iligkili oldugu dustincesini ilk kez ortaya atmistir (14).

Sekil 2. 4: Hippokampusun i¢ yapisindaki sinaptik baglantilar gérilmektedir-
Mathern GW, Babb TL ve Armstrong DL. Hippocampal sclerosis, “Epilepsy:

a comprehensive text book” (Ed. Engel J Jr ve Pedley TA)'den alinmistir

(11).

Yuz elli yili agkin bir siredir yapilan pek c¢ok bilimsel arastirma
temporal lob epilepsisinin patofizyolojik mekanizmalarina isik tutmustur. Son
30 yila kadar bu calismalarin ¢ogu TLE'nde meydana gelen patolojik
degisiklikleri tanimlayici nitelikteydi. Son zamanlarda ise beyin dokusunu
arastirmak amaciyla elektrofizyolojik, biyokimyasal ve farmakolojik teknikler
kullanilarak epileptogenezden sorumlu olabilecek sinaptik, reseptor,
membran, ikincil mesajci ve diger molekiler mekanizmalar Uzerinde
durulmaktadir.

Yapilan incelemeler TLE'nde  nébetlerin  hippokampustan
kaynaklandigini  géstermektedir. invaziv  elektrofizyolojik yéntemlerle
interiktal ve iktal epileptiform desarjlarin mesial temporal yapilardan
kaynaklandigi  gosterilmigtir.  Hippokampusun dahil edildigi cerrahi

rezeksiyonlar sonrasi daha iyi ndébet kontrolinin saglanmasi da
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hippokampusun epileptogenezde rol aldigini kanitlamistir (15). Ancak buna
yo6nelik mekanizmalar tam anlamiyla agikliga kavusabilmis degildir.

MTLES hastalarinin % 40’inda hippokampustaki granuler hiicrelerde,
% 50’ye varabilen kayip ve saciima (16,17) gérulmektedir. Kalan graniler
néronlarda perforan yol uyarisiyla artmis eksitabilite oldugunu gdésteren
calismalar bulunmaktadir (18,19). Granuler néronlarin dendritlerinde uzama
ve dallanmadaki artisin buna katkisi olabilecedi dustnitlmektedir (20). Yine
bazi graniler néronlarin akson kollateralleri ic molekiler tabakaya uzanarak
diger graniler néronlarin dendritleri ile sinaps yapmaktadir (mossy lif
filizlenmesi) (21). Bu akson kollateralleri ¢inko ile birlikte dinorfin igerir
(22,23). Dinorfin glutamatla ko-lokalizedir (24). Dinorfin, glutamat reseptér
aracili nérotransmisyonu ve voltaja bagimh Ca™ kanallarini inhibe eder.
Non-sklerotik hippokampusta dinorfin uygulamasi graniler néronlarda,
voltaja bagimli Ca*™ kanallarinda doza bagh inhibisyon yaparken MTLES
hastalarinda ¢ok daha az sayida graniiler hiicrede Ca*™ kanal inhibisyonu
go6rilmektedir (25). Bu durum hasta hippokampuslarinin molekiler
tabakasinda c¢cok daha az sayida k-opioid reseptdrii bulunmasindan
kaynaklanmaktadir (22). Bahsedilen patolojik degisikliklerin mossy Iif
kollaterallerinden artmis glutamat salinimina ve dolayisiyla artmig granuler
hiicre uyarilabilirligine neden olmasi mimkunddr.

DG hacrelerinin  aktivitesi farkli  nérotransmitterler ve onlarin
reseptorleri tarafindan dizenlenmektedir ve  MTLES hippokampusunda
bunlarin bazilarinda degisiklik oldugu bildirilmistir (26). Hilusta néropeptid Y,
somatostatin ve P maddesi (substance P) iceren internéronlarda belirgin
kayip meydana gelmektedir (27). Geride kalan néronlarin akson
kollateralleri DG’un tim molekiler tabakasina yayilir ve graniler hiicrelerin
apikal dendritleriyle sinaps yapar (28). MTLES hippokampuslarinda
molekuler tabakada NPY aksonlarinin kontrollere oranla arttigi gésterilmistir
(27). Ayni zamanda noéropeptid Y’nin, inhibisyondan sorumlu Y2
reseptorlerinde de artis meydana gelmektedir. Bu degisikliklerin graniler

néronlarin uyarilabilirligini azaltma yénunde gelisen adaptif mekanizmalar
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oldugu dusunulmektedir. Benzer degisiklikler somatostatinerjik sistemde de
bildirilmistir (29).

Artmis néronal uyarilabilirligi aciklamaya cabalayan en 6nemli
hipotezlerden biri GABA aracili inhibisyonda azalma oldugu seklindedir.
Hippokampusun DG bdlgesinde GABA’erjik inhibisyonu saglayan iki tur
internéron bulunmaktadir: sepet hicreleri ve Chandelier hicreleri. Bazi
calismalarda sklerotik hippokampusun DG’nda GABA’erjik internéronlarin
etkilenmedigi bildirilmektedir (30,31). Baska calismalarda, hilusta bulunan
ve granuler néronlarin somalariyla akson baslangic bdlgelerine inhibitér
girdi saglayan parvalbumin igerikli internéronlarin belirgin sekilde azaldigi
ancak yer yer bu néronlarin kurdugu sinapslarda artis oldugu iddia
edilmektedir (32). Ozetle, GABA’erjik input degismemekte hatta belki
artmaktadir. MTLES'de GABA-A reseptorlerinin - dagihmi DG’da
azalmaktadir (33). Ancak DG ve hilusta kalan néronlarda GABA-B
ekspresyonu artmaktadir (34,35). Bu bulgu, glutamaterjik salinimda
presinaptik inhibisyonun arttigini  disindirmektedir. Sonug¢ olarak,
MTLES’de graniler néronlarin artmis uyarilabilirliyi azalmis inhibisyondan
degil artmis eksitasyondan kaynaklaniyor gibi goérilmektedir.

Granuler néronlarin artmis uyarilabilirligi mossy hucreleri ve CA3
piramidal néronlari vasitasiyla meydana gelmektedir. Her iki hiicre grubu da
graniler ndéronlardan glutamaterjik input almaktadir. Mossy hicreleri
granller noéronlara geri projekte olmaktadir. Mossy hicreleri ile CA3
piramidal néronlari glutamaterjik GIuR1 reseptorlerini artmig oranda
eksprese etmektedirler (36). Normalden fazla miktarda uyarilan bu hicreler
kurduklari  baglantilar aracihidir ile granidler néron uyarilabilirligini
artirmaktadir. DG’ta astrositlerin ekstraselliler potasiyumu yeterince
temizleyememesi ve glutamat tasiyicilarinin kaybi MTLES’de meydana
gelen diger degisikliklerden bazilaridir (37,38).

Cornu Ammonis, temporal lobun en duyarl bdlgelerinden biridir (39-
41). Temporal lob epilepsisinde kaybolan temel hicre tipi piramidal
tabakadaki ndéronlardir. Sklerotik hippokampuslarda, nérondan fakir

piramidal tabakada bulunan internéronlar blyuk élgiide korunmaktadir. Bu
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tabakada goézlenen ndéron kaybi ve sinaptik reorganizasyonun TLE’nde
meydana gelen epileptogenezden sorumlu olabilecegi diusiincesine oldukga
buyuk agirhk verilmistir. Ozellikle inhibitér aglardaki degisiklikler cok
calisiimis (42,43) ve bariz piramidal néron kaybi gelisiminden énce bile
epileptik CA1 bodlgesinde yodun sinaptik reorganizasyon gelistigi
bildirilmistir. Kalbindin ve parvalbmuin (muhtemelen GABA'’erjik) pozitif
néronlar bu reorganizasyonda yer almakta ve inhibitér néronlar tGzerindeki
inhibisyonu arttirarak kalan piramidal néronlar Uzerinde disinhibisyon
olusturmakta, bu da anormal senkronizasyonla nébet-benzeri aktivitelerin
devamina neden olmaktadir (43). Son zamanlarda néronlarin yanisira
hippokampusta gézlenen gliozise de giderek daha fazla énem verilmektedir.
Bazi arastirmacilar, nébetlerin devamindan (hatta baslangicindan) glialarda
meydana gelen degisiklikleri sorumlu tutmaktadir. Sodium kanallarinin
sayisinda artis, K;; potasium kanal fonksiyonlarinda bozulma (44-46); GluR1
MRNA dlizeylerinde artis (47) ve glutamin sentetaz enzim diizeylerinde
azalma (48,49) bildirilen degisikliklerden bazilardir.

Subikulum, hippokampal formasyonun majér efferent yollarinin kéken
aldigi noktadir (50) ve daha da 6nemlisi hippokampustaki eksitasyonun
beynin diger bdlgelerine de yayilarak tipik klinik belirtilerin ortaya
cilkmasinda rol oynayan bir bdlgedir. Mesial temporal lob epilepsi
hastalarinda subikulum oldukg¢a iyi korunmustur ve burada néron kaybi
g6zlenmemektedir (51,52). Ancak in vitro c¢alismalarda, sklerotik
hippokampuslarin subikulum bélgesinde spontan ritmik aktivitenin basladigi
ve bunun insanlarda gorilen interiktal desarjlara biyik benzerlik gosterdigi
bildirilmistir (563). Bu spontan aktivite, subikulumda piramidal hicre ve
internéronlardan olusan kiguk bir topluluktan baghyor gibi gériinmekte ve
hem glutamaterjk hem de GABA’erjik sinyalizasyonun rol aldigi
dusinllmektedir, zira spontan aktivite glutamat ve GABA-A antagonistleriyle

baskilanabilmektedir.
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2.4. Mesial Temporal Lob Epilepsisinde néron kaybi:

Mesial temporal lob epilepsi sendromu hastalarinin hippokampusu
histopatolojik olarak oldukc¢a stereotipik bir patern géstermektedir. CA1 ve
CA4’te agir derecede segmental néron kaybi goézlenirken CA2 ve DG
néronlarinin nisbeten korundugu gérulmektedir (Sekil 2.5). Ek olarak
entorinal korteksin 3. tabakasinda ve amigdalanin lateral ¢ekirdeginde de
néron kaybi oldugunu iddia eden arastirmalar bulunmaktadir (54-56). Tim
segmentlerde yogdun fibriller astrogliosis meydana geldiginden hippokampus

hem kucik hem de sert bir gériniim almaktadir.

Subikulum
- CAl

CA4

By (A3 :

Sekil 2.5: Calisma grubundaki bir hastaya ait MTLES
hipokampusunda CA1, CA3 ve CA4’te kontrollere oranla artmis néron kaybi
gorulmektedir. DG’ta graniler hiicrelerde saciilma ve CA2’de néron

varliginin nispeten korundugu dikkati cekmektedir.

Uzun zaman boyunca ndbetlerin hippokampal sklerozun bir nedeni
mi yoksa sonucu mu olduklari konusu tartisiimistir. Margerison ve
Corsellis’in  1966’da epileptik insan dokusunda yaptiklari c¢alismada
serebellum, talamus ve amigdalada hasar gézlenmesi ndébetlerin hicre
kaybina neden olabilecegi fikrini desteklemistir (39). Ozellikle 1990’larda

pek cok laboratuvarda yapilan bir dizi deney neticesinde de kisa sureli
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tekrarlayici nébetlerin néron kaybina neden olduklar goésterilmistir (57,58).
Cavazos ve arkadaslarinin 1994 yilinda yaptigi bir calismada indiklenen
ndbetlerle hippokampus, entorinal korteks ve rostral endopiriform nukleusta
g6zlenen néron kaybinin nébet sayisi ile orantili oldugu bulunmustur (58).
Yine “kindling” modellerinde néron spesifik enolaz (néronal hasar belirteci)
duzeylerinde artis bildirilmistir (59,60). Buna karsilik, hayvan modellerinde
spontan ndbetlerin gelismesinden 6nce hayvanlarda status epileptikus
indiklenmekte ve bu durum bash basina ciddi néron kaybina neden
olmaktadir (61). Bazi arastirmacilar kindling veya status epileptikus
sirasinda duyarh néronlarin kayboldugunu, ancak daha sonra tekrarlayan
nébetler sirasinda ek néronal kayip olmadigini 6ne siirmektedirler (61). Ote
yandan genetik mutasyonlu hayvanlarda baslangictaki beyin hasari
olmaksizin tekrarlayici ndbetlerin néron kaybina yol actigini gdsteren
arastirmalar da bulunmaktadir (62,63). Sonug¢ olarak, tek bir ndébet
muhtemelen ¢ok az sayida néronda hasar yapmaktadir, ancak uzun vadede
nébetlerin  kimdalatif etkisi kendini ciddi néronal kayip olarak

go6sterebilmektedir.

2.5. Apoptozun tanimi

Apoptoz, saglikh dokularin gelisimi ve devamhligi icin kritik olan
fizyolojik bir programlanmis hicre dlumudir. Kanser, otoimmin hastaliklar,
doku iskemisi ve nérodejeneratif hastaliklarda  hicre  6lim
mekanizmalarinda bozukluk s6z konusudur.

Apoptoz, temel olarak morfolojik bir fenomendir. Isik mikroskopisinde
karakteristik 6zellikleri olan kromatin yodunlasmasi, nikleer parcalanma,
plasma membraninda kabarcik olusumu (blebbing) ve hiicre buztismesi ile
karakterizedir. Sonunda hiicre, membranla kapli kic¢ik parcgalar haline
dénusmekte (apoptotik cisimcikler) ve bunlar da inflamatuar yaniti

tetiklemeksizin fagositozla ortadan kaldiriimaktadir.
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2.6. Apoptozda genel mekanizmalar

Hucrelerde apoptozun gerceklesmesini saglayan temel molekuller
kaspazlardir ve bunlarin harekete gecmesini saglayan degisik
mekanizmalar bulunmaktadir. Bunlardan biri TNF (tumor necrosis factor)
reseptor ailesi araciligi ile gerceklesmektedir ve ayni zamanda ekstrinsik
apoptotik yol (EAY) olarak da bilinmektedir (Sekil 2.6 (64)). Bu yolu
tetikleyen reseptorler hicre zarinda bulunmaktadir ve kendilerine 6zgu
ligandlarin baglanmasiyla 6lim sinyalizasyonunu baslatmaktadirlar (65,66).
Bu reseptérler (Fas ve TNFR1 gibi) TNF reseptér ailesine uyedirler ve
sitozolik kisimlarinda death domain (DD) adi verilen bélgeler bulunmaktadir.
Fas ligandinin (FasL) baglanmasi Uzerine ¢ reseptdr bir araya gelmekte
(trimerizasyon) ve daha sonra DD bdlgeleri aracihidi ile yine DD bélgesi
iceren adaptér proteinlere (6r. Fas associated death domain (FADD))
baglanmaktadirlar. Ote yanda FADD ayni zamanda death effector domain
(DED) boélgesine de sahiptir ve onun vasitasiyla pro-kaspaz 8’e (ki o da
DED boélgesi icermektedir) baglanabilir. Fas, FasL, FADD ve pro-kaspaz
8'den olusan bu komplekse death inducing signalling complex (DISC) adi
verilmektedir. Daha sonra aktif hale gelen kaspaz 8, Bid ve kaspaz 3’U
aktive ederek 6lumu olayini basglatmaktadir. Diger 6lum reseptdrlerinden
DR4 ve DR5, TRAIL tarafindan uyariimaktadir. Yine DD bélgeleri araciligi
ile FADD ile iletisime gecip DISC’i olustururlar. TNFR1, apoptoz icin oldugu
kadar proliferasyon (inflamatuar reaksiyonlarda) icin de sinyal yoludur. Bu
reseptére ilk baglanan adaptér molekil TRADD'dir. Buna FADD
adaptériniin  baglanmasi durumunda apoptoz tetiklenirken RIP1 veya
TRAFF baglanmasi halinde anti-apoptotik mekanizmalar harekete
gecmektedir (67).

