HIiLAL EREN GOZEL ISTANBUL UNIVERSITESI SAG. BiL. ENST. DOKTORA TEZi



il

iISTANBUL-2018



T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU

DOKTORA TEZi

KAVERNOM DOKUSUNDA GENOM CAPLI MRNA
EKSPRESYON ANALIZI

HIiLAL EREN GOZEL

DANISMAN
PROF. DR. SADRETTIN PENCE

MOLEKULER TIP ANABILiM DALI
MOLEKULER TIP PROGRAMI

ISTANBUL-2018




il

TEZ ONAYI

(Bu sayfa yerine,basarili gegen Tez Sinavi sonrasi smav tutanagi ekinde yer alan Tez Onay
sayfasi gelecektir.)



BEYAN

Bu tez galismasimin kendi ¢alismam oldufunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar Biitiin safhalarda etik dit davramsimn olmadifim, bu tezdeki bitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar iginde elde entigimi, ba tez galtsmayla elde edilmeyen bintin
bilgi v¢ yorumlara kaynak gosterdiimi ve bu Kaynaklari da kaynaklar [istesine
aldifsmm, vine bu tezin ¢aligrlmast ve vazsm sirasinda patent ve telif haklarsm ihlal edici

bir davranisirmin olmadig beyan ederim,

iii



ITHAF

Hayat esime ithaf ediyorum.

v



TESEKKUR

Bu tez g¢aligmasini miimkiin kilan danigmanim ve degerli hocam Prof. Dr.
Sadrettin Penge’ye, yogun islerinin arasinda bana her zaman vakit ayirip yardimei olan
Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Molekiiler Tip Ana Bilim Dali baskani
sayin hocam Prof. Dr. ilhan Yaylim basta olmak iizere, saym hocalarim Prof Dr. Arzu
Ergen’e, Prof Dr. Hiilya Yilmaz Aydogan’a, Prof Dr. Oguz Oztiirk’e, Prof Dr. Umit
Zeybek’e, benim i¢in annemden farkli olmayan ve essiz bilgisi ile bana 11k tutan
degerli hocam Dog. Dr. Fatma Ozlen’e, Medipol Universitesi Histoloji ve Embriyoloji
Ana Bilim Dalr’'ndan degerli hocalarim Dr. Ogr. Uyesi Ilknur Keskin’e veDr. Ogr.
Uyesi Seda Karabulut’a,biyoinformatik analizlerdeki yardimlari, degerli katkilarive bu
tezin gerceklesmesini saglayan biiyilk emegi i¢in Dr. Ogr. Uyesi Guvanchmyrat

Ovezmyradov’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Tez siiresince bana hep destek olan canim ailem, esim Furkan Gozel’e,annem
Radife Eren, babam Ibrahim Eren ve camim kardesim Nihal Eren Yiiksel’e,bu tezin bana
kazandirdigi canim dostlarim ve meslektaslarirm Funda Pehlevan ve Ozan
Tiryakioglu'na, camim arkadaglarim Bircan Kolbasi ve Ozge Bigeroglu’na igten

tesekkiir ederim.

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 55143



vi

ICINDEKILER
TEZ ONAYT oottt ettt ettt et st esbe et e eseeseensesseenseensenseenes 11
BEYAN ..ot HATA! YER ISARETI TANIMLANMAMIS.
ITHAF ..ttt ettt ettt et et e bt et e e st e bt enteeneenneenees v
TESEKKUR ..ottt en e \Y%
TCINDEKILER ....ooeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt en e en e Vi
TABLOLAR LISTESI....ccecuiiiintiniieiieinienie it saenens IX
SEKILLER LISTESI ....oviiiiieieeeceeeeeeee et X
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI ....c.oooviiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeees Xii
OZEN, ....... W ...................... 0 A0 . A0 4 8. . .. ....... XVI
ABSTRAC T ..ottt st XVil
1. GIRIS VE AMAC ...ttt 1
2. GENEL BILGILER ........ooouiiiiiiiieieeeeeeeeee e 2
2.1, Kan Damarlar...........coooiiioiiiiciieciee ettt 2
2.1 1 KaPIIIETIOT ...ttt ettt ettt n 2
2.2. Serebral Kavernoz Malformasyon ............c.cecveevieriienieenieeieeieere et esiee e 3
2.2.1. SKM ProOteINIeri .. .coeuuiiiiiiiieie ettt et 6
2.2.1.1. CCM1 (KRIT1- Krev interaction trapped 1) ......ccccccerveeneenieniicneenenieneenens 6
2.2.1.2. CCM2 (MGC4607, MalCavernin)..........cccueeeeueeeereeesireeeereeeereeeereeeenveesenneeens 8
2.2.1.3. CCM3 (PDCDI10) ...ttt st s 9
2.2.1.4. Heterotrimetrik CCM1-CCM2-CCM3 Olusumu: ‘CCM Kompleksi Sinyal
PLAtfOTMU’ ..ottt et 11
2.2.2. SKM Patogenezinde Rol Alan Mekanizmalar.............ccccoveeeiieeniieencieecieeene. 11
2.2.3. SKM Teshis V& TeAaViSi.....ccccueeeeuiieeiiieeiieeciieecree et e evee s 15
2.2.3.1. Mikrocerrahi ile ReZeKSIYON ........ccceeviiiriiiiiiiieeiicceee e 16
2.2.3.2. Stereotaktik Radyocerrahi..........ccccueeriiiriiieniieiieiiecieeee e 17
2.2.3.3. Konservatif Tedavi.........cooeeiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 18
2.3. Ribontikleik ASit (RINA) ....uiiiiiiieeiie ettt e evee e s aaeeeaaeeens 18
2.3.1. mRNA Biyogenezi ve TransKripSiyon........cccoecverieeriienieeciieieeieeeeeie e 19
2.3.1.1. BaSlama .......cooviiiiiicceeee e et 20

2.3.1.2. Elongasyon (UzZama) ...........ccccueeerireeriieeiieeeiieeeieeeeieeesveeesseeeseveeessseesnnneas 21



vii

2.3.1.3. Terminasyon (SONIanmMa) .........ccccueereuvieriieeniiieenieeesieeesieeesaeeesveeeseseeeneneees 21
2.3.2. mRNA ve HastaliKlar.........coooiiiiiii e 24
3. GEREC VE YONTEM ....c.oooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 28
3.1. DOKU ONEKIETT ... 29
3.1.1. Kavernom DoKu OrNeKIETi..............coourveveveeieceeieieeeeceeeeeseseeeeeee et 29
3.1.2. Kontrol Grubu OrneKIEri...........c.ovoveeueveieeeiceeeeeeeeeeeeeeeee e, 29
3.2, KESTt AIMA ..ttt 30
3.3. Histolojik BOYAMA .....cooviiiiiieiieciieicece ettt e 30
3.4, GOTUNTHLICINE ...ttt ettt ettt et e bt enbeennesaeens 31
3.5. Dokulardan RNA 1Z0IaSYONU............cocoeveiiieieiiieieieeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeesereeese e 31
3.5.1. Total RNA MiKtar TAYINT ..ccc.eereeriieeriieeiieniie ettt ettt e 32
3.6. MIKIoarray ANAliZi..........cocouieriieiiieiiieeie ettt et eae e e snne e 32
3.6.1. RNA’nin ve Poli-A RNA Kontrollerinin Hazirlanmast.............ccccoceveeniennnenne. 33
3.6.2. Tek Zincir CDNA SENLEZI ..c..eeiuiiiiieiiiiiiieiieeitete et 34
3.6.3. CDNA PUrifiKasyon........ccuiiiiiiiiiiieie e 35
3.6.4. PrOmMOtOT SENLEZI......eruiiiiiieriieiietesiiente ettt sttt sbe st st sae st e b eae 35
3.6.5. 11 Vitro TIANSKIIPIYON c......veveeieieeeeeeeeeeeeeeeee et eennans 36
3.6.6. senSERINA PUrifIKaSYONU ........eeeiuiiiiiiieciiieeiieeee et 36
3.6.7. Saflastirilmis senseRNA Miktar Tayini........ccccceevierieeiienieenienieeeesie e 37
3.6.8. Cift Zincir CDNA SENLEZI ......eeeiviiieiieeeiie ettt e 37
3.6.9. Cift Zincirli cDNA PUrifikaSyonu.........cccceevveeriieiiienieeiienieeiiesie e 37
3.6.10. Saflastirilmig Cift Zincirli cDNA Miktar Tayini ........ccceeeveeevcieeeeieeeeiee e, 38
3.6.11. Cift Zincirli cDNA’nin Terminal Etiketlenmesi............ccccccooevviiieeiiiieeeenne.. 38
3.6.12. Array HibridiZaSyOnU........cceeeiieiiieniieiieeie ettt ettt e 38
3.6.13. Yikama, Boyama, Tarama ...........cccccceeviieriienieeniienieeieeeieereesneeveesineeveesenes 39
3.7, VEIT ANALIZI...coniiiiiiiiie ittt et 39
3.7.1. Verilerin Programa Yiiklenmesi, Normalizasyonu ve Gen Listelerinin
BelITI@NMEST ..ttt st 39
3.7.2. Ayirt Edici Gen Ekspresyonu Analizi..........cccceeeevienieneniinicnenicnicnceiceeene 41
3.7.3. Venn Diyagraminin Olusturulmast .........c.cccueeeiieriieniienienieeiiecee e 41
3.7.4. YOlak ANANZICTI...cc.eeviiiiiiiieiieieeeeee e 41
3.7.5. Verilerin Kiimelenmesi (Clustering) ve Gorsellestirilmesi ..........cccccveevveeneen. 41

3.7.6. Protein-Protein Etkilesim Ag1t Analizi.........coocceeviiiiiiniiiniiiiieieeccee e 41



viil

3.7.7. Ayirt Edici Genlere Odakli Veritabani ve Literatiir Taramasit.......................... 42

4. BULGULAR ..ottt sttt ettt st enee st e sae e e eneees 43
4.1. Histolojik BOYAMA .......ooiuiiiiiiiiieieeie ettt 43
4.2. Total RNA’nin Nanodrop ile O1¢UIMESI........ccueevuieriieiieiiieiieeieeeeceee e 44
4.3. Saflagtirilmig sensSeRINA Miktar Tayini........ccceeeveeriieriieniienieeiiecie e 44
4.4. Saflagtirilmis Cift Zincirli cDNA Miktar Tayini ........cccceeeeeieciieeriieeeeiieeeeiee e 45
4.5. Data Eldesi ve Sonuglarin ISIENmMesi...........co.oueueveveeeeiueeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 45
S.TARTISMA L.ttt ettt st ettt et 70
KAYNAKLAR ..ottt ettt sttt et sttt sae b eeneenees 80
HAM VERILER ..ottt 105
FORMLAR ...ttt et ettt sb et e ea e te e e eseeseenaesneenseense e 106
ETIK KURUL KARARI .....ccoottiiiiiimririineiiesiesiesistiesese e sisesisesssssesese s ssesieseesseenes 107
PATENT HAKKI IZNI .....ooviiiiiiiiiininiecnessie s 110
TELIF HAKKI IZNI ...cooooiiieeeeeeeeeeeee et 111

OZGECMIS ettt ettt ee e ee e et eeen e 112



Tablo 3-1:
Tablo 3-2:
Tablo 3-3:
Tablo 3-4:
Tablo 3-5:
Tablo 3-6:
Tablo 4-1:
Tablo 4-2:
Tablo 4-3:
Tablo 4-4:

Tablo 4-5:

X

TABLOLAR LISTESI
Hasta grubuna ait dokularin 6zelliKIeri.........coovvvieviiiriiienieeiieiieeie e, 29
Kontrol grubuna ait dokularin 6zellikleri..........ccccoecveeeviieiiiieniieeeie e, 30
Masson kitinde kullanilan histolojik boyalar..............cccocceiiiiiiniiniee 30
Masson kiti iglem basamaklari ve sUreleri........oceeeeerieeiiienieeiieenieeieeeeae 31
Poli-A kontrol stok seri sulandirimi..........ccceeeeviieiiiniininienieeeeeeeee 34
R konsolunda yapilan islemler ve uygulanan R komutlari ........................... 40
Nanodrop ile tayin edilen total RNA miktarlart............ccoceeviiniiiinnennien. 44
Nanodrop ile tayin edilen total senseRNA miktarlart..........ccccooveninininnnen. 44
Nanodrop ile tayin edilen total cDNA miktarlari..........cccoceeevvenciieneenieenn. 45

p<0,05 degeri i¢in CvsH, CvsE ve CvsEvsH gruplarinda anlamlilik gésteren



SEKILLER LiSTESI
Sekil 2-1: CCM1’1n yapis1 Ve dOmMainIeri........coeevuerieriiiiiinienieeienieseeieeeese e 6
Sekil 2-2: CCM2’nin yapist Ve dOmMaINIeTi.......c.eevueeriieriierieeiiieeiieiieeie et eee e 8
Sekil 2-3: CCM3’lin yap1st Ve dOmMainleri.......cceeeveerieeeiierieeiienieeieeeeeeve e eve e 10
Sekil 2-4: mMRNAn1n yagam dOngUST......cccveeeriieeriieeiieeeiieeeiieeeiee e sreeesvee e e 19
Sekil 2-5: mRNA u¢-birlestirme mekanizmasi agsamalart ................coceveeieiinieeieiinneeen. 22
Sekil 3-1: Gereg ve yontem i ak1$ SEMAST ......c.eeevvievieeiiieriieeiierie et 28
Sekil 3-2: Mikroarray analiz basamaklart............ccceevveeeiieniieniieniecieeie e 33
Sekil 4-1: Kavernom dokularinin Masson boya ile boyanmasi...........cccccceveeeieeennennee. 43
Sekil 4-2: CvsE grubuna ait temel bilegen analizi (PCA) sonucu ..........cccceeecveeiiennnennee. 48
Sekil 4-3: CvsH grubuna ait temel bilesen analizi (PCA) SOnuCU..........ccccveeeveerueennnennee. 49
Sekil 4-4: CvsEvsH grubuna ait temel bilesen analizi (PCA) sonucu...........cccccueeenenee. 50
Sekil 4-5: CvsE grubuna ait 151 haritast .........eecveeeeiieeiiee e 51
Sekil 4-6: CvsH grubuna ait 151 haritast...........coceveeiiniinieniicicieecceeceee e 52
Sekil 4-7: CvsEvsH grubuna ait 151 haritast..........ccoeeveeeiieniieciienieciiecceeee e 53
Sekil 4-8: CvsE, CvsH ve CvsEvsH gruplarindaki genlere ait Venn diyagrami............ 54
Sekil 4-9: CvsE grubu yolak analizi ...........cc.ceoeuieeiiieeiiieeiiieceecee e 56
Sekil 4-10: CvsH grubu yolak analizi..........ccccoeriiiriiniiiiiniiniieceeeneceeeeeeiee 57
Sekil 4-11: CvsEvsH grubu yolak analizi............cccoeeiieiiieniiiiiiinieeiieeceeee e 57
Sekil 4-12: Wikipathway veritabanina gore ii¢ farkli gruba ait analiz sonuglart............ 58
Sekil 4-13: KEGG veritabanina gore ii¢ farkli gruba ait analiz sonuglari....................... 59
Sekil 4-14: Reactome veritabanina gore ii¢ farkli gruba ait analiz sonuglari................. 60
Sekil 4-15: Panther veritabanina gore ii¢ farkli gruba ait analiz sonuglari..................... 61

Sekil 4-16: Pathway segenegine gore yapilan ORA analizinin farkli veritabanlarina gore
gruplararast KarstlagtirilmasT........c.eeeciieiiiieeiieecee e 62
Sekil 4-17: Zenginlestirme analizine gore farkli gruplara ait genlerin gorev aldiklari
DIYOLOJIK STIECIET ...evieiiieiiiieiieeie ettt ettt e s esaeeeaean 63

Sekil 4-18: Zenginlestirme analizine gore farkli gruplara ait genlerin hiicredeki yerleri

Sekil 4-20: Gruplararas1 Geneontology sonuglarinin benzerliklerinin karsilastirilmast 66



Sekil 4-21: CvsE baglant1 analizi

Sekil 4-22: CvsH baglantt analizi............ccccvveeeiiieiiieeiiieciiecee e

Sekil 4-23: CvsEvsH baglantt analizi ..........coccoervieriiniiiicniiniiicniceeienece e

X1



Xii

SEMBOLLER / KISALTMALAR LiSTESI

ABCA-7: ATP-Binding Cassette, Sub-Family A, Member 7

AKT: Protein kinaz B

ALS: Amyotrofik lateral skleroz

APE1: Apurinik/apirimidinik endoniikleaz 1

ARD: Ankyrin repeat domain

AS-NMD: Alternatif splayzing bagimli Anlamsiz mutasyon-aracili mRNA bozulmasi
ATP: Adenozin trifosfat

BMP6: Endogendz kemik morfogenetik protein 6 (endogenous bone morphogenetic
protein 6)

CCM: Serebral Kavernéz Malformasyonlar (Cerebral Cavernous Malformations)
CHM: Ortak Hispanik Mutasyon (Common Hispanic Mutation)

CPSF: Kesim ve poliadenilasyon spesifite faktor (Cleavage and the polyadenylation
specificity factor)

CstF: Kesim stimiilasyon faktorii (cleavage stimulation factor)

CTD: Karboksi-terminal domaini (Carboxy-terminal domain)

CTP: Sitidin trifosfat (Cytidine triphosphate)

CvsE: Kontrol grubu ile epileptik grubun karsilastirilmasi

CvsEvsH: CvsE ve CvsH gruplarinin kontrol ile karsilagtirilmasi

CvsH: Kontrol grubu ile hemorajik (kanamali) grubun karsilagtirilmasi
CYRG61: Sisteince zengin anjiyogenik indusir 61 (Cysteine-rich angiogenic inducer 61)
DNA: Deoksiriboniikleik asit

DSE: Asagidaki dizi elementi (Downstream sequence element)

EJC: Ekson-ekson birlesim kompleksi (exon-exon junction complex)
EndMT: Endotelyal-Mezenkimal Geg¢is (Endothelial-mesenchymal transition)
ESE: Ekzonik splayzing enhansir

EZH2: Enhancer of zeste homologue 2

FAT-H domain: C-terminal fokal adezyon hedefleyen-homoloji (Focal adhesion
targeting-homology) domain

FOXO1: AKT — dependent forkhead box protein O1



Xiii

GBM: Glioblastoma

GO: Gene ontology

GTP: Guanozin trifosfat (Guanosine triphosphate)
HCE: Human Capping Enzim

HCE: Human Capping Enzyme

HEGI: Heart of Glass 1

HGNC: HUGO Gene Nomenclature Committee
HHD: Harmonin homology domain

HUGO: Human Genome Organisation

ICAPI: Integrin sitoplazmik domain-iligkili protein-1 (Integrin cytoplasmic domain
associated protein-1)

IVT: In-vitro Transkripsiyon

KLF4: Kruppel-like faktor 4

KRIT1: K-rev interaction trapped 1

IncRNA: Long non-coding RNA

MAPK: mitogen-activated protein kinase

MEKK3: Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 3
miRNA: mikro RNA

MRI: Manyetik Rezonans Goriintiileme (Magnetic resonance imaging)
mRNA: Mesajc1 Riboniikleik asit

mRNP: mRNA-protein kompleksi

MS: Multiple skleroz

MST4: Memeli STE20-like protein kinaz 4

MT: RNA 7-methyltransferase

MT: RNA 7-metiltransferaz

NMD: Anlamsiz mutasyon-aracili mRNA bozulmast (Nonsense-mediated mRNA
decay)

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man
ORA: Overrepresentation enrichment analysis
PC1: Principal component 1

PC2: Principal component 2



X1V

PCA: Principle Component Analysis
PCNA: Proliferating cell nuclear antigen
PDCDI10: Programmed cell death 10
PIC: Pre-inisiasyon kompleksi (Pre-initiation complex)
Pol II: Polimeraz II

Poli-A: Poliadenozin-A

Pre-mRNA: prekiirsor-mRNA

PTB: Phosphothyrosine-binding domain
PTC: Prematiire terminasyon kodonu
RhoA: Rho activated

RMA: Robust Multi-array Average
RNA: Riboniikleik Asit

RNAP II: RNA polimeraz II

ROCK: Rho kinaz

siRNA: Small interfering RNA

SKM: Serebral Kavernoz Malformasyon
snoRNA: Small nucleolar RNA

snRNA: Small nuclear RNA

SRC: Stereotaktik Radyocerrahi

SRSF2: Serin ve arjinince zengin splayzing faktorii 2 (Serine And Arginine Rich
Splicing Factor 2)

TBP: TATA-baglayan protein

TBP: TATA-baglayan protein (TATA-binding protein)

TdT:Terminal deoksiniikleotidil transferaz

TF: Transkripsiyon Faktori

TFII: Polimeraz II i¢in transkripsiyon faktorii

TGF-B: Transforme edici biiyltime faktorii-f (transforming growth factor-3)
TREX: Transkripsiyon taginim (Transcription export) kompleks

TrkA: Tropomyosin receptor kinase A

UDG: Urasil DNA glikozilaz

UTP: Uridin trifosfat (Uridine triphosphate)



VEGF:Damar endoteli biiylime faktorii (Vascular endothelial growth factor)
VEGEF: Vascular endothelial growth factor

VEGFR: Vascular endothelial growth factor receptor

WebGestalt: WEB-based Gene SeT AnaLysis Toolkit

N : Kesigim kiimesi

| : Anlatimi azalan gen

1: Anlatimi artan gen

XV



XVvi

OZET

Eren Gozel, H. (2018). Kavernom Dokusunda Genom Capli mRNA Ekspresyon
Analizi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Doktora
Tezi. Istanbul.

Anahtar Kelimeler : Serebral Kavern6z Malformasyonlar, mRNA, Mikroarray Analizi,
Genom capli, Parafine gémiilii doku.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No:55143

Serebral Kaverndz Malformasyonlar, beyin kanamalari, epileptik ndbetler, fokal
norolojik bozukluklar veya bas agrilarina neden olabilen, yavas akimli ve kilcallarin
bogiirtlen benzeri sekil kazandiklar1 bir damar bozuklugudur. Azalmis apoptozis, sinyal
yolaklar1 bozukluklari, kontrol edilemeyen proliferasyon, artmis motilite ve 6zellikle
anjiyogenez gibi bircok hiicresel silirecte gen diizeyinde degisimler olmaktadir. Bu
patofizyolojik slireclere neden olan degisimlerin mRNA diizeyinde incelenebilmesi
icin,alt1 farkli hastaya ait kavernom dokusu parafin bloklar1 ve dort farkli bireye ait
normal beyin dokusu parafin bloklarindan mRNA izolasyonu ve tam genom mikroarray
analizi yapilmistir. Deney tasariminda hastalarinii¢ tanesi epilepsi, kalan ii¢ tanesi ise
hemoraji ile iligkili belirtiler gostermektedir. Elde edilen ham veriler biyoinformatik
yontemlerle analiz edilerek Once ekspresyonu anlamli sekilde degisiklik gosteren ilk
200 gentespit edildi. Daha sonra anlamli bulunan genlerin ekspresyon profilleri ve yolak
analizleri yapildi. Sonugta elde edilen yeni aday genlerin ekspresyon profillerinin
yanisira, kavernom vakalarindadamar sizdirmalarina ve hiicresel degisimlere neden
olabilecek baglant1 ve yap1 proteinlerini, hiicre boliinmesini kontrol eden proteinleri,
epilepsi ile ilgili proteinleri kodladig1 ortaya konulmustur. Bu calisma ile kavernom
patogenezi ile ilgili yeni transkriptom veriseti olusturulmus ve aday genler literatiire
kazandirilmistir. Bu bilgilerin 1s181inda gerceklestirilecek ileri ¢alismalarin, kavernom
dokusundaki hiicresel degisimlerin, epileptogenez ve damar biitlinliigiiniin yitirilmesi
stireglerinin daha 1yi anlasilmasini saglayarak, tan1 ve tedaviye yonelik yeni yontemlerin
gelistirilmesine katki saglayabilecegibeklenmektedir.
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ABSTRACT

Eren Gozel, H. (2018). Genome-wide Analysis of mRNA Expression in Cavernous
Tissues. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Molecular
Medicine. Doktora Tezi. Istanbul.

Key Words: Cerebral Cavernous Malformations, mRNA, Microarray Analysis,
Genome-wide, Paraffin embedded tissue.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 55143

Cerebral Cavernous Malformation is a slow-flow mulberry-shaped vascular anomaly
that may lead to hemorrhages in brain, epileptic seizures, focal neurologic disorders or
headaches. There are gene-level changes in many cellular processes such as decreased
apoptosis, signal pathway disorders, uncontrolled proliferation, increased motility and
especially angiogenesis. In order to investigate the changes in these pathophysiological
processes at the mRNA level, mRNA isolation and whole genome microarray analysis
was performed from paraffin blocks of cavernous tissue from six patients and four
healthycontrols. Three out of sixpatients were having symptoms that are associated with
epilepsy and the remaining three were associated with hemorhagy. Viabioinformatics
tools, top 200 significantly differential expressed genes were identified from the raw
data. Next, expression profile and pathway analysis results were obtained. The resulting
candidate genesencode proteins that control cell division, involved in epilepsy, have a
function in cell structure and cell junction, which can cause vessel infiltration and
cellular alterations in cavernous malformations.In this research, new transcriptome
dataset and novel genes that may be associated to cavernous pathogenesis have been
introduced into the literature. It is expected that further studies in the light of this
information may contribute to the development of new methods for diagnosis and
treatment by providing a better understanding of the cellular changes in cavernous
tissue, epileptogenesis, and vascular disintegration processes.



1. GIRIS VE AMAC

Bu tezin Oncelikli amaci, daha Once literatiirde ac¢iklanmamis mRNA —
kavernom olusumu iliskisini, kavernom dokusunda genom capinda mRNA analizi

yaparak ortaya koymaktir.

Saglikli beyin dokular1 ile kavernom dokularindaki mRNA anlatim profilleri
karsilagtirmali olarak incelendiginde ayirt edici, biyopsi i¢in yonlendirici veya alternatif

olarak kullanilabilecek mRNA biyobelirteclerinin belirlenmesi hedeflenmektedir.

Anlamli mRNA anlatimlar1 bulundugu takdirde bunlarin islevlerine uygun

olarak hastalik patogenezi agiklanmas1 amaclanmaktadir.

Calismanin ikinci amaci ise molekiiler caligmalarda giivenle kullanilabilecek
taze doku alternatifleri olarak parafin doku bloklarmin denenmesidir. Ozellikle néronal
hastaliklarla yapilan ¢alismalarda en biiylik zorluk olan taze doku eldesi, parafine-
gomiilli dokular kullanilarak asilmaya c¢alisilmistir. Parafine-gomiilii doku kullanimu ile;
zaman kazanimi, daha kaliteli (¢calisma icin belirtilen kriterlere tam uyumlu) dokular ile
calisma, patoloji arsivlerinde bekleyen dokularin literatiire kazandirilmasi, ayni doku ile
zaman sinirt olmadan tekrar ¢alisilabilmesi, hastaligin seyrini ve hastalara post-operatif
uygulanan tedavilerin takip edilebilmesinde kolaylik saglamasi gibibir¢ok avantaj
kazandirmaktadir. Parafin dokularin kullanildig1 ve elde edilen iiriin verimliligin ytiksek
oldugunu gosteren caligmalarin literatiirde artmasi,benzer c¢aligmalarin yapilmasini da

tesvik edecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kan Damarlan

Insan viicudunda baslica 5 cesit kan damari bulunmaktadir: Arter, arteriyol,
kapiller, ven, veniil. Arterler kan1 organlara tasirken, venler ise dokulardan gelen kani
kalbe dogru tasimaktadirlar. Biiyiik, elastik arterler kalpten c¢ikar ve dallanarak orta
biiylikliikteki muskiiler arterleri, onlar da dallanarak boyutca daha kii¢iik olan
arteriyolleri olusturmaktadirlar. Arteriyoller dokuya girerken ‘kapiller’ adi verilen
bliyiikliik olarak daha kii¢iik olan damarlara dallanmaktadirlar. Bu damarlarin ince

duvarlar1 kan ve dokular arasindaki madde degisimine olanak saglamaktadir.