Ikinci yol ise mitokondrial yoldur (intrinsik apoptotik yol (IAY) da denir)
ve bu yolda mitokondrilerden salinan bazi molekiller kaspazlari aktive
ederek apoptoza zemin hazirlamaktadirlar (68,69) (Bkz. Sekil 2.6).
Mitokondriden salinan sitokrom c, Apaf-1 ile baglantiya girerek kaspaz
aktivasyonunu baslatir (70). Apaf-1 normal kosullarda sitoplazmada inaktif

halde bulunur, ancak sitokrom c’nin baglanmasi Apaf-1’in agregasyonuna



16

yol acar (71,72). Oligomerize Apaf-1 kompleksi pro-kaspaz 9’a baglanarak
onu aktive eder (73). Farkli yollar olarak gorilmelerine ve bagimsiz olarak
hareket edebilmelerine ragmen EAY ve IAY pek cok dizeyde (¢r: tBid
araciligiyla) biribiriyle iletisime gecebilmektedir. Yapilan pek ¢ok deneyle
kaspaz-8'in TNF 6lum reseptdr yolunda, kaspaz-9’un da mitokondrial yolda
apikal kaspaz oldugu kanitlanmistir (74,75).

Sekil 2.6: Ekstrinsik ve intrinsik apoptotik yollar-Benn SC ve Woolf C. Adult
neuron survival strategies-slamming on the brakes. Nat Rev Neurosci., 5
(9), 686-700, 2004’ten alinmigstir (64).
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2.7. Kaspazlar (Sistein aspartat spesifik proteazlar):

Apoptozda goérilen morfolojik degisikliklere neden olan molekdller
kaspazlardir. Bunlar intrasellller sistein proteazlar olarak bilinen bir ailedir
ve substratlarini her zaman aspartat rezidilerinden sonra keserler (76).
Bugliine kadar tanimlanan 14 memeli kaspazi bulunmaktadir (77). Bu
proteinler genellikle pro-enzim olarak sentezlenirler ve kaspaz selalesindeki
diger kaspazlar tarafindan kesilerek etkin hale getirilirler (78). Aktivasyon
sirasinda N-terminalindeki 6n-bélge (pro-domain) atilirken, aktif enzimin
biylk (~20 kd) ve kicik (~10 kd) alt birimleri ortaya ¢ikarilir. Aktif enzimler
iki buyuk ve iki kuguk alt-birimden olusan heterotetramerler haline gelir ve
her enzimde iki aktif bélge bulunur (79). islevsel acidan kaspazlar tc ayri
grupta toplanabilir: 1-DED (kaspaz 8 ve 10’da) veya CARD (kaspaz 2 ve
9'da) gibi uzun (>90 amino asit) 6n-bdlgeleri bulunan “baslatici kaspazlar’;
2-kisa 06n-bolge iceren “efektér kaspazlar” (kaspaz 3, 6 ve 7) ve 3-
apoptozdan c¢ok sitokinlerin olgunlasmasinda rol oynayan diger kaspazlar
(kaspaz 1, 4 ve 5) (80). Baslatici kaspazlar efektér kaspazlarn etkin hale
getirir. Bunlar da apoptotik morfolojinin tim &zelliklerini ortaya c¢ikaran
hiicresel substratlari keserler. Efektér kaspazlardan biri olan kaspaz-3 etkin
hale getirildiginde hiicre icinde son derece énemli islevleri olan substratlari
etkisiz hale getirir (6r: ICAD, ROCK1, PARP, aktin, fodrin ve lamin). Etkin
kaspaz-3 membranda kabarcik olusumuna, DNA pargcalanmasina ve

hiicresel yapinin kaybolarak sonunda 6lime neden olur.

2.8. Bcl-2 Ailesi Proteinleri:

Apoptozun mitokondrial ayagi Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan
gerceklestirilir. Bu ailede hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik Gyeler
bulunur ve bu ulyelerin ¢odu birbirine baglanarak kompleks bir homo ve
heterodimer agi olustururlar (81,82). Sonugta hiicrenin yasam veya 6lim
kararini pro ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin relatif orani belirler.

Insanlarda bugiine kadar Bcl-2 ailesine ait 20 iye tanimlanmistir
(Sekil 2.7 (83)). Bunlardan Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bfl-1, Bcl-W ve Boo anti-
apoptotik etkiye sahipken, Bax, Bak, Bok, Bad, Bid, Bim, Bik, Hrk, Bcl-XS,
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APR (Noxa), p193, Bcl-G, Nip3 ve Nix (BNIP) pro-apoptotik olarak
bilinmektedir. Bazi Bcl-2 genleri alternatif baglanma (splicing) ile iki veya
daha fazla sayida protein Uriinl verebilmektedir ve bunlardan bazilari pro-
apoptotik (6r: Bcl-XS) bazilari anti-apoptotik (6r: Bcl-XL) olabilmektedir. Yine
bazi durumlarda pro-apoptotik, diger durumlarda anti-apoptotik olabilen
tyeler de vardir (6r: Boo, Bcl-2, Bax) (84,85).

Uc boyutlu yapilarina bakildiginda Bcl-2 ailesi proteinleri genel olarak

iki gruba ayrilabilir. Bu gruplardan biri, yapisal olarak gézenek olusturan
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Sekil 2.7: Bcl-2 ailesi uyeleri-Kinloch RA, Treheme JM, Furness LM ve
Hajimohamadreza |. The pharmacology of apoptosis. Trends Pharmacol
Sci., 20, 35-42, 1999‘dan alinmistir (83).

(pore-forming) bakteri toksinlerine benzer (86). Bu proteinler hem pro-
apoptotik (Bax, Bak, Bok, Boo) hem de anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1,
Bcl-W, Boo) uyeleri icerir. Bu proteinler bir dizi korunmus amino asit
sekansini barindirir, ér: BH (Bcl-2 homoloji) bélgelerinden BH1, BH2, BH3



19

ve bazen BH4. Diger grupta yer alan proteinlerde ise ortak olan tek yapi
BH3 bdlgesidir ve burada Bad, Bik, Bim, Hrk, Bcl-GS, p193 ve APR (Noxa)
bulunmaktadir. Bu proteinlerin hepsi pro-apoptotiktir ve éliumcul etkileri, anti-
apoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerine baglanarak dimerler olusturmalarina ve
onlarin etkisini yok etmelerine dayanmaktadir. Dimerizasyonu olusturan
kisim BH3 bdlgesidir. Yine de belirtmek gerekir ki BH3 aracilidi ile saglanan
interaksiyonlar her zaman antagonistik etkiye sahip degildir, 6r: Bid’in BH3
bdlgesi ile Bax’a baglanmasi Bax'i aktive eder. Pek ¢ok Bcl-2 ailesi proteini
mitokondri membraninda konstitltif olarak bulunur. Buna karsilik digerleri
ancak belli uyaranlarla aktive olduktan sonra bu organeli hedeflerler, 6r: Bcl-
2 ve Bcl-XL, karboksi terminalindeki hidrofobik transmembran bdélgeleri
araciligiyla dis mitokondri membranina tutunurlar. Bazi Bcl-2 proteinleri ayni
zamanda endoplazmik retikulum ve niikleer zarfa da tutunurlar (69). Pro-
apoptotik Bid, Bim ve Bad ise normal kosullarda sitozolde yer alirlar. Bid,
kaspaz-8 tarafindan N-terminalindeki 52 amino asitlik bdlge kesilip BH3
bolgesi aciga cikarildiktan sonra mitokondri membranina sokulabilir (87).
Kaspaz-8 ile aktif hale getirilen Bid, EAY ile IAY arasinda baglanti
saglamasi acgisindan dnem arz etmektedir. Buna karsilik Bim, mikrotubul-
asosiye “dynein” hafif zinciri ile mikrotiblle baglanir ve ancak bu
baglantinin  kopmasindan sonra serbest kalarak mitokondri dis
membraninda bulunan anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerine BH3 ile baglanarak
onlarl etkisiz hale getirir. Bir G¢lnci mekanizma ise pro-apoptotik Bcl-2
proteinlerinin mitokondri membranina transloke olmalarinin fosforilasyonla
kontrol edilmesidir, ér. Bad fosforile halde (bazen 14-3-3 ile kompleks
olusturarak) sitozolde bulunur. Bazi protein kinazlarin (6r:Akt) Bad'i fosforile
ettikleri ve bu sekilde Bcl-2 ve Bcl-XL ile dimerizasyonunun engellenerek
pro-apoptotik etkisinin baskilandigi gésterilmistir (88). intraselliler Ca™*
duzeyinin arttigi durumlarda Ca**-Kalmodilin’e bagl bir fosfataz olan
kalsinérin Bad’i de-fosforile ederek aktiflestirir. Hippokampal ndéronlarda,
glutamat kalsinérin aracihdi ile Bad'i de-fosforile ederek Bcl-XL ile dimer
olusturmasina neden olur (89). llging olarak Bax, karboksi terminalinde

transmembran bélgesine sahip olmasina ragmen sitozol ile mitokondri
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arasinda hareket eder. Sitozoldeki Bax’in transmembran bdlgesi genelde
maskelenmis halde bulunur (90). Bazi apoptotik uyaranlar (6zellikle
hiicresel pH degisimi), Bax'in konformasyonel degisim gecirmesine ve
mitokondri dis membranina transloke olmasina neden olurlar. Bcl-2
proteinlerinin mitokondri zarinda nasil etki ettikleri hala tartisma konusudur
(69). Ancak bilinen sudur ki pro-apoptotik tyeler sitokrom c¢ salinimini
arttinrken anti-apoptotik tyeler bunu baskilamaya calisirlar. Sitokrom c
salinimi  mitokondri dis zarinda, pro-apoptotik proteinler tarafindan
olusturulan gbzenek/kanal benzeri yapilardan meydana gelebilecegi gibi
ozmotik dengenin bozulmasi ve mitokondrilerin siserek ¢atlamasi sonucu da
olabilir (69,91). Burada kaspazlarin roli yoktur. Sitokrom c’nin yanisira Bcl-2
proteinleri mitokondrilerden bagka proteinlerin de salinmasina neden
olabilirler: 1-kaspaz-2, 3 ve 9 (bazi hucrelerde) (92); 2-AlF (93) ve 3-
Smac/Diablo (IAP inhibitéri) (94).

2.9. AIF:

Memelilerde AIF o6ncili (precursor), N-terminalinde MLS sekansi
(mitochondrial localization sequence) (1-100. reziduler) icerir ve daha blyuk
olan C-terminali (121-610) bakteryel oksidorediiktazlara benzerlik g&sterir
(93). AIF homologlarinin ayni zamanda omurgasizlarda, mantar ve
bitkilerde de bulunmasi evrim sirasinda korunmus oldugunu gdéstermektedir.
AIF geni farelerde X kromozomunun A6 bdélgesinde (insanlarda Xg25-26’ya
karsilik gelir) bulunur (95). Gen toplam 17 ekson icerir. AIF éncilu, nikleer
bir gen tarafindan kodlanir ve sitoplazmada sentezlenen protein
mitokondrial intermembran aralia alindiktan sonra MLS proteolitik olarak
atilir, protein yeniden katlanirken FAD’yi de yapisina dahil eder ve AlF
(57kDa) olgun halini alir. AIF hem embriyonik gelisim sirasindaki hiicrelerde
hem de erigkin hicrelerin mitokondrilerinde yaygin olarak bulunur (95).
FAD’a sikica baglandigindan flavoproteinler kategorisinde yer alir. NAD(P)H
oksidaz ve monodehidroaskorbat rediiktaz aktivitelerine sahiptir (96). Olgun
insan AIF’i oksidorediktazlara ¢ok benzeyen bir kristal yapiya sahiptir.

NAD(P)H vel/lveya FAD’nin varligi veya yoklugu apoptotik etkisini
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degistirmez (96). Bu da apoptojenik etkisinden oksidorediktaz islevinin
sorumlu olmadigini gosterir. Canh hicrelerin mitokondrilerinde AlF’in
katalize ettigi redoks reaksiyonlari tam olarak bilinmemektedir. In vitro
kosullarda, AIF sitokrom c’nin rediksiyonunu katalize eder (96). Alternatif
(veya ek) olarak mitokondri diizeyinde anti-oksidan goérevi olabilir.

AIF’in htcre icine mikroenjeksiyon yoluyla uygulanmasi ¢ok kisa bir
sure icinde (3 saaten daha kisa) apoptoz belirtilerinin ortaya ¢ikmasini
saglar (93). AlIF bir kez sitoplazmaya c¢iktiktan sonra mitokondrilerden daha
fazla miktarda AIF salinmasina neden olur. AlF ile indiiklenen apoptoz, Bcl-
2’nin asin miktarda ekspresyonu ile (muhtemelen AIF’i mitokondride
hapsederek) ertelenebilir (97). Mitokondrilerden salindiktan sonra nukleusa
transloke olan AIF (93) periferal kromatin yodunlasmasi ve ylksek
molekuler agirlikh (50kbp) DNA pargcalanmasina neden olur. AlF ile DNA
arasindaki elektrostatik iliski DNA sekansindan bagimsizdir. AIF'in DNA
yogunlasmasi ve parcalanmasini nasil gerceklestirdigi tam olarak
bilinmemektedir. Bunun igcin 3 farkhh mekanizma &ne surllebilir: 1-AlF
intrinsik nukleaz aktivitesine sahip olabilir; 2- AIF’in DNA ile iligkisi DNA ‘nin
latent nikleazlara duyarlihdini arttirabilir; 3-AlF “downstream” nikleazlari
uyararak kismi kromatinoliz saglayabilir. Bazi apoptoz modellerinde AIF
oldukgca 6nemlidir; 6zellikle de akut ve kronik nérodejeneratif hastaliklarda
g6zlenen postmitotik néron o6limlerinde. Akut néronal apoptoz travma,
hipoglisemi, gegcici iskemi, sitotoksik ajanlar, DNA hasari vb durumlarda
gorulur. DNA hasariyla tetiklenen AIF translokasyonu ve apoptoz, p53’in ve
onun transkripsiyonel hedefi olan Bax’in varligina baghdir (98). NMDA ile
indUklenen apoptozun ise PARP’In varligina dayandigi gosterilmistir (99).

AlIF’in “kaspaz-digli” apoptotik etkisi bazi “knockout” modellerde
ortaya konmustur (100). Ancak unutulmamaldir ki AIF ile kaspazlar
arasinda birkag¢ farkli dizeyde iletisim kurulmaktadir. Kaspaz aktivasyonu
apoptozun erken fazlarinda uyarildiginda, o6r: Fas yoluyla, AIF’in
mitokondriden salinimi kaspaz-8 aktivasyonuna baghdir (101). Aktif
kaspazlar ve kaspazla aktive edilen tBid, saflastiriimis mitokondrilerden AIF

salinimini saglayabilir (102). Ote yandan in vitro kosullarda AlF izole
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mitokondrilerden sitokrom c¢ salinimini saglayabilir (93). Bazi hicre 6lum
tetikleme paradigmalarinda AIF sitokrom c’den énce salinir (93,95,99) ve
AlIF’in nétralizasyonu hem sitokrom ¢ salinimini hem de hicre 8limina
baskilayabilir. Bu bulgular, en azindan bazi durumlarda, AlF’in sitokrom c’ye
bagll kaspaz aktivasyon selalesi i¢in gerekli oldugunu distndurmektedir.
Ancak bagka hiicre 6lum modellerinde, mitokondriler AIF’i sitokrom c’den
sonra salar (98), bu da apoptoz sirasinda mitokondrial membran
gecirgenliginin farklilk gésterebilecegini distindirmektedir.

AIF ile interaksiyona giren tek Hsp molektuli Hsp70’tir (103). Asiri
miktarda Hsp70 ekspresyonunun hucreleri AlF’in apoptojenik etkisinden
korudugu gésterilmistir (103). Ozetle, AIF ve kaspazlar hiicre 6lim
selalesinde isbirligi yapabilir ve bu slirece katilimlari, apoptozu tetikleyen
6zgul uyarana veya belki de hicre tipine bagl olabilir. Bazi durumlarda,
kromatin yogunlagmasi gibi apoptotik belirleyicileri énlemek i¢in hem

kaspazlarin hem de AlF’in ayni anda nétralize edilmesi gerekmektedir.

2.10. Apoptoz baskilayici proteinler (IAP ailesi)

llk olarak bakulovirislerde kesfedilen IAP’lar, virtisle enfekte olan
hiicrelerde 6lumu baskilamada gérev almaktadirlar. llging olarak, baz
bakuloviral IAP’larin memeli hiicrelerinde ektopik ekspresyonu apoptozu
baskilamaktadir. Bunun anlami hiicre 6lum programlarinin farkh tarler
arasinda korundugu ve apoptozu o6nlemek igin IAP’larin benzer
mekanizmalari  kullandigidir. Bazi g¢aligmalar, I[AP’larin  biyokimyasal
fonksiyonlarini aydinlatmaya yardimci olduysa da IAP’larin  etki
mekanizmalari tam olarak bilinmemektedir.

IAP ailesindeki proteinler, BIR (baculoviral IAP repeat) adi verilen
yaklasik 70 aminoasitlik 6zgul bir bdlge ile karakterizedirler. Apoptoz
baskilayicilarinin ilk kez Lois Miller ve arkadaslari (104,105) tarafindan
bakuloviris genomundaki kesiflerinden dolayr bu isim verilmistir. Cesitli
viris ve hayvan tirlerindeki IAP proteinlerinde en fazla 3 adet BIR bdlgesi
bulunabilmektedir (Sekil 2.8 (106)). insan IAP BIR bélgelerinin anti-apoptotik
aktivite icin gerekli ve yeterli olduklari gésterilmistir (107, 108). Ancak her
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BIR bélgesinde anti-apoptotik aktivite bulunmamaktadir, bu nedenle her
birinin kendine 6zgu fonksiyonlari oldugu dustnulmektedir.

Bugliine kadar IAP’larla yapilan yapi-igslev calismalar apoptozun
baskilanmasi icin en az bir adet BIR bdlgesinin gerekli oldugunu
gostermektedir. Bunun yani sira bazi IAP’larda, belli kosullar altinda farkli
bdlgelerinin de gerekli oldugu gérilmektedir, 6r: bazi canlilarda karboksi
terminaline yakin bulunan RING bélgesi gibi. insanlarda c-IAP1, c-IAP2 ve
XIAP proteinleri RING bdlgesi olmaksizin anti-apoptotik etki géstermektedir.
Yine insanlarda c-IAP1 ve c-IAP2 proteinleri BIR ile RING bélgeleri arasinda
CARD (caspase recruitment domain) boélgesini barindirmaktadir. 1AP
tyelerinden BRUCE’ta yer alan bir diger yapisal birim de UBC (ubiquitin
conjugating) bdlgesidir. Bu nedenle BRUCE’un apoptoz proteinleri ile

ubikitin-proteozom yolu arasinda fonksiyonel bir bag kurmasi muhtemeldir.

Insan IAP iiyeleri

war - EECEE DRRGN o

ILP2 EEE RGN

dr= T EEIO CARD [TRINGT o

oz -IECE R DCERDY - R i

MLIAF | BIR DRINGN 2o

v T CE T HAcHT J 14003

-.

Serin - JETI— 142

e -JIEGEER = 4220
T/05

Sekil 2.8: insanlarda IAP yelerinin sematik gériintusii-Stennicke HR, Ryan
CA ve Salvesen GS. Reprieval from execution: the molecular basis of
caspase inhibition. Trends Biochem Sci., 27(2), 94-101, 2002‘den alinmistir
(108).

2.11. insanlarda IAP ekspresyonu ve fonksiyonlari:

Bugline kadar insanlarda 9 IAP lyesi saptanmistir: c-IAP1 (HIAP-2),
c-lIAP2 (HIAP-1), XIAP (hILP), NAIP, MLIAP, ILP2, Survivin, BRUCE
(Apollon) ve Livin (KIAP). XIAP, c-IAP1, c-IAP2, NAIP ve Survivin’in artmis
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ekspresyonu, farkli  uyaranlar tarafindan tetiklenen  apoptozu
baskilayabilmektedir (109). Tumu apoptozu &nleyebilmekle birlikte bu
proteinlerin hicrelerdeki ekspresyonu farkliik gdéstermektedir. XIAP
MRNA’sI kandaki I6kositler diginda incelenen tim erigkin ve fetal hiicrelerde
eksprese edilmektedir ve ailenin en yaygin eksprese edilen tyesidir (109).
c-IAP1 ve c-IAP2 en fazla bébrek, bagirsak, karaciger ve akcigerde ve en
az merkezi sinir sisteminde eksprese edilmektedir (110). Her iki IAP’In da
dokudaki dagilimi benzer olmakla birlikte c-IAP1 ekspresyonu daha fazladir.
NAIP mRNA’si erigskin karaciger, plasenta ve az miktarda da beyinde
bulunmaktadir (111). IAP’lar arasinda en kisitli ekspresyona sahip Uye
Survivin’dir. Promotor bélgesinin yapisal ézellikleri nedeniyle hiicre siklisi
tarafindan dizenlenen ve muhtemelen béliinen hiicrelerde eksprese edilen
bir proteindir (112).

2.12. Kaspaz inhibitoérii olarak IAP’lar:

Bazi IAP uyelerinin (XIAP, c-IAP1, c-IAP2) kaspazlari direkt olarak
inhibe ettigi yapilan ¢alismalarla gésterilmistir (107,108). Bu IAP’lar kaspaz-
3, 7 ve 9'a baglanarak etkilerini baskilamakta ancak kaspaz 1, 6, 8 veya 10
Uzerinde etki géstermemektedir (107,108,113). Benzer sekilde Survivin de
kaspaz-3, 7 ve 9u inhibe edebilmektedir. IAP’lar kaspaz-8i bloke
etmemekle birlikte onun substrati olan kaspaz-3'l inhibe ederek kaspaz-8’in
bagslattigi proteolitik selaleyi baskilayabilmektedirler (107,108,113). Benzer
sekilde mitokondrial yolda XIAP, c-IAP1 ve c-IAP2 pro-kaspaz-9’a direkt
olarak baglanip sitokrom ¢ saliniminin  indikledigi  aktivasyonu
engelleyebilmektedir (113). IAP proteinlerinin asiri eksprese edildigi
durumlarda, Bax ve diger pro-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinin tetikledigi
apoptoz da &nlenebilmektedir. IAP’lar Bax aracili sitokrom c¢ salinimini
inhibe etmemektedir. Bu durum, insan IAP’larinin (en azindan XIAP, c-IAP1,
c-IAP2 ve Survivin) kaspaz aktivasyonunu ve apoptozu Bax, Bik, Bak ve
sitokrom c’nin distalinde inhibe ettigini géstermektedir (107,108,113). XIAP,
c-lIAP1, c-IAP2 ve Survivin'in kaspaz-3 ve 7’ye baglanarak inaktive

edebilmesi icin bu kaspazlarin aktif hale gelmis olmasi gerekmektedir. Buna
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karsilk  kaspaz-9'un hem aktif hem de pro-kaspaz formuna
baglanabilmektedirler.

IAP’lar kaspazlara 1:1 veya 2:1 oraninda baglanmaktadirlar
(107,108). Kaspaz 3 ve 7’ye karsi XIAP, c-IAP1 ve c-IAP2’nin inhibitér
katsayilari (Kj) yaklasik 0.2-10 nM arasinda degistiginden IAP’larin oldukca
potent proteaz inhibitoérleri oldugu sdéylenebilir. |AP’larin inhibitér
mekanizmalari tam olarak bilinmemekte, ancak peptid baginin hidrolizi ile
olmadi§i dusuntlmektedir (107,108). Kompetetif inhibisyon yapmalari
mumkindir. Cinko vb metaller tarafindan kaspazlarin inhibe edilmesi, BIR

bdlgelerinin metale baglanarak da etki edebileceklerini digindirmektedir.

2.13. Apoptozun diizenlenmesinde HSP’ler:

Isi soku yaniti ilk kez 1962’de Ritossa tarafindan Drosofila tukrik
bezlerinde gdézlenmistir (114). O ginden bu yana pek ¢ok arastirmaci bu
yanitin, bakterilerden hayvanlara kadar tim canlilarda son derece yaygin ve
cok iyi korunmus oldugunu, ayrica hicreleri farkli kimyasal ve fizyolojik stres
(1s1 soku, kemoterapétik ajanlar, besin yoklugu, radyasyon, poliglutamin
tekrarlari, TNF...gibi) faktorlerine karsi korumak icin gerekli bir savunma
mekanizmasi oldugunu kanitlamislardir (115,116). Stres faktérleri hiicrenin
hidrasyon ve redoks durumunu etkileyerek yanhs katlanan protein miktarinin
artmasina ve farklilasmis biyolojik aktivitelerinin hiicreye zarar vermesine
neden olmaktadir. Hiicreler bu stres faktoérleri karsisinda Hsp (heath shock
protein) adi verilen bir dizi molekiler saperonun sentezini arttirirlar. Bu
proteinler agirhklarina gére siniflanir ve Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60,
Hsp40 ve kiguk Hsp ailelerini icerirler. Her ailede konstititif olarak
olusturulan, belli kosullarda indiklenen vel/veya farkli  hicre
kompartmanlarina yoénlendirilen Gyeler bulunur. Bu alanda yapilan
arastirmalar genel olarak Hsp’lerin koruyucu etkisinin proteinlerin yanlis
katlanmasini énlemek, tekrar dodru katlanmalarini saglayarak islevsel hale
getirmekten ibaret oldugunu belirtmekteydi (115). Ancak son zamanlarda
Hsp’lerin daha baska islevlerinin de oldudu, anti-apoptotik etki
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gosterebilecekleri, fakat bunun mutlaka yukarda bahsedilen “saperon”
etkisinden kaynaklanmasi gerekmedigi gésterilmistir (117).

Hsp’lerin saperon etkisi, ATP baglanmasi ve Hsp proteini ile hedef
polipeptid arasinda bir dizi hidroliz ve nilkleotid degisimi ile giden déngulerle
meydana gelir. ATP’ye bagl Hsp’lerin afinitesi dusuk iken, ADP’ye bagl
Hsp’ler peptidlere daha yavas ancak dengeli bir bicimde baglanirlar. Yiksek
islevsellik ayni zamanda diger ko-faktérler ve ko-saperonlarin (Hsp40, Hip,

Hop) baglanmasina da baglidir.

2.14. Hsp aracili apoptoz inhibisyonu

2.14.1. intrinsik Apoptotik Yol modiilasyonu:

Stresi takiben, Hsp’ler mitokondrilerden pro-apoptotik faktérlerin
salinmasini  duzenlerler (118). Kaspaz-8’in  olusturdugu  tBid’in
mitokondrilerden Bax aracii  pro-apoptotik  faktérlerin  salinimini
tetiklediginden bahsedilmisti. Son zamanlarda yapilan iki calisma Hsp70 ve
Hsp27’nin Bid aracili apoptozda modulatér etki gésterdigini 6ne strmustir
(119,120). Hsp27’'nin aktin mikrofilamanlarini stabilize ederek tBid’in
mitokondriye translokasyonunu énledigi dustnilmektedir (120). Ote yandan
Hsp70’in TNF yoluyla induklenen tBid olusumunu 6nledidi ve bunu saperon
etkisinden badimsiz olarak gerceklestirdigi bildirilmistir (119). Hsp70 ayni
zamanda sitokrom ¢ ve Smac salinimina neden olan MAP kinaz JNK’nin
aktivitesini de baskilamaktadir. Yeni veriler, Hsp70 ile ko-saperonu Hsp40’in
mitokondriye Bax translokasyonunu engelledigini géstermektedir (121).