2.1.1. Kapillerler

5-10 um ¢apindaki kapillerler(capillus=kiigiik sac¢), viicudumuzun en kiiciik kan
damarlarini olusturmaktadir. Bu damarlar u-seklinde yapilar olusturarak arteriol akis ile
vendz akis arasinda bir baglant1 bolgesi olusturmaktadirlar.20 milyardan fazla kapiller
kisa dallanmalar yaparak hiicrelerin arasindan gecerek damarlari  birbirine
baglamaktadir. Bu biiylik kapiller ag sisteminin yiizeyi hiicreler ile direkt temas
halindedir. =~ Burada kan akisi, metarteriyollerden  kapillerler  {izerinden
postkapillerveniillere dogru gerceklesmektedir ve bu akisa mikrosirkiilasyon
denmektedir. Eritrositlerin ¢ap1 8 pm oldugundan kapillerlere giren bu hiicreler ¢ogu

zaman liimenden gecebilmek i¢in kendi tizerlerine katlanmaktadirlar.

Kapillerlerin temel gorevi kan ile intersitisyal sivi arasindaki madde aligverisini
gerceklestirmektir. Neredeyse viicuttaki her hiicrenin yakininda bir kapiller
bulunmaktadir ve hiicre etrafindaki damar sayisi, hiicrenin metabolik aktivitesi ile dogru
orantil1 olarak artmaktadir. Epitel dokuda, korneada, goziin lensinde ve kikirdakta ise

kapiller bulunmamaktadir.

Kapiller duvarinda, tunika mediya ve tunika eksterna tabakalar
bulunmamaktadir. Bunun yerine madde aligverigine olanak saglamak amaciyla, damar

sadece tek sira yassi epitel ve altindaki bazal membrandan olugmaktadir.

Insan viicudunda 3 cesit kapiller bulunmaktadir: Siirekli(continuous) kapiller,

fenestrali kapiller ve sinuzoidler.



Viicutta en fazla bulunan kapiller ¢esidi ‘siirekli’ olandir. Bu kapiller ¢esidinde
endotel hiicreler birbirine bitisik olarak siralanarak kapali bir tiip seklindeki damari
olusturmaktadirlar. Siki baglantilar ile endotel hiicreler birbirine sikica baglanmistir ve
bu nedenle ¢cogu zaman ancak su ve cesitli iyonlarin gecisi buradan olabilmektedir.
Siirekli kapillerlere siklikla; merkezi sinir sisteminde, akcigerlerde, deride, kaslarda ve

ciltte rastlanilmaktadir.

Fenestrali(fenestr-=pencere) kapillerleri olusturan endotel hiicrelerinin plazma
membranlarinda, caplari 70-100 nm arasinda degisen biiyiikliiklerde kiigiik porlar
bulunmaktadir. Bu porlar daha biiyiik molekiillerin gegisine olanak saglamaktadir.
Fenestrali kapillerler; bdobrekte, ince bagirsagin villuslarinda, beyindeki koroid

pleksuslarda, gozlerdeki siliyar uzantilarda ve endokrin bezlerde bulunmaktadir.

Sinuzoidler, viicutta en az bulunan bu kapillerler, diger kapiller cesitlerine gore
daha genistir ve daha fazla kivrim igermektedirler. Endotel hiicreleri genis fenestralar
icermektedir. Bazal membran ise bazilarinda diizensiz olarak bulunmakta veya hig
bulunmamaktadir. Sinuzoidlerin igerdigi genis bosluklardan proteinler gibi biiyiik
molekiiller ve hatta baz1 durumlarda kan hiicreleri bile gecebilmektedir. Sinuzoidler;
kemik iliginde, karacigerde, dalakta, on hipofizde, paratiroid ve adrenal bezlerde

bulunmaktadir(Tortora ve Derrickson 2012).

2.2. Serebral Kavernoz Malformasyon

Serebral Kavernoz Malformasyon (SKM), merkezi sinir sisteminde bulunan
siirekli kapillerlerde, tekli veya coklu olarak liimen formasyonlarinin olusmasi ile
karakterize olan bir hastaliktir (OMIM #116860, 603284, 603285). Olusan bu liimen
yapilar1 nedeniyle damarlarda sizdirma veya kan-beyin bariyeri yapisinda bozukluklar
goriilebilmektedir(Cavalcanti ve ark. 2012).Asemptomatik olabilmekle beraber, bu
yapisal  bozukluklar;epileptik ~ ndbetler(%40-70),hemorajik  felg(%30-40)  ve
basagrisi(%10-30) gibi ciddi norolojik semptomlara neden olabilmektedir(Kumar ve

ark. 2014).

SKM lezyonlart beynin her bolgesinde olusabilmektedir. Bununla birlikte
lezyonlarin, %76’s1 supratentoryal bolgede, %23’ infratentoryal bolgede ve %1 °lik bir
orandaki lezyon ise her iki bolgede de goriilmektedir(Gross ve ark. 2011). Bir

calismada, supratentoryal kavernoma sahip bireylerin %53’iinde epileptik ndbetlerin



goriildiigli ve infratentoryal kavernoma sahip bireylerin %64’iinde ise ndrolojik

bozukluklarin oldugu ortaya konmustur(Moriarity ve ark. 1999).

SKM’nin goriilme sikligi(prevalansi), genel populasyonda %0,1-0,5’dir. Ailesel
formda goriilen tiim vakalarin yaklasik %50 kadar1 Hispanik-Amerikali niifusta
goriilmektedir. Bu oran diger niifiislarda %20-40 arasinda degismektedir(Rigamonti ve
ark. 1988; Pozzati ve ark. 1996). Yapilan bu ¢alismalara istinaden, diinya ¢apinda 18 ile
22 milyon SKM hastas1 oldugu diisiiniilmektedir(Lanzino ve Spetzler 2007).

SKM, bebek ve cocuklarda goriilebilse de, bir ¢ok hastada semptomlarin
goriilmesi ¢ogunlukla 20 ile 50 yas araliginda olmaktadir(Robinson ve ark. 1991; Del
Curling ve ark. 1991; Zabramski ve ark. 1994). SKM vakalarinin %50-80’de higbir
semptom  goriilmez  iken,bazi  vakalarda da semptomlar birden ortaya
cikabilmektedir(Choquet ve ark. 2015; Kim 2016). SKM vakalarinin yaklasik %15-
20’si ise basagrisi ile gelen hastalarin tedavisi sirasinda ortaya ¢ikmaktadir(Robinson ve

ark. 1991; Del Curling ve ark. 1991).

En yaygin goriilen semptom epileptik ndbetlerdir ve goriilme sikligi %40’dan
%380’lere kadar ¢ikabilmektedir(Giombini ve Morello 1978; Robinson ve ark. 1991; Del
Curling ve ark. 1991; Rigamonti ve ark. 1988; Zabramski ve ark. 1994; Alvarez-Sabin
ve ark. 1991). Nobetlere neden olan temel mekanizma bilinmemekle beraber,
hemosiderindeki demir birikimi ile iligkili olabileceginden siiphenilmektedir. Demir, iyi
bilinen bir epileptogenik ajandir ve hayvan modellerinde epileptik ndbetleri tetiklemek

icin siklikla kullanilmaktadir(Willmore ve ark. 1978; Chusid ve Kopeloff 1962).

Intrakraniyel kanamalar, hem supratentoryal hem de infratentoryal konumlu
lezyonlarda goriilebilmektedir. Daha 6nce herhangi bir kanama goriilmemis hastalarda
yillik kanama goriilme riski %0,7-1,1 iken, daha Once kafai¢i kanama goriilen
hastalarda kanama olusma riski %4,5’e ¢ikmaktadir(Campbell ve ark. 2010; Robinson
ve ark. 1991; Chalouhi ve ark. 2011; Kondziolka ve ark. 1995). Kanama riskinin sikligi;
lezyonlarin hastada bulundugu yere, lezyonun boyutuna ve hastanin cinsiyetine gore
degisiklik gosterebilmektedir(Mouchtouris ve ark. 2014). Yiizeyel kavernomlardaki
kanama riski, daha derinde bulunan kavernomlara gore daha disiiktiir.
Ornegin,supratentoryal konumlu lezyonlarda kanama riski %0,4 iken, infratentoryal

konumlu lezyonlarda kanama riski %3,8’dir(Chalouhi ve ark. 2011; Porter ve ark.



1997). Ayrica kadin hastalardaki lezyonlar erkek hastalara goére daha agir bir tablo ile
seyretmektedir(Porter ve ark. 1999; Aiba ve ark. 1995).

SKM’nin sporadik ve ailesel formlar1 bulunmaktadir.Ailesel formunda ve
sporadik formun yaklasik %50’sinde; CCM1(KRIT1), CCM2(OSM veya malkavernin)
ve CCM3(PDCDI0) adli 3 genden en az birinde islev kaybi mutasyonlari
goriilmektedir(Draheim ve ark. 2014). Ailesel vakalarda, CCM1, CCM2 ve CCM3
mutasyonlarin goriilme siklig1 yaklasik olarak sirasiyla, %53-65, %15-19 ve %10-
22’dir(Spiegler ve ark.2014; Denier ve ark. 2006; Riant ve ark. 2013) ve otozomal
dominant kaliim gostermektedir. SKM’nin sporadik formunda, hastalarin aile
gecmisinde SKM vakalaria rastlanilmamaktadir ve MRI bulgular1 genellikle tek bir
lezyonu isaret etmektedir(Labauge ve ark. 1998; Petersen ve ark. 2010). Ailesel
formunda ise hastalarda ¢oklu ve zamanla biytlikligli artabilen lezyonlara
rastlanmaktadir(Rigamonti ve ark. 1988). Ayrica sporadik formda(%44), SKM iligkili-
vendz anomali gelisiminin, hispanik ailesel formlara(CCM1-CHM) (%1,2) nazaran
daha yiiksek insidansa sahip oldugu bildirilmistir(Petersen ve ark. 2010). Hispanik
ailesel ve sporadik formlarin genotipik farkliliklarindan bir digeri ise,ailesel CCM1-
CHM mutasyonlarina sahip bireylerdeki ak madde anomali prevalansinin(%15,4), yas-
uyumlu sporadik forma(%2,5) sahip bireylere ve saglikli bireylere(%?2,1) kiyasla daha
yiiksek olmasidir(Golden ve ark. 2015). Iki form arasindaki bu farkliliklarin nedeni
bilinmemekle birlikte, biiylik ihtimalle farkli gelisim mekanizmalarina sahip olduklarini

diisiindiirmektedir(Choquet ve ark. 2015).

SKM genlerinin iriinleri olan SKM proteinlerinin, yakin iligkili oldugu hiicre
iskeleti ve endotel hiicreleri arasindaki hiicre baglanti proteinleri {izerinden
anjiyogenezde onemli bir role sahip olduklarini gdstermektedir(Yadla ve ark. 2010).
Giliniimiize kadar olan siirecte, CCM1 gen bolgesinde 100’den fazla, CCM2’de 30 ve
CCM3’de 20 kadar mutasyon tespit edilmistir(Kumar ve ark. 2014; Draheim ve ark.
2014; Kim 2016). Bu mutasyonlarin ¢ogu ya erken kodon sonlanmasina ya da CCM gen
bolgelerinde biiyiik delesyonlara neden olmaktadir(Kim 2016).Bu anomaliler ise, damar
endotel yapisini bozarak, damarin bogiirtlen benzeri sekil almasina ve hiicre baglanti

proteinlerinde bozukluklara yol agcarak damarin sizint1 yapmasina neden olmaktadir.



2.2.1. SKM Proteinleri

2.2.1.1. CCM1(KRIT1- Krev interaction trapped 1)

SKM ile iliskili oldugu bulunan ilk gen bdlgesidir(Dubovskyve ark. 1995).
Kromozom 7q11.2-21’de bulunmaktadir(Kleaveland ve ark. 2009; Laberge-le Couteulx
ve ark. 1999). KRIT1 proteini, 736 aminoasitten meydana gelmektedir ve CCM
proteinleri icerisinde en biiytigiidiir. N-terminal Nudix domainini izleyen 3 adet NPxY/F
motifi ile Ankirin-tekrar domaini(ARD-Ankyrin repeat domain) ve C-terminal FERM
domaini icermektedir(Liu ve ark. 2013; Gingras ve ark. 2013; Li ve ark. 2012)(Sekil 2-

).
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Sekil 2-1: CCM1’in yapis1 ve domainleri(Draheim ve ark 2014).

Her ne kadar bu proteinin kendisi katalitik bir aktiviteye sahip olmasa da iliskili
oldugu diger proteinlerin bircok sinyal yolaginda gorev aldigi diistiniilmektedir.
KRIT1, erken embriyogenezin basinda 6zellikle biiyiik damarlarin endotel hiicrelerinde
eksprese olmaktadir(Guzeloglu-Kayisli ve ark. 2004). KRIT1 ayrica endotel hiicre
siirlarinda ve hiicre-hiicre baglant1 noktalarinda lokalize olmaktadir(Glading ve ark.

2007; Zawistowski ve ark. 2005).

Son yapilan kristallografik analizler, KRIT1 FERM domaini ile Rapl
proteininin baglandigin1 gostermektedir (Gingras ve ark. 2013; Li ve ark. 2012). Rapl

proteininin baglanmasi ile KRIT1’in mikrotiibiillere baglanmasini (Béraud-Dufour ve



ark. 2007) inhibe ederek KRIT1’in tekrar konumlanmasini ve hiicre-hiicre

stabilizasyonunu saglamaktadir(Liu ve ark. 2011).

KRIT1 FERM domaini aym1 zamanda transmembran proteinlerinden
HEG]1 (heart of glass 1)’e baglanmaktadir. HEG1 proteini, KRIT1’in hiicre baglanti
noktalarindaki lokalizasyonundan sorumludur. Zebra baliginda yapilan calismalar
sonucunda, Rapl veya HEGI proteinlerinden herhangi birine baglanamayan KRIT1
mutanti tagiyan baliklarda kardiyovaskiiler gelisim defektlerinin olusabilecegine isaret

etmektedir(Liu ve ark. 2011; Gingras ve ark. 2012).

KRIT1 proteinine baglanan baska bir protein, hiicrede B1 integrin aktivasyonunu
negatif olarak diizenleyen ICAPI(integrin cytoplasmic domain associated protein-1)
supressor proteinidir(Liu ve ark. 2013; Millon-Frémillon ve ark. 2008). Integrinler;
hiicrenin, hiicre-dig1 matrikse baglanmasinda goérev almanin yani sira hiicreden hiicreye
sinyal iletimi, emriyogenez ve doku tamiri gibi siireclerde de etkili olantransmembran
reseptorlerdir. ICAP1’in ilk tic NPxY/F motif iceren domainine KRIT1 ve B1 integrin
peptidleri baglanabilmektedir. ICAP1’in integrin yerine KRIT1’e baglanmasi, hiicrede
integrin aktivitesinin artmasina sebep olmaktadir(Liu ve ark. 2013). Tam mekanizmasi
bilinmemekle beraber, endotel hiicrelerde KRIT1’in ICAP1 proteinini stabilize ettigi
diistiniilmektedir. KRIT1 mutasyonlari, ICAP1 seviyelerini diisiirerek yine hiicrede 1
integrin aktivasyonuna neden olmaktadir(Faurobert ve ark. 2013). KRITI-ICAPI
etkilesimini bozacak yonde bir mutasyon, hiicrede anormal seviyede bir integrin
aktivasyonunu tetikleyerek, normal doku gelisiminin sekteye ugramasina neden

olabilmektektedir(Baranoski ve ark. 2016).

KRIT1 proteininin birgok 6nemli sinyal yolagi ile etkilesimde oldugu
diisiiniilmektedir. KRIT1 overekspresyonu, hiicrede HEY1 ve DLL4 (Notch sinyal
yolag1 aktivasyonu belirtecleri) artisi; KRIT1’in susturulmasi ise Notch sinyalizasyon
kaybi ile sonu¢lanmaktadir(Wiistehube ve ark. 2010). Notch sinyal yolagi, fosfoinozitol
3-kinaz (PI3K)/AKT aktivasyonu ve ERK1/2 baskilanmasi ile iliskilidir. Bunun bir
sonucu olarak endotel hiicrelerde ve Ozellikle SKM’de, KRIT1 islev kayb1
mutasyonlart, ERK1/2 fosforilasyon artisina neden olabilmektedir (Wiistehube ve ark.
2010). Kusurlu KRITT1 igeren endotel hiicrelerinde, Notch sinyalizasyonunda azalma ise

diizensiz damar tomurcuklanmasina ve anormal anjiyogeneze sebep olabilmektedir.



KRIT1 ayn1 zamanda reaktif oksijen tiirevlerinin yikimini diizenleyen yolaklarla
ile de etkilesim halindedir. KRIT1’in hiicrede azalmasi superoksit dismutaz-2’nin
ekspresyonunu azaltarak reaktif oksijen tiirevlerinin miktarinda artisa, AKT (protein
kinaz B) fosforilasyonuna ve FOXOI1(AKT —dependent forkhead box protein
O1l)fosforilasyonuna sebep olabilmektedir(Goitre ve ark. 2010).

KRITI’in konformasyonel organizasyonunun(a¢cik ve kapali formlari),
hiicredeki lokalizasyonu ve dolayli olarak sinyalizasyonda onemli bir rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Ornegin ‘acik’ konformasyonel formdaki KRIT1, ICAP1 ile
baglanabilmekteyken (Béraud-Dufour ve ark. 2007), ‘kapali’ formunda ise
mikrotiibilillere baglanabilmektedir (Francalanci ve ark. 2009). Bu baglanmanin ne

kadar 6zellesmis oldugu ve sinyalizasyonundaki énemi tam olarak anlagilamamustir.

2.2.1.2. CCM2(MGC4607, Malcavernin)

CCM2, 444 aminoaside sahip S51kDa agirliginda bir proteindir. PTB ve
Harmonin homology domain(HHD) adli iki domaini bulunmaktadir. Anlatim paterni
KRIT1’e benzeyen ve enzimatik aktivesi bulunmayan bu protein arteriyel endotel
hiicreler basta olmak tizere bir¢cok dokuda bulunmaktadir (Petit ve ark. 2006; Seker ve
ark. 2006). CCM2 proteini, baska bir¢cok proteinin yani sira KRIT1 ve PDCDI10
proteinlerine baglanabilmektedir (Hilder ve ark. 2007) (Sekil 2-2).
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Sekil 2-2: CCM2’nin yapis1 ve domainleri(Draheim ve ark 2014).




CCM2, biiyiik ihtimalle KRIT1 ile etkilesime girerek niikleusun i¢i ve dist
arasinda mekik dokumaktadir (Zhang ve ark. 2007). Endoteliyal hiicre—hiicre baglanti
bolgelerindeki varliginin  KRIT1 yoklugu ile kaybedilmesi, CCM2’nin baglanti
bolgelerine yonlendirilmesinde KRIT1’in rolii oldugunu gdstermektedir (Stockton ve

ark. 2010).

CCM2, sinir hiicrelerinde bulunan TrkA (Tropomyosin receptor kinase A) adli
bir reseptdr tirozin kinaza baglanarak, ndroblastoma veya medulloblastomada hiicre
Olimiini tesvik etmektedir (Harel ve ark. 2009). Hiicre olimiini tesvik etme

mekanizmasi ise tam anlamiyla bilinmemektedir.

CCM2, ayn1 zamanda MEKK3 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase
3) i¢in ozmo-duyarl skaffold proteinolarak da adlandirilmaktadir. Ozmotik soka bagl
olarak CCM2 membranda tekrar lokalize olarak p38 MAPK (mitogen-activated protein
kinase) aktivasyonunu tetiklemektedir (Uhlik ve ark. 2003; Zawistowski ve ark. 2005).
Yapilan bir ¢cok benzer ¢alisma, CCM2’nin MAPK yolaklarinda olduk¢a karmasik bir
islevi oldugunu isaret etmektedir fakat bu islevin tam olarak anlasilabilmesi i¢in daha

ileri aragtirmalar gerekmektedir.

2012 yilinda yapilan bir ¢aligmada endotel hiicrelerde olduk¢a fazla anlatimi
gerceklesen CCM2-like proteini tanimlanmistir(Zheng ve ark. 2012). Bu proteinin
hastaliklardaki rolii bilinmese de yapilan hayvan caligmalar1 bu proteinin CCM2 ile
KRIT1’e baglanma bakimindan yarisa girdigini gdstermektedir (Rosen ve ark. 2013;
Zheng ve ark. 2012).

2.2.1.3. CCM3 (PDCD10)

Ailesel SKM’ye sahip hastalarda yapilan genetik analizler ii¢lincii bir CCM
lokusunun kesfedilmesine olanak saglamistir. CCM3, 3q25.2-27°de lokalize olan 25kDa
agirhiginda bir proteindir. PDCD10, N-terminal dimerizasyon domaini (Kean ve ark.
2011; Li ve ark. 2010) ve C-terminal fokal adezyon hedefleyen-homoloji (Focal
adhesion targeting-homology - FAT-H) domaini igermektedir(Sekil 2-3).
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Sekil 2-3: CCM3’iin yapisi ve domainleri(Draheim ve ark 2014).

CCM2(Hilder ve ark. 2007; Voss ve ark. 2007), GCKIII serin/tireonin kinazlar
(Fidalgo ve ark. 2010; Xu ve ark. 2013; Zhang ve ark. 2013a), paxillin (Li ve ark.
2011), FAP-1 (PTPNI13 olarak da bilinmektedir) (Voss ve ark. 2007), protokadherin-y
(Lin ve ark. 2010), VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor) (He ve ark.
2010), UNC13D (Zhang ve ark. 2013b) ve striatin (Goudreault ve ark. 2009; Kean ve
ark. 2011) gibi bircok proteine baglanabilmektedir. Islevi hala bilinmemekle birlikte en
dikkat c¢ekici etkilesimlerden birisi  heterotrimerik KRITI-CCM2-PDCD10
kompleksidir (Hilder ve ark. 2007).

Proteomiks caligmalari, diizgiin bir kan damar1 filizlenmesi (sprouting) i¢in
gerekli olan {i¢lii protein kompleksininbilesenlerini ortaya koymustur. Bu bilesenlerden
biri de PDCD10 proteinidir. Bu protein, memeli STE20-like protein kinaz 4(MST4)ile
etkilesime girmektedir.PDCD10, over-eksprese oldugunda MST4’{in kinaz aktivitesinde
artisa, bu artis ise hiicrenin ¢ogalmasina sebep olmaktadir. PDCD10/MST4
compleksinin  olusumu ile ERK-MAPK yolagi {izerinden hiicre biiylimesi
diizenlenmektedir ERK-MAPK yolagi, hiicre proliferasyonunu diizenleyen bir yolaktir
ve bulgular bu yolaginSKM patogenezi ile iligkiliolabilecegini isaret etmektedir(Ma ve
ark. 2007).



11

Hiicrelerde PDCD10 proteinin anlatiminin artmasi ile hiicre gociiniin de arttigi
tespit edilmistir(Zhang ve ark. 2013a). Yonlendirilmis hiicre gogiiniin 6zellikle yeni
damar olusumunda 6nemli bir rolii olmasi bakimindan bu mekanizmadaki bir karisiklik

vaskiiler malformasyonlara neden olabilmektedir.

Ilging bir not olarak da, CCM3 genindeki mutasyonlar gerek insanlarda gerekse
hayvan modellerinde fenotipik olarak daha agir bir tabloya neden olmaktadir(Chan ve

ark. 2011; Yoruk ve ark. 2012; Song ve ark. 2013).

2.2.1.4. Heterotrimetrik CCM1-CCM2-CCM3 Olusumu: ‘CCM Kompleksi Sinyal
Platformu’

SKM proteinleri birbirleriyle direkt olarak etkilesim halindedirler ve CCM1-
CCM2-CCM3 temelli bir sinyalizasyon platformu olusturmaktadirlar(Stahl ve ark.
2008; Voss ve ark. 2007).Yapilan caligmalar, CCM2 ve CCM3 proteinlerinin
stabilizasyonu i¢in etkilesime girmelerinin sart oldugunu(Draheim ve ark. 2015) ve yine
aynt sekilde CCM1’in stabilizasyonu i¢in de CCM2 proteinine ihtiya¢ duydugunu
gostermektedir(Faurobert ve ark. 2013).Bu c¢alismalara gére CCM2’nin, CCM
kompleksinin olusumunda merkezi bir gérevde oldugunu diistindiirmektedir. Sahip
oldugu PTB domaini ve PTB’nin korunmus C-terminali; CCM1’in 2. ve 3. NPxY/F
motifleri ile ve CCM3’iin focal adhesion targeting homology(FAT-H) adli domaini ile
etkilesime girmektedir(Li X. ve ark. 2010). Bir fosfoharitalama ¢aligmasi, CCM2’de 3’1
PTB domaini iizerinde olmak tlizere 14 adet Ser/Thr fosforilasyon bolgesinin oldugunu
ve burada gerceklesen fosforilasyon tepkimeleri ile CCM sinyal kompleksinin
olusumunun etkilenebilecegini ortaya koymustur(Kim ve ark. 2011). Her ne kadar bu ii¢
CCM proteini bir araya gelerek bir kompleks olustursa da CCM3’lin fonksiyonunun bir
sekilde digerlerinden farkli olabilecegi diisiiniilmektedir(Kim 2016).

2.2.2. SKM Patogenezinde Rol Alan Mekanizmalar

2000’11 yillarin baslarina kadar SKM’ye neden olan veya SKM iligkili patojenik
mekanizmalar bilinmemekteydi(Choquet ve ark. 2015). Giinlimiizde ise birkag
mekanizma lizerinde durulmaktadir. Bunlardan ilki Knudsonian ‘two hit’(iki vurus)
hipotezidir. Ailesel formlarda c¢oklu lezyonlar goriiliirken, sporadik formlarda tek
lezyonun goriilmesi arastirmacilara, lezyonlara sebep olan mutasyonlarin Knudsonian
‘two hit’hipotezine uygun olup olmadiginmi diisiindiirmiistiir. Bu mekanizmaya gore,

SKM formasyonun olugmasi i¢in bir CCM gen bolgesindeki her iki allelin de tamamen
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kaybedilmesi(mutasyona ugramasi) gerekmektedir. Germline mutasyonu sonucunda
allellerden sadece biri kaybedilir(ilk vurus-first hit), fakat ikinci allelin kaybi i¢in
somatik bir mutasyon gerekmektedir. Bu goriise gore ailesel SKM, otozomal dominant
bir kalitim gosterse de aslinda hiicresel seviyede resesiftir(Labauge ve ark. 2007; Gault
ve ark. 2004; Akers ve ark. 2009). SKM’nin two hit hipotezine uygun oldugunu
gosteren bir¢cok caligma literatiirde mevcuttur(Gault ve ark. 2009; Gault ve ark. 2005;
Akers ve ark. 2009; Mc Donald ve ark. 2014; Kehrer-Sawatzki ve ark. 2002; Reich ve
ark. 2003; Plummer ve ark. 2004; Marini ve ark. 2004).

Ikinci bir agiklama haplo-yetersizlik(haploinsufficiency)’dir. Bu durumda ise
hasta, CCM genlerinin fonksiyonel tek bir kopyasina sahiptir. Diger kopya bir mutasyon
sonucunda inaktive olmustur. Bu fonksiyonel tek kopya ise proteinin islevini yerine
getirmesi icin yeterli olmamaktadir. Ornegin, endotel hiicreleri CCMI(+/-) ve
CCM2(+/=) haplo-yetersizlik gosteren farelerde damar gegirgenliginin arttig
gozlemlenmistir(Stockton ve ark. 2010).

Bagka bir oneri paradominant kalittmdir. Bu 6neri SKM’nin bazi 6zelliklerini
aciklayabilmektedir.Paradominant kalitimda, heterozigot bireyler fenotipe yansimayan
bir paradominant mutasyona sahiptirler. Bu 6zellik ise; ancak embriyogenez sirasinda
somatik bir mutasyon meydana gelirse, heterozigotlugun kaybina ve homozigot bir
mutasyonun ortaya ¢ikmasina neden olarak goriiniir hale gelecektir(Haasdijk ve ark.

2012).

SKM patogenezinde bir diger dnemli mekanizmanin otofaji ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. CCM1, CCM2 ve CCM3’iin bozulmasi ile mTOR-ULK1 yolagi
tizerinden otofaji supresyonu ve EndMT goriilmektedir(Marchi ve ark. 2015). Sadece
CCM1’in bozulmasi ile niiklear B-catenin lokalizasyonunda ve WNT sinyalizasyonunda

artis meydana gelmektedir(Glading ve ark. 2007; Borikova ve ark. 2010).