Hsp’ler mitokondrilerden sonraki (downstream) apoptotik basamaklari
da modiule edebilirler. Li ve arkadaslarinin gésterdigine gére Hsp70 kaspaz
aktivitesini sitokrom c’den sonra, ancak kaspaz-3 aktivasyonundan onceki
bir noktada baskilamaktadir (122). Hsp70, Apaf-1'e baglanarak aktif
apoptozom olusumunu ve kaspaz-9 aktivasyonunu &énlemektedir (123).
Hsp90 ve Hsp27 de Apaf-1’e baglanarak oligomerizasyonunu
engellemektedir. Hsp’lerin aktif kaspazlarin etkisini de baskilayabilecegi
iddia edilmektedir. Hsp27, pro-kaspaz-3’e baglanarak, kaspaz-9 tarafindan

aktive edilmesini engellemektedir. Kuguk Hsp’lerden of3 kristallin kaspaz-8
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ve sitokrom c aracili kaspaz-3 aktivasyonunu engellemektedir (124).
Kaspazlar bir kez aktive olduktan sonra hiicre sag kaliminin ne sekilde
sonucglandigi tam olarak bilinmemektedir. Hsp’lerin kaspaz baskilayici

Ozellikleri, aktif kaspazlari baskilayabilen IAP’larinkine benzemektedir.

2.14.2. Ekstrinsik Apoptotik Yol modiilasyonu:

Hsp’lerin Fas, TNF ve TRAIL 8lim reseptérleriyle tetiklenen apoptotik
sureci module edebilecekleri gosterilmistir. Fas ile indiklenen yolu, Hsp70
ve Hsp40'In da aralarinda bulundugu birka¢ Hsp regule edebilmektedir
(125) (Sekil 2.9 (126)). Fas’la induklenen yolda, tipik olarak FADD araciligi
ile kaspaz-8 aktivasyonu olmakla birlikte alternatif bir yol daha vardir. Bu

yolda

Sekil 2.9: Ekstrinsik apoptotik yolda Hsp’lerin gérevi-Beere HM. Death
versus survival: functional interaction between the apoptotic and stress-
inducible heat shock protein pathways. J Clin Invest,115, 2633-2639,
2005’den alinmistir (126).
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farkl bir adaptér molekul olan Daxx isin icine girer ve MAPKKK, Ask-1
aktivasyonuna (127) ve bdylece SAPK/JNK yoluyla apoptoza neden olur.
Hsp27 Daxx’a ve Hsp70 de Ask-1’e baglanarak apoptozu baskilayabilir.
Baz arastirmacilar, farkl hiicre turlerinde Hsp27 ve Hsp70’in TRAIL ve TNF
reseptorleriyle tetiklenen apoptozu da baskilayabilecegini éne surmustur
(128,129). Buna karsilik baska arastirmacilar Hsp70 ile Hsp90’in TNF ve
Fas yolunda apoptozu indikleyici etki gosterebildiklerini iddia etmistir (125).
Hsp’lerin TNF vyolundaki rollerinin belirlenmesinde ortaya cikan zorluk,
TNF’nin gugli bir apoptoz indikleyici olmasinin yanisira NF-kB Uzerinden
oldukca etkili anti-apoptotik mekanizmalari da tetikleyebilmesinde
yatmaktadir. Buyuk olasilikla TNF sinyalizasyonunu gerceklestiren
kosullarin 6zellikleri, TNF ligandlarinin olusturdugu nihai yanitta Hsp’lerin
nasil rol oynayacagini belirlemektedir. TNF yolunda apoptozu baskilayan
Hsp’ler icin birkag ayri mekanizma ©ne slrulmustur: fosfolipaz A2
aktivasyonunun baskilanmasi, reaktif oksijen tirlerinin inhibisyonu ve
glutatyon duzeylerinin artmasi ile intraselliler kalsium ve fosfataz
aktivitelerinin dizenlenmesi (125,130,131).

TNFR1, FADD ve kaspaz-8 yoluyla apoptozu tetikleyebilir veya NF-
kB yoluyla anti-apoptotik faktérler olan TRAF1, TRAF2, c-IAP1, c-IAP2
(132) ve Bcl-2 homologu A7’in (133) gen ekspresyonunu indikleyerek sag
kalimi tesvik edebilir. TNF ve benzeri uyaranlar, NF-kB inhibitérii olan
IkB’nin fosforilasyonunu tetikleyerek ubikitinizasyonunu ve proteozomal
yikimini saglamaktadir (134). Bu durumda serbest kalan NF-kB nukleusa
transloke olarak hedef genleri uyarmaktadir. IkB’'nin fosforilasyonunu IkB
kinaz (IKK) saglar. IKK kompleksi, bir adet dizenleyici alt birim (IKKy) ve iki
adet katalitik alt birimden (IKKa ve IKK) olusur. Son dénemde yapilan bazi
calismalar, Hsp’lerin anti-apoptotik etkilerini IKK kompleksinin stabilitesini ve
aktivitesini module ederek gerceklestirdiklerini gostermektedir. Hsp90, RIP
ve TRAF-2 araciligi ile TNFR1’e baglanarak NF-kB yolunu uyarmakta ve
dolayisiyla da hiicre sag kalimi lehinde rol oynamaktadir. Hsp27, poli-
ubikitinlenmis IkB’nin proteosomal yikimini uyararak NF-kB aktivitesini ve
sag kalimi arttirmaktadir (135). Hsp90 ve Hsp27’nin aksine Hsp70 IKK
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kompleksi ile iletisime girmemektedir. Daha énce yapilan ¢alismalar, Hsp70
ve Hsp90 ile proteozom aracili protein yikimi arasinda iglevsel bir
baglantinin varligini ortaya koymustur. Yine son birka¢ yilda yapilan
arastirmalarda apoptotik yolda anahtar gérevi géren Bid (136), Bcl-2 (137)
ve Bim (138) gibi bazi duzenleyicilerin ubikitine bagimli déngileri oldugu
ifade edilmistir. Bu durumda Hsp’ler ve iligkili molekdlleri, apoptotik
proteinlerin proteozom araciligi ile yikimini saglayarak da hicrelerin élime

duyarhliklarini kontrol edebilmektedir.

2.14.3. Apoptotik sinyalizasyonda Hsp’lerin rolii:

JNK apoptotik slirecte rol alan bazi proteinlerin etkisini diizenlemekte
ve Hsp70’in anti-apoptotik etkisi icin iyi bir apikal hedef teskil etmektedir.
JNK aktivasyonu Hsp70 tarafindan gucli bir sekilde bastiriimaktadir. Stresin
JNK defosforilasyonunu baskilayici etkisi Hsp70 tarafindan engellenmekte
ve dolayisiyla JNK etkisiz kalmaktadir. Sitokrom ¢ salinimina neden olan c-
Myc ve p53, JNK tarafindan fosforile edilmektedir. JNK ayni zamanda anti-
apoptotik Bcl-2 ve Bcl-XL'yi de fosforile ederek inaktif hale getirmektedir.
Yine son zamanlarda mitokondriden Smac/DIABLO saliminda da etkisi
oldugu gésterilmistir (139). Ozetle Hsp70, JNK yolunda sitokrom c’nin agiga
cikmasini baskilayan énemli bir saperondur.

IGF-1, NGF ve PDGF gibi baz sitokinler PI3K ve Akt yoluyla hiicre
sag kalimini tesvik etmektedir. Akt apoptozda goérevli bazi proteinleri
fosforile eden bir kinazdir, 6r: Bad'i fosforile ederek Bcl-XL'den ayriimasini
ve sitozolik 14-3-3 tarafindan hapsedilmesini saglamaktadir. Bu durum
Bad’'in mitokondriye transloke olarak pro-apoptotik faktérleri aciga
ctkarmasini engellemektedir (140). Akt, bazi hicre 6lum genlerinin
ekspresyonundan sorumlu transkripsiyon faktérlerini kontrol etmektedir.
Ayni zamanda FKHRL1’i fosforile ederek nukleusa gecisini engellemekte ve
bdylece hedef genlerinden olan Fas ligandi (FasL), IGF-1 baglayici protein
ve muhtemelen Bim’in ekspresyonunu engellemektedir. Akt bununla da
yetinmeyip IkB'’yi fosforile etmekte ve yasam destekleyici proteinler olan c-
IAP1, c-IAP2 ve Bcl-2 protein A1 genlerinin NF-kB aracili transkripsiyonunu
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uyarmaktadir. Bazi ¢alismalar Hsp90 ve Hsp27’nin Akt etkinligine olumlu
katki sagladigini goéstermistir. Hsp90 ve Cdc37’nin Akt ile olusturdugu
kompleks, Akt'in karalligini ve etkinligini arttirmaktadir (141). Hsp90
inhibitérlerinin tetikledigi Akt yikimi, Bax aracili sitokrom ¢ ve Smac/DIABLO
salinimini (ki Bcl-2 ve Bcl-XL tarafindan baskilanir) uyarmaktadir. Hsp27 de
Akt Gizerinde etkiye sahiptir. Akt aracili Hsp27 fosforilasyonu, bu iki protein
arasindaki iletisimi guclendirip Akt'in kararhligini saglayarak hiicre sag

kalimini olumlu yénde etkilemektedir (142).

2.15. Epilepsi ve Apoptoz

2.15.1. Deneysel Epilepsi Modellerinde Apoptotik Yollar

Apoptotik yollarin nébetler tarafindan tetiklenmesi

Nobetlere bagli beyin hasarinda apoptoz ve bununla iliskili
biyokimyasal mekanizmalar Uzerindeki arastirmalar 1990’larin ortalarinda
baslamistir. Bu konuda yapilan ilk ¢alismalarda sigcan beyinlerinde, uzamis
ndbetlerden sonra, TUNEL (terminal deoxynucleotidyl dUTP nick end
labelling) yontemiyle in situ apoptotik DNA parcalanmasi saptanmistir
(143,144). Hicre fenotip analizleri, bu tir hicrelerin % 90’dan fazlasinin
néronlardan olustugunu ortaya koymustur (145,146). Kisa ndébetlerden
sonra Olen az sayidaki néronda da DNA parcalanmasi saptanmistir
(147,148). Ancak epileptik sican modellerinde, olduk¢ca az sayida dejenere
ndron “klasik apoptotik morfoloji” sergilemektedir (149-152). Bu bulgular, en
azindan sigan modellerinde, ndébetlerin neden oldugu hicre 6liumuinin
apoptozun her 6zelligini géstermedigini ifade etmektedir. Buna karsilik, fare
hippokampusundaki dejenere ve TUNEL pozitif hiicrelerin yaklasik 1/3’0
apoptotik nukleer degisiklikler gostermektedir (153).

Nobetler sonrasinda EAY aktivasyonu:

Epilepsi modellerinde, 6lim reseptoriyle iligkili ekstrinsik yolda yer
alan 3 kaspazdan ikisinin (kaspaz-2 ve kaspaz-8) bu sirecte rol oynadigi

gosterilmistir. Her iki kaspaz da erigkin beyninde konstititif olarak eksprese
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edilmektedir ve yapilan galigmalar ikisinin de nébet indiksiyonundan kisa
bir siire sonra aktive oldugunu belirtmektedir (145,146). Farelerde yapilan
calismalar da ndbetlerin  kaspaz-8 aktivasyonunu indukledigini
g6stermektedir (153).

Nobetlerden sonra ekstrinsik yolu aktive eden mekanizmalar tam
olarak bilinmemektedir. Ekstrinsik apoptotik yolda yer alan bazi 6lum
reseptorlerinin (TNFR1, Fas, DR4) beyinde konstititif olarak bulunmasi
muhtemeldir (145,154,155). Bugln bilinen modeller dogrultusunda, DR
ligandinin TNFR1 ve Fas gibi ylzey reseptorlerine baglanarak DISC'i
olusturmasi ndbetlere bagli kaspaz-8 aktivasyonunu tetikliyor gibi
gérinmektedir. Kaspaz-8, nébet indiksiyonundan sonra yaklasik 40 dakika
icinde aktive oldugundan (145,146) TNFa, FasL ve/veya TRAIL'in konstititif
olarak ortamda bulunmasi gerekir. Hem TNFa hem de FasL'nin erigkin
sican hippokampusunda (nébetlerden &6nce ve sonra) bulundugu
gosterilmistir (154,156). Buna karsilik TRAIL'in normal veya epileptik
beyinde bulunmadigi ifade edilmistir (155,157). TNFa nétralizan
antikorlarinin néroprotektif etkiye sahip olmasi (154), bu mekanizmanin
tanimlandigr  sekilde calistigini  dusindirmektedir. Noébetlerin - 6lum
reseptorlerini aktive ettigini gbésteren bir diger delil de nébetlerden sonra
sican hippokampusunda DISC komponentlerinin varligidir (154,158). Olim
reseptorlerinin major intraselliler komponentleri de (TRADD, ve FADD)
sican hipokampusunda konstititif olarak bulunmaktadir ve FADD
ekspresyonu nébetlerden sonra artmaktadir (145).

Oluim reseptér sinyalizasyonunun ilerlemesi en az iki protein
tarafindan durdurulabilir. FLIP (FADD-like interleukin converting enzyme
inhibitory protein) ve SODD (silencer of death domains). FLIP hakkinda
yeterince bilgi bulunmamakla birlikte nébetlerden sonra hippokampal CA3
néronlarinda SODD ekspresyonunun hizla azaldigi gésterilmistir (154). Tim
bulgular ekstrinsik apoptotik yolun nébetlerden sonra aktive oldugunu

g6stermektedir.
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Nobetler sonrasinda IAY aktivasyonu

Nébetlerden sonra mitokondrilerde kalsium biriktigi uzun zamandir
bilinmektedir (159). Ayrica, nébetlerden sonra 2 saat icinde Bax molekdlleri
mitokondri dis membraninda birikmekte (160) ve bu sitokrom ¢ salinimiyla
es zamana denk gelmektedir (161). Bir diger olasi mekanizma da
mitokondrilerden kalpain aracili AIF salinimidir (162). Ortama salinan
sitokrom c’nin nébetlerden sonra hippokampusta Apaf-1’e baglandigi (163)
ve daha sonra kaspaz-9'un kesilerek proteolitik aktivenin arttigi
kanitlanmistir (145,163,164).

Noébetlerin  tetikledigi néronal 6lim sirasinda intrinsik  yoldaki
ilerlemenin  |AP ailesi tarafindan dizenlenebilecegine dair kanitlar
bulunmaktadir. Nobetlerden sonra, dejenere olan néronlarda XIAP’In
kayboldugu  gosterilmistir  (165).  Siganlardaki  ndbetler,  clAP2
ekspresyonunu azaltmamakla birlikte Bcl-10'a baglanarak nétralize
olmasina neden olmaktadir (154).

Intrinsik yoldaki calismalar mitokondriler (zerinde yogunlasmakla
birlikte nébete bagh néronal élimde endoplazmik retikilimun (ER) da
énemli rol oynadigina dair deliller bulunmaktadir. Endoplazmik retikilim
stresorleri arasinda oksidatif stres, intraseliler kalsium dengesindeki
bozulma ve TNFR1 aktivasyonu bulunmaktadir. Nébetlerden sonra genel bir
ER stres cevabi gelisir ve TRAF2 ile apoptosis signal-regulating kinase-1
(Ask-1) aktive olmaktadir (154,166). Ek olarak, 150-kDa oxygen-regulated
protein (ER spesifik molekiler saperon) nébetlerin tetikledigi néronal 6lime
karsl koruyucu etki géstermektedir (167). In vitro kosullarda, ndébetler
sirasinda seramid (ER aracili kalsium salinimi yoluyla apoptozu tetikler)
olusumu da gésterilmigtir (168). Ancak bu konudaki veriler hentiz sinirhdir
ve ER yolunun nébetlere bagh apoptozda ne derecede agirlikli oldugu tam
olarak bilinmemektedir.

Bugiine kadar yapilan calismalar genel olarak EAY’un IAY’dan daha
O6nce aktive oldugunu goéstermektedir. Kaspaz-8'in kesimi, mitokondrial
disfonksiyon ve kaspaz-9 kesiminden énce olmaktadir (145,163). Kaspaz-

8’'in daha 6nce aktive oldugunu gdsteren diger deliller ise soéyledir: 1-
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kaspaz-8 kesiminin 6nlenmesi, kaspaz-9 kesiminin 6nlenmesinde goére
hippokampusta daha fazla koruyucu etki gdsterimektedir (145,163); 2-
kaspaz-8 kesiminin engellenmesi sitokrom c¢ salinimi ve kaspaz-9
aktivasyonunu azaltmaktadir (145); 3-kaspaz-9 inhibisyonu, kaspaz-3
aktivasyonu Uzerinde fazla etki gdstermezken kaspaz-8 aktivasyonunun
6nlenmesi hem kaspaz-3 hem de kaspaz-9 aktivitesini azaltmaktadir
(145,163).

Nobetler sonrasinda eksekiitif kaspaz aktivasyonu

Nobetlere bagl néronal 6lum arastirmalarinda Uzerinde en c¢ok
calisilan apoptoz dizenleyicilerinden biri kaspaz-3'tir. Kaspaz-3 mRNA ve
protein sentezi nébetlerden sonra hem hippokampus hem de
ekstrahippokampal dokularda artmaktadir (169-172). Nébetlerden sonra
ayrica kesilmis kaspaz-3’'in de hippokampus ve ekstrahippokampal
dokularda bulundugunu gésteren calismalar vardir (161,171-177). Kaspaz-3
aktivasyonu icin indirekt bulgular ise ICAD (inhibitor of caspase activated
DNAase) ve spektrin yikim dranlerinin varligidir (178). Bunlara ragmen,
nébetlerden sonra kaspaz-3 aktivasyonu olmadigini iddia eden ¢aligmalar
da bulunmaktadir (179).

Diusik miktarda olmakla birlikte eriskin beyninde kaspaz-7 eksprese
edilmektedir (152), ancak sicanlarda (en azindan intra-amigdala KA
enjeksiyonu ile) aktive oldugu go6sterilememistir. Bunula birlikte
hippokampus ve temporal neokortekste kaspaz-7 ekspresyonunun artmasi
hala bu kaspazin epilepsi modelinde apoptotik hicre 6liminde rol
alabilecegini dusundirmektedir (152).

Néronal 6limde bir diger 6nemli mediatér kaspaz-6'dir. Son
zamanlarda vyapilan birkag c¢alismada epileptik ratlarda kaspaz-6
aktivasyonu gosterilmistir (152,177,180). Noéronlarin kaspaz-6 aktivitesine
Ozellikle duyarli olmalarinin nedenlerinden biri IAP’larin kaspaz-6’ya
baglanmamasi olabilir. Aktive kaspaz-6'nin dendritlerde yogun olarak
bulunmasi, apoptozun yani sira hasarlanmis hippokampusun yeniden

sekillenmesinde de etkili olabilecedini distndirmektedir.
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Nobetlerle tetiklenen néronal éliimde Bcl-2 ailesi

Kaspazlar gibi Bcl-2 ailesi proteinleri de noébetlere bagli néronal
o6lumde rol oynarlar. Pro-apoptotik fonksiyonu olanlar arasinda en c¢ok
calisilan ve nébetlerden sonra artmis oldugu tespit edilen Gye Bax’tir (181-
183). Bax'in yani sira ndbetler Bcl-Xs artisina da neden olurlar (184).
Nobetlerden sonra Bid ekspresyonu degismemekle birlikte kesilerek aktif
formu olan p15’e (iBid) déntusmektedir (145,185). Nébetlerden sonra ayrica
Bim ekspresyonu da artmakta, Bad ise degismemektedir (156,160,185).
Ancak bu bulgularin kullanilan deneysel modellere bagh olarak
degisebilecegdi de akilda tutulmaldir.

Noébetlerden sonra anti-apoptotik proteinlerden Bcl-2, Bcl-XL ve Bcl-
W ekspresyonunun degistigi bazi calismalarda goésterilmistir (160,181,185).
Anti-apoptotik Akt ndbetlerden sonra kortekste néron OlUmind inhibe
etmekte ve bunu buylk olasilikla Bad veya Bim ekspresyonu vel/veya
fonksiyonunu baskilayarak gerceklestirmektedir (156,160).

Pek cok Bcl-2 ailesi proteini beyinde konstitutif olarak eksprese
edildiginden protein miktarindaki ve hatta subselliler lokalizasyondaki
degisiklikler “aktivasyon” derecesini tam olarak tanimlamaya yetmez.
Aktivasyonu daha iyi anlamanin yolu aslinda protein-protein
interaksiyonundaki degisiklige bakmaktir. Bu tir degisiklikler nébetlerde
bildirilmistir: In vivo ve in vitro kosullardaki nébetlerden sonra Bad bagli
bulundugu 14-3-3 proteininden ayrilip  anti-apoptotik  Bcl-XL'ye
baglanmaktadir (160). Bim normal kosullarda dynein’e baglanmig olarak
bulunur, ancak nébetlerden sonra Bcl-W ile interaksiyonu artar (156).
Noébetler ayni zamanda Bcl-10’un c-IAP2’ye baglanmasini da arttirir (154).
Sicanlarda KA ile induklenen nébetlerden sonra Bcl-2 fonksiyonel olarak
inaktive edilmektedir (183).

Diger apoptotik diizenleyiciler
Nobete bagli néronal 6lum mekanizmalarinda agirlikh olarak kaspaz
ve Bcl-2 ailelerinin g¢alisiimig olmasina ragmen apoptozda etkili olan diger

bazi ailelerdeki genler de noébete-bagll ndéronal 6limde rol alabilir.
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Bunlardan en c¢ok calisilani ve bazi modellerde nébetler tarafindan
tetiklendigi gosterilen timoér baskilayici gen p53’tir. Bax vb proteinleri
indUkleyerek apoptozu tetikledigi distnulmektedir. Diger modulatérler ve
yollar sunlardir: MAP (mitogen-activated protein) kinaz selalesi (154); CREB
(cAMP response-element binding protein) (186); DAP (death associated
protein) (158,187); NF-kB (188); katepsinler (189) ve AIF (190). Bunlarin
yani sira inflamatuar sitokinler ve kalpainlerin de ndébete-bagli apoptotik

néron 6limunde rol oynamasi muhtemeldir (191,192).

Apoptotik yollar ve epileptogenez

Apoptotik yollarin aktivitesi, ilk travmaya bagh majér néronal 6limden
(6r: status epileptikusa bagli)) sonra epileptogenez siurecinde de devam
etmektedir. Pitkanen ve ark eksektif kaspazlar olan kaspaz-3 ve kaspaz-6
aktivitesinin epileptogenez sirasinda da aktif olduklarini géstermislerdir
(172,180). Kaspaz-3 aktivasyonu, nébet indiksiyonundan sonraki 7. ginde
(epileptogenezin hala devam ettigi sirada) maksimum dizeye ulagmaktadir
(172). Ne var ki bu sirada kaspaz-3 fonksiyonunun inhibe edilmesi anti-
epileptojenik  aktivite gostermemektedir (172). Bununla birlikte bu
calismadan elde edilen veriler, DEVDfmk (kaspaz-3 inhibitér()
uygulamasinin epileptik sican sayisini ve mossy lif filizlenmesini azaltmis
olabilecegini vurgulamaktadir.

Daha 6nce de bahsedildigi gibi epileptogenez sirasinda hippokampal
piramidal néronlarin apikal dendritlerinde kaspaz-6 aktivasyonu saptanmasi
(180) bu kaspaza ydnelik inhibitdrlerin epileptogenez gelisimini engellemede
rol oynayabileceklerini disundirmektedir. Aktive kaspaz-6’'nin substratlari
iyi bilinmemekle birlikte olasi adaylar arasinda yapisal proteinler ve iyon
kanallari bulunmaktadir. In vivo kosullarda, epileptogenez sirasindaki
kaspaz substratlarinin bilinmesi yeni bir tedavi yaklasiminin gelismesine
onculik edebilir. Bcl-2 ailesi proteinlerinin epileptogenezdeki roll iyi
bilinmemektedir, ancak apoptotik yolun proksimalinde vyer aldiklari

dusunulurse arastiriimasi gereken bir alan oldugu kolayca anlagilabilir.



36

2.15.2. Epilepsi hastalarinda apoptotik yollar

Temporal lob epilepsi hastalarinda apoptotik yollarin aktive oldugunu
gOsteren ¢ok az sayida calisma bulunmaktadir. Cerrahi sirasinda cikarilan
dokuda (hippokampus ve ekstrahippokampal temporal neokortekste)
kaspazlarin ve Bcl-2 ailesi proteinlerinin aktive oldugunu gésteren ipuglari
vardir  (156,187,193-195).  Kontrollerle  kiyaslandijinda, temporal
neokortekste kaspaz-3 ekspresyonu ve aktivasyonunun anlamli derecede
arttigi gosterilmistir (193). Ayni calismada inflamatuar bir kaspaz olan
kaspaz-1’in de aktive oldudu ifade edilmistir. Her iki kaspaz igin de henliz
hippokampus verileri bulunmamaktadir. Bu veriler, kronik epileptik strecte
kaspaz aktivasyonunun énemli bir 6zellik oldugunu gdstermektedir. Nébete
bagli néron o6luminin kaspaz inhibitérleri ile azaldiginin gdsterilmesi,
refrakter epilepsili hastalarda dejeneratif sirecin ilerlemesinde kaspazlarin
énemli rolu olabilecegini dustindurmektedir (2,3,5).

Epileptik inasan dokusunda bazi Bcl-2 ailesi proteinlerinin
ekspresyonunda degisiklik oldugu gésterilmistir (156,187,194,195). Kalitatif
calismalarla insan hippokampusunda Bax ekspresyonunun arttiyi ifade
edilmektedir (194,195). Ayni bulguya neokortekste rastlanmamistir (193).
Hippokampusta kesilmis Bid’e rastlanmakta (187), ancak Bid ve Bad
ekspresyonu  degismemektedir  (156). llging  olarak, kontrollerle
karsilastirildiginda hasta dokusunda Bim ekspresyonununun daha az
oldugu saptanmistir (156). Artmis Bcl-2 ekspresyonu igin kalitatif (194) ve
kantitatif (193) deliller bulunmaktadir. Ote yandan temporal neokortekste de
Bcel-XL artigi bildirilmistir (193). Pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi
Uyelerindeki artmis veya azalmis ekspresyonun tam olarak ne anlama
geldigini ve altta yatan mekanizmalar aydinlatmak icin ek c¢alismalara
ihtiyac vardir.

Eldeki veriler, en azindan epilepsi hastalarinda apoptotik yollarin
aktive oldugunu géstermektedir. Bu deliller ayni zamanda adaptif koruyucu
mekanizmalarin harekete gectigini, ancak pro-apoptotik BH3 tyelerinin her
nasilsa bu mekanizmalari alt ederek kaspazlari aktif hale getirmeyi

basardidini ve nérodejeneratif slrecin ilerlemesine yol actiklarini
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dusindurmektedir. Bunlara ek olarak diger bazi molekullerle de ilgili veriler
ortaya cilkmaya baslamistir. Temporal lob epilepsili hastalarin beyninde
kontrollere oranla antiapoptotik Akt fosforilasyonunda (aktivasyonunda) artis
saptanmistir (156). Bugline kadar ilgi daha ¢ok mitokondrial yol Uzerinde
odaklandiysa da son ddénemde endoplazmik retikulumdaki DAP (genel
olarak pro-apoptotik etkiye sahip) kinaz ve onun E3 ligazi olan DIP-1 (DAP
kinaz interacting protein-1) diizeylerinde ciddi derecede artis oldugu da

gOsterilmistir (187).

Tedavi girigsimleri
Noébetlere bagli néronal hiicre éluminde apoptotik yollar Gzerinden
terapétik girisimleri incelemeyi hedefleyen bir dizi deney yapilmistir. Bu

konudaki calismalar asagida 6zetlenmistir.

Oliim reseptorleri ve EAY kaspazlari:

Kaspaz 8'in, IETDfmk kullanarak, in vivo kosullarda inhibe
edilmesinin nébetlere bagh néronal 6limi hippokampusta yaklasik % 50
oraninda azaltti§i gésterilmistir (145). Iliging olarak, nébetlerden sonra 6lim
reseptdr ligandlarina kargi kullanilan nétralizan antikorlarla 6lum reseptér
aktivasyonunun ehgellenmesi daha az koruycu etki géstermistir (154). Olim
reseptorleri ve/veya onlarin intrasellller adaptér proteinleri epileptik insan
beyninde de eksprese edilmektedir (155,187), ancak eldeki veriler
dogrultusunda bu yolun tedavi igin kullanilabilirligi simdilik kuskuludur.