Son Oneri ise trans-heterozigositedir. Bu mekanizmaya gére SKM yolagindaki
farkli genlerdeki mutasyonlar, sinerjistik bir etki olusturmaktadir ve bu etki ile ayni
ailedeki farkli hasta bireyler arasinda ortaya c¢ikan klinik tablodaki farkliliklar
agiklanabilmektedir. Ornegin KRIT1, MGC4607 ve PDCD10 genlerindeki mutasyonlar
tek baslarina olustuklarinda klinikte cok az veya higbir degisiklik goriilmezken,

kombine sekilde olustuklarinda yiiksek intrakraniyel hemoraj insidansina neden
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olmaktadirlar(Gore ve ark. 2008; Revencu ve ark. 2006; Gault ve ark. 2004; Knudson
2001).

Yukarida bahsedilen mekanizmalarin daha ayrintili arastirilmasi gerekliliginin
yanisira; CCM1, CCM2 ve CCM3’iin sinyal iletimi ve patogenez ile iliskili

yolaklardaki islevlerinin de iyi anlasilmas1 gerekmektedir.

Yapilan calismalar, CCM1 ve CCM2 proteinleri arasinda gii¢lii bir etkilesim
oldugunuve bu protein etkilesiminin, hem SKM sinyallerinin diizenlenmesinde
(Zawitowski ve ark. 2005; Fisher ve ark. 2015), hem de genel sinyal yolaklarinda rol
oynayabilecegini isaret etmektedir(Yoruk ve ark. 2012). CCM3iin ise daha farkli sinyal
yolaklarinda etkili oldugu bilinmektedir(Chan ve ark. 2011; Yoruk ve ark. 2012; Song
ve ark. 2013; Zhu ve ark. 2010).

Aragtirmalar; KRIT1, CCM2 ve PDCDI10 proteinlerinin vaskiiler yapisal
olusumunda olduk¢a dnemli rolleri oldugunu isaret etmektedir. KRIT1 veya PDCD10
anlattmindaki kayiplar, Delta-Notch sinyalizasyonunda meydana gelen karisikliklar
neticesinde kontrolsiiz anjiyogeneze ve PDCDI10 proteinlerindeki degisimlerin ise
vendz endotelyal hiicre farklilasmasina yol agmaktadir (Wiistehube ve ark. 2010; You
ve ark. 2013; Zheng ve ark. 2010). Bunlara ek olarak, KRIT1 bozukluklar1 TTAM-—
PAR3-PKC{ polarite kompleksinin baglanti bdlgesindeki yerlesimini etkileyerek,
kontrolsiiz bir hiicre go¢ii ve bozulmus vaskiiler llimen formasyonuna neden olmaktadir

(Lampugnani ve ark. 2010).

SKM lezyonlarinda sikca goriilen damarlarin  sizdirmas1  hiicre-hiicre
baglantilarinin zayif veya diizensiz olmasi ile agiklanmaktadir. KRIT1, hiicre baglanti
proteinlerinden VE-cadherin, a-catenin, f-catenin, AF6 (afadin veya MLLT4 olarak da
isimlendirilmektedir) ve p120-catenin ile iligkilidir (Glading ve ark. 2007). KRITT1 islev
kaybi1 mutasyonlari,  p-catenin ve VE-cadherin’in hiicre-hiicre baglantilarinda
anlatiminin azalmasina, niiklear B-catenin ve onun transkripsiyonel hedeflerinin ise
artmasina neden olmaktadir (Glading ve Ginsberg 2010). Baska bir ¢alismada ise Rho
aktivasyonu ile CCM proteinlerinin iligkisi ortaya konmustur. RhoA ve efektoériiRho
kinaz(ROCK)’1n aktivasyonu ile stres fiber formasyonu tetiklenerek sonucunda siki
baglantilarin  stabilitesinde azalmalar, anormal ekstraseliiler matriks yeniden

diizenlenmeleri ve endotel gecirgenliginde artis goriilmektedir(Jaffe ve Hall 2005).
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CCMI, CCM2 ve CCM3’in kaybinin Rho aktivasyonunu  arttirdigi
bilinmektedir(Borikova ve ark. 2010).

CCM1 ve CCM2 kayiplar1 B1 integrin aktivasyonunu arttiran ICAP-1’in
destabilizasyonuna neden olmaktadir. Bl integrin aktivasyonu ise RhoA-bagimli
kontraktiliteyi(Faubert ve ark. 2013; Whitehead ve ark. 2009) ve endotel hiicrelerde
p38, Akt ve ERK1/2 aktivasyonunu arttirmaktadir(Zhu ve ark. 2010). Anormal Rho
aktivasyonuna sporadik SKM vakalarinda da rastlamilmistir(Stockton ve ark. 2010;
McDonald ve ark. 2014).

Yakin zamanli ¢alismalar, CCM1 loss of function farenin endotel hiicrelerinde,
endotel-mezenkimal  donilistimiin(endothelial-mesenchymal  transition  (EndMT))
varligin1 gostermektedir(Maddaluno ve ark. 2013; Cuttano ve ark. 2015). EndMT,
kardiak fibrosis ve kanser progresyonunda goriilmektedir. Bu durumun; endotel hiicre
fenotipini degistirerek, hiicresel baglant1 kayiplarina neden oldugu, hiicrenin endotel-
spesifik markerlarim1 kaybederken, mezenkimal spesifik marker ve go¢ etme 6zellikleri
kazanmasina yol agtig1 bilinmektedir. EndMT, endogen6z kemik morfogenetik protein
6(endogenous bone morphogenetic protein 6-BMP6) nin upregiilasyonu ve transforme
edici biiyiime faktori-B(transforming growth factor-p - TGF-f)’nin aktivasyonu
sonucunda ortaya c¢ikabilmektedir(Kim 2016). CCMI, bir Notch aktivatoriidiir ve
CCM1, ICAPI ve CCM3 kayiplarinda Notch sinyalizasyonunda downregiilasyona yol
acarak anjiyogenezi arttirdigi bilinmektedir(Wiistehube ve ark. 2010; Brutsch ve ark.
2010; You ve ark. 2013). Bu bulgular ise, CCM1’in overekspresyonunun Notch
aktivasyonuna ve VEGF ile uyarilmasi sonrasi anjiyogenez sproutingde azalmaya neden
oldugunu diistindiirmektedir(Wiistehube ve ark. 2010). CCM1-aracil1 Notch inhibisyonu
ve Kruppel-like factor 4(KLF4) indiiksiyonu, BMP6’nin upregiilasyonuna ve
EndMT’ye yol agmaktadir(Cuttano ve ark. 2015; Wiistehube ve ark. 2010). Baska bir
calisma ise CCM1 ve CCM3’deki (fakat CCM2 degil) bozukluklarin niiklear B-catenin
ve VEGEF sinyallerinde artisa sebebiyet verdigini isaret etmektedir(You ve ark. 2013;
DiStefano ve ark. 2014).

SKM proteinlerinin VEGF ve Notch sinyal yolaklarina dahil olmasi, bu
proteinlerin, lezyondaki endotel olmayan hiicreler {iizerine de parakrin bir etkisi
olabilecegini akla getirmektedir. Ger¢ekten de bir ¢calisma, CCM3 bozuklugunun VEGF

sekresyonunu arttirmak suretiyle endotel hiicrelerde Erk1/2 ve AKT’yi aktive ettigini
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(Zhu ve ark. 2010;Zhu ve ark. 2015) ve Glioblastoma(GBM) ksenograft fare modelinde,
endoteliyal CCM3 bozuklugunun GBM hiicre proliferasyonunu indiikleyerek timor
progresyonunu arttirdigin1 gostermektedir(Zhu ve ark. 2015). Bagka bir ¢aligmada ise,
CCM1 knockdown edilmis endotel hiicrelerinin yanindaki perisit hiicrelerindeki Notch
sinyalini deregiile ettigi belirtilmistir(Schulz ve ark. 2015).

Kombinasyonal etkiler ve genetik degistiriciler, SKM’nin radyolojik ve klinik
olarak eksik penetrasyonunu kismen de olsa aciklayabilmektedir. Azalmis ekspresyon
veya proteinlerin bozulan fonksiyonlar1 ile olusan kombinasyonal etkiler, zebra
baliginda gosterilmis(Gore ve ark. 2008) ve buradaki genetik yatkinligin oksidatif stres
ile iligkili olabilecegi onerilmistir(Choquet ve ark. 2015; Rinaldi ve ark. 2015). SKM
patogenezinde oksidant yolag: iliskisini gosteren baska c¢alismalarda ise; CCM1’in, bir
antioksidant proteini olan SOD2’nin ekspresyon seviyesini diizenleyebildigi

gosterilmistir (Goitre ve ark. 2010; Rinaldi ve ark. 2015).

CCM genlerinin SKM lezyonlar ile iliskisi birgok c¢alisma ile agiklanmaya
calisilsa da hem iliski hem de mekanizma yoniinden agiklanmasi gereken bir ¢ok
karanlik nokta varligini korumaktadir. Ornegin, CCM1 ve CCM2 mutasyonlart
goriilmeyen bir ¢ok ailede CCM3 gen mutasyonun goriilme frekansinin diisiik olmasi
(Bergametti ve ark. 2005; Denier ve ark. 2006; Liquori ve ark. 2006; Liquori ve ark.
2007) ve ozellikle ailesel vakalarin %5-15’inde her ii¢ gende de bir mutasyonun tespit
edilememesi  arastirmacilar1  bagka genlerin veya  proteinlerin  varligim

diisiindiirmektedir(Riant ve ark. 2013).

Yapilan son aragtirmalar, SKM iligkili yeni genlerin varligin1 ve o&zellikle
norovaskiiler mikro-¢evresindeki degisimlerin lezyon olusumunda rolii olabilecegini
isaret etmektedir (Boulday ve ark. 2011; Dammann ve ark. 2013). Bu lokal degisimlerin
mRNA diizeyinde incelenmesi ile hastaligin patogenezi, tanimlanmasi ve tedavisi ile

ilgili literatiirde karanlik kalmig kisimlara 151k tutabilecegine inanmaktayiz.

2.2.3. SKM Teshis ve Tedavisi

Cogu zaman semptom olusturmayan SKM’lerin teshisi olduk¢a giictlir. Damar
bozukluklarinin teshisinde yogun olarak kullanilan ve ozellikle vendz bozukluklari
tespit edebilen anjiografi, SKM teshisi i¢in yetersiz kalmaktadir. Dogru bir SKM teshisi

icin manyetik rezonans goriintiilemesi(MRI) uygulanmalidir(Mouchtouris ve ark. 2014).
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Giliniimiizde SKM i¢in, mevcut 3 tedavi segenegi bulunmaktadir: Mikrocerrahi
ile rezeksiyon, Stereotaktik radyocerrahi ve Konservatif tedavi. Bu yontemlerin diginda

onaylanmisg bir tibbi tedavi bulunmamaktadir.

Mevcut tedavi segeneklerinden hangisinin hastaya uygulanacagi ise,
semptomlarin goriiliip goriilmemesi, epilepsinin varligi, birincil veya tekrarlayan
kanamalar, norolojik bozukluklar gibi bir dizi faktére baghdir. Yine de SKM’nin temel
patofizyolojisinin bilinmemesi, 6zellikle cerrahi olarak erisimin zor oldugu bdolgelerde
bulunan kavernomlara rezeksiyon uygulanamamasi gibi nedenler tedavi siirecini ve yeni

tedavi uygulamalarinin gelistirilmesini zorlagtirmaktadir.

2.2.3.1. Mikrocerrahi ile Rezeksiyon
SKM’ler, damarlarda biiyiime artiginin veya gerilemesinin goriilebildigi, bazen
de novo lezyonlarin da olusabildigi dinamik yapili lezyonlardir(Raychaudhuri ve ark.

2005; Clatterbuck ve ark. 2000).

SKM’nin cerrahi olarak almabilmesi icin, hastalarin beynindeki birden fazla
bolgede kanama olusmasi, rezeksiyonun yapilacagi bolgeye cerrahi erisimin kolay
olmast1  veya  lezyonlarin  ndrolojik  bozukluklara  sebebiyet  vermesi

gerekmektedir(Steinberg ve ark. 2000).

Ameliyattan 1-2 hafta 6nce,0dem olusumunu azaltmak adina hastayasteroid
verilmektedir. Rezeksiyonu takiben bolgede; gliozis, kalsifikasyon veya hyalin

dejenerasyonu goriilebilmektedir(Mouchtouris ve ark. 2014; Wang ve ark. 2003).

Tekrarlayan kanamalar1 engellemek adina lezyonun tamaminin alinmasi
gerekmektedir. Tamami alinmayan lezyonlara ait cerrahi kalintilar nedeniyle hastalarin
%40’1inda kanamanin tekrarladigi goriilmektedir. Bu nedenle operasyonu takiben 72
saat icerisinde hastaya MRI c¢ekilmesi Onerilmektedir. Lezyon kalintilarinin tespiti
yapilirsa hastaya miimkiin olan en kisa siire i¢erisinde tekrar cerrahi olarak miidahalede

bulunulmasi gerekmektedir(Cenzato ve ark. 2008).

Semptomlara neden olan lezyonun lokasyonu, beynin énemli fonksiyonlarin
getiren bolgelerde(noneloquent area) bulunmuyorsa bu tip SKM’lerin cerrahi olarak
alinmasi 6nerilmektedir. Boylelikle mevcut epilepsi ve gelecekte meydana gelebilecek
kanamalarin da tedavisi yapilmis olmaktadir(D’ Angelo ve ark. 2006; Bertalanfty ve ark.

2002). Fakat beynin 6nemli fonksiyonlarini getiren bolgelerde(eloquent area) bulunan
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ve az veya herhangi bir semptom gostermeyen lezyonlarin rezekte edilip edilmeyecege

karar vermek oldukca gii¢ olmaktadir.

Mikrocerrahi ile rezeksiyon, lezyona bagli nobetlerin uzun doénemli tedavileri
icin de bir secenek sunmaktadir. Supratentoryal lezyonlara bagl epilepsi geciren 1226
hasta ile yapilan bir ¢alismada, rezeksiyonu takiben bu hastalarin %75’inde bir daha
nobet gozlemlenmemistir. Ayni1 ¢alisma, 1,5 cm’den kiiclik ve tekli lezyonlara sahip
hastalarin, semptomlarin baglamasini takiben bir yil icerisinde ameliyat edildiginde
nobet kontrol basarisinin arttigint gostermistir(Englot ve ark. 2011). Baska bir
calismada; epilepsi tedavisi kapsaminda 26 hastaya,cerrahi operasyon siiresince 1.5 T
MRI(iopMRI) ve noronavigasyonel programlar yardimiyla cerrahi rezeksiyon
uygulanmistir. Uygulama sonucunda(ortalama 47,7 ay boyunca yapilan postoperatif
gbzleme dayanarak), bu hastalarin %80,8’inde tam bir epilepsi tedavisi basarisi elde
edilmistir(Sommer ve ark. 2013). iopMRI kullanimi ile lezyonun tamaminin alinmasi
gerceklestirilmistir. Bu sayede, 6zellikle cerrahi rezeksiyon sonucu epilepsi tedavisi
miimkiin olmayan hastalarin (mevcut hastalarin %23’i) tedavisi saglanmistir(Englot ve
ark. 2011; Kim ve ark. 1997). Bu basarilara ragmen, operasyon sonucu ortaya
cikabilecek komplikasyonlar dikkate alinarak, epilepsi kontroliinde birincil tedavi

segenegini antiepileptik ilaglar olugturmaktadir.

2.2.3.2. Stereotaktik Radyocerrahi

Mikrocerrahi ile rezeksiyon, kavernom tedavisinde birincil yontem olsa da,
Ozellikle cerrahi ile erisimi zor bolgelerde olusabilecek komplikasyon riskinin yiiksek
olmasi bagka tedavi seceneklerine ihtiya¢ duyulmasina neden olmaktadir. Cerrahi riskin
yiiksek oldugu vakalarda stereotaktik radyocerrahi(SRC), lezyonun dogal gelisimini

onlemeye yardimei olabilecek etkili ve giivenli bir yontemdir(Chalouhi ve ark. 2013).

Literatiirde bu yontemin etkili oldugunu ortaya koyan birgok ¢alisma mevcuttur.
Ornegin bir ¢aligmada, yiiksek riskli SKM hastalarna SRC uygulamasin takiben ilk iki
yilda hemoraj riskinin %32,5’ten %10,8’lere diistliglinii ve iki yi1ldan sonraki periyotta
ise bu riskin %1 lere diistiigii gozlemlenmistir(Lunsford ve ark. 2010). Ayn1 ¢alismada,
hastalarin %18,4’linde radyasyonun neden oldugu yan etkilerin goriildiigii belirtilmistir.
Fakat, gelisen teknoloji ile beraber bu oran %8’lere gerilemistir(Lunsford ve ark. 2010;
Chalouhi ve ark. 2013). Bu tedavi segenegi 6zellikle erisimi zor SKM vakalarinda umut

vaadetse de, uzun donemde gelisebilecek yan etkiler gézoniine alinmalidir.
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2.2.3.3. Konservatif Tedavi

Girigimsel tedavilerin olusturabilecegi potansiyel riskler, SKM tedavileri i¢in
farkl1 tedavi alternatiflerinin gelistirilmesini zorunlu hale getirmektedir. Girisimsel
olmayan tedavi seceneklerinden birisi olan konservatif tedavide, lezyonlara dogrudan
miidahale edilmemekte ve lezyon progresyonu dogal silirecine birakilmaktadir.
Konservatif tedavide; lezyon yerine, lezyonlarin hastada sebep oldugu klinik etkilere

miudahale edilmektedir.

Bir calismada, 17 refraktér olmayan(Nonrefractory) epilepsi hastasi 5 yil
boyunca sadece klinik semptomlarina yonelik tedavi aldiklar1 ve bunlarin
12’sinde(%70,6) epileptik nobetlerin tamamen gectigi rapor edilmistir(Ferndndez ve
ark. 2012). Fakat diger ¢aligmalar SKM hastalarinin uzun dénemde cerrahi rezeksiyon
tedavisi goren hastalarin konservatif tedavi alanlara gore klinik olarak daha iyi
olduklarini iddia etmektedir(Porter ve ark. 1999; Bozinov ve ark. 2010). Garrett ve
Spetzler adli arastiricilar ise konservatif tedavi géren 14 hastadan; %50’sinde iyilesme
goriildiigiinii veya hastaligin ilerlemedigini, %29’unda hastaligin kétiilestigini, %7’ sinin

oldiigiinii ve %14 liniin ise tedaviyi tamamlamadigini ortaya koymuslardir.

Konservatif tedavi ile ilgili birkag arastirma literatiirde bulunsa da bu
calismalarda cesitli limitasyonlar s6z konusudur. Bu limitasyonlar ise biiyiik hasta
gruplar ile ¢alisilmamasi, deneylerin randomize olmamasi gibi nedenlerdir. Bunlarin
yani sira cerrahi rezeksiyon tedavisi onerilmeyen hastalar zaten klinik olarak kontrol
edilebilir epilepsiye sahip olanlar veya cerrahi opsiyonu reddeden hastalardan
olugmaktadir. Bu nedenle bu tip tedavi yonteminde calisilan hasta grubu genelikle; ya
fazla semptomatik olmayan hastalardan ya da dogal progresyonu normal bir SKM
hastasina gore daha hafif olan hastalardan olusmaktadir. Bu da bu tip aragtirmalardaki
deneysel sonuglar1 dogrudan etkilemektedir. Biitiin bunlara ek olarak, SKM hastalarinin
sadece birkac yil izlenmesi yeterli olmamaktadir. Cilinkii bu tedavi yontemi, hastalarda
herhangi bir olumsuz durum olustugunda, erken tedavi i¢in ge¢ kalindigindan hastalarda

kalic1 ndrolojik hasarlarin olugsmasi riskini arttirmaktadir.

2.3. Riboniikleik Asit(RNA)
RNA molekiilii, 4 farkli tipteki niikleotid altiinitesinin birbiriyle fosfodiester
baglar1 ile baglanarak olusturdugu linear bir polimerdir. 1ki o6zelligi ile

Deoksiribontikleik  asitten(DNA)  ayrilmaktadir: 1. RNA’daki  niikleotidlere
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‘riboniikleotid” denmektedir ve bunlar adenin, guanin, sitozin ve urasil bazlarindan
olusmaktadir. 2. RNA’da riboz sekeri bulunmaktadir. Ayrica RNA tek zincirlidir ve bu

zincir kendi tizerine katlanabilmektedir.

2.3.1. mRNA Biyogenezi ve Transkripsiyon

Bir hiicredeki RNA molekiiliiniin olusturulmasi DNA transkripsiyonu ile
olmaktadir (Sekil 2-4). Transkripsiyon, ¢ift zincirli DNA molekiiliiniin bir kisminin
acgilmasi ile baslamaktadir. Agilan zincirlerden biri RNA molekiiliiniin sentezlenmesi
icin kalip gérevi gormektedir. Bu kaliba uygun olarak guanine sitozin, DNA’daki timine
karsilik adenin, adenine karsilikise urasil bazlar gelmektedir. Kaliba tam karsilik gelen

bu bazlar kovalent baglarla birleserek RNA zincirini olusturmaktadirlar.

transcription [2]
initiation,elongation termination

quality control

; in the nucleus [5-1] | aberrant mMRNA mRNA processing 1 / coupling [3]
iretention at the nuclear periphery. éne § I?‘_Pl""'lﬂa J;]"ZI

‘retention and degradation s!a s,

rat the tmnscrlptlgn sitc 3 adenylation [3-4]

v coupling [4-2
CBC : pling [4-2]

formation of export-competent mRNA

nuclear pore complex
nucleus mpc) P mRNA export [4]

cytoplasm
pionaer-round of translation

|translation-dependent
quality control [5-2] | 3perrant mRNA CBC m

NMD —_— G—\_g,@,_c:—o— KARRAA

NSD

NGD /
ribosomee

- translation

polysome

Sekil 2-4: mRNA’nmin yasam dongiisii(Fujiwara ve ark. 2012)

Transkripsiyon, RNA polimeraz adi verilen enzimler ile ger¢eklesmektedir. Bu
enzimler, yeni eklenen niikleotidler arasindaki fosfodiester baglari katalizleyerek 5'- 3”
yoniinde RNA zincirinin olugmasini saglamaktadirlar. Transkripsiyonun baslamasi i¢in
primerlere gerek duyulmamaktadir ve sentez icin gerekli enerji riboniikleozid
trifosfatlardan(ATP, CTP, UTP, GTP) saglanmaktadir. Sentez tamamlanir

tamamlanmaz transkript, sablon olarak kullandigi DNA’dan ayrilmaktadir.

DNA’daki genlerin ¢ogunlugu proteinlere ait aminoasit sekanslarini

icermektedir. Bu genlerden kopyalanan RNA molekiillerine mesajct RNA(mRNA)
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denmektedir. Diger genlerden iiretilen son iiriin ise RNA molekiiliiniin kendisidir. Bu
molekiillere protein sentezine katilmadiklar1 i¢in kodlanmayan RNA(noncoding RNA)
denmektedir.Bir hiicredeki RNA molekiillerinin ¢cogunlugunu ribosomal RNA molekiilii
olusturmaktadir. Tipik bir memeli hiicresindeki toplam RNA’nin %3-5’1 kadarim

mRNA olusturmaktadir.

2.3.1.1. Baslama

Bir genin dogru bir sekilde transkribe olabilmesi i¢in RNA polimerazin genom
tizerinde transkripsiyonun baslama ve bitirme bdlgelerini taniyabilmesi gerekmektedir.
Okaryotlar 3 farkli ¢esitte RNA polimeraz icermektedir: RNA polimeraz I, RNA
polimeraz II, RNA polimeraz IIIl. Bu ii¢ polimeraz yapisal olarak birbirlerine
benzemelerine ve hatta bazi ortak altiiniteler icermelerine ragmen farkli kategorilerdeki
genleri transkribe etmektedirler. RNA polimeraz 1 ve III; transfer RNA, ribosomal
RNA ve cesitli kiigiik RNA’lar1 kodlayan genleri transkribe etmektedirler. RNA
polimeraz II ise protein kodlayan genleri, snoRNA (Small nucleolar RNA) genlerini,
miRNA (mikroRNA) genlerini, siRNA (small interfering RNA) genlerini, IncRNA
(long non-coding) genlerini ve baz1 snRNA (small nuclear RNA) genlerini transkribe

etmektedirler.

Okaryotik hiicrelerde DNA niikleozomlar halinde sikica paketlenmektedir. Bu
nedenle Okaryotlarda transkripsiyonun baglayabilmesi i¢in 6zel yapilar geligmistir.
Transkripsiyonun baslamasi i¢in Oncelikle ‘transkripsiyonel aktivatorler’ adi verilen
proteinlerin DNA {izerindeki enhansir adi verilen 6zel bolgelere baglanmasi ve RNA
polimeraz II’yi transkripsiyon baglangi¢ bdlgesine yonlendirmesi gerekmektedir.Siirecin
devaminda ise ‘mediator’ adi verilen bir kompleks protein, aktivator proteinleri ile
transkripsiyon faktorleri arasindaki iletisimin diizgiin bir sekilde kurulmasimni
saglamaktadir. Son olarak transkripsiyonun baglamasi i¢in kromatin-modifiye edici
enzimlerin, kromatin yeniden diizenleyici komplekslerin, histon-modifiye edici

enzimlerin biraraya gelmesi ve transkripsiyon faktorleri gerekmektedir.

Transkripsiyon faktorleri; TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF, TFIIH(polimeraz
IT ile etkilesimde olanlar)adi verilen bir grup proteinden olusmaktadir. Trankripsiyon
faktorlerinden TFIID’ nin ¢ift zincirli DNA’nin sadece timin ve adenin igeren kisa bir
bolgesine baglanmasi ile transkripsiyon faktorlerinin DNA iizerindeki toplanmasi

baslamaktadir. Sadece T ve A icermesinden dolayr bu bdlgeye ‘TATA sekansi’ veya
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‘TATA kutusu’ adi1 verilmektedir. TFIID’nin TATA sekansini taniyan alt birimine ise
TBP(TATA-baglayan protein-TATA-binding protein) denmektedir. TATA kutusu,
transkripsiyonun baslangi¢ bolgesinin yaklasik 25 niikleotid gerisinde bulunmaktadir.
TFIID’nin TATA kutusuna baglanmasi ile DNA’da bir biikiilme gerceklesmektedir.
Bunu takiben RNA polimeraz II ile birlikte diger transkripsiyon faktorleri de bolgeye

gelerek burada transkripsiyon baglangi¢ kompleksini olusturmaktadirlar.

Promotor {izerinde transkripsiyon baslangic kompleksinin(pre-inisiasyon
kompleksi-PIC) olusmasi ile transkripsiyon baslangic bolgesinde RNA polimeraz II’nin
kalip zincireerisimi saglanmig olmaktadir. Transkripsiyon faktdrlerinden TFIIH nin
mevcut 9 altiinitesinden birininDNA helikaz igermesi sebebiyle ATP hidrolize edilerek
DNA zincirleri acilmaktadir ve bdylece trankripsiyonun baslamasi ic¢in kalip zincir
aciga cikmaktadir. Ardindan RNA polimeraz II promotor bolgede kisa RNA’lar
sentezleyerek konformasyonel degisikliklere ugramaktadir. Polimerazin C-terminal
ucuna(kuyruguna) fosfat gruplarinin eklenmesi gibi degisiklikler ile polimeraz promotor

bolgede ilerleyerek transkripsiyonun elongasyon asamasi baslatilmaktadir.

2.3.1.2. Elongasyon(Uzama)

Elongasyon asamasinin baglamasi ile beraber transkripsiyon faktorlerinin bir
cogu polimerazdan ayrilarak baska bir transkripsiyonu baslatmak iizere yeni bir
polimeraz molekiiliine baglanmaktadirlar. Bu asamada RNA polimeraz elongasyon
faktorleri ile baglanmistir. Elongasyon faktorleri, RNA polimerazin DNA iizerindeki
stabilitesinden sorumludur. Bu asamada, DNA iizerinde ilerleyen polimeraza ATP-
bagimli kromatin yeniden diizenleyici kompleksler ve polimerazin 6niinde ilerleyerek
niikleozomlar1 kismi olarak agan histon saperonlari eslik etmektedir. RNA polimeraz
ilerledikge DNA’nin helikal yapisi nedeniyle bir superhelikal gerginlige yol agmaktadir.
Bu gerginlik ise c¢ift zincirli DNA’da ilmikler ve karnisikliklar olusturmaktadir.
Okaryotlarda superhelikal gerginlik, DNA topoizomerazlar tarafindan diizeltilmektedir.