Nobetlerden sonra kaspaz-2 inhibisyonunun (aktive oldugu

gosteriimesine ragmen) néroprotektif olmadigi saptanmistir (146).

intrinsik yol ve eksekiitif kaspazlar:

Kaspaz-3 inhibitérlerinin, nébetlere de neden olabilecek bazi beyin
hasari modellerinde (6r: tarvma) néronal kayba karsi etkili olduklar
bulunmustur (196). Status epileptikus sonrasi gelisen néron kaybini
6nlemede uUzerinde en c¢ok calisilan mediatér kaspaz-3'tir. Temporal lob

neokorteksinde ve hippokampusta, kaspaz-3 inhibitérit DEVDfmk



38

kullaniminin néroprotektif etki gdsterdigi bazi c¢alismalarda gdosterilmistir
(161,176,197). Bunun yanisira, bakulovirusten tiretilen ve genis spektrumlu
kaspaz inhibitéri olan p35, sicanlarda KA ile indiklenen nd&betler
sonrasinda goérulen néron kaybini azaltmaktadir (198) ve p35 transgenik
hayvanlar nébetlerin yol actigi hasara daha direnclidirler (199). Kaspaz-9
inhibitéri LEHDfmk’nin da nébet sonrasinda hippokampusta hiicre kaybina
karsl koruyucu etkisi oldugu cesitli calismalarda gdsterilmistir (163,197).
Ayrica her kaspaz inhibitériniin nébetlerden sonra koruyucu etkisinin

olmadigi gdsterilmistir (146).

Bcl-2 ailesi:

Bcl-2 proteinlerini hedefleyen farmakolojik inhibitérlerin néroprotektif
potansiyelleri iyi bilinmemektedir, zira in vivo kullanim igin yeterince ajan
bulunmamaktadir. Hippokampusta nébetlerden sonra koruyucu etkisi oldugu
gosterilen kalsindrin inhibisyonu, Bad aktivasyonunu 6nlemektedir (160).
Transkripsiyon dizenleyicilerinden FKHR ve FKHR-1'in fosfataz blokérleri
ile inhibe edilmesi, Bim ekspresyonunu azaltarak ndbetlere kargi koruyucu
etki gostermektedir (156). Ayni calismada, in vitro kosullarda Bim’e karsi
antisens oligonukleotidler kullanilarak da hucre hasarinin  azaldigi
saptanmistir. Viral vektérler araciligi ile Bcl-2’'nin fazla miktarda eksprese
edilmesi de umut vaat eden bir yéntem gibi gérulmektedir (200). llging
olarak, Bak “knockout” farelerde nébetlerin ve hasarin daha siddetli oldugu
saptanmigtir (201). Bu konuda en etkili tedavi stratejilerini belirlemek igin

daha fazla ¢alismaya ihtiyac vardir.
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BIiREYLER ve YONTEM

3.1. Hasta segimi

Klinik, interiktal EEG ve kranial MRG bulgulari ile MTLE dustntlen
hastalar Erigkin Video-EEG Monitorizasyonu Unitesine yatirilarak 32 kanalli
dijital EEG ile yeterli sayida nébetleri kaydedilene kadar incelenmektedir.
Iktal semiyoloji, uzun interiktal ve iktal kayitlar incelenerek ndbetlerden
sorumlu alan(lar) saptanmaktadir. Gerekli gérildugiu takdirde hastalara
interiktal/iktal SPECT, FDG-PET de yapilabilmektedir. Bulgular haftahk
Epilepsi Cerrahisi toplantisinda multidisipliner bir ortamda tartisildiktan
sonra uygun hastalara operasyon karari alinmaktadir. Preoperatif ddnemde
hastalara intrakarotid amobarbital testi (WADA) yapilarak dominant hemisfer
tayini yapilmaktadir. Ayrica mesial temporal yapilarin tek tarafli alinmasi
sonrasi gelisebilecek énemli bir komplikasyon olan “postoperatif amnezi”
tehlikesine karsi kontrolateral mesial temporal yapilarin durumu test
edilmektedir. Mesial temporal lob epilepsisi icin standard, hippokampus ve
amigdalayi iceren temporal lobektomi yapilmaktadir. Rezeksiyon sinirlari,
hemisferin dominant-non dominant olmasina gére belirlenmektedir. Cerrahi
ile cikarilan dokular formaldehit tespitli parafin bloklardan elde edilen kesitler
hematoksilen-eozin, sinaptofizin, NeuN, GFAP ve pNFP ile boyanarak
degerlendiriimektedir. Ayrica parafin bloklar arsivlienmekte ve yanisira taze
donmus spesimenler DNA doku bankasinda saklanmaktadir.

Bu calismada kullanilan hippokampal dokular, merkezimizde 2001-
2003 yillari arasinda MTLES nedeniyle ameliyat edilen 32 hasta arasindan
secildi. Hematoksilen ile boyanmis olan preparatlarin incelenmesinden
sonra uygun gorulen kesitler calismaya alindi. Calismaya dahil edilen 25
hastanin (16K, 9E; yas:15-49 (ort:28)) demografik 6zellikleri Tablo 3.1’de
Ozetlenmistir. Vakalardan 5um kalinliginda kesitler alinarak poly-L-lysin
kapli camlarin Uzerine yapistirildi. Tum deneyler sirasinda, antikorun
calistigini kanitlamak igin pozitif kontroller (ilgili antikorun mutlaka eksprese
edildigi bilinen doku; bizim calismamizda genellikle kanser dokulari) ve
negatif kontroller (boyanmanin non-spesifik olmadigini kanitlamak igin
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primer antikorun kullaniimadigi, ancak tim diger asamalarin ayni oldugu
kanser dokusu) kullanildi. Ayrica bulgularimizi normal beyin dokusuyla
(epileptik olmayan ve herhangi baska bir nedenle 6len otopsi vakalari)
karsilastirabilmek icin otopsi kontrolleri de ayni deneyler sirasinda boyandi.
Deneylere baslamadan énce her antikor i¢in pozitif kontrol olabilecek insan
dokusunun saptanmasi amaciyla asagida tanimlanan sekilde bir dizi
immunohistokimyasal deney yapildi. Teknik nedenlerle her antikoru her

hastada calismak mimkin olmadi (Bkz. Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Calismaya dahil edilen hastalarin klinik ézellikleri

. Epilepsi . . Son
Hasta nF> Cinsiyet Lezyon Ameliyat siiresi AFI Rlsk" _ Nobc::t nobet Cal_lsllan
ve kodu: tarafi yast faktorleri siklig1 - antikor
(y1) (giin)
Bax, tBid
1-2Y K Sol 3 30 S‘é]zg ((1520%(;) Travma 16y | 1 IAP1-2
AIF, Hsp70
CBZ (900) Bax, tBid
2-EB K Sol 23 20 PRM (500) | FK 6-8/ay | 202 | 1AP1-2
TPM (150) AIF, Hsp70
OXCB Bax, tBid
3-AU K Sag 21 19.5 (900) FK 23/ay | 142 | 1AP12
PRM (500) AIF
52123(1200) Travma, 23 ayd Bax, tBid
4-ED E Sol 48 43 ailede Cayd | IAP1-2
(2000) epilepsi bir AIF
Barb (125)
. Bax, tBid
5-AS K Sag 44 05 SEE 8832)) FK.l? Ailede |y oy | 70 IAP1-2
epriepst ATF, Hsp70
CBZ (400) Bax, tBid
6-ND E Sag 2% 21 GBP (800) | FK,travma | 4/ay 2 IAP1-2
DPH (100) AIF, Hsp70
. Bax, AIF
7-NS K Sag 28 27 gglz) Eggg; FK.; allede | ¢ | 30 IAP1-2
epriepst TBid, Hsp70
LTG (300) .
8-GK K Sag 20 19 OXCB EE ailede | 5 30 | 9 AIF
(1200)
VGB .
9-EC E Sag 19 18 (1000) FK_; ailede | 5 1050 | 9 ?:;’1 1;11:
CBZ (1200) | °Preps! -
; GBP (1600) Bax, AIF
10-HT E Sag 37 365 Bab (150) | FK-tavma | 1Sy | 3 A
Bax, tBid
11-AS E Sol 2 235 8);% Ailede FK | 1-6/ay | 2 IAP1-2
AIF, Hsp70
12-0K E Sag 33 17 CBZ(800) | Bilinenyok | 4/ay 4 Bax, AIF
IAP1-2
PRM (750) | .
13-YA E Sag ) 20 LTG (200) Alflelfe. PR sy | 0 2}1;1-2
CBZ (800) infeksiyon
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Tablo 3.1 Devami: Calismaya dahil edilen hastalarin klinik 6zellikleri

. Epilepsi . . Son
Hasta nF> Cinsiyet Lezyon Ameliyat siiresi AEI Rlsk“ _ Nobc::t nobet Cal_lsllan
ve kodu: tarafi yast faktorleri siklig1 - antikor
(yih) (gtin)
OXCB FK, ailede
- 5 > ?
14-EY E Sag 29 28 (1500) epilepsi 2/ay ? Bax, AIF
LTG (100) FK; ailede Bax, AIF,
15-5A K Sol 4 48 CBZ (1200) | epilepsi 5-6lay 2 IAP1-2
GBP (900) | FK, ailede
16-RA K Sol 21 205 OXCB FK ve s7ay | 0 Bax, AIF
Ve IAP1-2
(1200) epilepsi
b _ GBP (900) } Bax, AIF
17-PO K Sag 15 145 CBZ (800) FK 1-2/ay 2 LAPI
. OXCB . IAP1
- 5 9
18-IM K Sag 31 25 (1200) Menenyjit 2/ay ? AIF
1():}131\24(2000) N Bax, AIF
19-0K K Sag 28 27 §1SOMMAST | g 12/ay | 9 IAP1-2
(1000) havale Hsp70
LTG (125) P
CBZ (600) . ) IAP1
20-MH K Sol 27 15 Barb (200) Bilinen yok | 8-10/ay ? AIF
VGB
21-NY K Sol 31 29 (1500) FK ? 1 ?11;1-2
CBZ (400)
OXCB Travima, 1AP1-2
22-MU K Sol 17 7 (1200) ailede 2-3/ay 7 AIF
epilepsi
Bax, tBid
23-AK K Sag 34 17 CBZ (1200) | Travma 1/ay 3 IAP1-2
AIF, Hsp70
Bax, tBid
24-EO E Sag 21 17 IETBg ggg; iranvm?‘i’t 4fay ? IAP1-2
eneny ATF, Hsp70
GBP (400) Bax, tBid
25-AA K Sol 23 22 VGB FK 1/ay 1 IAP1-2
(1000) AIF
CBZ: karbamazepin, VGB: vigabatrin, PRM: primidon, TPM: topiramat, OXCB: okskarbazepin, Barb:

barbeksaklon, GBP: gabapentin, DPH: difenilhidantoin, LTG: lamotrijin

3.2. immiinohistokimya ¢alismalar:

Immunohistokimyasal deneyler kisaca su sekilde yapildi: Parafin

kesitler 80°C’de 1 saat boyunca etlivde bekletilerek deparafinizasyon

yapildi. Daha sonra etivden cikarilan kesitler ksilolde 3 kez 5’er dakika

bekletildikten sonra yine 3 kez 5’er dakika boyunca alkolden gecirildi. Bazi

antikorlar icin (Tablo 3.2'de belirtilmistir) antijen aciga cikarma yodntemi

kullanildi. Bunun igin distile suyla yikanan preparatlar dudiklt tencerede 0.1

M sitrat tamponlu solusyonla 3 dakika basingh “pisirme”ye maruz birakildi.
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Bunu takiben % 3’luk hidrojen peroksit ile 15 dakika blokaj uygulandi. Daha

sonra PBS ile yikanan preparatlara protein blokaj solusyonu damlatildi.

Yaklasik 15 dakika sonra primer antikor tabloda belirtiien slre ve

konsantrasyonlarda damlatilarak yine asagida belirtilen kosullarda bekletildi.

Tablo 3.2: Calismada kullanilan antikorlar igin uygulanan teknik kosullar

, , Antijen
_ Primer antikor Bekleme | Kontrol .
Antikor o Konsantrasyon aciga
Ozellikleri kosullar doku
¢clkarma
Rabbit
_ 1 saat oda meme
Bax poliklonal, 1/250 _ +
ISISI karsinomu
Santa Cruz
Rabbit
, _ +4°C, _
tBid poliklonal, 1/100 _ glioma +
) bir gece
Biosource
Goat poliklonal, +4°C, meme
AlF 1/100 _ +
Santa Cruz bir gece karsinomu
Rabbit
_ +4°C, _
c-IAP1 poliklonal, 1/50 _ glioma +
bir gece
Santa Cruz
Rabbit
_ +4°C, _
c-lIAP2 poliklonal, 1/50 _ glioma +
bir gece
Santa Cruz
Mouse
+4°C, meme
Hsp70 monoklonal, 1/100 _ -
. bir gece karsinomu
Sigma

Takiben preparatlar 3 kez 5er dakika siresince PBS ile yikandi ve

sekonder antikor damlatildi. On-onbes dakika sonra PBS ile yikama islemi

benzer sekilde tekrarlanip tersiyer antikor damlatildi ve yine 10-15 dakika

beklendikten sonra preparatlar PBS ile yikandi. Daha sonra reaksiyonun

go6rinlr hale gelmesi igin, preparatlara D-aminobenzidin (DAB) damlatilarak
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kahverengi boyanmanin (dokuda ¢alisilan antijenin varligini géstermektedir)
gerceklesmesi beklendi. Kesitler bu islemden sonra suyla yikandi ve
hematoksilen ile (c-IAP1 icin metilen yesili) boyandi. Preparatlar yukarda
tanimlandigi gibi tekrar alkol ve takiben ksilolde bekletildikten sonra
kurutulup entelan ile kapatildi. AIF disindaki tum antikorlarda, protein blokaiji
ile sekonder ve tersiyer antikorlar icin evrensel kitler kullanildi. AlF i¢in %
10 BSA ile 30 dakika protein blokaji uygulandi. Sekonder antikor olarak anti-
goat (1/200) damlatihp 1 saat beklendi. PBS yilkamasindan sonra damlatilan
tersiyer antikor 30 dakika bekletildi ve yikamalardan sonra iglemler yukarda
anlatildigr sekilde devam edip sonlandirildi. Parafin kesitler baska bir
deneyde Hoechst ile kapatilarak ¢ekirdek boyanmasi olup olmadigina da
bakildi.