2.3.1.3. Terminasyon(Sonlanma)

Transkripsiyonun sonlanmast i¢in, olusan transkriptin, transkripsiyon
bolgesinden ayrilmasi gerekmektedir. Transkriptin ayrilmasini takiben polimeraz da
bolgeden uzaklagsmaktadir. Bu islemler sonucunda istenilen DNA bdlgesi tam anlamiyla
transkribe olmus olsa da transporta hazir matiir mRNA’nin olugmasi i¢in birkag islem

daha gerekmektedir. Matiirasyon islemi; prekiirsor-mRNA(pre-mRNA)’ya 5" sapka
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eklenmesi, splicing ve 3" adenilasyonu ile ger¢eklesmektedir ve bu islemlerin baslamasi
RNA polimeraz II’nin en biiyiik alt birimi olan karboksi-terminal domaini(Carboxy-

terminal domain-CTD) ile olmaktadir (Sekil 2-5).

CTD, insanda Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser  heptapeptidinin = 52  kez
tekrarlanmasi ile olusan korunmus bir sekanstir. Bu bolgenin fosforile olmasi ile RNA

polimeraz II’nin transkripsiyonel aktivitesi degismektedir (Buratowski 2009; Egloff ve

Murphy 2008; Fuda ve ark. 2009; Koch ve ark. 2008; Kuehner ve ark. 2011).
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Sekil 2-5: mRNA uc-birlestirme mekanizmasi asamalar1 (Fujiwara ve ark. 2012)

PIC olusumu sirasinda, promotor bolgeye fosforlanmamig CTD’ye sahip
Polimeraz II baglanmaktadir. Devaminda mediator de yine fosforlanmamis polimeraza
baglanmaktadir. PIC ig¢indeki TFIIH, CTD’deki Ser5’i fosforlayarak mediatoriin
kompleksten ayrilmasina ve sonucunda polimerazin promotor bolgeden ayrilarak

transkripsiyonabaslamasina neden olmaktadir(Max ve ark. 2007).

RNA polimeraz II’'nin yaklasik 25 niikleotidlik RNA olusturmasii takiben,
transkriptin 5" ucu modifiye guanin niikleotidi eklenerek modifiye edilmektedir. Sapka
eklenmesi iglemi 2 enzim ile gerceklesmektedir: HCE(Human Capping Enzyme) ve
MT(RNA 7-methyltransferase)(Hirose ve Manley 2000). Bu enzimler direkt olarak
fosforile Ser5’e baglanmaktadirlar(Fabrega ve ark. 2003).
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Okaryot canlilarin protein kodlayan gen sekanslari(ekzon), intron adi verilen
protein kodlamayan sekanslar ile kesintiye ugramaktadir. Fonksiyonel bir proteinin elde
edilebilmesi i¢in bu kodlanmayan bdlgelerin ‘ug-birlestirme mekanizmasi(splayzing)’
ad1 verilen bir yoOntemle sablondan c¢ikartilmasi gerekmektedir. Her bir splicing
isleminde iki ekzon ucu birbirine yaklastirilirken aradan bir adet intron ¢ikartilmaktadir.
Splicing isleminin tamamlanmasiyla beraber, ekson-ekson birlesim kompleksi EJC
(exon-exon junction complex), ekzon-ekson kavsaklarinin yaklasik 24 nikleotid
yukarisinda depolanmaktadir (Le Hir ve Andersen 2008; Tange ve ark. 2004). EJC

mRNA’nin niikleustan sitoplazmaya taginmasinda 6nemli bir role sahiptir.

pre-mRNA, 5" ucu, 3" ucu gibi splayzing reaksiyonunun gerceklestigi cis
elementlerince zengin bolgeler icermektedir. Bu elementler, biiyiik bir protein-RNA
kompleksi olan splaysozom tarafindan taninmaktadir. Bu kompleks, trans-esterifikasyon
reaksiyonlart ile ekzonlarin iki a¢ik ucunun ligasyonunu ve intronun uzaklastirilmasini
saglamaktadir.Kesin  bir ug¢-birlestirme i¢in  splaysozomun cis-elementlerini
tantyabilmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bu nedenle bu taninmayi giiclendirmek
adina ekzon sekanslarinin iginde ‘ekzonik splayzing enhansir(ESE)’ adi verilen
sekanslar bulunmaktadir(Chew ve ark. 1999; Wang ve ark. 2005; Wu ve ark. 2005).
Serin ve arjinin bakimindan zengin bdlgeler iceren splayzing faktorleri de, ESE’ye
baglanmay1 kolaylagtirmalar1 bakimindan 6nemli bir role sahip olmaktadirlar(Cartegni

ve Krainer 2002; Cramer ve ark. 1999; Liu ve ark. 1998; Sun ve ark. 1993).

Protein kodlayan mRNA’larin c¢ogunlugu 3" adenilasyon isleminden
gecmektedir. Bu islem, transkriptin 3" ucuna yaklasik yaklasik 200-300 niikleotidlik bir
poliadenozin kuyrugu(poli-A  kuyrugu)eklenmesidir(Danckwardt ve ark. 2008;
Proudfoot ve ark. 2002). Fakat poliadenilasyon oncesi, pre-mRNA’nin 3" ucundaki
sekans elementleri tarafindan belirlenen CA diniikleotid bolgesinden kesilmektedir.
AAUAAA konsensus dizisi ve U/GU-zengin bolge(downstream sequence element veya
DSE) iceren bu sekans elementleri sirasiyla kesilecek bolgenin 10-30 niikleotid
yukarisinda ve 30 niikleotid asagisinda bulunmaktadir. Kesim ve poliadenilasyon
spesifite faktorii(CPSF), AAUAAA sekansina baglanarak Polimeraz II(Pol II)’nin
transkiribe olmasini duraklatmaktadir (Glover-Cutter ve ark. 2008). Kesim stimiilasyon
faktorii(CstF) U/GU-zengin bolgeye baglandiktan sonra ise CPSF de CstF’ye
baglanmaktadir(Kazerouninia ve ark. 2010; Kuehner ve ark. 2011; Nag ve ark. 2007;
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Park ve ark. 2004). CPSF'nin CstF'ye baglanmasi ile duraklayan Pol II diziden
uzaklagmaktadir. Boylece CPSF-bagimh kesim gerceklesmektedir ve sonucunda kesim
bolgesinin yukarist poliadenilasyona maruz kalirken, kesim bolgesinin alt kism1 degrede
olmaktadir. CPSF, Pol II iizerinden uzama kompleksiyle iliskiliyken; CstF, CTD ile
etkilesime  girmektedir. Transkripsiyonel = terminasyon 3"  adenilasyon ile
gerceklesmektedir(Logan ve ark. 1987; Whitelaw ve Proudfoot 1986). Bu
terminasyonun meydana gelmesi i¢in ise fonksiyonel bir poli-A bdlgesine(Zaret ve
Sherman 1982) ve kesim faktoriiniin Pcfl1’i igceren Onemli altiiniteleri
gerekmektedir(Birse ve ark. 1998; Gross ve Moore 2001; Minvielle-Sebastia ve ark.
1997).

2.3.2. mRNA ve Hastaliklar

mRNA’nin olgunlagsmasi ve translasyona ugramasi bir genin ekspresyonundaki
en Oonemli olaylardir. Uzun yillar boyunca mRNA, gen bilgisinin pasif bir tasiyicisi
olarak diisiiniilmiistiir. Fakat son yillarda yapilan c¢alismalar mRNA’nin post-
transkripsiyonel gen dilizenleme mekanizmalarinda aktif olarak gorev aldigini
gostermistir.  Bu mekanizmalar, mRNA’nin yasam dongilisiinlin her asamasini
(formasyonunu, modifikasyonunu ve mRNA-protein komplekslerinin(mRNPs)
degredasyonunu) etkilemektedir(Mitchell ve Parker 2014).RNA polimeraz II (RNAP II)
ile pre-mRNA’nin iretilmesi, okaryotlarda mRNP iiretimini baglatmaktadir ve daha
sonra pre-mRNA olgunluga erismektedir. Bu evrede kisaca pre-mRNA’nin 5 ucuna
baslik eklenmektedir(Shatkin 1976), kodlamayan bolgelerin uzaklastirilmasi igin
splayzing ger¢eklestirilmektedir(Berget ve ark. 1977), kesim ve poliadenilasyon ile 3’
ucu olusturulmaktadir(Edmonds ve ark. 1971). Dogru bir olgunlagsma siireci, mRNA’nin
sitozole tasinmasi, uygun lokalizasyonu ve translasyon makinesi ile uygun bir sekilde
baglanabilmesi bakimindan yiiksek 6nem tagimaktadir. Bu siiregte, mRNA trans-acting
faktorleri kendine cekerek veya uzaklastirarak mRNP’leri olusturmaktadir(Linder ve

ark. 2015).

mRNA ile proteinlerin baglanmasi, RNAP II’nin transkriptin 5" ucunu
olusturmasiyla baslamaktadir. Bu baslangic asamasinda bir c¢ok faktor mRNA ile
iliskilidir ve sonraki niiklear taginimi baglatmaktadir(Lee ve Tarn 2013).Bu asama
baslik eklenmesi ve poliadenilasyonu, splaysozomun ve kesim ile poliadenilasyon

faktorlerinin mRNA {izerinde birlesmesini igermektedir(Bentley 2014). Niiklear proses
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isleminde sadece RNA yapisi degil, aym1 zamanda ilgili proteinler de degisiklige
ugramaktadir(Lee ve Tarn 2013). mRNP yeniden-modellenmesi adi1 verilen bu olay,
mRNP’nin niiklear taginimina izin vermektedir(Rodriguez-Navarro ve Hurt 2011). Bu
izin verme isleminin en Onemli basamaklari EJC’lerin ve metazoan transkripsiyon
tasinim(TREX) kompleksi gibi mRNA taginim faktorlerinin toplanmasidir(Le Hir ve
ark. 2000; Strasser 2002). Yeniden-modelleme, bazi mRNA’larin islevsellikleri igin
gerekli olan subseliiler lokalizasyonu saglayan tasinma faktorleri ile iligkili oldugu
sitozolde devam etmektedir(Martin ve Ephrussi 2009). mRNAP’lerin ribozomlar
tarafindan translasyonu, elF4E tarafindan niiklear baslik baglanma kompleksinin
degistirilmesi ve EJC’lerin yikimi gibi ¢esitli olaylara neden olarak yeniden-
modellemenin devam etmesini saglamaktadir (Ishigaki ve ark. 2001; Gehring ve ark.

2009).

mRNA’lar tiim yasam dongiileri boyunca, mRNP’leri olusturmak {izere trans-
acting faktorleri(cogunlukla proteinler olmak iizere, kiiciik RNA’lar, RNP’ler ve
metabolitler) ile etkilesim halindedir. mRNP kodu, mRNA’nin kaderine karar vermesi
bakimindan olgunlasmada ve post-transkripsiyonal gen regiilasyonununda énemi olan
baslica etkendir(Linder ve ark. 2015). Bu nedenle, RNA-baglama proteinlerindeki ve bu
proteinlerin  baglanma bolgelerindeki mutasyonlar mRNP  kodundaaksakliklara
sebebiyet vererek, okiilofaringeal muskiiler distrofi(Brais ve ark. 1998), hipotrikozis
simpleks(Pasternack ve ark. 2013), amyotrofik lateral skleroz(ALS)(Sreedharan ve ark.
2008; Dejesus-Hernandez ve ark. 2011; Renton ve ark. 2011), Frajil X
sendromu(Darnell ve ark. 2011) ve spinoserebellar ataksia(Orr ve ark. 1993) gibi bazi

noronal hastaliklara neden olmaktadir.

Anlamsiz mutasyon-aracili mRNA bozulmasi(NMD), translasyon-bagimli bir
mRNA kontrol mekanizmasidir ve 0karyotlarda gen ekspresyonunda kalite kontroliinii
saglamaktadir. NMD’nin hiicresel olaylar {izerine yaygin olarak kabul edilen iki 6nemli
gbrevi bulunmaktadir: 1) gen ekspresyonu sirasinda meydana gelen rutin hatalar sonucu
olusan anormal transkriptlerin downregiile edilmesi, 2) hiicrenin mevcut ihtiyaglarina
cevap olarakmRNA’nin downregiile edilerek uygun seviyelerde tutulmasi.Giiniimiizde
memelilerde NMD’nin 4 faktoriiniin (UPF1, UPF2, SMG1 ve SMG6) islevleri farelerde
arastirilmistir(Li ve ark. 2015; Mcllwain ve ark. 2010; Medghalchi ve ark. 2001;
Weischenfeldt ve ark. 2008). Bu faktorlerin herhangi birinin eksikliginde normal
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embriyonik gelisimde kusurlar meydana gelmektedir. NMD, prematiire terminasyon
kodonu(PTC) igeren anormal mRNA’larin degredasyonunu hizlandirmaktadir(Kurosaki
ve Maquat 2016). Bu yolla hastalik olusturan mRNA’larin 1/3’ii down-regiile
olmaktadir(Frischmeyer ve Dietz 1999; Mort ve ark. 2008). 11k defa 1979 yilinda Beta-
talesemi hastalarinda PTC’lerin mRNA’lar1 azalttig1 (Chang ve ark. 1979) ve kisa bir
siire sonra da mRNA stabilitesini azalttigi rapor edilmistir(Maquat ve ark. 1981).
PTC’nin NMD’yi tetikledigi trioz fosfat izomeraz yetersizligi(Daar ve Maquat 1988),
Marfan sendromu(Caputi ve ark. 2002) gibi baska hastaliklarda da gdzlemlenmistir.
Pankreatik adenoskuaméz karsinoma tiimorlerinin incelenmesi ile UPF1 geninde
somatik mutasyonlarin oldugu goriilmistiir. Bu mutasyonlar tamamen pankreatik
adenoskuamdéz hastaligina 6zgli olmakla beraber benzer mutasyonlara normal

pankreatik dokularda rastlanmamistir (Liu ve ark. 2014).

NMD mekanizmasi, altenatif splayzing bagimli NMD(AS-NMD) mekanizmasi
ile alternatif splayzinge ugramis transkriptlerin de downregiilasyonuna da
gergeklestirmektedir. AS nin PTC-igeren NMD substratlar1 i¢in ana kaynak oldugu ve
biyoinformatik tahminlere dayanarak alternatif splayzinge ugrayan mRNA’larin
1/3’linlin PTC igerdigi disliniilmektedir(Lewis ve ark. 2003). AS-NMD mekanizmasi
onkogen ve tiimor supresorlerin regiilasyonunda gorev almaktadir(Dvinge ve ark.
2016).Sisteince zengin anjiyogenik indusir 61 (Cysteine-rich angiogenic inducer 61-
CYRG61) hiicredeki seviyeleri AS-NMD ile kontrol edilen bir proanjiyojenik
faktordiir(Hirschfeld ve ark. 2009). Serin ve arjinince zengin splayzing faktori 2(Serine
and Arginine Rich Splicing Factor 2-SRSF2),enhancer of zeste homologue 2 (EZH2)
adl1 genin alternatif splayzingine miidahale etmektedir.SRSF2 adli gende meydana
gelen mutasyonlar, EZH2’nin hiicredeki seviyelerini etkileyebilmekte ve bu
diizensizliklerin de  myelodisplastik  sendromlar ile iliskili  olabilecegini
gostermektedir(Ernst ve ark. 2010; Nikoloski ve ark. 2010). Yakin zamanda, alternatif
splayzingi NMD mekanizmasi ile kontrol edilen ve ¢esitli insan tiimdr hiicre hatlarinda
ekspresyonu goriilen bir E-kadherin mRNA varyanti rapor edilmistir(Matos ve ark.

2017).

Noronal transkript seviyelerini  posttranskripsiyonel olarak diizenleyen
mekanizmalardan biri de AS-NMD’dir(Lykke-Andersen ve Jensen 2015). Bu

mekanizmanin bozulmasi ise norolojik, ndrogelisimsel ve ndrodejeneratif hastaliklara



27

neden olabilmektedir. Ornegin, ATP-Binding Cassette, Sub-Family A, Member
7(ABCA-7) genindeki PTC mutasyonlari, orta-yliksek penetrasyonlu risk faktorii igeren
gec baslayan Alzheimer hastaliginda tanimlanmistir(De Roeck ve ark. 2017).Bir ¢ok
calisma, AS izoformlarindaki dengesizliklerin multiple skleroz hastalarinda, hastaligin
etiyolojisine katkida bulundugunu ifade etmektedir(Da Costa ve ark. 2017; Cardamone

ve ark. 2017).



3. GEREC VE YONTEM

Gereg ve yonteme ait akis semasi Sekil 3.1°de verilmistir.
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3.1. Doku Ornekleri

Calismada, kavernom teshisi konmus 6 hastadan alinan kavernom doku
ornekleri ile 4 kontrol grubu beyin doku 6rnekleri olmak iizere toplamda 10 adet doku
kullanilmigtir. Alman bu dokular temin edildikleri kurumlarda parafin igine

gomiilmiistiir.

3.1.1. Kavernom Doku Ornekleri

Istanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Beyin ve Sinir Cerrahisi
anabilim dali kliniginde kavernom teshisi konan ve kavernomumn tedavisi olarak
cerrahi rezeksiyonuna karar verilen hastalar ile calisilmistir. Bu hastalara ait kavernom
dokular1 ¢ikarildiktan sonra parafin dokulara gomiilerek, dokulara Patoloji anabilim
dalinda serebral kavernom teshisi konulmustur. Hastalara ait bilgiler agagidaki tabloda

mevcuttur (Tablo 3.1).

Tablo 3-1: Hasta grubuna ait dokularin 6zellikleri

Protokol Beyindeki

KOD Yas Cinsiyet Semptom Yil
No Lokasyonu
Bilateral (Multiple)

P1 17 E Epilepsi 11897 2015
Frontal
P2 28 E Epilepsi 10275 2009 Sol Temporal
P3 43 E Epilepsi 27651 2012 Sol Temporal
P4 38 K Hemoraji 11087 2007 Sol Frontal
PS 74 K Hemoraji 19541 2010 Sag Temporoinsiiler
P6 52 K Hemoraji 10650 2010  Korpus Kollusum

3.1.2. Kontrol Grubu Ornekleri

Kontrol grubuna ait doku &rnekleri, gerekli izinler alindiktan sonra Istanbul Adli
Tip Kurumu tarafindan saglanmistir. Beyin travmasi sonucu 6liim ile gelen vakalar ile
otopsi sonucunda beyin hasari(tiimor, nekroz, damar hasarlar1 vs.) tespit edilen dokular
calisma dis1 birakilmistir. Kontrol grubuna ait dokulara iligkin bilgiler asagidaki tabloda
mevcuttur (Tablo 3.2).
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Tablo 3-2: Kontrol grubuna ait dokularin ézellikleri

KOD Yas Cinsiyet Semptom Y1l Beyindeki Lokasyonu

Cl1 74 K  Epilepsi 2017 Sag Parietal
C2 45 K  Epilepsi 2017 Korpus Kallosum
C3 17 E Epilepsi 2017 Sag Frontal
C4 36 E Hemoraji 2017 Sol Temporal

3.2. Kesit Alma
Parafin bloklar halinde gelen doku 6rnekleri, 151k mikroskobu ile goriintiilenmek
amaciyla mikrotom cihazi ile 5 mikrometre kalinliginda kesilerek pozitif sarjli lamlara

alinmustir.

3.3. Histolojik Boyama

Boyama Oncesi dokulardaki parafini uzaklastirmak adina kesitler once
60°C’deki etiivde 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra ksilende 20 dakika
boyunca bekletilip sirasiyla %100, %96, %70’lik alkol serilerinden gecirilerek hidrate

edilmistir. Son agamada Ornekler distile su i¢erisine alinmustir.

Dokulardaki kan damarlarmin varligimi gostermek ve histolojik olarak
incelemek adina bag doku boyamasina 6zel Masson boyama teknigi uygulanmistir.
Ticari olarak satilan kitin(Bio-optica, italya) sagladigi kimyasallardan (Tablo 3.3)
yararlanilarak asagida belirtilen basamaklara uygun olarak boyama yapilmistir (Tablo
3.4).

Tablo 3-3: Masson kitinde kullanilan histolojik boyalar

Kimyasal icerigi

Weigert’in demir hematoksileni — A soliisyonu
Weigert’in demir hematoksileni — B soliisyonu
Pikrik asit alkolik soliisyonu

Mallory’e gore Ponceau asit fuksin

Fosfomolibdik asit soliisyonu

TR QP QPR 2

Masson aniline blue
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Tablo 3-4: Masson Kkiti islem basamaklari ve siireleri

Islem Basamaklar Siire

1 Kesitler distile su asamasina getirilir.

2 6’sar damla Reagent A ve Reagent B drneklerin iizerine dokiiliir 10 dk
3 Yikamadan, 10’ar damla Reagent C 6rneklere uygulanir. 4 dk
4 Hizlica yikanan 6rneklere 10’ar damla Reagent D 6rneklere uygulanir. 4 dk
5 Yikanan 6rneklere 10’ar damla Reagent E 6rneklere uygulanir. 10 dk
6  Yikamadan, 10’ar damla Reagent F 6rneklere uygulanir. 5dk

Kesitler distile sudan ve yiikselen alkol serilerinden gegirilir, ksilen ile

seffaflastirilir ve lamel ile kesitlerin tizeri kapatilir.

Bu kit ile; niikleuslar siyah, sitoplazma ve asidofilik graniiller kirmizi, bazofilik

graniiller mavi ve eritrositler sar1 renkte boyanmaktadir.

3.4. Goriintiileme
Masson boyama yapilmis kesitler Nikon Eclipse Ni (Nikon, Japonya) 1sik

mikroskobu ile incelenerek, Nis elements programui ile fotograflar1 ¢ekilmistir.

3.5. Dokulardan RNA izolasyonu

Parafine gomiili dokulardan bisturi ile kesilerek ependorf tiip i¢ine konuldu.
Uzerine 1 ml ksilen eklenerek 55°C’deki sicak su banyosunda 5 dakika boyunca inkiibe
edildi. Ornekler 14800 rpm’de 3 dakika boyunca santrifiij edildi. Daha sonra
slipernatant atilarak orneklerin lizerine tekrar 1 ml ksilen eklendi, sicak su banyosunda 5
dakika inkiibasyonu takiben santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Uzerine 1 ml etanol
eklenerek vortekslendi ve silipernatant tekrar atilarak dokudan parafin miimkiin

oldugunca uzaklastirilmaya c¢aligildi.

Dokular, RNaz inhibitorii(RNAase ZAP, Sigma) iceren bir soliisyon ile yikanan
seramik havanlara alinarak {izerlerine sivi azot eklendi ve havaneli ile toz haline
gelinceye kadar doviildii. Daha sonra 1 ml trizol(TriReagent, Sigma) igerisine 50-100
mikrogramlik doku tozu konarak 10 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edildi.

Karisim iyice vortekslenerek homojenize edildi ve iizerine -20°C’de sogutulmus 0,2 ml



32

kloroform ilave edildi. Buz tlizerinde 5 dakika bekletildi. Daha sonra 6rnekler 15 dakika
boyunca 14000 x g’de santrifiij edildi. RNA iceren iist s1v1 faz1 dikkatlice alinarak bu
miktara es hacimde isopropanol eklendi ve RNA’nin ¢ékmesi i¢in 30 dakika boyunca -
20°C’de bekletildi. Inkiibasyonu takiben 14000 x g’de 10 dakika boyunca santrifiij
edilerek RNA ¢oktiiriildii. Olugan RNA ¢ozeltisi 0,5 ml %70’lik soguk etanol ile 10
dakika boyunca +4°C’de bekletilerek 14000 x g’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
RNA’nin etanol ile yikanmasi islemi 2 kez tekrarlandi. Santrifiij sonrasi olusan
pelletlerden etanol dikkatlice ¢ekilerek oda sicakliginda 10 dakika kurumasi beklendi.
Uzerine 20 mikrolitre otoklavda steril edilmis ve niikleazlardan armdirilmis su konarak

10 dakika bekletildi ve RNA’nin suda ¢oziinmesi saglandi.

3.5.1. Total RNA Miktar Tayini

izole edilen total RNA miktarmin ve safliginin anlagilmasi adina &rnekler
nanodrop cihazi(P360 Implen nanophotometer, Almanya) ile 260 nm’de 6l¢iildii. Bunun
icin Oncelikle 2 mikrolitre niikleazlardan arindirilmis su, kor ¢ozelti olarak okutuldu.

Daha sonra her bir izolattan 2 mikrolitre alinarak cihazda okutuldu.

3.6. Mikroarray Analizi

Tiim genom transkripsiyon ifade analizi yapmak icin SensationPlusTM FFPE
Amplification and WT Labeling (Affymetrix, Thermo Fisher Scientific, Amerika) kiti
kullanildi. Bu kit, ile total RNA’dan revers transkripsiyon yontemi ile dncelikle cDNA
tiretilmesi, daha sonra da bu cDNA’nin ¢ogaltilarak miktarinin arttirilmasini1 saglandi.
Cogaltilan cDNA’lar kite uygun olarak piirifiye edilip miktar tayinleri yapildiktan sonra
sirastyla fragmentasyonu, terminal u¢ etiketlenmesi ve array c¢ipine hibridizasyonlari

gerceklestirildi(Sekil 3.2).
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Sekil 3-2: Mikroarray analiz basamaklar

3.6.1. RNA’nin ve Poli-A RNA Kontrollerinin Hazirlanmasi

Poli-A RNA kontrolleri total RNA ile birlikte olup isaretlenmektedir. Kontroller
sayesinde GeneChip arraylerin hibridizasyon yogunluklari denetlenmekte, bu ise
baslangigtaki RNA kalitesinden bagimsiz olarak gerceklesmektedir. Kit icerisinde
bulunan Poli-A kontrol stogu ve Poli-A kontrol diliisyon buffer1 baslangicta konulan

total RNA miktarina gore kitin belirttigi 6lciilerde sulandirilmalidir (Tablo 3.5).
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Tablo 3-5: Poli-A kontrol stok seri sulandirimi

Baslangic 4.Sulandirimdan
Seri sulandirim
miktari alinacak miktar

1.Sulandirim 2.Sulandirim 3.Sulandirim 4.Sulandirim

20 ng 1:20 1:50 1:50 1:50 2 ul
50 ng 1:20 1:50 1:50 1:20 2 ul
100 ng 1:20 1:50 1:50 1:10 2 ul
200 ng 1:20 1:50 1:50 1:50 2 ul

Baslangi¢c materyali olarak belirlenen 200 ng RNA’ya gore olan sulandirimlar

tabloya uygun olarak yapildi.

Birinci sulandirim igin 38 mikrolitre Poli-A kontrol diliisyon buffer1 i¢in 2
mikrolitre Poli-A kontrol stogu eklendi(1:20) ve karisim vorteklenip spin edildi. i¢inden
2 mikrolitre alinarak yeni tiipte 98 mikrolitre Poli-A kontrol diliisyon buffer: ile
karistir1ldi(1:50). Vortekslendi ve spin edildi. Ugiincii sulandirnmda karisimdan 2
mikrolitre ¢ekildi yeni bir tiipte 98 mikrolitre Poli-A kontrol diliisyon buffer: ile
kanistirildi(1:50). Vortekslendi ve spin edildi. Dordiincli  sulandirimda, iigiinci
sulandirimdan alinan 10 mikrolitre yeni tiipte bulunan 40 mikrolitre Poli-A kontrol
dilisyon buffer1 lizerine eklendi(1:5). Karisim vortekslendi ve spin edildi. Bu
sulandirimdan 2 mikrolitre ¢ekilip 200 ng olan total RNA’ya eklendi. Toplam hacim 7

mikrolitre olacak sekilde iizerine niikleaz igermeyen su konuldu.

3.6.2. Tek Zincir cDNA Sentezi

RNA-Primer karigimi hazirlamak i¢in reaksiyon bagina 4 pul RT Primer karigimi
ile 7 pl total RNA konuldu. Herhangi bir el hatasim1 6nlemek i¢in karisimimn %10’u
kadar fazla ¢6zelti ise hazirlandi. Buna gore 10 + 1(hata pay1) 6rnek icin 11x11 =121 pl
olacak sekilde toplamda 121 pl master karisimbuz {izerinde hazirlandi. Karigim
vortekslendi ve spin edildi. SimpliAmp Thermal Cycler cihazi(Life Technologies,
ABD), inkiibasyon i¢in 10 dakika 80°C’ye, ve 4°C’de 2 dakika olarak ayarlandi ve cihaz

calistirildi. Uriinler buz iizerine alind.
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Farkl1 bir tiipte amplifikasyon master karisimi; kitin temin ettigi 4 pul RT buffer
karigtmi, 2 pl DTT, 1 pl ANTP karistmi, 1 pl RT Enzim karisimi ve 1 pl RNaz

inhibitorii ile buz tizerinde karistirilarak 6rnek basina 11 pl olacak sekilde hazirlandi.