3.3. Hiicre sayimi:

Preparatlarin boyanmasindan sonra kesitlerde, Nikon Eclipse E-600
IStk mikroskopunda, x40 bluyutmede (gorintiyld 400 kez bayutar) hicre
sayimi yapildi. Hicre sayimi hippokampusun alti mikroanatomik bdlgesinde
gerceklestirildi. Bu bdlgeler: 1-hilus (CA4); 2-CA3; 3-CA2; 4-CA1; 5-
subiculum ve 6-DG olarak belirlendi. Mikroanatomik bdlgelerde x40
blylutmede gérilen boyanmis néronlarin, tim néronlara orani kaydedildi.
Hasta kesitlerinden elde edilen sayimlar otopsi kontrol kesitleri ile

karsilastiridi.

3.4. istatistik:

Gruplar arasindaki (hasta-otopsi kontrol) farkliliklar Bax, c-IAP1, c-
IAP2 ve tBid antikorlari icin her anatomik bélgede (hilus, CA1, CA2, CA3,
DG ve subikulum) ayri ayri hesaplandi. Mann-Whitney testi SPSS yazilim

programi aracihgi ile uygulandi. Anlamhlik degeri p<0.05 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. MTS hippokampusunda genel bulgular

Incelenen tim hasta kesitlerinde genel olarak CA4 (hilus), CA3 ve
6zellikle CA1’de ¢ok belirgin néron kaybi gézlendi. CA2 bélgesinde néronlar
genel olarak korunmustu. Dentat girus'ta (bazi hastalarda daha belirgin
olmak Uzere) kontrollere kiyasla graniler hiicre kaybi ve yere yer bu
hiicrelerde olduk¢ca dramatik sacilma (dispersiyon) dikkati c¢ekti.

Subiculum’da néronlarin korunmus olduklari gézlendi.

4.2. Bax bulgulan

Bax antikorlar ile yapilan boyamalarda, hasta grubunda tim
sektdrlerde kontrollere oranla anlamli derecede artmig néron boyanmasi
goérildi (Tablo 4.1) (Sekil 4.1 ve 4.2). Bax'in mitokondrial boyanmayi
destekler nitelikte, sitoplazmada graniler paternde boyandigi dikkati cekti
(Sekil 4.2E). Otopsi kontrolleri ile karsilastinidijinda, hastalarda hem
boyanan ndéron sayisinin hem de tek bir nérondaki boyanma derecesinin

daha fazla oldugu saptandi.

4.3. c-IAP1 ve c-IAP2 bulgular

c-IAP-1 ve c-IAP-2 antikorlar ile otopsi kontrollerinde beklenecegi
gibi boyanma hemen hemen hi¢ gérilmedi. Buna karsilik hasta grubunda
tim hippokampal sektoérlerde son derece yodun homojen paternde
sitoplazmik hiicre boyanmasi goérildi (Tablo 4.2 ve 4.3) (Sekil 4.3-4.6).
Ayrica c-IAP-1 ile yapilan ¢alismada boyanmanin hem sitoplazmik hem de
niikleer olabilecegi goruldii (Sekil 4.4E). Incelenen hippokampal sektérler
icinde, sadece subikulumda niikleer boyanmanin kontrollere gére anlaml

derecede arttigi saptandi (p=0.015).

4.4. AIF bulgularni
AIF antikoruyla incelenen tim hippokampal bdélgelerde (hem hasta

hem kontrollerde) belirgin, graniler paternde, sitoplazmik boyanma
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olmasina ragmen ne kontrol ne de hasta kesitlerinde niukleer boyanma
gorulmedi (Sekil 4.7).

4.5. Hsp70 bulgulari

HSP70 boyamalarinda otopsi preparatlarinda tim hicrelerde soluk
sitoplazmik bir boyanma izlendi (Sekil 4.8A). Hasta kesitlerine bakildiginda
ise, incelenen tim hippokampal bdlgelerde saglikli gériinen hicrelerde
boyanmanin sitoplazmada belirgin derecede arttigi (Sekil 4.8 B,C), buna

karsilik dejenere néronlarda hi¢c boyanma olmadigi gérulda.

4.6. tBid bulgulan

tBid antikoruyla, hiicrelerde homojen sitoplazmik boyanma géruld.
Elde edilen veriler hilus, CA3, DG ve subikulumda boyanmanin otopsi
kontrollerine gére anlamli derecede arttigini ortaya koydu (Tablo 4.4) (Sekil
4.9). CA2 bolgesinde fark saptanamazken CA1 bdlgesindeki farkin

neredeyse anlamli sayilabilecek kadar sinirda oldugu gérulda.

Tablo-4.1: Bax antikorlari ile elde edilen bulgular

Boyanan hiicre (%)
Hippokampus bdlgesi p degeri
hasta kontrol
Hilus (ortalama + SS) 9748 24+16 0.001
Median (minimum-maksimum) 100 (66-100) 30 (0-35)
CA3 89127 22+15 0.021
100 (0-100) 22 (11-33)
CA2 91122 15+9 0.006
100 (18-100) 15 (9-22)
CA1 1000 0 0.001
100 (100-100) 0 (0-0)
DG 40+18 1+1 0.002
41 (4-78) 0 (0-3)
Subikulum 79128 416 0.001
100 (16-100) 2 (0-12)




Tablo-4.2: |AP-1 antikorlari ile elde edilen bulgular
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Boyanan hiicre (%)

Hippokampus bélgesi v control p degeri

Hilus 100+0 142 0.000
100 (100-100) 0 (0-4)

CA3 1000 0 0.000
100 (100-100) 0(0-0)

CA2 95+12 0 0.001
100 (54-100) 0 (0-0)

CA1 1000 0 0.000
100 (100-100) 0 (0-0)

DG 47+16 0 0.001
42 (20-79) 0 (0-0)

Subikulum 94+13 0 0.000
100 (52-100) 0 (0-0)

Tablo-4.3: |IAP-2 antikorlari ile elde edilen bulgular
Boyanan hiicre (%)
Hippokampus bdlgesi p degeri

hasta kontrol

Hilus 94115 0 0.002
100 (50-100) 0 (0-0)

CA3 9745 0 0.006
100 (83-100) 0 (0-0)

CA2 96+11 0 0.001
100 (57-100) 0 (0-0)

CA1 1000 0 0.000
100 (100-100) 0 (0-0)

DG 47115 0 0.022
45 (14-75) 0 (0-0)

Subikulum 9716 0 0.003
100 (80-100) 0 (0-0)




Tablo-4.4: tBid antikorlari ile elde edilen bulgular
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Boyanan hiicre (%)

Hippokampus bélgesi v control p degeri

Hilus 93+15 63+17 0.021
0 (0-100) 93 (87-100)

CA3 100+0 90+2 0.018
0 (0-100) 49 (23-76)

CA2 977 91+12 0.23
24 (0-83) (9-78)

CA1 1000 9248 0.051
0 (0-88) 44 (4-85)

DG 57144 1+2 0.024
0 (0-17) 10 (0-20)

Subikulum 84+22 38+22 0.021
9 (0-63) 58 (58-58)
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Bax Bulgulan

Sekil 4.1: Otopsi (A) ve MTS (B) hippokampusunda CA1 bélgesinde Bax
antikoruyla boyanma. Otopsi hippokampusunda belirgin boyanma
izlenmezken, agir néron kaybinin géruldigi MTS hasta CA1 bélgesindeki
ndronda belirgin kahverengi sitoplazmik boyanma izlenmektedir.
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Bax Bulgulan

Sekil 4.2: Otopsi (C) ve MTS (D) hippokampusu DG ve CA4 bélgesinde
Bax antikor boyanmasi. Otopsi kesitinde néron boyanmasi zemin
boyanmasindan ¢ok farkh degildir (kirmizi oklar) ve ancak bazi dejenere
hiicrelerde stpheli boyanma izlenmektedir (siyah oklar). Buna karsihk MTS
hippokampusunda hem CA4 (kirmizi oklar), hem DG graniler néronlarinda
(siyah oklar) belirgin kahverengi sitoplazmik boyanma gérulmektedir. Buyuk
buyiutmede (E) boyanmanin aslinda sitoplazmada granuler paternde oldugu
dikkati cekmektedir.
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c-IAP1 Bulgulari

Sekil 4.3: Otopsi (A) ve MTS (B) hippokampusunda CA2 bélgesinde c-IAP1
antikor boyanmasi. Otopsi kesitinde néronlarin dejenere oldugu
gorulmektedir. Kullanilan zemin boyamasi nedeniyle néronlar yesil renkli
goérilmekte ve kahverengi boyanma dikkati cekmemektedir. MTS hasta
kesitinde ise sag kalan normal gérinimli néronlarda yesil zemin Gizerinde
kahverengi boyanma gérilmektedir.
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Sekil 4.4: Otopsi (C) ve MTS (D) DG ve CA4 bélgesinde c-IAP1 antikor
boyanmasi. Otopsi vakasinda zemin boyanmasi digsinda boyanma
g6zlenmezken MTS dokusunda hem CA4 (kirmizi oklar), hem graniler
ndronlarda (siyah oklar) kahverengi boyanma izlenmektedir. MTS kesiti
subikulum bélgesinde (E) ise sitoplazma ile birlikte yogun ¢ekirdek
boyanmasi dikkati cekmektedir.
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c-IAP2 Bulgulari

Sekil 4.5: Otopsi (A) ve MTS (B) hippokampusunda CA2 bélgesinde c-IAP2

antikor boyanmasi. Otopsi kesitinde néronlarda zeminden farkli bir boyanma

goérilmemektedir. Buna karsihk MTS CA2 kesitinde saghkh gériinen
néronlarda yogun boyanma izlenmektedir (siyah oklar). Kesitteki dejenere
néronda (kirmizi ok) boyanmanin nispeten daha az oldugu sdylenebilir.
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c-IAP2 Bulgulari
- -t .

Sekil 4.6: Otopsi (C) ve MTS (D) hippokampusunda DG bélgesinde c-IAP2
antikor boyanmasi. Otopsi kesitinde boyanma izlenmemektedir. MTS kesiti
DG boélgesinde ise son derece yogun grantler hiicre boyanmasi
gorulmektedir. Ayrica DG néronlarindaki bariz sagiima dikkati gekmektedir.
MTS kesiti subikulum bdlgesinde (E) saglikl néronlarin sitoplazmik
boyanma gdsterdigi ve c-IAP1’in aksine ¢ekirdek boyanmasi olmadigi
g6rilmektedir.
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AIF Bulgularn

Sekil 4.7: Otopsi (A) ve MTS (B) hippokampal kesitinde AlIF antikoru ile elde
edilen CA4 bdlgesindeki boyanma. Her iki kesitte de hiicrelerde homojen
sitoplazmik boyanma izlenmekte ve kesitler arasinda boyanma farki
g6zlenmemektedir. Ancak MTS CA4 bélgesinde belirgin néron kaybi dikkati
cekmektedir. MTS CA4 bélgesinde Hoechst ile cekirdek boyanmasi (C).
Hucre sitoplazmalari kahverengi, ¢cekirdekler mavi olarak izlenmektedir.
Cekirdek sinirlari icinde kahverengi boyanma gézlenmemektedir. Kiigik ve
parlak mavi renkli boyanmalar glia ¢gekirdeklerine aittir.
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Hsp70 Bulgulan
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Sekil 4.8: Otopsi (A) ve MTS (B) hippokampusu DG ve CA4 bdlgesinde
Hsp70 antikor boyanmasi. Otopsi kesitlerinde, hiicrelerde zemin
boyanmasina yakin soluk renkli boyanma izlenirken, MTS kesitinde saglikli
g6riinen granuler hiicrelerde yogun boyanma izlenmektedir (siyah ok).
Dejenere hicreler (kirmizi ok) boyanmamistir. Benzer bulgular MTS CA2
bolgesindeki (C) piramidal néronlarda da izlenmektedir (dejenere ve Hsp70
eksprese etmeyen néronlar okla gosterimigtir).
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tBid Bulgulari

Sekil 4.9: Otopsi (A) ve MTS (B) hippokampusu DG ve CA4 bélgelerinde
tBid antikor boyanmasi. Otopsi kesitlerinde daha az sayida néronda ve
daha soluk renkli boyanma gériilmektedir. MTS kesitinde ise belirgin
piramidal ve graniler hiicre boyanmasi izlenmektedir.
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TARTISMA:

Calismamizdan elde edilen veriler, MTLES hastalarinda gézlenen
hippokampal néron kaybindan apoptotik hicre 6liminin sorumlu
olabilecegini gostermektedir. Apoptotik hiicre 6lim mekanizmalarinin, sag
kalan néronlarin énemli bir kisminda tetiklendigi anlagiimaktadir. Apoptotik
surecgte hem ekstrinsik (tBid) hem de intrinsik (mitokondrial Bax) yol aktive
olmaktadir. Ozellikle Bax'in mitokondrial translokasyonu piramidal
hiicrelerde daha belirgin olmak Uzere yaygin olarak goértulmektedir.
Kaspazdan bagimsiz (AlF) apoptotik yollarin aktivasyonuna iligkin delile bu
calismada rastlanmamistir. Ancak, apoptotik 6lim yollarinin aktivasyonuna
ragmen, 6zellikle CA2 (kismen CA3) ve DG ile subikulumda énemli sayida
néron canhhdini devam ettirebilmektedir. Bu da anti-apoptotik fren
mekanizmalarinin ig basinda olabilecegini dustndirmektedir. Nitekim c-
IAP1 ve c-IAP2 ile HSP70 proteinlerinin belirgin derecede tim sag kalan
néronlarda eksprese edildigi gézlenmektedir.