Daha o6nceki asamada hazirlanan 9 pl RNA-Primerkarisimi, burada hazirlanan
11 pl amplifikasyon master karigimi tlizerine son hacimde 6rnek basma 20 pl olacak
sekilde eklendi. Son karisim vortekslendi ve spin edildi. SimpliAmp Thermal Cycler
cihazi(Life Technologies, ABD), inkiibasyon i¢in 1 saat 42°C’ye ve 25°C’de 2 dakika

olarak ayarlandi ve cihaz calistirildi.

3.6.3. cDNA Piirifikasyon

Piirifikasyon bilyelerinin oda sicakligina gelmesi beklendi ve kullanmadan 6nce
vortekslendi. Niikleaz icermeyen su 65°C’de 10 dakika boyunca isitildi. Daha sonra
orneklerin iizerine drnek basina 36 pl olacak sekilde piirifikasyon bilyesi ve 30 ul %100
etanol eklendi. Ornekler 10-20 kez pipetlendi ve 10 dakika boyunca inkiibe edildi.
Ornekler manyetik standa alind1 ve yaklagik 10 dakika beklendi. Siire sonunda manyetik
bilyelere dokunulmadan siipernatant atildi ve 6rnek basina 180 pl taze hazirlanmis
%70’1ik etanol eklendi. 30 saniye inkiibe edildi. Manyetik bilyelere dokunulmadan
siipernatant atildi ve bu islem 2 kez dahatekrarlanarak Ornekler toplamda 3 kez
yikandi.Son yikamadan sonra siipernatant atilarak tiiplerin kapaklar1 agild1 ve 5 dakika
boyunca i¢lerinde hi¢ s1vi kalmayacak sekilde havada kurumaya birakildi. Siire sonunda
tiipler manyetik standdan alindi ve {izerlerine 14 pl 65°C’de 1sitilmis niikleaz igermeyen
su eklendi. Oda sicakliginda 2-3 dakika boyunca inkiibe edildi. Ornekler 10 kez
pipetlendi ve manyetik standa geri kondu. Bu asamada yaklasik 3 dakika beklendi ve
cDNA igeren siipernatant yeni tiiplere aktarildi. cDNA’lar SimpliAmp Thermal Cycler
cihazi(Life Technologies, ABD) ile 80°C’de 10 dakika ve 4°C’de 2 dakika olacak

sekilde 1sitild1 ve dogruca buz iizerine alindi.

3.6.4. Promotor Sentezi
Kit tarafindan temin edilen kimyasallar ile tailing master karisimi; 6 pl tailing

buffer karigimi ile 2 pl tailing enzim karisimlar karistirilarak hazirlandi.

Bir 6nceki asamada hazirlanan 12 pl piirifiye edilmis ¢cDNA ile bu asamada
hazirlanan 8 pl tailing master karigimi lizerine eklenerek vortekslendi ve spin edildi.

SimpliAmp Thermal Cycler cihazi(Life Technologies, ABD), inkiibasyon i¢in 2 dakika
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37°C’ye, sonra 10 dakika 80°C’ye ve 4°C’de 2 dakika olarak ayarlandi ve cihaz

calistirildi. Uriinler buz iizerine alind.

Farkl1 bir tiipte 4 ul Promoter Sentez Buffer: ile 1 pl Promoter Sentez enzimi
karistirllarak Ornek basina 5 pl olacak sekilde promotor sentez master karigimi
hazirlandi. Bu karisim bir dnceki agsamada hazirlanan 20 pl tailed cDNA ile toplamda
25 ul olacak sekilde birlestirilerek vortekslendi ve spin edildi. Karigim SimpliAmp
Thermal Cycler cihazi(Life Technologies, ABD)’nda 30 dakika boyunca 25°C’de

inkiibe edildi ve iirlinler bekletilmeden in vitro transkripsiyon agamasina gegildi.

3.6.5. In vitro Transkripiyon

T7 niikleotid karigimi ile T7 buffer karisiminin oda sicakligina gelmesi beklendi.
T7 buffer karisimi vortekslendi ve spin edildi. Oda sicakliginda toplam hacmi 30 pl
olan IVT master karisimi; 16 pl T7 niikleotid karigimi, 5 pul T7 buffer karisimi ve 9 pl
T7 enzim karistmi eklenerek hazirlandi. Bir 6nceki asamada hazirlanan 25 pul cDNA ile
30 ul IVT master karisimi birlestirilerek toplam hacmi 55 pl olan IVT reaksiyonu
Thermal Cycler cihazi ile 37°C’de 16 saat boyunca inkiibe edildi. Cihazdan alinan

ornekler 5 saniye spin yapildiktan sonra buz lizerine alindi.

3.6.6. senseRNA Piirifikasyonu

Piirifikasyon bilyelerinin oda sicakligina gelmesi beklendi ve kullanmadan 6nce
vortekslendi. Niikleaz icermeyen su 65°C’de 10 dakika boyunca isitildi. Daha sonra
orneklerin tizerine Ornek basma 99 pl olacak sekilde piirifikasyon bilyesi eklendi.
Ornekler 10-20 kez pipetlendi ve 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.
Ornekler manyetik standa alind1 ve yaklasik 10 dakika beklendi. Siire sonunda manyetik
bilyelere dokunulmadan siipernatant atildi ve Ornek bagina 180 ul taze hazirlanmis
%70’lik etanol eklendi. 30 saniye oda sicakliginda inkiibe edildi. Manyetik bilyelere
dokunulmadan siipernatant atildi ve bu islem 2 kez daha tekrarlanarak Ornekler
toplamda 3 kez yikandi. Son yikamadan sonra siipernatant atilarak tiiplerin kapaklari
acildi ve 5 dakika boyunca iglerinde hi¢ sivi kalmayacak sekilde havada kurumaya
birakildi. Siire sonunda tiipler manyetik standdan alindi ve iizerlerine 23 ul 65°C’de
isitilmig niikleaz igermeyen su eklendi. Oda sicakliginda 2-3 dakika boyunca inkiibe
edildi. Ornekler 10 kez pipetlendi ve manyetik standa geri kondu. Bu asamada yaklagik

3 dakika beklendi ve senseRNA igeren siipernatant yeni tiiplere aktarildi.
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3.6.7. Saflagtirilmis senseRNA Miktar Tayini

senseRNA’lar nanodrop cihazi(P360 Implen nanophotometer, Almanya) ile 260
nm’de Ol¢iildii. Bunun i¢in Oncelikle 2 mikrolitre niikleazlardan arindirilmis su, kor
¢Ozelti olarak okutuldu. Daha sonra her bir Ornekten 2 mikrolitre alinarak cihazda

okutuldu.

3.6.8. Cift Zincir cDNA Sentezi

Olgiimii yapilan senseRNA’lar 20 ul hacimde 25 pg olacak sekilde niikleaz
icermeyen su ile seyreltildi. Buz lizerinde 20 pl senseRNA {izerine 3 ul WT etiketleme
primer karigimi eklenerek 23 pl hacimli senseRNA-Primer karisimi elde edildi. Bu
karistm SimpliAmp Thermal Cycler cihazi(Life Technologies, ABD)’nda 5 dakika
boyunca 80°C’de ve 2 dakika boyunca 4°C’de inkiibe edildi ve Ornekler buz lizerine

alindi.

Ornek basina 17 pl Etiketleme RT Master karigimi; 8 pl RT Buffer karisimi, 4
ul DTT, 2 pl Etiketleme dNTP karigimi, 2 pl RT enzim karisimi ve 1 pl RNaz
inhibitorii eklenerek hazirlandi.17 pl etiketleme RT master karisimi iizerine 23 pl
hacimli senseRNA-Primer karigimi eklendi, vortekslendi ve spin edildi. Toplam hacmi
40 pl olan ornekler, tek zincir sentezi i¢in; SimpliAmp Thermal Cycler cihazinda 120
dakika boyunca 42°C’de ve 2 dakika boyunca 25°C’de inkiibe edildi ve buz iizerine

alindi.

20 ul hacimli ikinci zincir sentezi master karigimi; 13 ul MgCl,, 2 ul etiketleme
dNTP karisimi, 3 pl Klenow ve 2 pl RNaz H eklenerek hazirlandi. Ikinci zincir sentezi
master karigimi buz iizerindeki 6rneklerin iistiine eklendi ve Thermal Cycler cihazinda
40 dakika boyunca 37°C’de, 10 dakika boyunca 75°C’de ve 2 dakika boyunca 4°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyon biter bitmez oda sicakliginda her bir 6rnegin iizerine2 pl WT
stop soliisyonu eklendi ve hafif¢ce calkalandi. Karisim Thermal Cycler cihazinda 30
dakika boyunca 65°C’de ve 2 dakika boyunca 25°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon biter
bitmez oda sicakliginda her bir 6rnegin tizerine 8 pul WT notralizasyon karigimi eklendi

ve hafifce calkalandi.

3.6.9. Cift Zincirli cDNA Piirifikasyonu
Niikleaz icermeyen su 65°C’de 10 dakika boyunca isitildi. Piirifikasyon

bilyelerinin oda sicakligina gelmesi beklendi ve kullanmadan 6nce vortekslendi. Daha
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sonrason hacmi 70 pl olan ¢ift zincirli cDNA o6rneklerinin {izerine 6rnek basina 126 pl
olacak sekilde piirifikasyon bilyesi eklendi (toplam hacim 196 ul). Ornekler 10 kez
pipetlendi.Ornek bagma 65 pul %100’liik etanol eklendi. 10 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildi. Ornekler manyetik standa alindi ve yaklasik 10 dakika
beklendi. Siire sonunda manyetik bilyelere dokunulmadan siipernatant atildi ve 6rnekler
170 pl taze hazirlanmis %70’lik etanol eklendi ve 30 saniye boyunca inkiibe edildi. Bu
yikama islemi toplamda 3 kez olacak sekilde tekrarlandi. En son yikamada kalan etanol
tamamen tiiplerden alinarak tiiplerin kapaklar1 a¢ildi ve 5 dakika boyunca i¢lerinde hig
stvi kalmayacak sekilde havada kurumaya birakildi. Siire sonunda tiipler manyetik
standdan alind1 ve tizerlerine 25 pl 65°C’de 1sitilmis niikleaz igermeyen su eklendi. 2-3
dakika boyunca inkiibe edildi. Ornekler 10 kez pipetlendi ve manyetik standa geri
kondu. Bu asamada yaklasik 3 dakika beklendi ve ¢ift-zincirli cDNA igeren siipernatant

yeni tiiplere aktarildi. Piirifiye edilmis ¢ift-zincirli cDNA’lar buzun iizerine alindi.

3.6.10. Saflastirllmis Cift Zincirli cDNA Miktar Tayini

cDNA ornekleri nanodrop cihazi(P360 Implen nanophotometer, Almanya) ile
260 nm’de Olgiildii. Bunun i¢in dncelikle 2 mikrolitre niikleazlardan arindirilmis su, kor
¢Ozelti olarak okutuldu. Daha sonra her bir 6rnekten 2 mikrolitre alinarak cihazda
okutuldu. Okunan degerlere uygun olarak 6rnekler 22,5 pl hacimde 6 pg olacak sekilde

niikleaz icermeyen su ile seyreltildi.

3.6.11. Cift Zincirli cDNA’nin Terminal Etiketlenmesi

7,5 ul hacimli terminal etiketleme reaksiyon master karisimi; 6 pl fragment ve
label buffer karisimi ve 1,5 pl fragment ve label enzim karisimi eklenerek hazirlandi.
Bu karigim, 22,5 pl hacimli saflastirilmis ¢ift-zincirli cDNA ile karistirildi(son hacim 30
ul). Karisim Thermal Cycler cihazinda 60 dakika boyunca 37°C’de, 2 dakika boyunca
93°C’de ve 2 dakika boyunca 4°C’de inkiibe edildi.

3.6.12. Array Hibridizasyonu
Hibridizasyon firin1,GeneChip® Hybridization Oven 645(Thermo Fisher
Scientific, Amerika) 47°C ve 60 rpm’e ayarlandi. Firin agilarak istenilen sicakliga

gelmesi saglandi. Hibridizasyon, yikamave boyama kiti olarak GeneChip™

Hybridization, Wash and Stain(Thermo Fisher Scientific, Amerika) kiti kullanildi.
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Array’ler ve kitte bulunan kimyasallar oda sicakligina alindi. Array’lerin {izeri numune

isimleri yazilarak etiketlendi.

Kitin temin ettigi 20 X Hibridizasyon kontrolleri Thermal Cycler cihazi ile
65°C’de 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Her bir numune i¢in; 3,3 pl Kontrol Oligo B2,
10 pul 20 X Hibridizasyon kontrolleri, 100 pl 2X Hybridizasyon karisimi, 20 pl DMSO
ve 36,7 ul niikkleaz icermeyen su eklenerek toplam hacmi 170 ul olan hibridizasyon
master karisim1 hazirlandi. Karigim vortekslendi ve tizerine 30 pl biyotin ile
isaretlenmis ¢ift-zincirli ¢cDNA eklenerek 200 pl hacimli hibridizasyon kokteyli
hazirlandi. Thermal Cycler cihazi ile 99°C’de 5 dakika ve sonra 47°C’de 5 dakika
boyunca inkiibe edildi. Her bir array ¢ipine 200 pl hibridizasyon kokteyli enjekte edildi.
Arrayler hibridizasyon firinina yerlestirildi ve 60 rpm,47°C’de 16 saat boyunca
hibridize edildi.

3.6.13. Yikama, Boyama, Tarama

Arrayler hibridizasyon firinindan ¢ikarildi ve hibridizasyon kokteyli ¢ipten yeni
tiplere alindi. Her bir array Yikama buffer A ile dolduruldu ve arraylerin oda
sicakligina gelmesi beklendi. Bu arada array ozellikleri yikama ve tarama islemlerini
yapacak bilgisayara yliklendi. Kit i¢indeki Stain Coctail-1, Stain Coctail-2 ve Array
Holding Buffer sirasiyla 600uL-600uL-800uL miktarlarinda 151k gérmeyecek sekilde
ependorflara alindi ve GeneChip® Yikama istasyonu 450(Thermo Fisher Scientific,
Amerika)adli makinedeki uygun yerlere yerlestirildi. Arrayler yikama protokoliinii
uygun olarak yikandi. Array, sistem bilgisayar: ile kontrol edilen GeneChip® 3000
Scanner 7G(Thermo Fisher Scientific, Amerika) adli tarayiciya yerlestirildi ve intensite

verileri elde edildi.

3.7. Veri Analizi

3.7.1. Verilerin Programa Yiiklenmesi, Normalizasyonu ve Gen Listelerinin
Belirlenmesi

Affimetrix cihazinda gerceklesen Mikroarray (mikrodizin)analizi sonucu ham
veriler (raw data), Affimetrix GeneChip platformuna 6zgii “cel” dosya formatinda elde
edildi. Mikroarray analizi is akisinda ilk asama olan ham veri analizi (raw data
analysis), dzetleme (summarizasyon) ve normalizasyon islemlerinden olusmaktadir. On
islemden geg¢irme (pre-processing) asamasi (Smyth 2005) R programi (versiyon 3.4.1)

ve Bioconductor yazilim kaynagi (Gentleman ve ark. 2004) kullanilarak gergeklestirildi.
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Bu asamada ham intensite degerlerinin okunmasi, ham veri analizi ve Ozetlenmesi
islemleri Affymetrix platformuyla uyumlu affy (Gautier ve ark. 2004) ve limma
(Smythve Speed 2003) R paketlerinden yararlanildi. Summarizasyon islemi sonucu
probe seviyesindeki degerler probeset degerlerine cevrildi. Probeset seviyesindeki
veriler Robust Multi-array Average(RMA) (Irizarry ve ark. 2003) metodu ile normalize
edilerek islendi (processed) ve ekspresyon verilerine doniistiiriildii. On islemden
gecirme (pre-processing) asamasi R konsolunda R kodlar girilerek gerceklestirildi. Bu

asama ile ilgili R komutlariTablo3.6’da verilmistir.

Tablo 3-6: R konsolunda yapilan islemler ve uygulanan R komutlar:

Islem Komut

R konsolunda, bilgisayar

tizerindeki girdi verisinin (CEL

formatindaki dosyalarin) > setwd("/Users/heren/Desktop/Thesis_ RawData/")
bulundugu klasoriin, ¢alisma

lokasyonu olarak ayarlanmasi

> library(limma)

> library(affy)
> biocLite("hugene20sttranscriptcluster.db")

Affymetrix’e uyumlu cell
dosyalarinin program tarafindan

okunabilmesi i¢in gesitli
> biocLite("oligo")
paketlerin yiliklenmesi
> biocLite("pd.hugene.2.0.st")

_ > targets <- readTargets("mydata.txt",sep="")
CEL formatindaki dosyalarin R
> library("oligo")
programina girdi olarak
> library("pd.hugene.2.0.st")

okutulmasi
> targets
RMA kullanilarak verilerin arka
plan diizeltilmesi, > abatch <- read.celfiles(filenames=targets$filename)
normalizasyonu ve > eset <- rma(abatch)

ekspresyonlarinin 6zetlenmesi

Veri analizi sonucu elde edilen

islenmis gen ekspresiyonunun _ _
>write.exprs(eset,file="allmicroarray norm_exprdata.txt")

“txt” dosya formatinda

kaydedilmesi
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3.7.2. Ayirt Edici Gen Ekspresyonu Analizi

Babelomics  (http://babelomics.bioinfo.cipf.es, versiyon 5) programina,

Differential Expression: Class comparison opsiyon bdoliimiinde, hastaligin iki farkl
morfolojik 6zelligine gore (kanamal1 ve epileptik) ve kontrol gruplandirilmis gen listesi
ve ilgili anlattim degerleri input (girdi) olarak yiiklendi. p degerini hesaplamak i¢in
limma (Smyth ve Speed 2003) testi uygulandi. Belirlenen kritere (p<0,05) uygun olan

gen listeleri olusturuldu.

3.7.3. Venn Diyagraminin Olusturulmasi

p<0,05 degeri i¢in olusturulan gen listelerindeki kontrol, kanamali ve epilepsi
gruplarinda anlatimi gerceklesen ortak genlerin varliginin ortaya konulabilmesi igin
venn diyagramlart olusturuldu. Bunun i¢in Venny programiversiyon 2.1
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) programi kullanildi. Bu sekilde her ti¢ durum

icin de ortak olan ve olmayan genler tespit edildi.

3.7.4. Yolak Analizleri

Ug farkli grupta“pathway” ve “geneontology” secenekleri farkli olarak secilerek
overrepresentation zenginlestirme analizi (overrepresentation enrichment analysis-
ORA), WebGestalt (WEB-based Gene SeT AnaLysis Toolkit) programi
(http://www.webgestalt.org/ - versiyon/update2013)kullanilarak yapildi (Zhang ve ark.

2005). Bu analiz; her bir grup icin ayr1 ayr1 uygulanarak KEGG, Reactome, Panther ve
Wikipathway veri tabanlar1 baz alindi. Ug farkli gruba ait gen listelerinin“Biyolojik
stirecler” “Molekiiler Fonksiyon” ve “Hiicresel komponent” gibi 6zellikler bakimindan

fonksiyonel anlamlandirilmasi (functional interpretation) gergeklestirildi.

3.7.5. Verilerin Kiimelenmesi (Clustering) ve Gorsellestirilmesi

Uc farkli gruba ait gen ekspresyonlarma temel bilesen analizi (Principal
Component Analysis-PCA) (Jolliffe 2002) ve hiyerarsik kiimelenme (Hierarchical
Clustering) yapildi. Bunun i¢inClustVis (https://biit.cs.ut.ee/clustvis/) programi
(versiyon/update 2018)kullanildi. Bunun sonucunda 1s1 haritalari ve PCA plotlar

olusturuldu.

3.7.6. Protein-Protein Etkilesim Ag1 Analizi
Farkli hasta gruplarindaki proteinlerin birbirleri ile etkilesimlerinin anlagilmasi

ve etkilesim aglarinin olusturulmasi i¢in protein-protein etkilesim ag1 analizi yapildi.
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Bunun i¢inString (https://string-db.org/) programi (versiyon 10.5) kullanildi. Program
ara yiiziinde; Multiple proteins > Organisms (Homo sapiens) —> Settings —>
Experiments = 1st shell no more than 50 interactions segenekleri uygulandi. Bu
secimler sonucunda Cvsg, CvsH ve CvsEvsH gruplart igin protein-protein

etkilesimlerini gosteren baglant1 haritalari olugturuldu.

3.7.7. Ayirt Edici Genlere Odaklh Veritabam ve Literatiir Taramasi

Babelomics sonucu her ii¢ grupta p<0,05 degeri i¢in anlamli bulunan
genler;pubmed, NCBI ve google scholar gibi ¢esitli veritabanlarinda literatiir taramasi
yapilarak bu genlerin islevleri, anlatimimin gorildiigi dokular ve iliskili olduklar

hastaliklara ait bilgiler ortaya konulmaya calisildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Boyama

Normal serebral kan damarlariin liimenleri, birbirine siki1 baglantilar ile bagl
tek katli yassi endotel hiicreleri ile dosenmistir (Sekil 4.1 A ve C). Endotel hiicre
katmaninin altinda bazal lamina bulunmaktadir. Kapillerler sadece endotel tabakasi
icerirken, diger tiim damarlar endotel tabakasina ek olarak bir veya bir kag katl diiz kas
hiicre tabakasi ile ¢evrilidirler. Endotel hiicreleri, bunlarin arasindaki siki baglantilar ve

bu yapilar1 ¢evreleyen astrositler ile beraber beyin-kan bariyerini olusturmaktadirlar.

Tipki kapillerler gibi, SKM damarlar1 da diiz kas katmani icermemektedir. Bu
damarlar, parankimin i¢ine girmis, birbirine yakin duran genis limenli bir patoloji
sergilemektedirler. Damarlarin siirlar1 belirgin, aralarinda ndral doku bulunmayan,
besleyici arter ve bosaltici1 venlerden yoksun benign vaskiiler hemartomlardir. Tek
tabaka endotelin etrafinda kalin, mavi renk ile boyanan bir kollajen tabakasi tesekkiil
etmektedir.Sekil 4.1B ve D’de goriilen biiylik siniizoidal damarsal bosluklarin

birlesmesiyle bogiirtlen benzeri bir yap1 olusmaktadir.

Sekil 4-1: Kavernom dokularinin Masson boya ile boyanmasi




4.2. Total RNA’min Nanodrop ile dl¢iilmesi
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Parafin i¢ine gémiilii dokulardan RNA izolasyonu sonrasi izole edilen RNA’nin

miktarinin tayin edilebilmesi i¢in nanodrop ile dl¢liim yapildi (Tablo 4.1).

Tablo 4-1: Nanodrop ile tayin edilen total RNA miktarlari

Ornekler

A260 nm A260/A280 A260/230
159 ng/pul 1,4 0,2
141 ng/pl 1,4 0,2
188 ng/pul 1,5 0,2
218 ng/ul 1,5 0,2
77 ng/ul 1,4 0,1
82 ng/ul 1,5 0,2
179 ng/pul 1,5 0,2
154 ng/pl 1,4 0,2
129 ng/ul 1,5 0,2
128 ng/pul 1,4 0,1

4.3. Saflastirilmis senseRNA Miktar Tayini

In vitro transkripsiyon sonrasi piirifiye edilen senseRNA miktarlart nanodrop ile

Olciildii (Tablo 4.2).

Tablo 4-2: Nanodrop ile tayin edilen total senseRNA miktarlari

Ornekler

A260 nm A260/A280 A260/230
1193 ng/pl 2,2 2,3
1204 ng/ul 22 23
1511 ng/ul 2,2 2,5
1339 ng/ul 2,2 2,2
1293 ng/pl 2,2 2,4
1463 ng/ul 2,2 2,8
1376 ng/ul 22 2,6
1503 ng/pl 2,2 2,5
1180 ng/pl 2,2 2,4
1224 ng/pl 2,2 2,3
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4.4. Saflastirilmis Cift Zincirli cDNA Miktar Tayini
Cift-zincirli ¢cDNA sentezi sonrasi piirifiye cDNA miktarlar1 nanodrop ile

Olctildii (Tablo 4.3).

Tablo 4-3: Nanodrop ile tayin edilen total cDNA miktarlari

Ornekler A260 nm A260/A280 A260/230
514 ng/ul 2,0 1,8
550 ng/ul 1,8 1,8
568 ng/ul 2,1 2,4
544 ng/ul 1,8 2,1
548 ng/ul 1,8 2,1
505 ng/pl 2,0 2,1
503 ng/ul 1,9 2,3
476 ng/ul 2,0 2,5
592 ng/ul 1,9 2,3
429 ng/pl 1,9 2,3

4.5. Data Eldesi ve Sonuclarin islenmesi
Mikroarray islemi sonrasi alinan cel dosyalari, Bioconductor (Gentleman ve ark.
2004) programi R ara yiizii (Smyth 2005) kullanilarak ham intensite veri dosyalarina

cevrildi. Bu islem sonrasi her bir 6rnek basina 53617 probesete ait veri elde edildi.

Bioconductor  programindan  elde edilen  veriler, Babelomics 5
(http://babelomics.bioinfo.cipf.es) programina, hastaligin iki farkli morfolojik 6zelligine
gore (kontrol grubu ile hemorajik (kanamali) grubun karsilagtirilmasi-CvsH ve kontrol
grubu ile epileptikgrubun karsilagtirilmasi-CvsE)ve tiim gruplarin birbirleri ile
karsilagtirilmalar1 (CvsEvsH) olacak sekilde siiflandirilarak yiiklendi.Her ti¢ grup igin
en diisiik p degerine sahip ilk 200 probesete ait listeler olusturuldu. Ileri analizler éncesi
bu listelerdeki probesetler, gen nomenklatiir komitesinin (HGNC:HUGO Gene
Nomenclature Committee) belirledigi gen sembollerine ¢evrildi ve anlamsiz bulunan
probesetler (pozitif veya negatif kontrol olarak bulunan probesetler) c¢ikarildi. Boylece

p<0,05 degeri i¢in; CvsE grubu i¢in 56 gen, CvsH grubu i¢in 64 gen ve CvsEvsH grubu
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icin 41 gen ile ileri analizlere devam edildi. Mevcut genlerin anlatimina bakildiginda bu

3 gruptaki biitiin genlerin anlatiminda azalma oldugu goriilmiistiir(Tablo 4.4).

Tablo 4-4: p<0,05 degeri icin CvsH, CvsE ve CvsEvsH gruplarinda anlamhlik gosteren

genler

CvsE CvsH CvsEvsH

(Gen ID-Probeset No) (Gen ID-Probeset No) (Gen ID-Probeset No)
1 ACP6 (16692341) RBM44 (16892956) GOLGASA (17121284)
2 ZNF860 (16938620) KRT12 (16844487) AARD (17072052)
3  KCNKI18 (16709709) PIGT (16914240) TAS2R39 (17052744)
4 NF1P2 (16805915) TSEN34 (16865244) DIAPH3-AS1 (16775156)
5 TSGAI10IP (16727184) YBX2 (16840611) VPS9D1 (16829350)
6 CA4(16836655) TSPANG6 (17112607) ADGRA1-AS1 (16719794)
7 Cllorf95 (16739784) SLC39A3 (16866985) KSR1 (16832350)
8 OSBPL2 (16915635) TRBV7-1 (17052607) CEACAMI19 (16863011)
9 POUSFIB (17072664) KDMA4D (16730296) NSF (16835087)
10 KIR2DS2 (16876286) TCTA (16940693) LINCO00965 (17074342)
11 UCP3 (16741989) CDKN2B-AS1 (17126214) SLC39A3 (16866985)
12 SCPEP1 (16836333) IERS (16674618) NF2 (16928824)
13 EIF4A1 (17120718) SHISAL1 (16935905) MIR2909 (17119080)
14 MIP (17120810) ZNF860 (16938620) KIAA1210 (17113549)
15 IFFO2 (16682487) NAIP (16996956) RPL36 (16857353)
16 TRIM24 (17052115) MIR212 (16839552) RBM44 (16892956)
17 EGLNI1 (16700489) MIRS520A (16865036) FGD6 (16768675)
18 TRAMILI1 (16979213) PDGFD (16743816) KCNK18 (16709709)
19 FAMI114A1 (16966047) EYA1 (17078134) CCDC62 (16758442)
20 RIT2 (16854819) MASP1 (16962536) NF1P2 (16805915)
21 TAS2R42 (16761533) DNAJCI11 (16681225) QSOXI1 (16674521)
22 GRPELI (16974096) RAETIE (17024669) ZNF253 (16860097)
23 CRISP2 (17019864) RBM38 (16915173) CLYBL (16776100)
24 MADIL1 (17123106) TMEM75 (17081067) ORS52E4 (16721313)
25 TCEALI1 (17105757) UCP3 (16741989) MYBPHL (16690553)
26 HYLSI (16733157) IGHA1 (16797607) ZNF860 (16938620)
27 IFI44 (16666509) OAS3 (16757347) PGF (16794846)
28 SCARNAI11 (16731691) RAB2A (17069250) KRT12 (16844487)
29 KRTI12 (16844487) ESPNP (16682278) ELL3 (16808345)
30 PGMI (16665566) FAMI10D (16661058) PRDM13 (17011191)
31 CHADL (16935380) TRAV20 (16781912) ZBTB37 (16674008)
32 GTF3C6 (17011683) MRGPRF (16741334) MIRS520A (16865036)
33 ELAVL4 (16664533) P2RYS (17108740) KDM4D (16730296)
34 RECS8 (16782710) SRMS (16921280) CALMLG6 (16657926)
35 BTBD6 (16789624) EID1 (16800871) MIP (17120810)




36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

SLC43A3 (16738479)
TRAV20 (16781912)
UQCRI11 (16866718)
FAM26E (17011949)
SLC52A1 (16840210)
C170rf75 (16843221)
KIAA0586 (16784710)
IGHAI (16797607)
SRGAP2B (17125876)
MIR519D (16865062)
CHAFI1B (16922577)
SEC14L2 (16928938)
FPGS (17089460)
MIR4506 (16796202)
IL11 (16875754)
ARHGEF37 (16990966)
TUBAIB (16764285)
DSEL (16855781)
NFE2L2 (16905498)
HIST2H2AC (16670401)
PF4 (16976815)

UBRI (16807996)
HIST1H4D (17016383)
MKL2 (16815985)
HIST3H2BB (16678496)
COPBI (16736014)
PPP1R14D (16807511)
PACSIN3 (16737925)
CCRI (16952874)
ZCCHC14 (16829037)
IGF2-AS (16720842)
MSTOL1 (16671791)
TMEM177 (16885028)
SIX1 (16793613)
TMEM134 (16741023)
ACKR?2 (16939739)
USP22 (16842452)
ING2 (16972764)
SOWAHC (16884200)
THAP7 (16932690)
CAPN2 (16677863)
MIRS73 (17093076)
MIR4725 (16833024)
ADAM?2 (17076538)
TBKI (16753498)
VPS9D1 (16829350)
TMEMSA (16822438)
SNORA 14A (17047459)
MIR3529 (16813024)
SYN3 (16934274)

IRX5 (16819039)
LINCMD1 (17020007)
EHD3 (16878731)
YBX2 (16840611)
ALDH3BI1 (16727976)
ORMDLS3 (16844239)

47
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ClustVis (https://biit.cs.ut.ee/clustvis/) programinda {i¢ farkli grubun (CvsE,
CvsH ve CvsEvsH) p<0,05degeri i¢in temel bilesen analizi (Principal Component

Analysis-PCA) (Jolliffe 2002) yapildu.

CvsE grubuna ait X ve Y eksenleri temel bilesen 1 (principal component 1: PC1)
ve temel bilesen 2’ye ait toplam varyansin sirasiyla %78,3 ve %7,5 oldugunu
gostermistir. Ayni gruplarla yapilacak yeni gozlemler 0,95 olasilikla yine benzer

bolgelere denk gelecektir(Sekil 4.2).

e Control

Disease Status
o Epileptic

-10 -5 0 5 10
PC1 (78.3%)

Sekil 4-2: CvsE grubuna ait temel bilesen analizi (PCA) sonucu
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CvsH grubuna ait X ve Y eksenleri temel bilesen 1 (principal component 1:
PC1) ve temel bilesen 2’ye ait toplam varyansin sirasiyla %77,8 ve %6,3 oldugunu
gostermektedir. Ayni gruplarla yapilacak yeni goézlemler 0,95 olasilikla yine benzer

bolgelere denk gelecektir (Sekil 4.3).

Disease Status
e Control
e Hemorrhagic

-10 -5 0 5
PC1 (77.8%)

Sekil 4-3: CvsH grubuna ait temel bilesen analizi (PCA) sonucu
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CvsEvsH grubuna ait X ve Y eksenleri temel bilesen 1 (principal component 1:
PC1) ve temel bilesen 2’ye ait toplam varyansin sirastyla %53,5 ve %31,2 oldugunu
gostermektedir. Ayni gruplarla yapilacak yeni gozlemler 0,95 olasilikla yine benzer

bolgelere denk gelecektir(Sekil 4.4).

3 N

X :
Y Disease Status
™ O 7
@) @ Control
N @ Epileptic
N @ Hemorrhagic
®)
o

-3

-6

-5 0 5
PC1 (53.5%)

Sekil 4-4: CvsEvsH grubuna ait temel bilesen analizi (PCA) sonucu
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ClustVis programinda ii¢ farkli grubu ait (CvsE (Sekil 4.5), CvsH (Sekil 4.6) ve

CvsEvsH (Sekil 4.7)) p<0,05 degerlerine gore olusturulan listelerdeki genlerile 1s1

haritalar1 olusturuldu).

T ]

m m m
W - N

—

[ [

CHADL (16935380) 15 Control
SRGAP2B (17125876) .
Epileptic

CHAF1B (16922577) 1
HIST2H2AC (16670401)

FPGS (17089460) 05
MIP (17120810) :
MIR519D (16865062)

POUSFIB (17072684 (0
SCPEP1 (16836333)

IFI44 (16666509) 05
ELAVLA (16664533) -0.
NFE2L2 (16905498)

RECS (16782710) 1
MIR4506 (16796202)

TUBA1B (16764285)

UCP3 (16741989) -15
EGLN (16700489)

SCARNAI1 (16731691)

TRIM24 (17052115)

TRAMIL (16979213)

PG (16665566)

SLC52A1 (16840210)

SLC43A3 (16738479)

TRAV20 (16781912)

KIAAQS86 (16784710)

IFFO2 (16682467)

HYLS! (16733157)

DSEL (16855781)

CRISP2 (17019864)

GTF3C6 (17011683)

TSGATOIP (16727184)

ZNF860 (16938620)

ARHGEF37 (16990966)
EIF4A1 (17120718)
KRTH2 (16844487)
PF4 (16976815)
KONK18 (16709709)
C1or95 (16739784)
BTBDG (16789624)
ACP6 (16692341)

CA4 (16836655)
TCEALI (17105757)
FAM114A1 (16966047)
IL11 (16875754)
NF1P2 (16805915)

C170rf75 (16843221)
0SBPL2 (16915635)
UQCR11 (16866718)
FAM26E (17011949)
MADIL1 (17123106)
RIT2 (16854819)
GRPEL1 (16974096)
IGHA1 (16797607)
TAS2R42 (16761533)
KIR2DS2 (16876286)

] [ SEC14L2 (16928938)

0
&

Sekil 4-5: CvsE grubuna ait 1s1 haritasi

Q 0
N -

14O
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MIR4725 (1683302¢) Control
ZNF860 (16938620) ]
MIR873 (17093076) 1 Hemorrhagm
HIST3H2BB (16678496)
SNORAT4A (17047456)
ZCCHC14 (16829037) 05
TMEM134 (16741023)
IGF2-AS (16720842) 0
ACKR2 (16939739)
ESPNP (16682278
PIGT (16914240) 05
RAETHE (17024669) -
TSPANG (17112607)
RBIV3S (16915173) 1
FAVIH10D (16661058)
IGHA1 (16797607)
TCTA (16940693) -15
PDGFD (16743816)
RBIVA4 (16892956)
MKL? (16815985)
RAB2A (17069250)
SIXT (16793613)
HISTIHAD (17016383)
| I MASP1 (16962536
CCR (16952674)
MIR3529 (16813024)
P2RYS (17108740)
TMEM8A (16622438)
MRGPRF (16741334)
EYAT (17078134)
MIR212 (16839552)
ADAM2 (17076538)
ING2 (16972764)
SRS (16921280)
EID1 (16800671)
MIRS20 (16865036)
COPB (16736014)
SOWAHC (16884200)
USP22 (16842452
TSEN34 (16865244)
DNAJCH1 (16681225)
0AS3 (16757347)
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MSTOT (16671791)
TMEM177 (16885028)
KRT2 (16844487)
TRBV7-1 (17052607)
TBK1 (16753498)
UCPS3 (16741989)
KDMAD (16730296)
SHISALT (16335905)
SLC39A3 (16866985
YBY2 (16840611)
| | CAPN2 (16677863)
SYN3 (16934274)
NAIP (16396956)
TRAV20 (16781912)
CDKN2B-AST (17126214)
UBR (16807996)
IERS (16674618)
PACSINS (16737925)
VPSIDI (16829350)
TMENT5 (17081067)
THAP? (16932690)

I I I 0 Q 0
= N w W N =

O

Sekil 4-6: CvsH grubuna ait 1s1 haritasi
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Sekil 4-7: CvsEvsH grubuna ait 1s1 haritasi

p<0,05 degeri icin olusturulan gen listelerindeki CvsH, CvsH ve CvsEvsH
gruplarindaki ortak genlerin varligiin ortaya konulabilmesi ig¢in Venny 2.1
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) programi yardimiyla venn diyagramlari
olusturuldu(Sekil 4.8). Bu analiz sonucunda her 3 gruptada mevcut olan iki gen
tanimland1 (ZNF860 ve KRTI12). CvsE ve CvsH gruplart icin ortak olan bes gen
tanimland1 (UCP3, TRAV20, IGHA1, ZNF860 ve KRT12). CvsE ve CvsEvsH gruplari
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icin ortak olan bes gen tanimlandi (KCNK18, NF1P2, MIP, ZNF860 ve KRT12). CvsH

ve CvsEvsH gruplar i¢in ortak olan sekiz gen tanimlandi (RBM44, YBX2, SLC39A3,
KDM4D, MIR520A, VPS9D1, ZNF860 ve KRT12)(Tablo 4.5).

CvsE CvsH

CvsEvsH

Sekil 4-8: CvsE, CvsH ve CvsEvsH gruplarindaki genlere ait Venn diyagrami
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Tablo 4-5: Farkh gruplara ait ortak genlerin listesi

CvsENCvsH CvsENCvsEvsH CvsHNCvsEvsH CvsENCvsHNCvsEvsH

ortak genler ortak genler ortak genler ortak genler

UCP3 (16741989) KCNKI18 (16709709) RBM44 (16892956)  ZNF860 (16938620)

) () ) (M
TRAV20 (16781912) NF1P2 (16805915)  YBX2(16840611)  KRTI2 (16844487)
(1) (1) ) (1
IGHAI (16797607)  MIP (17120810)  SLC39A3 (16866985)
) (1) )
ZNF860 (16938620) ZNF860 (16938620) KDMA4D (16730296)
(L (1) ()
KRT12 (16844487)  KRTI12 (16844487) MIR520A (16865036)
) (1) )
VPS9IDI (16829350)
)
ZNF860 (16938620)
()
KRTI12 (16844487)
()

WebGestalt programi (http://www.webgestalt.org/) ile ii¢ farkli grupta “pathway
(yolak)” ve “geneontology (gen ontolojisi)” se¢enekleri segilerek ORA analizi yapildi.
Bu analiz; KEGG, Reactome, Panther ve Wikipathway veri tabanlari i¢in ayr1 ayri

tekrarlandi.

Yolak secenegi secilerek yapilan analizler incelendiginde, CvsE grubunda
eksprese olan genlerin, biyolojik regiilasyon, metabolik siirecler ve lokalizasyon (Sekil
4.9); CvsH grubunda eksprese olan genlerin, biyolojik regiilasyon, metabolik siirecler
ve uyarana tepki verme (Sekil 4.10); CvsEvsH grubunda eksprese olan genlerin,
biyolojik regililasyon, metabolik siire¢ler ve uyarana tepki verme gibi siireclerde rol

oynadiklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.11).
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Kodlanan proteinlerin hiicre i¢i yerlesimlerine bakildiginda ise her {i¢ grupta da
ilk siray1 membran, ikinci siray1 niikleus almaktadir. Uciincii siraya bakildiginda ise
CvsE grubundaki proteinler sitozolde (Sekil 4.8), CvsH grubundakiler vezikiillerde
(Sekil 4.10) ve CvsEvsH grubundakilerin ise endomembran sistemde yer aldigi

goriilmektedir (Sekil 4.11).

Bu gruplara ait genlerin molekiiler islevleri incelendiginde ise ilk iki sira yine
ortak olarak proteine baglanma ve niikleik aside baglanma yer almaktadir. Diger
proteinler incelendiginde ise gruplar arasinda birtakim farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir.
CvsE grubundaki proteinlerin daha ¢ok transporter aktivitesi, niikleotid baglanma ve
hidrolaz aktivitesi (Sekil 4.9); CvsH grubundaki proteinlerin iyon baglanma, hidrolaz
aktivitesi ve niikleotid baglanma (Sekil 4.10) ve CvsEvsH grubundaki proteinlerin iyon
baglanma, niikleotid baglama, yapiya katilma gibi islevleri oldugu anlasilmistir (Sekil
4.11).

Bar chart of Biological Process gories Bar chart of Cellular Component categories Bar chart of Molecular F i gories
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Sekil 4-9: CvsE grubu yolak analizi
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CvsEvsH grubu yolak anal

Sekil 4-11

Yolak secenegi secilerek yapilan zenginlestirme analizlerine ait sonuclar {i¢

farkll grup i¢in dort farkli veritabanindan (Wikipathway, KEGG, Reactome, Panther)

yararlanilarak grafik haline getirilmistir. Wikipathway veritabanina ait sonuglar sekil

4.12°de gosterilmistir. KEGG veritabanina ait sonuclar sekil 4.13’de gosterilmistir.

de gosterilmistir. Panther veritabanina ait

Reactome veritabanina ait sonuglar sekil 4.14°

sonuclar sekil 4.15°de gosterilmistir.
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Brain-Derived Neurotrophic Factor (BONF) signaling pathway

Sekil 4-12: Wikipathway veritabanina gore ii¢ farkh gruba ait analiz sonug¢lari
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-0a10 (p value)
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Sekil 4-13: KEGG veritabanina gore ii¢ farkh gruba ait analiz sonuclar:
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Sekil 4-14: Reactome veritabanina gore ii¢c farkh gruba ait analiz sonuclari
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Sekil 4-15: Panther veritabanina gore ii¢ farkh gruba ait analiz sonuglari
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“Pathway” secenegine gore yapilan zenginlestirme analizi sonuglarinin gruplar

arasinda bir benzerlige sahip olup olmadigi gérmek adina 4 farkli veritabanina ait

sonuclara venn semasi ile gosterilmistir (Sekil 4.16).

Wikipathway KEGG

CvsEvsH CvsEvsH

Reactome Cnk Cvslt Panther o Costt

CvsEvsH CvsEvsH

Sekil 4-16: Pathway secenegine gore yapilan ORA analizinin farkh veritabanlarina gore
gruplararasi karsilastirilmasi

“Geneontology” segenegi secilerek yapilan zenginlestirme analizlerine ait
sonuglar ti¢ farkli grup i¢in ti¢ farkli duruma “Biological Process (Biyolojik siireg),
Cellular component (Hiicresel bilesen), Molecular function (Molekiiler islev)’uygun
olarak grafik haline getirilmistir. Biyolojik siiregdurumuna ait olan sonuclar sekil
4.17°de gosterilmistir. Hiicresel bilesen durumuna ait olan sonuglar sekil 4.18°de

gosterilmistir. Molekiiler islev durumuna ait olan sonuglar sekil 4.19’da gdsterilmistir.
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Sekil 4-17: Zenginlestirme analizine gore farkh gruplara ait genlerin gorev aldiklar
biyolojik siirecler
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Sekil 4-18: Zenginlestirme analizine gore farkh gruplara ait genlerin hiicredeki yerleri
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Sekil 4-19: Zenginlestirme analizine gore farkh gruplara ait genlerin molekiiler islevleri
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“Geneontology” secenegine gore yapilan zenginlestirme analizi sonuglarinin
gruplar arasinda bir benzerlige sahip olup olmadigi gérmek adma 3 farkli duruma
(Biyolojik siire¢, Hiicresel bilesen, Molekiiler islev) ait sonuglar venn semasi ile
karsilastirilmistir. Her {i¢ farkli durum igin de tamamen ayni1 venn semast elde edildigi

i¢in sadece tek bir venn semasi ile sonuglar gosterilmistir(Sekil 4.20).

CvsE CvsH

CvsEvsH

Sekil 4-20: Gruplararas1 Geneontology sonuc¢larinin benzerliklerinin karsilastirilmasi

Farkl1 hasta gruplarindaki proteinlerin birbirleri ile etkilesimlerinin anlagilmasi
ve etkilesim agaclarinin olusturulmasi i¢in String (versiyon 10.5) (https://string-db.org/)
programi kullanildi. Program ara yiiziinde; Multiple proteins = Organisms (Homo
sapiens) > Settings > Experiments > 1st shell no more than 50 interactions
secenekleri secildi. Bu se¢imler sonucunda CvsE (sekil 4.21), CvsH (sekil 4.22) ve
CvsEvsH (sekil 4.23) gruplar i¢in baglant: haritalar olusturuldu.
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Sekil 4-21: CvsE baglanti analizi
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Sekil 4-22: CvsH baglant1 analizi
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Sekil 4-23: CvsEvsH baglanti analizi
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5. TARTISMA

SKM ile iliskili oldugu bilinen proteinler, 6zellikle vaskiiler yapinin olusumuna
miidahale etmekte ve bu yapinin normal gelisim siirecini yeniden diizenlemektedirler.
Ornegin, KRIT1 anlatiminin azalmasi ile kontrolsiiz anjiyogenez ve PDCDI10
proteinlerindeki degisimlerle ise endotelyal hiicre farklilasmasi goriilmektedir
(Wiistehube ve ark. 2010; You ve ark. 2013; Zheng ve ark. 2010). KRIT1 bozukluklari,
kontrolsiiz bir hiicre go¢ii ve bozulmus vaskiiler limen formasyonuna neden olmaktadir

(Lampugnani ve ark. 2010).

SKM lezyonlarinda sik¢a goriilen damarlarin  sizdirmasi hiicre-hiicre
baglantilarinin zayif veya diizensiz olmasi ile agiklanmaktadir. KRIT1, hiicre baglanti
proteinlerinden VE-cadherin, a-catenin, B-catenin, AF6 ve pl20-catenin ile iliskilidir
(Glading ve ark. 2007). KRIT1 islev kayb1 mutasyonlari, B-catenin ve VE-cadherin’in
hiicre-hiicre baglantilarinda anlatiminin azalmasina, niiklear [B-catenin ve onun
transkripsiyonel hedeflerinin ise artmasina neden olmaktadir (Glading ve Ginsberg
2010). Bagka bir ¢aligma ise, RhoA ve efektorii Rho kinaz(ROCK)’in aktivasyonu ile
stres fiber formasyonu tetiklenerek sonucunda siki baglantilarin  kararliliginda
azalmalar, anormal ekstraseliiler matriks yeniden diizenlenmeleri ve endotel
gecirgenliginde artis goriildiigiinii ortaya koymaktadir (Jaffe ve Hall 2005). CCMI,
CCM2 ve CCM3’iin kaybinin Rho aktivasyonunu arttirdig1 bilinmektedir (Borikova ve
ark. 2010). Fakat sporadik kavernom olgularinin ¢ok az bir kisminda bu genlerde

mutasyon goriilmektedir.

Literatiirdeki bir¢ok calisma, SKM ile iligkisi oldugu bilinen genlerin damar
bozukluguna neden olabilecegini gosterse de yapilan son arastirmalar SKM ile iliskili
farkli genlerin de olabilecegini Ongdrmektedir. Ozellikle bu arastirmalarda,
norovaskiiler mikro-¢evredeki degisimlerin SKM lezyon olusumunda rolii olabilecegini
isaret etmektedir (Boulday ve ark. 2011; Dammann ve ark. 2013). SKM patogenezinin
gercek nedenlerinin kapsamli bir sekilde incelenmesi i¢in, ¢alismalar CCM1, CCM2 ve
CCM3 gen bolgeleri disinda lezyon ve lezyon mikro-¢evresini igeren dokularda
yapilacak tlim-genom analizleri biliyiik 6nem tasimaktadir. Bu goriisten yola cikilarak,
Adli Tip Enstitlisiinden saglanan kontrol grubu parafin blok dokulari ile epilepsi goriilen

veya sadece kanama goriilen SKM hastalarina ait parafin blok dokularinda mRNA
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mikroarray analizi yapilmistir. p<0,05 degeri i¢inCvsE,CvsH ve CvsEvsH gruplarinda
en diisiik p degerine sahip ilk 200 probset incelenmistir. Ileri analizler dncesi bu
listedeki probesetler, gen nomenklatiir komitesinin (HGNC: HUGO Gene Nomenclature
Committee) belirledigi gen sembollerine ¢evrilmis ve anlamsiz bulunan probsetler
(pozitif veya negatif kontrol olarak bulunan intronik bolgeler) ¢ikarilmistir. Buna gore
CvsEgrubunda 56 gen, CvsHgrubunda 64 gen, CvsEvsH grubunda 41 gen anlamlh

bulunmustur ve bu genler ile ileri analizlere devam edilmistir.

CvsE, CvsH ve CvsEvsH gruplar1 Venny programu ile gruplandirildiginda her ii¢
grupta da anlatiminda farklilik goriilen 2 gen bulunmaktadir: KRT12 ve ZNF860.

KRTI12 (Keratin 12) geni, korneal epitelyumda eksprese olan tipl ara filament
zincir keratin 12’yi kodlamaktadir. Bu gendeki mutasyonlarin Meesmann korneal
distrofiye yol ac¢tig1 bilinmektedir. KR7/2’nin beyinde anlatiminin oldugunu gosteren
calismalar olduk¢a sinirlidir. Mevcut literatiirde KR712 anlatimi ile beyinde meydana
gelen bir hastalik arasinda birebir korelasyon oldugunu gésteren iki hayvan caligmasi
bulunmaktadir (Alvarado ve ark. 2013; Maphis ve ark. 2017). Bu calismalardan
ilkinde; periferal sinir yaralanmalarinin, beyin yapisinda (6zellikle prefrontal kortekste)
cesitli molekiiler degisimlere sebep olabilecegi iddia edilmektedir. Periferal sinir hasari
verilen farelerde hasar1 takiben 6 ay silire hayvanlar izlenerek sonucunda prefrontal
korteksleri ¢ikartilmis ve transkriptomik analizler gergeklestirilmis. Sonucunda ise
KRTI2’nin sinir hasar1 verilen grupta en fazla anlatimi1 gerceklesen 10 genden birisi
oldugu rapor edilmistir (Alvarado ve ark. 2013). Diger ¢alismada ise, Alzheimer modeli
calismak i¢in tau protein tiretimi indiiklenmis fareler ile wild-type farelerin hipokampiis
bolgeleri ¢ikartilarak bu dokularda tam genom analizi yapilmis ve sonucunda kontrol
grubuna gore tau indiiklenmis farelerde KRT712 anlatiminin azaldigi gosterilmistir
(Maphis ve ark. 2017). Bu tez calismasinda da benzer sonuglar elde edilmistir.
KRTI12nin beyindeki fonksiyonu tam bilinmemekle beraber bu calismalar, bu genin
noronal bir islevi olabilecegini dngdrmektedir. Ayrica bu tez ¢calismast KR7/2’nin insan
dokularinda meydana gelen bir hastalikta ve kavernom olgularinda anlamli sekilde

eksprese oldugunu gosteren ilk ¢alismadir.

ZNF860 (zinc finger protein 860), islevi bilinmemekle birlikte yakin zamanda yapilan

bazi ¢aligmalar bu genin diyabet (Yamada ve ark. 2018) ve agresif prostat tiimorleri
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(Vozianov ve ark. 2016; Dmitriev ve ark. 2015) gibi farkli hastaliklardaki biyobelirteg

olabilme potansiyeli lizerinde durmaktadir.

CvsE ve CvsH gruplari i¢in anlatiminda degisiklik goriilen ortak olan bes gen

tanimland1 (UCP3, IGHAI, TRAV20, ZNF860 ve KRT12).

UCP3 (uncoupling protein 3), gibi mitokondriyel ayrilma proteinlerinin
(Mitochondrial uncoupling proteins-UCPs) temel islevi, anyonlarin i¢ mitokondriyel
membrandan dis mitokondriyal membrana transferi ile protonlarin dis mitokondriyel
membrandan i¢ mitokondriyal membrana doniis transferini kolaylastirmaktir. UCP’lerin
hiicresel metabolizmay1 diizenleme ve sinyalizasyon gibi ¢esitli siireglerde rol aldiklart
bilinmektedir. Ornegin UCP2, UCP4 ve UCP5’in, ndronlar1 oksidatif stresin etkilerine
kars1 koruyarak noronal kayiplar1 6nlediklerine dair ¢aligmalar bulunmaktadir (Geisler
ve ark. 2017). UCP2 anlatimi indiiklenmis fare korikal ndron hiicre kiiltlirlerinin,
oksijen ve glikoz azalmasina bagli ndron 6liimlerine daha direngli hale geldigi ve UCP2
anlatimi1 indiiklenmis transgenik farelerde ise iskemik ve travmatik hasarin daha az
olustugunu ve hasar sonrasi beyin fonksiyon kazaniminin daha hizli gergeklestigi rapor
edilmistir (Mattiasson ve ark. 2003; Madeiro da Costa ve ark. 2010). Bir baska
calismada ise, hipergliseminin periferal duyu noronlarinda UCP3 anlatimini azalttig ve
UCP3 veya UCP1 anlatimlarinin artmasinin, hiperglisemiye bagli néron hasarlarina

kars1 koruyucu etkiye sebep oldugu ortaya konmustur (Vincent ve ark. 2004).

Alzheimer hasta dokulari ile yapilan bir ayirt edici ekspresyon caligmasinda,
IGHA1 (immunoglobulin heavy constant alpha 1), anlatimmin hipokampushasta
dokularinda, kontrol grubu dokularina gore arttig1 tespit edilmistir (Zahid ve ark. 2014).
Baska bir calismada ise epitelyum-kokenli kanser hiicrelerinde IGHA1 anlatiminin
arttiglortaya konmaktadir (Zheng ve ark. 2007). Fakat literatiirde beyin dokularinda

IGHA1 anlatiminin azalmas ile ilgili bir makaleye rastlanmamustir.

T hiicre reseptorleri, major doku uygunluk kompleksine baglanmis antijenleri
tanima Ozelligine sahiptir. LiteratlirdeTRAV20 (T cell receptor alpha variable 20)’ye
0zgl bir calisma yer almamaktadir. Bu nedenle bu c¢alisma kavernom olgularinda

TRAV20 anlatiminin azaldigini gosteren ilk ¢aligsmadir.