Bugliine kadar epilepsisi olan insan dokusunda apoptotik &6lim
mekanizmalarini arastiran ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir ve bunlarin
¢cogu gectigimiz aylarda yayinlanmistir  (156,187,193-195,202,203).
Arastirmalar  agirhkh  olarak Bcl-2 (156,193,194,203) ve kaspaz
(187,193,202,203) aileleri tizerinde yogunlasmaktadir. Pro-apoptotik Bcl-2
dyelerinden Bax (193-195,203), Bid (203), Bim (156), ve Bad (203) ile ilgili
veriler bulunmaktadir. Bax immunreaktivitesini inceleyen arastirmalarda
néronal boyanmanin arttigr bildirilmistir  (194,195). Bax sitoplazmada
konstittif olarak bulundugundan bu verilerin dikkatli yorumlanmasi
gerekmektedir. Calismamizda kullanilan Bax antikorunun 6zelligi ise
mitokondriye transloke olmus Bax molekillerine 6zgi olmasidir ve
dolayisiyla Bax'in aktive oldugunu géstermektedir (204). Bugine kadar
epileptik insan dokusunda Bid ile yapilan ilk calismada (187) western blot
yontemiyle mitokondrilerde tBid’'in varligi gosterilmistir. Daha sonra

Yamamoto ve ark (203) ER fraksiyonunda bulunan Bid miktarinin hastalarla
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kontroller arasinda fark géstermedigini ve tBid’'in yine bu fraksiyonda
bulunmadigini ifade etmiglerdir. Unilateral amigdalaya KA enjeksiyonu ile
yapilan epileptik hayvan modelinde Henshall ve ark (145) Bid’in kesilerek
tBid haline doénusturaldigind ve bunun nébetlerden hemen sonra beyin
dokusunda saptandigini ifade etmiglerdir. Calismamizda epileptik
hippokampus dokusunda tBid’in varhdi iHK yontemlerle g&sterilmistir.
Kontrol dokularla karsilastirildiginda neredeyse tium bdlgelerde bu
immunreaktivitenin arttigi gézlenmistir. Normal kosullar altinda insan
beyninde tBid’in olusumu konusunda bilgi bulunmamaktadir. Teorik olarak
bdyle bir donisimin hi¢c olmamasi veya ¢ok az miktarda olmasi beklenir.
tBid'in stres altinda c¢ok hizli bir sekilde olustugunun g6z &6ninde
bulundurulmasi halinde kontrol grubumuzda tBid immunreaktivitesinin
goérilmesi sasirtici degildir. Hasta grubunda artmis olmasi ise epileptik
dokularin surekli strese maruz kaldiginin bir goéstergesidir. N&betlerin
sitokinlerin salinimini arttirdigi da bilinen bir gergektir (192). Bu molekdiller
membrandaki reseptérlerine baglanarak ekstrinsik apoptotik yolu aktive
ediyor ve tBid duzeylerini arttirnyor olabilirler. tBid varlidi hastalarin pre-
operatif dénemde gegcirdigi son nébet zamani ile iligkili degildir, zira 1-14
gun arasinda gorulebilmektedir. Literatirde diger pro-apoptotik Bcl-2
tyelerinden Bim ve Bad ile elde edilen sonuglar ilgingtir. Hasta dokusunda
mikrosomal fraksiyonda Bad’in varligina rastlanmamistir. Epileptik hayvan
modelinde ise (160) hasarlanmis hippokampusta Bad’in, bagh bulundugu
14-3-3 proteininden ayrilarak Bcl-XL'ye baglandigi ve bdylece pro-apoptotik
Bax'i serbest biraktigi bildirilmistir. Buna karsilik saglikli  gériinen
neokortekste, muhtemelen artmis Akt fosforilasyonuna bagh olarak Bad’in
inhibe edildigi 6ne sdrulmastir. Bim ekspresyonunu inceleyen bir
arastirmada Shinoda ve ark (156) epileptik hasta hippokampusunda
beklenenin aksine Bim ekspresyonunun azaldidini gézlemlemislerdir. Buna
karsilik ayni calismada status epileptikus sonrasi siganlarda Bim
ekspresyonunun arttigi géralmustar. Arastiricilar epileptik hasta dokusunda,

programlanmig hucre élum yollarinin deneysel modellerde gelistirilen akut
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ndbetlerin tetikledidi yollardan farkl olabilecegini ve bunun da muhtemel
adaptasyon mekanizmalari sonucu gelismis olabilecegini ifade etmiglerdir.

Epileptik insan beyninde kaspaz 1, 3, 6, 7, 8 ve 9 ile calismalar
bildirilmistir  (193,202,203). Henshall ve ark (193) TLE hastalarinin
neokorteksinde aktif kaspaz 1 ile pro-kaspaz 3 ve aktif kaspaz 3
duzeylerinin kontrollere oranla belirgin derecede arttigini saptamiglardir.
Buna karslilik baska bir arastirmada (202) epileptik hasta hippokampusunda
az sayidaki hicrede aktif kaspaz 3 goéruldigi (kontrollerde gérilmezken)
bildirilmigtir. Uysal ve ark’'nin (194) epileptik hasta hippokampusundaki
ndéronlarin % 10’unda Fractin (kaspazla kesilen Aktin) pozitifligi saptamasi
da kaspaz aktivasyonunun bir diger indirekt gdstergesidir. Bid
aktivasyonunu (tBid olusumu) inceleyen arastirmalarinda Henshall ve ark
(187) kaspaz 8 aktivasyonunun da beklenecedi Uzere nébetlerden hemen
sonra beyin dokusunda saptandigini ifade etmislerdir. insan epileptik
hippokampusunda, ER fraksiyonunda Yamamoto ve ark (203) pro-kaspaz 6,
7 ve 9 diuzeylerinin kontrollere goére arttigini, ayrica hasta beyinlerinde aktif
kaspaz 7 ve 9’un da saptandigini bildirmiglerdir.

Pro-apoptotik mekanizmalara kiyasla, epileptik insan beyninde anti-
apoptotik mekanizmalari inceleyen daha az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Uysal ve ark (194) Bcl-2 ekspresyonunun hippokampusun bazi néronlarinda
ve reaktif astrositlerin cogunda arttigini bildirmislerdir. Henshall ve ark (193)
ise Bcl-2 ile Bcl-XL’'nin neokortekste arttigini western blot ydntemiyle
go6stermiglerdir. Apoptoz inhibitér protein (IAP) ailesinden bugine kadar
bildirilen tek calisma epileptik insan hippokampusunda XIAP’in aktif kaspaz
7’'ye buyuk oélcude baglandigini ve bu sekilde aktif kaspaz 7’nin etkisini
azalttigini géstermistir. Bizim ¢alismamizda da IAP ailesinden iki Gyenin (c-
IAP1 ve c-IAP2) ekspresyonunun hasta hippokampuslarinda &énemli
derecede arttigi, buna karsilik kontrol dokularda hemen hemen hig
g6rilmedigi saptanmistir. Bu iki proteinin epilepside ne sekilde etkilendigini
bugiine kadar bildiren insan veya hayvan calismasi bulunmamaktadir. liging
olarak c-IAP71’in subikulum néronlarinda hem sitoplazmik hem de nikleer

yerlesim gosterdigi dikkati cekmistir. c-IAP1’in sub-selliler yerlesiminin
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anlami ve 6nemi konusunda literatiirde yeterince bilgi bulunmamaktadir. c-
IAP1 ve c-IAP2 nukleusla sitoplazma arasinda gidip gelebilen proteinlerdir.
TRAF2 ile ko-eksprese edildikleri durumlarda agirlikli olarak sitoplazmada
tutulurlar. c-IAP1'in  hem sitoplazmada hem nukleusta bulunabilecegi
bildirilmistir (205-208). c-IAP1’in agirlikli olarak nukleusta yerlesmesi anti-
apoptotik etkisini azaltmamaktadir. Apoptotik uyaranlarin c-IAP?1’in
nukleustan cikip sitoplazmaya gecmesine neden oldugu ve bu gegcisin
kaspaz inhibitdrleri tarafindan engellendigi bildirilmistir (209). c-IAP1’in
hicre déngusiinde rol oynadidi ve bu proteini fazla miktarda eksprese eden
hicrelerin G2-M fazinda biriktikleri bildirilmigtir (209). Epileptik insan
hippokampusunda ayni zamanda néronal siklin B ekspresyonunun
nukleusta kontrollere oranla belirgin derecede arttigi bildirilmistir (195).
Arastiricilar, bu bulguyu néronlarin hiicre bélinme déngisiine girerek G2
fazina kadar geldikleri seklinde yorumlamiglardir. Calismamizda ilging
olarak bazi hastalarin sadece subikulum bélgesinde nikleer c-IAP1 varhgi
saptanmistir. Bu bulgunun ne anlama geldidi, subikulum néronlarinin sag
kalimina katkida bulunup bulunmadidi (bilindigi gibi subikulumda néron
kaybi gérulmemektedir) hentiz bilinmemektedir ve daha ayrintili olarak
arastiriimasi gereken bir konu gibi gérinmektedir. Anti-apoptotik &6zelligi
olan diger proteinlerden GRP78 ve GRP94 ile kalneksin (ER saperonlari)
calismalari gectigimiz aylarda insan hippokampusunda yayinlanmistir (203).
Arastirmacilar tanimlanan proteinlerin hippokampus dokusundan elde edilen
mikrozomal fraksiyonda kontrollere oranla anlamli derecede arttigini
bildirmektedirler. Calismamizda bir diger saperon, Hsp70’in kontrollere
kiyasla epileptik insan hippokampusunda belirgin olarak arttigi saptanmistir.
Hsp70 tim saglikli hicrelerde yogun olarak eksprese edilirken dejenere
néronlarda Hsp70 varligina, en azindan IHK yéntemlerle, rastlanmamistir.
Bundan farkh olarak c-IAP1 ve c-IAP2’yi eksprese eden néronlarin bir kismi
dejenere olabilmektedir. Bu durum, Hsp70’in olduk¢ca &nemli bir anti-
apoptotik molekil oldugunu diasundurmektedir, zira Hsp70, c-IAP1 ve c-
IAP2’ye gbre pek cok degisik basamakta devreye girerek anti-apoptotik etki

gOsterebilmektedir. Daha 6nce epileptik insan hippokampusunda Hsp70’in
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varligi ile ilgili tek makale yayinlanmigtir (210). Epileptik hasta beyinlerinde,
ani ve beklenmedik o6lumin ndébetlerden kaynaklanmig olabilecegdi
dusiincesini test etmek amaciyla c-Jun ve Hsp70 ekspresyonunu inceleyen
arastirmacilar, kontrol grubu olarak kullandiklari MTLES
hippokampuslarinda Hsp70 ekspresyonu gézlemlemislerdir. Bir diger Hsp
proteini olan Hsp27 ile de ilgili epilepsi hastalarinda literatirde iki yayin
bulunmaktadir (211,212). Altta yatan patolojiden bagimsiz olarak alinan
temporal lob spesimeninde Hsp27°nin belirgin derecede ve non-spesifik
olarak arttigi bildirilmistir (211). Diger calismada ise ilaca direncli epilepsi
hastalarindan alinan temporal neokorteks dokusunda Hsp27 artigi
bildirilmistir (212). lyi bilinen bir diger Hsp proteini olan Hsp90 ile ilgili heniiz
insan ve hayvan calismalari bildiriimemistir. c-IAP1  ve c-IAP2
ekspresyonunun artmasi, yine MTLES hippokampal dokusunda kontrollere
oranla artmis NF-kB ekspresyonunun bildiriimesi (213), bu hastalarda TNFa
yolunun uyariimig olabilecegini dustndirmektedir. Dolayisiyla bu yolda
6nemli fonksiyonlari olan Hsp90'In da artmis ekspresyon goéstermesi
mimkindar.  Nitekim MTLES hippokampuslarinda gen ekspresyon
paternlerini inceleyen bir arastirmada Gerceker ve ark Hsp90 mRNA
dizeylerinin kontrollere oranla 9 kat arttigini goéstermistir (214). Benzer bir
arastirmada ise epileptik insan hippokampusunda Hsp ailesinden of
kristallin’in arttigi bildirilmistir (215).

Sonug olarak, MTS’de goérilen néron kaybindan apoptotik hiicre 6lim
mekanizmalarinin sorumlu olmasi muhtemeldir. Bundan sonra yapilacak
calismalar, néron O&lUmini engelleyen stratejilerin  (pro-apoptotik
molekillerin baskilanmasi veya anti-apoptotik olanlarin ekspresyonunun
arttinlmasi) hastaligin fizyopatolojisi ve ilerlemesine ne derece katki

saglayacagini ortaya koyacaktir.
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SONUCLAR

1- Mesial temporal sklerozlu hastalarin hippokampusunda rezidiel piramidal
néronlarda Bax immunreaktivitesi belirgin derecede artmistir. Bu bulgu
intrinsik apoptotik yollarin aktive oldugunu ve Bax’in sitoplazmadan

mitokondrial membrana transloke oldugunu géstermektedir.

2-tBid, hasta hippokampuslarinda incelenen sektorlerin biyilk bir kisminda
non-epileptik otopsi kontrollerine gére artmigtir. Bu bulgu, apikal kaspaz
olan kaspaz-8'in aktif hale gectiginin dolayh bir géstergesidir. Ote yandan bu
da bazi ligandlarin (sitokinler vb) TNF reseptdr ailesine baglanarak

ekstrinsik apoptotik yolu aktive edebilecegini géstermektedir.

3-Kontrol veya hasta hippokampuslarinda, néron sitoplazmasinda yogun
olarak izlenen AIF’in nikleer translokasyonuna rastlanmamistir. Bu bulgu,
AlIF’in tanimlanan hasta grubunda néronal 6lim mekanizmalarina katkida
bulunmadigini dustindirmektedir. Hsp70’in AlF’in nukleer translokasyonunu
engelleyebilecegi bilinmektedir. Nitekim Hsp70, hasta grubunda belirgin
derecede artmistir. Ancak AIF’in ndbetlerden sonra hizla (saatler icinde)
aktive olup néronal hasar yapmasi ve cerrahiye kadar gecen sire icinde

etkilenen néronlarin ortadan kaldirilmasi da teorik olarak mumkundr.

4-Beyinde ¢ok az miktarda eksprese edildikleri bilinen apoptoz baskilayici
IAP protein ailesinden c-IAP1 ve c-IAP2 beklendigi gibi otopsi kontrollerinde
hemen hemen hi¢ saptanmamistir. Buna karsilik her iki protein de hasta
hippokampuslarinda dramatik derecede artmistir. Bu bulgu, hiicrelerde anti-
apoptotik  koruyucu mekanizmalarin da pro-apoptotiklerle  birlikte

tetiklendigini ifade etmektedir.

5-Molekiler saperonlardan Hsp70, otopsi beyinlerinde ¢ok az miktarda
saptanmistir. Bu proteinin insan beyninde konstitltif olarak az miktarda

bulunmasi mumkindir. Ancak hasta grubunda c¢ok belirgin derecede
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artmistir. Dejenere noéronlarda saptanmamasi, pek c¢cok basamakta etki
ederek hicre sag kalimini kolaylastiran bu proteinin ekspresyonunun
durmasi  halinde hicrelerin  pro-apoptotik mekanizmalara yenik

dusebilecegini distndirmektedir.
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