CvsE ve CvsEvsH gruplan i¢in anlatiminda degisiklik goriilen ortak olan bes

gen tanimland1 (KCNK 18, MIP, NF1P2, ZNF860 ve KRT12).
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Potasyum kanallar1; aksiyon potansiyeli, kas kasilmasi, hormon salgilanmasi,
ozmotik regiilasyon ve iyon akis1 gibi bir¢cok hiicresel siirecte rol oynamaktadir ve bu
kanallardaki islev bozukluklar1 migren, depresyon ve epilepsi gibi ¢esitli hastaliklara
neden olabilmektedir (Lafreniére ve ark. 2010). Iyon kanallarinin ifade seviyelerindeki
ve/veya biyofiziksel ozelliklerindeki degisimler aksiyon potansiyel esigini diislirerek
nosireseptorlerde ektopik degisimlere neden olmaktadir (Abdulla ve Smith 2001a;
Abdulla ve Smith 2001b). KCNK18 (potassium two pore domain channel subfamily K
member 18), hiicrede elektriksel eksitabiliteden sorumlu bir potasyum kanal proteinidir.
Bir agri modeli ¢aligmasinda, KCNK18 (TRESK)’in anlatiminin azalarak sinir hasari ile
indiiklenen noronal hipereksitabiliteye sebep olabilecegi iddia edilmektedir (Tulleuda
ve ark. 2011). Baska bir calismada ise TRESK’in depresyon, agr1 ve epilepsi tedavileri
icin hedef molekiil olabilecegini 6nermektedir (Kang ve ark. 2008).Bu bilgilerden yola
cikarak KCNK18’in anlatiminin azalmasinin epilepsi ile karakterize bir tabloya neden
olabilecegi ve kavernom vakalarindaki epilepsinin varliginin KCNK18 islev kaybina

bagli olabilecegini diislindiirmektedir.

Aquaporinler biyolojik membranlardan suyun (bazi durumlarda da gliserol gibi
kiiclik ¢cozlinen maddelerin) gecisini saglayan membran proteinleridir. Memelilerde en
az 12 farkli (AQPO - AQP11) aquaporin ¢esidi bulunmaktadir. MIP (major intrinsic
protein of lens fiber-AQPO0), g6z lensinin fiberlerin icin karakteristik bir aquaporindir ve
diger aquaporinlere nazaran membran gegirgenligi olduk¢a diistiktiir (Mulders ve ark.
1995). Esas iglevi birbirine komsu olarak bulunan lens fiber hiicreleri arasinda hiicre-
hiicre baglantilarin1 olusturmaktir (Fotiadis ve ark. 2000). Aquaporin ailesinin bir bagka
bilinen gdérevi ise iyon kanal aktivitesine sahip olmalaridir. Iyon kanallar ile fizyolojik
benzerlikleri bilinmese de AQP0’1n iyon iletim 6zelliginin oldugu bilinmektedir (Yool
2007). Belki de bu 6zelligi ile ndronlarda KCNK 18 benzeri bir gorev yerine getirmekte

ve epilepsi ile sonuglanan bir dizi olayaeslik etmektedir.

NFIP2 (neurofibromin 1 pseudogene 2), geni hakkinda bir literatiir bilgisi
bulunmamaktadir. Islevi bilinmeyen bu genin anlatimi, epileptik bulgular gdsteren

kavernom vakalarinda azalmaktadir.

CvsH ve CvsEvsH gruplar i¢in anlatiminda degisiklik goriilen ortak sekiz gen
tanimlandi (YBX2, RBM44, SLC39A3, KDM4D, MIR520A, VPS9DI1, ZNF860 ve
KRT12).
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YBX2 (Y-box binding protein 2) geni, testis dokusuna spesifik, niikleik asitlere
baglanma 06zelligi olan bir protein kodlamaktadir. Calismalar bu genin, erkek
infertilitesi (Hammoud ve ark. 2009) ve testis kanserler ile iligkili oldugunu isaret
etmektedir (Yoshida ve ark. 2006; Kohno ve ark. 2006). Literatiirde sadece tek bir
calismada bu genin etkinligi germ hiicreleri disindaki hiicrelerde (yag) gosterilmistir
(Xu ve ark. 2017). Bu calismada YBX2’nin mRNA {izerine etki ederek hiicrede
translasyon slirecine karisabilecegi ve mRNA seviyelerini degistirebilecegi iddia
edilmektedir. Bu tez ¢alismasi, YBX2 nin beyinde ve kavernom dokularinda anlatiminin

oldugunu gosteren ilk ¢aligmadir.

Cinko, tlim canli organizmalar i¢in gerekli olan dnemli bir eser elementtir. Bu
element, proteinleri yapisal olarak stabilize etmesinin yani sira enzimatik katalizi
kolaylastirmak icin de bir kofaktor olarak kritik rol oynamaktadir. Hiicre i¢i miktarinin
azalmasi ise; bagisiklik cevap kayiplarina, doku rejenerasyonunda ve travma sonrasi
doku iyilesmesinde azalmaya ve gesitli ndrolojik bozukluklarin ortaya ¢ikmasina sebep
olabilmektedir. SLC39A3 (solute carrier family 39 member 3), ¢inkoyu hiicre igine
transfer ederek hiicrede ¢inko metabolizmasinda gorev almaktadir. Bu gendeki
anlatimin azalmasi, hiicre i¢i ¢inko seviyesinde bir diisiise neden olabilecektir.
Literatiirdeki birkag¢ ¢alisma, periferal kan damarlarini1 doseyen endotel hiicrelerin diisiik
seviyedeki c¢inkoya karst duyarli oldugunu ve endotel hiicrelerin biitiinliiglinii
kaybedebildiklerini isaret etmektedir (Hennig ve ark. 1992; Meerarani ve ark. 2000).
Endotel hiicrelerinin biitiinliigiinii yitirmesi ise kavernom olgularinin kardinal

belirtilerinden olan damar sizdirmasina neden olabilmektedir.

KDM4D (lysine demethylase 4D)geni, histonlardan metil gruplarini ¢ikaran
histon demetilaz enzimini kodlamaktadir. KDM4D, DNA’daki ¢ift zincir kiriklarini
onararak genom biitiinliigiiniin korunmasina katki saglamaktadir (Khoury-Haddad ve
ark. 2014). Bu genin anlatiminin fazla olmasi hiicre ¢ogalmasin1 ve hiicrenin hayatta
kalmasini saglarken, eksikliginde hiicrede apoptoz tetiklenmektedir (Kim ve ark. 2012).
Kolon kanser hiicrelerinde KDM4D artis1 ile hiicrelerin proliferasyonunun arttigi
gozlemlenmistir (Berry ve Janknecht 2013). KDM4D ayn1 zamanda DNA replikasyonu
ile iligkilidir. Anlatiminin azalmasi, Cdc45, PCNA (proliferating cell nuclear antigen),
ve polimeraz &’nin biraraya gelmesinde bozukluklara sebep olarak DNA replikasyonun

baslamasini sekteye ugratmaktadir (Wu ve ark. 2016). Ilging olarak, KDM4D aktivitesi
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sadece kanser hiicrelerinde degil, aym1 zamanda TNF-o gibi sitokinlerinyol actigi

enflamasyonsonucunda datiimér olusumunu etkilemektedir (Berry ve Janknecht 2013).

Farelerde yapilan bir c¢aligmada, MIRS520A(microRNA 520a)’nin, EGFR
(epidermal growth factor receptor) ilizerine olasi bir etki gdstererek; hiicre gocilinii
baskilayabildigi, apoptosisi indiikledigi, kolerektal kanser hiicrelerinde GO / G1 fazinda
boliinmeyi durdurabildigi, timdr olusumunu yavaglattigiortaya konulmustur (Zhang ve
ark. 2017). Yapilan bagka bir ¢alisma, miRNA 520a’nin anlatiminin artmasinin hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve GO / G1 fazinda hiicre boliinmesinin durmasini
indiikledigi, bu mikro RNA’nin anlatiminin ise hepatoseliiler karsinomda, normal
karaciger hiicrelerine oranla azaldigim1 gdstermektedir. Sadece karaciger kanserinde
degil, kiigiik hiicreli akciger kanseri ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde de
miRNA 520a’nin ekspresyonu azalmaktadir (Liu ve ark. 2016). Yapilan benzer
calismalar, miRNA 520a’nin hiicrede tiimor supressor benzeri bir islev gordiigii ve
kanser gibi patolojik olgularda anlatiminin azaldigimi isaret etmektedir. Kavernom
vakalarinda miRNA 520a’nin anlattminin azalmasi literatlir bilgileri ile korelasyon
gostermektedir ve bu olgularda bag doku artisinin nedeni ile iliskili olabilecegini

distindiirmektedir.

VPSODI1(VPS9 domain containing 1)’nin tam islevi bilinmemekle birlikte,
cesitli hastaliklarda anlatim diizeylerinin degistigi gozlenmektedir. Ornegin bu gen,
kolorektal kanserlerde yiiksek seviyede eksprese olmakta ve bu artis kotii diyagnoz
belirteci olarak goriilmektedir (Yang ve ark. 2016). Yine sepsis vakalarinda da genin
anlattmi1 artmaktadir (Tsalik ve ark. 2014). Gastrik kanser hiicrelerinde ise normal
hiicrelere oranla anlatim seviyesinin diistiigii, anlatim azliginin timor biiytikliigi ile ters
orantiya sahip oldugu rapor edilmistir (Chen ve ark. 2017). Kavernom olgularinda daha
once bu genin varligina dair bir ¢aligma bulunmamaktadir. Literatiirde ilk defa bu

calisma ile kavernom dokularinda VPS9D1 anlatiminin diistiigii gosterilmistir.

RBM44 (RNA binding motif protein 44), spermatogonia farklilagsmasinda rol
oynayan hiicreleraras1 sitoplazmik koprii proteini olarak tanimlanmistir (Iwamori ve
ark. 2011). Saglikli bireyler ile hipertrofik yara izi bulunan hastalardan alinan dokularin
karsilastirildigi bir ¢calismada, yara izi bulunan dokularda RBM44 geninin anlatiminin
diistiigli bildirilmistir (Cho ve ark. 2013). Hipertrofik yara izi, yara iyilesmesi sirasinda

kollajen biyosentezi ile matriks yikimi arasindaki dengesizlik sonucu olugmaktadir.
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Kavernomda endotel hiicreleri, kalin bir kollajen yigini igerisinde gdémiilii halde
bulunmaktadir. Ekstraseliiler matriks, vaskiiler duvar igerisindeki endotel hiicrelerin
zararli bir uyarani nasil algiladiginin kritik bir diizenleyicisidir (Davis 2010; Davis ve
ark. 2000) ve bu uyarana uygun olarak; vaskiiler gecirgenlik, enflamasyon, anjiyogenez
ve tromboz gibi siirecleri etkileyerek akut yanit olusturmaktadir (Arroyo ve Iruela-
Arispe, 2010; Davis ve Senger, 2005; Senger ve Davis, 2011). Hiicre icinde RBM44
gibi cesitli molekiillerin anlatimindaki degisiklikler, ekstraseliiler matriksin yeniden
diizenlenmesine neden olabilmektedir. Bu degisimin ise, kavernom vakalarinda
karakteristik bir tablo olan limen formasyonu ve damar gegirgenliginin artmasi gibi

cesitli sonuglara yol agabilecegini diisiinmek olduk¢a mantiklidir.

Bu ortak genlerin disinda bazi genler islevleri bakimindan dikkat ¢ekmektedir.
Ormegin, CvsH grubunda anlatimi diisen MASPI (mannan binding lectin serine
peptidase 1) geni, endotel hiicrelerinde koagiilasyon faktorlerini aktive ederek pihti
olusumunu baglatmaktadir (Jenny ve ark. 2018). Aymi zamanda MASPI geninin insan
umblikal veni endotel hiicrelerini etkileyerek, sitokin ve adezyon molekiillerinin anlatim
seviyelerini degistirdigi gosterilmistir(Schwaner ve ark. 2017).Hepatit C viriisii ile
enfekte edilen dokularda gelistirilen hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde, kontrol
grubuna kiyasla MASPI geninin anlattminda olduk¢a c¢arpici bir azalma
gbzlemlenmistir (Das ve ark. 2013). Pulmoner emboli hastalarinda yapilan bagka bir
calismada, yine bu hastalardaki MASP1 anlatiminin kontrol grubuna gore diistiigii rapor

edilmistir (Lv ve ark. 2013).

Zenginlestirme analiz sonuglar1 incelendiginde CvsE grubu i¢in 6zellikle
wikipathway veritabanindan elde edilen “NRF2’nin transkripsiyonel aktivasyonu” ve
Panther veritabanindan elde edilen “HIF (Hypoxia-Inducible Factor) ilizerinden hipoksia
cevab1” sonuglar dikkat ¢ekicidir. CvsE grubunda bu 6zellikler ile ilgili 2 gen (NFE2L2
ve EGLN1) bulunmaktadir ve literatiirde bu genlerin epilepsi ile iligkili olduklarina dair
caligmalar bulunmaktadir. NFE2L2 geninin kodladigi NRF2 proteini; sinyal proteinleri,
detoksifikasyon, anti-oksidan, anti-inflamatuar ve kalsiyum homeostazi ile ilgili ¢cok
saylida genin ifadesini koordine etmektedir. Bu genin artan ekspresyonun noron
hiicrelerinde antioksidan o6zelligi arttirarak hiicreleri epilepsiye kars1 korudugu
gbzlenmistir (Mazzuferi ve ark. 2013; Liu ve ark. 2015; Porokhovnik ve Pisarev 2017).

Bu calismada oldugu gibi bu genin anlatiminin azalmasi belki de epilepsiye yol agan bir
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dizi olaya 6n ayak olmaktadir. HIF1a, hipoksiaya kars1 hiicresel adaptasyonu saglayan
temel transkripsiyon faktoriidiir (Ding ve ark. 2010). HIFla anlatiminin temporal lob
epilepsisi hastalarinda arttig1 rapor edilmistir (Li ve ark. 2016). Hiicrede EGLNI,
HIF’in represorii olarak islev gormektedir ve EGLNI1’in anlatimi diistiiglinde ise
kontrolsiiz kalan HIF1’in anlatim artacaktir. ilk 200 listesine girmedigi i¢in HIF1
(probeset no: 16700489) anlatimi1 bu ¢alismadaki tablolarda yer almasa da, bu genin
epilepsi grubundaki ekspresyonu incelendiginde anlatimi, kontrol ve hemoraji grubuna
gore arttig1 goriilmiistiir. Literatiire uygun bir sonug¢ gosteren bu iki genin epilepsi i¢in
aday gen olma ihtimali {izerinde durulmali ve farkli analizler yapilarak validasyonu

saglanmalidir.

CvsH grubu icin zenginlestirme analizi sonuglarina bakildiginda {i¢ sonug
tizerinde durulmasi gerekmektedir: Fokal adezyonlar, Anjiogenez ve ¢ift-zincir DNA
kiriklari. Calpein gen ailesi ait proteazlar (CAPN2), integrin-aracili adezyon
komplekslerini regiile etmektedir (Bhatt ve ark. 2002; Dourdin ve ark. 2001; Franco ve
ark. 2004). Bu gen ailesine ait genlerin irettikleri proteinlerdeki azalma, adezyon
molekiillerinietkileyerek hiicreler arasi baglantilarin zayiflamasina neden olabilecektir
(Dourdin ve ark. 2001). Ozellikle endotel hiicrelerini birbirine baglayan molekiillerde
meydana gelebilecek bu tiirde zayifliklarin ise damar sizdirmalarina neden olabilecegi
ihtimalini distindiirmektedir. Gastrik kanser hiicrelerinde anlatimi azaltilan PDGF-D
genininf-catenin ve VEGF aktivitesi ile anjiyogenez onciil molekiillerinde azalmaya
sebep oldugu gosterilmistir (Zhao ve ark. 2010). Mevcut literatiir bilgisinden yola
cikilarak, bu genin anlatimimin kavernom olgularinda azalmasi, tipki CAPN2 geni gibi
hiicre baglantilarinin zayiflamasina ve anjiyogenezdebozukluklar ile sonlanacak bir
senaryoya neden olabilecegini isaret etmektedir. Intraserebral kanamalarda
hemoglobinin yikilip icerigindeki demirin ortaya ¢ikmasi, kanamanin oldugu bolgedeki
hiicrelerde demire bagl bir oksidatif stres yaratmaktadir. Bu oksidatif stres ise kalici
DNA hasarlarina sebebiyet verebilmektedir (Nakamura ve ark. 2005; Nakamura ve ark.
2006; Wu ve ark. 2002). Cift-zincir DNA kiriklar1 ise hiicredeki bircok farkli siirecte

bozukluklara neden olabilmektedir.

Zenginlestirme analizi sonrasi1 anlatimi ger¢eklesen genlerin gruplar arasi benzer
islevleri olup olmadiginin ortaya konulabilmesi amaciyla venn semalari

olusturulmustur. Bu semalar incelendiginde, genlerin fonksiyonlarmin, hem aymn
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hastaligin farkli semptomlar gosteren gruplarinda (CvsE ve CvsH), hem de bu gruplarin
CvsEvsH grubu ile karsilastirildiginda biiyilk oranda farklihk  gdosterdigi
gbzlemlenmistir. Bu durum, iki farkli olasilig1 ortaya koymaktadir: ilki farkli molekiiler
mekanizmalarin ayn1 hastalia sebebiyet verebilecegini diisiindiirmektedir. ikincisi ise,
belki de bu durum, degisiklige ugrayan molekiiler mekanizmaya uygun olarak, ayni
hastalikta farkli bulgular ile seyreden bir klinik tablonun ortaya ¢ikabilmesini miimkiin

kilmaktadir.

Protein-protein etkilesimlerine bakildiginda, CvsE grubunda farkli anlatim
gosteren genlerin; hiicre-i¢i sinyal iletimi, iyon kanali aktivitesi, baglant1 proteinleri, 1s1-
soku proteinleri ve hiicre bdliinmesindeki kinetokor-mikrotiibiil baglantilarindan
sorumlu proteinler ile; CvsH grubundaki proteinlerin transkripsiyonu diizenleyen
proteinler, hiicre i¢i vezikiil trafigi, ve histonlarla ilgili proteinler ile etkilesimde

olduklar1 goriilmektedir.

SKM; kan-beyin bariyeri ve hiicre baglant1 bilesenlerinin bozularak kanama, bas
agris1 ve epilepsilere sebebiyet veren, yavas kan akimi ile karakterize bir damar
bozuklugudur. Familyal veya herediter tipinde CCM1, CCM2 ve CCM3 genlerinde
mutasyonlar veya islev kaybi1 gorilirken, sporadik SKM vakalarinda, CCM
mutasyonlarina ¢ok az rastlanmaktadir (D’Angelo ve ark. 2013). Bu durum, sporadik
SKM’ye neden olabilecek baska gen ve iligkili proteinlerin varligini isaret etmektedir.
Benzer ongoriiye sahip arastirmalar sporadik SKM patogenezinin; aktin dinamikleri,
sitokin transdiiksiyonu, damar gegirgenliginin artmasi, hiicre baglantilar1 ve
inflamasyonlar ile iliskili olabilecegini ortaya koymaktadir (D’Angelo ve ark. 2013;
Yadla ve ark. 2010; Shi ve ark. 2007; Whitehead ve ark. 2009).

Toplumda goriilme sikliginin az olmasi, g¢alisilacak doku azligi, hastaligin
nedeninin iyi bilinmemesi sebebiyle hayvan modellerinin azlig1 bu hastalik tizerinde
calisma yapmay1 zorlastirmaktadir. Bu tez c¢alismasinda taze dokular yerine hastane
arsivlerindeki kavernom parafin bloklart ile ¢alisilmistir. RNA gibi oldukca hassas bir
molekiil ile calisilmis olunsa da oldukga yiiksek verimde RNA izolasyonu yapilmis ve
basaril1 bir sekilde mikroarray sonuglari elde edilmistir. Parafin bloklar ile ¢aligmanin 2
avantaj1 bulunmaktadir: Oncelikle, 6zellikle nadir hastaliklar ile ¢alisan arastirmacilarin
taze doku gelmesini beklemesi gibi olduk¢ca zaman alan bir siireci ortadan

kaldirmaktadir. ikincisi ise, calisma sonundaki bulgular1 o hastanin belki de 10 yillik
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siire sonundaki durumu ile karsilastirabilme olanagi sunmasidir. Bu ikinci madde
Ozellikle operasyon sonrasi hasta durumunu ilgilendiren ve hastaliin tekrar etme

durumu olan ¢aligmalar i¢in avantaj saglamaktadir.

Tekrarli kanamalar, diisiik kan akimi, baglanti proteinlerindeki yapisal hasarlar
gibi molekiiler, genetik, fizyolojik ve heniiz bilinmeyen bircok etken birleserek bu
kompleks hastaliga sebep olabilmektedir. Gelisen teknoloji, bir¢ok yeni kimyasalin
tiretilmesi ve bunlara erisimin kolayligi bu hastalii anlamak iizerine gelistirilen
yontemlerde de yenilikler sunmaktadir. Ticari olarak satilan genis kapsaml
mikroarraylar, ¢ok az miktardaki niikleik asitler ile hizli bir sekilde ¢aligmay1 miimkiin
kilmakta ve bdylece yeni genlerin kesfine olanak saglamaktadir.Bu genlerin kesfi;
hastaligin patogenezini anlayarak, teshis ve tedavi icin gerekli yeni yontemlerin ve
ilaclarin  gelistirilmesine katki saglayacak, hastaligin seyri ic¢in klinisyenler ve

arastirmacilara ongorii kazandiracaktir.



80

KAYNAKLAR

Abdulla, F. A., Smith, P. A. (2001a). Axotomy-and autotomy-induced changes in Ca2+
and K+ channel currents of rat dorsal root ganglion neurons. Journal of
neurophysiology. 85(2), 644-658.

Abdulla, F. A., Smith, P. A. (2001b). Axotomy-and autotomy-induced changes in the
excitability of rat dorsal root ganglion neurons. Journal of neurophysiology. 85(2),
630-643.

Aiba T., Tanaka R., Koike T., Kameyama S., Takeda N., Komata T. (1995). Natural
history of intracranial cavernous malformations. Journal of Neurosurgery. 83(1), 56—
59.

Akers, AL., Johnson, E., Steinberg, GK., Zabramski, JM., Marchuk, DA. (2009).
Biallelic somatic and germline mutations in cerebral cavernous malformations
(CCM): evidence for a two-hit mechanism of CCM pathogenesis. Human Molecular
Genetics. 18, 919-930.

Alvarado, S., Tajerian, M., Millecamps, M., Suderman, M., Stone, L. S., Szyf, M.
(2013). Peripheral nerve injury is accompanied by chronic transcriptome-wide
changes in the mouse prefrontal cortex. Molecular pain. 9(1), 21.

Alvarez-Sabin, J., Montalban, J., Tintore, M., Codina, A. (1991). Pure sensory stroke
due to midbrain haemorrhage. [letter; comment] The Journal of Neurology,
Neurosurgery, and Psychiatry.54(9), 843.

Arroyo, A. G., Iruela-Arispe, M. L. (2010). Extracellular matrix, inflammation, and the
angiogenic response. Cardiovascular research. 86(2), 226-235.

Baranoski, J. F., Kalani, M. Y. S., Przybylowski, C. J., Zabramski, J. M. (2016).
Cerebral Cavernous Malformations: Review of the Genetic and Protein—Protein
Interactions Resulting in Disease Pathogenesis. Frontiers in Surgery. 3(60), 1-6. doi:
10.3389/fsurg.2016.00060

Benjamini, Y. and Hochberg, Y. (1995). Controlling the false discovery rate: a practical
and powerful approach to multiple testing. Journal of the Royal Statistical Society
Series B. 57, 289-300.

Bentley, DL. (2014). Coupling mRNA processing with transcription in time and space.
Nature Review Genetics. 15, 163—-175.



81

Béraud-Dufour, S., Gautier, R., Albiges-Rizo, C., Chardin, P., Faurobert, E. (2007). Krit
1 interactions with microtubules and membranes are regulated by Rap1 and integrin
cytoplasmic domain associated protein-1. Federation of European Biochemical
Societies Journal.274, 5518-5532.

Bergametti F., Denier C., Labauge P., Arnoult M., Boetto S., Clanet M., ve ark. (2005).
Mutations within the programmed cell death 10 gene cause cerebral cavernous
malformations. The American Journal of Human Genetics.76, 42—-51.

Berget, S. M., Moore, C. and Sharp, P. A. (1977). Spliced segments at the 50 terminus
of adenovirus 2 late mRNA. Proceedings of the National Academy of Sciences of
USA.74, 3171-3175.

Berry, W. L., Janknecht, R. (2013). KDM4/JMJD2 histone demethylases: epigenetic
regulators in cancer cells. Cancer research. DOIL: 10.1158/0008-5472.CAN-12-4300

Bertalanffy H., Benes L., Miyazawa T., Alberti O., Siegel AM., Sure U. (2002).
Cerebral cavernomas in the adult. Review of the literature and analysis of 72
surgically treated patients. Neurosurgical Review. 25(1-2), 1-53.

Bhatt, A., Kaverina, 1., Otey, C., Huttenlocher, A. (2002). Regulation of focal complex
composition and disassembly by the calcium-dependent protease calpain. Journal of
cell science. 115(17), 3415-3425.

Birse, C. E., Minvielle-Sebastia, L., Lee, B. A., Keller, W., and Proudfoot, N. J. (1998).
Coupling termination of transcription to messenger RNA maturation in yeast.
Science.280, 298-301.

Borikova AL., Dibble CF., Sciaky N. ve ark. (2010). Rho kinase inhibition rescues the
endothelial cell cerebral cavernous malformation phenotype. The Journal of
Biological Chemistry.285, 11760-11764.

Boulday, G., Rudini, N., Maddaluno, L., Ble'con, A., Arnould, M., Gaudric, A.,
Chapon, F., Adams, RH., Dejana, E., Tournier-Lasserve, E. (2011). Developmental
timing of CCM2 loss influences cerebral cavernous malformations in mice. 7The
Journal of Experimental Medicine. 208, 1835-1847.

Bozinov, O., Hatano, T., Sarnthein, J., ve ark. (2010). Current clinical management of
brainstem cavernomas. Swiss Medical Weekly.140, w13120.

Brais, B. ve ark. (1998). Short GCG expansions in the PABP2 gene cause
oculopharyngeal muscular dystrophy. Nature Genetics.18, 164—167.



82

Brutsch R., Liebler SS., Wustehube J., ve ark. (2010). Integrin cytoplasmic domain-
associated protein-1 attenuates sprouting angiogenesis. Circulation Research.107,
592-601.

Buratowski, S. (2009). Progression through the RNA polymerase II CTD cycle.
Molecular Cell.36, 541-546.

Campbell P. G., Jabbour P., Yadla S., Awad IA. (2010). Emerging clinical imaging
techniques for cerebral cavernous malformations: a systematic review. Neurosurgical
Focus. 29(3), 1-8.

Caputi, M., Kendzior, RJ. ve Beemon, KL. (2002). A nonsense mutation in the fibrillin-
1 gene of a Marfan syndrome patient induces NMD and disrupts an exonic splicing
enhancer. Genes Development. 16, 1754-1759.

Cardamone, G., Paraboschi, E.M., Rimoldi, V., Duga, S., Solda, G., Asselta, R. (2017).
The characterization of GSDMB splicing and backsplicing profiles identifies novel
isoforms and a circular RNA that are dysregulated in Multiple Sclerosis.
International journal of molecular sciences.18(3), 1-15.

Cartegni, L., and Krainer, A. R. (2002). Disruption of an SF2/ASF-dependent exonic
splicing enhancer in SMN2 causes spinal muscular atrophy in the absence of SMNI.
Nature Genetics. 30, 377-384.

Cavalcanti, D. D., Kalani, M. Y., Martirosyan, N. L., Eales, J., Spetzler, R. F., Preul, M.
C. (2012). Cerebral cavernous malformations: from genes to proteins to disease.
Journal of Neurosurgery.116, 122-132.

Cenzato M., Stefini R., Ambrosi C., Giovanelli M. (2008). Post-operative remnants of
brainstem cavernomas: incidence, risk factors and management. Acta
Neurochirurgica. 150(9), 879-886.

Chalouhi N., Dumont A. S., Randazzo C. ve ark. (2011). Management of incidentally
discovered intracranial vascular abnormalities. Neurosurgical Focus. 31(6), E1.

Chalouhi N., Jabbour P., and Andrews DW. (2013). “Stereotactic radiosurgery for
cavernous malformations: is it effective?”” World Neurosurgery. 80(6), €185—e186.

Chan AC., Drakos, SG., Ruiz, OE., ve ark. (2011). Mutations in 2 distinct genetic
pathways result in cerebral cavernous malformations in mice. The Journal of Clinical
Investigation. 121, 1871-1881.

Chang, J., Temple, G., Trecartin, R., Kan, Y. (1979). Suppression of the nonsense

mutation in homozygous p° thalassaemia. Nature.281, 602-603.



&3

Chen, M., Wu, X., Ma, W., Zhou, Q., Wang, X., Zhang, R., Yang, X. (2017). Decreased
expression of IncRNA VPS9DI-AS1 in gastric cancer and its clinical
significance. Cancer Biomarkers, (Preprint), 1-6.

Chew S. L., Liu H. X., Mayeda A., Krainer A. R. (1999). Evidence for the function of
an exonic splicing enhancer after the first catalytic step of pre-mRNA splicing.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America.96,
10655-10660.

Cho, S. B., Kim, J. S., Zheng, Z., Choi, M. J., Choi, I. G., Oh, H. S., Ahn, K. J. (2013).
Decreased tissue and serum expression of galectin-7 in patients with hypertrophic
scars. Acta dermato-venereologica. 93(6), 669-673.

Choquet H., Pawlikowska, L., Lawton, M. T., Kim, H. (2015). Genetics of Cerebral
Cavernous Malformations: Current Status and Future Prospects. Journal of
neurosurgical sciences. 59(3), 211-220.

Chusid J. G., Kopeloff L. M. (1962). Epileptogenic effects of pure metals implanted in
motor cortex of monkeys. The Journal of Applied Physiology. 17, 697-700.

Clatterbuck R. E., Moriarity J. L., Elmaci 1., Lee R. R., Breiter S. N., Rigamonti D.
(2000). Dynamic nature of cavernous malformations: a prospective magnetic
resonance imaging study with volumetric analysis. Journal of Neurosurgery. 93(6),
981-986.

Cramer, P., Caceres, J. F., Cazalla, D., Kadener, S., Muro, A. F., Baralle, F. E., and
Kornblihtt, A. R. (1999). Coupling of transcription with alternative splicing: RNA
pol II promoters modulate SF2/ASF and 9G8 effects on an exonic splicing enhancer.
Molecular Cell. 4, 251-258.

Cuttano R., Rudini N., Bravi L. ve ark. (2015). KLF4 is a key determinant in the
development and progression of cerebral cavernous malformations. EMBO
Molecular Medicine.8, 6-24.

D’Angelo V. A., De Bonis C., Amoroso R. ve ark. (2006). Supratentorial cerebral
cavernous malformations: clinical, surgical, and genetic involvement. Neurosurgical
Focus. 21(1), 1-7.

D’Angelo, R., Alafaci, C., Scimone, C., Ruggeri, A., Salpietro, F. M., Bramanti, P.,
Sidoti, A. ve ark. (2013). Sporadic cerebral cavernous malformations: report of
further mutations of CCM genes in 40 Italian patients. BioMed research

international, 2013.



&4

Da Costa, PJ., Menezes, J., Romao, L. (2017). The role of alternative splicing coupled
to nonsense-mediated mRNA decay in human disease. The International Journal of
Biochemistry & Cell Biology. 91, 168-175.

Daar, 10. ve Maquat, LE. (1988). Premature translation termination mediates
triosephosphate isomerase mRNA degradation. Molecular Cellular Biology.8, 802-
813.

Dammann, P., Hehr, U., Weidensee, S., Zhu, Y., Gerlach, R., Sure, U. (2013). Two-hit
mechanism in cerebral cavernous malformation? A case of monozygotic twins with a
CCMI/KRIT1 germline mutation. Neurosurgical Review.36, 483-486.

Danckwardt, MR., Hentze, MW., Kulozik, AE. (2008). 3" end mRNA processing:
molecular mechanisms and implications for health and disease. EMBO journal.27,
482-498.

Darnell, Jennifer C. ve ark. (2011). FMRP Stalls Ribosomal Translocation on mRNAs
Linked to Synaptic Function and Autism. Cell. 146, 247-261.

Das, T., Diamond, D. L., Yeh, M., Hassan, S., Bryan, J. T., Reyes, J. D., Perkins, J. D.
(2013). Molecular signatures of recurrent hepatocellular carcinoma secondary to
hepatitis C virus following liver transplantation. Journal of transplantation, 201 3.

Davis, G. E. (2010). Matricryptic sites control tissue injury responses in the
cardiovascular system: relationships to pattern recognition receptor regulated
events. Journal of molecular and cellular cardiology, 48(3), 454-460.

Davis, G. E., Bayless, K. J., Davis, M. J., Meininger, G. A. (2000). Regulation of tissue
injury responses by the exposure of matricryptic sites within extracellular matrix
molecules. The American journal of pathology, 156(5), 1489-1498.

Davis, G. E., Senger, D. R. (2005). Endothelial extracellular matrix: biosynthesis,
remodeling, and functions during vascular morphogenesis and neovessel
stabilization. Circulation research, 97(11), 1093-1107.

De Roeck, A., Van den Bossche, T., van der Zee, J., Verheijen, J., De Coster, W., Van
Dongen, J., Dillen, L., Baradaran-Heravi, Y., Heeman, B., Sanchez-Valle, R., Llado,
A., Nacmias, B., Sorbi, S., Gelpi, E., Grau-Rivera, O., Gomez-Tortosa, E., Pastor, P.,
Ortega-Cubero, S., Pastor, M.A., Graff, C., Thonberg, H., Benussi, L., Ghidoni, R.,
Binetti, G., de Mendonca, A., Martins, M., Borroni, B., Padovani, A., Almeida,
M.R., Santana, 1., Diehl-Schmid, J., Alexopoulos, P., Clarimon, J., Lleo, A., Fortea,
J., Tsolaki, M., Koutroumani, M., Matej, R., Rohan, Z., De Deyn, P., Engelborghs,



&5

S., Cras, P., Van Broeckhoven, C., Sleegers, K. (2017). Deleterious ABCA7
mutations and transcript rescue mechanisms in early onset Alzheimer's disease. Acta
neuropathologica. European Early-Onset Dementia consortium. 134(3), 475-487.

Delesus-Hernandez, M. ve ark. (2011). Expanded GGGGCC hexanucleotide repeat in
noncoding region of C9ORF72 causes chromosome 9p-linked FTD and ALS.
Neuron.72, 245-256.

Del Curling, O Jr., Kelly, D. L. Jr., Elster A. D., Craven, T. E. (1991). An analysis of
the natural history of cavernous angiomas. Journal of Neurosurgery. 75(5), 702—708.

Denier C., Labauge P., Bergametti F., Marchelli F., Riant F., Arnoult M., ve ark.
(2006). Genotype-phenotype correlations in cerebral cavernous malformations
patients. Annals of Neurology.60, 550-556.

Ding, Z., Yang, L., Xie, X., Xie, F., Pan, F., Li, J., Liang, H., ve ark. (2010). Expression
and significance of hypoxia-inducible factor-1 alpha and MDR1/P-glycoprotein in
human colon carcinoma tissue and cells. Journal of cancer research and clinical
oncology. 136(11), 1697-1707.

DiStefano P. V., Kuebel J. M., Sarelius 1. H., Glading A. J. (2014). KRIT1 protein
depletion modifies endothelial cell behavior via increased vascular endothelial
growth factor (VEGF) signaling. The Journal of Biological Chemistry. 289, 33054-
33065.

Dmitriev, A. A., Rosenberg, E. E., Krasnov, G. S., Gerashchenko, G. V., Gordiyuk, V.
V., Pavlova, T. V., Danilets, R. O. (2015). Identification of novel epigenetic markers
of prostate cancer by Notl-microarray analysis. Disease markers, 2015.

Dourdin, N., Bhatt, A. K., Dutt, P., Greer, P. A., Arthur, J. S. C., Elce, J. S.,
Huttenlocher, A. (2001). Reduced cell migration and disruption of the actin
cytoskeleton in calpain-deficient embryonic fibroblasts. Journal of Biological
Chemistry. 276(51), 48382-48388.

Draheim K. M., Li X., Zhang R. ve ark. (2015). CCM2-CCM3 interaction stabilizes
their protein expression and permits endothelial network formation. 7he Journal of
Cell Biology.208, 987-1001.

Draheim, K. M., Fisher, O. S., Boggon, T. J., Calderwood D. A. (2014). Cerebral

cavernous malformation proteins at a glance. Journal of Cell Science.127, 701-707.



86

Dubovsky J. Zabramski J. M., Kurth J., ve ark. (1995). A gene responsible for
cavernous malformations of the brain maps to chromosome 7q.Human Molecular
Genetics.4(3),453-458.

Dvinge, H., Kim, E., Abdel-Wahab, O., Bradley, R.K. (2016). RNA splicing factors as
oncoproteins and tumour suppressors. Nature reviews. Cancer.16(7), 413-430.

Edmonds, M., Vaughan, M.H. and Nakazato, H. (1971) Polyadenylic acid sequences in
the heterogeneous nuclear RNA and rapidly-labeled polyribosomal RNA of HelLa
cells: possible evidence for a precursor relationship. Proceedings of the National
Academy of Sciences of USA.68, 1336—1340.

Egloff, S. ve Murphy, S. (2008). Role of the C-terminal domain of RNA polymerase 11
in expression of small nuclear RNA genes. Biochemical Society Transactions.36,
537-539.

Englot D. J., Han S. J., Lawton M. T., Chang E. F. (2011). Predictors of seizure
freedom in the surgical treatment of supratentorial cavernous malformations. Journal
of Neurosurgery. 115(6), 1169—1174.

Ernst, T., Chase, A. J., Score, J., Hidalgo-Curtis, C. E., Bryant, C., Jones, A. V.,
Waghorn, K., Zoi, K., Ross, F. M., Reiter, A., Hochhaus, A., Drexler, H. G.,
Duncombe, A., Cervantes, F., Oscier, D., Boultwood, J., Grand, FH., Cross, N. C.
(2010). Inactivating mutations of the histone methyltransferase gene EZH2 in
myeloid disorders. Nature genetics. 42(8), 722-726.

Fabrega, C., Shen, V., Shuman, S. ve Lima, C. D. (2003). Structure of an mRNA
capping enzyme bound to the phosphorylated carboxy-terminal domain of RNA
polymerase II. Molecular Cell. 11, 1549-1561.

Faurobert, E., Rome, C., Lisowska, J., Manet-Dupe', S., Boulday, G., Malbouyres, M.,
Balland, M., Bouin, AP., Ke ramidas, M., Bouvard, D. ve ark. (2013). CCMI1-ICAP-
1 complex controls betal integrin-dependent endothelial contractility and fibronectin
remodeling. The Journal of Cell Biology.202, 545-561.

Fernandez, S., Mir6 J., Falip, M. (2012). Surgical versus conservative treatment in
patients with cerebral cavernomas and nonrefractory epilepsy. Seizure.21(10), 785-
788.

Fidalgo, M., Fraile, M., Pires, A., Force, T., Pombo, C. and Zalvide, J. (2010).
CCM3/PDCDI10 stabilizes GCKIII proteins to promote Golgi assembly and cell
orientation. Journal of Cell Science.123, 1274-1284.



87

Fisher OS., Liu W., Zhang R. ve ark. (2015). Structural basis for the disruption of the
cerebral cavernous malformations 2 (CCM2) interaction with Krev interaction
trapped 1 (KRIT1) by disease-associated mutations. The Journal of Biological
Chemistry. 290, 2842-2853.

Fotiadis, D., Hasler, L., MuEller, D. J., Stahlberg, H., Kistler, J., Engel, A. (2000).
Surface tongue-and-groove contours on lens MIP facilitate cell-to-cell
adherence. Journal of molecular biology. 300(4), 779-789.

Francalanci, F., Avolio, M., De Luca, E., Longo, D., Menchise, V., Guazzi, P., Sgro",
F., Marino, M., Goitre, L., Balzac, F. ve ark. (2009). Structural and functional
differences between KRIT1A and KRIT1B isoforms: a framework for understanding
CCM pathogenesis. Experimental Cell Research.315, 285-303.

Franco, S. J., Rodgers, M. A., Perrin, B. J., Han, J., Bennin, D. A., Critchley, D. R.,
Huttenlocher, A. (2004). Calpain-mediated proteolysis of talin regulates adhesion
dynamics. Nature cell biology. 6(10), 977.

Frischmeyer, P. A. ve Dietz, H. C. (1999). Nonsense-mediated mRNA decay in health
and disease. Human Molecular Genetics.8, 1893-1900.

Fuda, N. J., Ardehali, M. B., and Lis, J.T. (2009). Defining mechanisms that regulate
RNA polymerase II transcription in vivo. Nature. 461, 186-192.

Fujiwara N., Shiki T. ve Masuda S. (2012). mRNA Biogenesis in the Nucleus and Its
Export to the Cytoplasm, Current Frontiers and Perspectives in Cell Biology, Prof.
Stevo Najman (Ed.), ISBN: 978-953-51-0544-2, InTech, Available from:
http://www.intechopen.com/books/current-frontiers-and-perspectives-in-
cellbiology/mrna-biogenesis-in-the-nucleus-and-its-export-to-the-cytoplasm. En son
erisim tarihi: 06.12.17

Gault, J., Awad, 1. A., Recksiek, P., Shenkar, R., Breeze, R., Handler, M., ve ark.
(2009). Cerebral cavernous malformations: somatic mutations in vascular endothelial
cells. Neurosurgery.65, 138—144.

Gault, J., Sarin, H.,, Awadallah, N. A., ve ark. (2004). Pathobiology of human
cerebrovascular malformations: basic mechanisms and clinical relevance.
Neurosurgery. 55, 1-16; discussion 16—17.

Gault, J., Shenkar, R., Recksiek, P., Awad, I. A. (2005). Biallelic somatic and germ line
CCMI truncating mutations in a cerebral cavernous malformation lesion. Stroke.36,

872-874.



88

Gautier L., Cope L., Bolstad B. M., Irizarry R. A. (2004). Affy — analysis of
Affymetrix GeneChip data at the probe level. Bioinformatics. 20(3), 307-315.

Gehring, N. H., Lamprinaki, S., Kulozik, A. E. and Hentze, M. W. (2009). Disassembly
of exon junction complexes by PYM. Cell. 137, 536-548.

Geisler, J. G., Marosi, K., Halpern, J., Mattson, M. P. (2017). DNP, mitochondrial
uncoupling, and neuroprotection: A little dab'll do ya.Alzheimer's &
Dementia. 13(5), 582-591.

Gentleman, R.C., Carey, V.J., Bates, D.M., Bolstad, B., Dettling, M., Dudoit, S., Ellis,
B., Gautier, L., Ge, Y., Gentry, J. (2004) Bioconductor: open software development
for computational biology and bioinformatics. Genome Biology.5, R80.

Gingras, A. R, Liu, J. J., Ginsberg, M. H. (2012). Structural basis of the junctional
anchorage of the cerebral cavernous malformations complex. The Journal of Cell
Biology.199, 39-48.

Gingras, A. R., Puzon-McLaughlin, W., Ginsberg, M. H. (2013). The structure of the
ternary complex of Krev Interaction Trapped 1 (KRIT1) bound to both the Rapl
GTPase and the heart of Glass (HEG1) cytoplasmic tail. The Journal of Biological
Chemistry.288, 23639-23649.

Giombini, S., Morello, G. (1978). Cavernous angiomas of the brain. Account of
fourteen  personal cases and review of the literature.  Acta
Neurochirurgica(Wien).140(1-2), 61-82.

Glading, A., Han, J., Stockton, R. A., Ginsberg, M. H. (2007). KRIT-1/CCM1 is a Rapl
effector that regulates endothelial cell cell junctions. The Journal of Cell
Biology.179, 247-254.

Glading, A. J. ve Ginsberg, M. H. (2010). Rap1 and its effector KRIT1/CCM1 regulate
beta-catenin signaling. Disease Model & Mechanism.3, 73-83.

Glover-Cutter, K., Kim, S., Espinosa, J., and Bentley, DL. (2008). RNA polymerase 11
pauses and associates with pre-mRNA processing factors at both ends of genes.
Nature Structural & Molecular Biology.15, 71-78.

Goitre L., Balzac F., Degani S. ve ark. (2010). KRIT1 regulates the homeostasis of
intracellular reactive oxygen species. PLoS One.$5, e11786.

Golden, MJ., Morrison, LA., Kim, H., Hart, BL. (2015). Increased number of white
matter lesions in patients with familial cerebral cavernous malformations. American

Journal of Neuroradiology. 36(5), 899-903.



&9

Gore, AV., Lampugnani, MG., Dye, L., ve ark. (2008). Combinatorial interaction
between CCM pathway genes precipitates hemorrhagic stroke. Disease
Models & Mechanisms.1, 275-281.

Goudreault, M., D’Ambrosio, LM., Kean, MJ., Mullin, MJ., Larsen, BG., Sanchez, A.,
Chaudhry, S., Chen, GI., Sicheri, F., Nesvizhskii, Al., ve ark. (2009). A PP2A
phosphatase high density interaction network identifies a novel striatin-interacting
phosphatase and kinase complex linked to the cerebral cavernous malformation 3
(CCM3) protein. Molecular & Cellular Proteomics.8, 157-171.

Gross BA., Lin N., Du R., Day AL. (2011). The natural history of intracranial
cavernous malformations. Neurosurgical Focus.30(6), E24.

Gross, S., ve Moore, C. (2001). Five subunits are required for reconstitution of the
cleavage and polyadenylation activities of Saccharomyces cerevisiae cleavage factor
1. Proceedings of the National Academy of Science USA.98, 6080-6085.

Guzeloglu-Kayisli, O., Amankulor, NM., Voorhees, J., Luleci, G., Lifton, RP., Gunel,
M. (2004). KRIT1/cerebral cavernous malformation 1 protein localizes to vascular
endothelium, astrocytes, and pyramidal cells of the adult human cerebral cortex.
Neurosurgery.54, 943-949.

Haasdijk, RA., Cheng, C., Maat-Kievit AJ., Duckers, HJ. (2012). Cerebral cavernous
malformations: from molecular pathogenesis to genetic counselling and clinical
management. European Journal of Human Genetics.20, 134-140.

Hammoud, S., Emery, B. R., Dunn, D., Weiss, R. B., & Carrell, D. T. (2009). Sequence
alterations in the YBX2 gene are associated with male factor infertility. Fertility and
sterility, 91(4), 1090-1095.

Harel, L., Costa, B., Tcherpakov, M., Zapatka, M., Oberthuer, A., Hansford, LM.,
Vojvodic, M., Levy, Z., Chen, ZY ., Lee, FS. ve ark. (2009). CCM2 mediates death
signaling by the TrkA receptor tyrosine kinase. Neuron.63, 585-591.

He, Y., Zhang, H., Yu, L., Gunel, M., Boggon, T. J., Chen, H., Min, W. (2010).
Stabilization of VEGFR?2 signaling by cerebral cavernous malformation 3 is critical
for vascular development. Science Signaling.3, ra26, 1-14.

Hennig, B., Wang, Y., Ramasamy, S., & McClain, C. J. (1992). Zinc deficiency alters
barrier function of cultured porcine endothelial cells. The Journal of

nutrition, 122(6), 1242-1247.



90

Hilder, TL., Malone, MH., Bencharit, S., Colicelli, J., Haystead, TA., Johnson, GL.,
Wu, CC. (2007). Proteomic identification of the cerebral cavernous malformation
signaling complex. Journal of Proteome Research. 6, 4343-4355.

Hirose, Y. ve Manley, JL. (2000). RNA polymerase II and the integration of nuclear
events. Genes & Development. 14,1415-1429.

Hirschfeld, M., zur Hausen, A., Bettendorf, H., Jager, M., Stickeler, E. (2009).
Alternative splicing of Cyr61 is regulated by hypoxia and significantly changed in
breast cancer. Cancer research. 69(5), 2082-2090.

Irizarry, R. A., Hobbs, B., Collin, F., Beazer-Barclay, Y. D., Antonellis, K. J., Scherf,
U., Speed, T. P. (2003). Exploration, Normalization, and Summaries of High Density
Oligonucleotide Array Probe Level Data. Biostatistics.4(2), 249-264.

Ishigaki, Y., Li, X., Serin, G. and Maquat, LE. (2001). Evidence for a pioneer round of
mRNA translation: mRNAs subject to nonsense-mediated decay in mammalian cells

are bound by CBP80 and CBP20. Cell. 106, 607-617.

Iwamori, T., Lin, Y. N., Ma, L., Iwamori, N., Matzuk, M. M. (2011). Identification and
characterization of RBM44 as a novel intercellular bridge protein. PLoS One, 6(2),
e17066.

Jaffe AB and Hall A. (2005). Rho GTPases: biochemistry and biology. The Annual
Review of Cell and Developmental Biology. 21, 247-269.

Jenny, L., Dobd, J., Gal, P, Pal, G., Lam, W. A., Schroeder, V. (2018). MASP-1 of the
complement system enhances clot formation in a microvascular whole blood flow
model. PloS one, 13(1), €0191292.

Jolliffe, L.T. (2002). Principal Component Analysis, second edition, New York:
Springer-Verlag New York, Inc.

Kang, D., Kim, G. T., Kim, E. J., La, J. H., Lee, J. S., Lee, E. S., ... Han, J. (2008).
Lamotrigine inhibits TRESK regulated by G-protein coupled receptor
agonists. Biochemical and biophysical research communications. 367(3), 609-615.

Kazerouninia, A., Ngo, B., and Martinson, H. G. (2010). Poly(A) signal-dependent
degradation of unprocessed nascent transcripts accompanies poly(A) signal-
dependent transcriptional pausing in vitro. Rna.16, 197-210.

Kean, MJ., Ceccarelli, DF., Goudreault, M., Sanches, M., Tate, S., Larsen, B., Gibson,
LC., Derry, WB., Scott, IC., Pelletier, L. ve ark. (2011). Structure- function analysis



91

of core STRIPAK proteins: a signaling complex implicated in Golgi polarization.
The Journal of Biological Chemistry.286, 25065-25075.

Kehrer-Sawatzki, H., Wilda, M., Braun, VM., Richter, HP., Hameister, (2002). H.
Mutation and expression analysis of the KRIT1 gene associated with cerebral
cavernous malformations (CCM1). Acta Neuropathologica (Berlin). 104, 231-40.

Khoury-Haddad, H., Guttmann-Raviv, N., Ipenberg, 1., Huggins, D., Jeyasekharan, A.
D., Ayoub, N. (2014). PARPIl-dependent recruitment of KDM4D histone
demethylase to DNA damage sites promotes double-strand break repair. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 111(7), E728-E737.

Kim DS., Park YG., Choi JU., Chung SS., Lee KC. (1997). An analysis of the natural
history of cavernous malformations. Surgical Neurology. 48(1), 9-18.

Kim, J. (2016). Introduction to cerebral cavernous malformation: a brief review. BMB
Reports.49(5), 255-262.

Kim, J., Sherman, NE., Fox, JW., Ginsberg, MH. (2011). Phosphorylation sites in the
cerebral cavernous malformations complex. Journal of Cell Science. 124, 3929-3932.

Kim, T. D., Oh, S., Shin, S., Janknecht, R. (2012). Regulation of tumor suppressor p53
and HCT116 cell physiology by histone demethylase JMJD2D/KDM4D. PloS
one, 7(4), €34618.

Kleaveland, B., Zheng, X., Liu, JJ., ve ark. (2009). Regulation of cardiovascular
development and integrity by the heart of glass-cerebral cavernous malformation

protein pathway. Nature Medicine.15, 169—-176.

Knudson, AG. (2001). Two genetic hits (more or less) to cancer. Nature Reviews
Cancer.1, 157-162.
Koch, F., Jourquin, F., Ferrier, P., and Andrau, JC. (2008). Genome-wide RNA

polymerase II: not genes only! Trends in Biochemical Sciences. 33, 265-273.

Kohno, Y., Matsuki, Y., Tanimoto, A., Izumi, H., Uchiumi, T., Kohno, K., ... &
Sasaguri, Y. (2006). Expression of Y-box-binding protein dbpC/contrin, a potentially
new cancer/testis antigen. British journal of cancer, 94(5), 710.

Kondziolka D., Lunsford LD., Kestle JRW. (1995). The natural history of cerebral
cavernous malformations. Journal of Neurosurgery. 83(5), 820-824.

Kuehner, JN., Pearson, EL. ve Moore, C. (2011). Unravelling the means to an end:
RNA polymerase II transcription termination. Nature Reviews Molecular Cell

Biology. 12, 283-294.



92

Kumar A., Bhandari A., Goswami C. (2014). Surveying genetic variants and molecular
phylogeny of cerebral cavernous malformation gene, CCM3/PDCD10. Biochemical
and Biophysical Research Communications. 455, 98-106.

Kurosaki T. ve Maquat, LE. (2016). Nonsense-mediated mRNA decay in humans at a
glance. Journal of Cell Science.0, 1-7. doi:10.1242/jcs.181008

Labauge, P., Denier, C., Bergametti, F., ve ark., (2007). Genetics of cavernous
angiomas. Lancet Neurology. 6, 237-244.

Labauge, P., Laberge, S., Brunereau, L., Levy, C., Tournier-Lasserve, E. (1998).
Hereditary cerebral cavernous angiomas: clinical and genetic features in 57 French
families. Societe Francaise de Neurochirurgie. Lancet.352, 1892—1897.

Laberge-le Couteulx, S., Jung, HH., Labauge P., ve ark. (1999). Truncating mutations in

CCM1, encoding KRIT1, cause hereditary cavernous angiomas. NatureGenetics.23,

189-193.

Lafreniere, R. G., Cader, M. Z., Poulin, J. F., Andres-Enguix, 1., Simoneau, M., Gupta,
N., ... & Marcinkiewicz, M. M. (2010). A dominant-negative mutation in the TRESK
potassium channel is linked to familial migraine with aura. Nature medicine, 16(10),
1157.

Lampugnani, MG., Orsenigo, F., Rudini, N., Maddaluno, L., Boulday, G., Chapon, F.,
Dejana, E. (2010). CCMI regulates vascular-lumen organization by inducing
endothelial polarity. Journal of Cell Science.123, 1073-1080.

Lanzino, G., Spetzler, R.F. (2007). Cavernous malformations of the brain and spinal
cord. I¢inde I. Feiz-Erfan, J.M. Zabramski, L.J. Kim, J.D. Kolpfenstein. (Ed.),
Natural History of Cavernous Malformations of the Central Nervous System. New
York, ABD: Thieme Medical Publishers, Inc; 3-10.

Le Hir, H., Izaurralde, E., Maquat, LE. and Moore, MJ. (2000). The spliceosome
deposits multiple proteins 20-24 nucleotides upstream of mRNA exon-exon

junctions. EMBO Journal. 19, 6860—6869.

Le Hir, H.,, ve Andersen, GR. (2008). Structural insights into the exon junction
complex. Molecular and Cellular Biology. 18, 112-119.

Lee, K.M. and Tarn, W.Y. (2013) Coupling pre-mRNA processing to transcription on
the RNA factory assembly line. RNA Biology. 10, 380-390.



93

Lewis, BP., Green, RE., Brenner, SE. (2003). Evidence for the widespread coupling of
alternative splicing and nonsense-mediated mRNA decay in humans. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America. 100(1), 189-192.

Li X., Zhang R., Zhang H. ve ark. (2010). Crystal structure of CCM3, a cerebral
cavernous malformation protein critical for vascular integrity. The Journal of
Biological Chemistry.285, 24099-24107.

Li, T., Shi, Y., Wang, P., Guachalla, LM., Sun, B., Joerss, T., Chen, YS., Groth, M.,
Krueger, A., Platzer, M., Yang, YG., Rudolph, KL., Wang, ZQ. (2015). Smg6/Estl
licenses embryonic stem cell differentiation via nonsense-mediated mRNA decay.
EMBO Journal. 34, 1630-1647.

Li, X., Ji, W., Zhang, R., Folta-Stogniew, E., Min, W., Boggon, TJ. (2011). Molecular
recognition of leucine-aspartate repeat (LD) motifs by the focal adhesion targeting
homology domain of cerebral cavernous malformation 3 (CCM3). The Journal of
Biological Chemistry. 286, 26138-26147.

Li, X., Zhang, R., Draheim, K. M., Liu, W., Calderwood, DA., Boggon, TJ. (2012).
Structural basis for small G protein effector interaction of Ras-related protein 1
(Rapl) and adaptor protein Krev interaction trapped 1 (KRIT1). The Journal of
Biological Chemistry.287, 22317-22327.

Li, Y., Huang, C., Feng, P., Jiang, Y., Wang, W., Zhou, D., Chen, L. (2016). Aberrant
expression of miR-153 is associated with overexpression of hypoxia-inducible
factor-1a in refractory epilepsy. Scientific reports, 6, 32091.

Lin, C., Meng, S., Zhu, T. and Wang, X. (2010). PDCD10/CCM3 acts downstream of
gamma-protocadherins to regulate neuronal survival. The Journal of Biological
Chemistry.285, 41675-41685.

Linder, B., Fischer, U., Gehring, NH. (2015). mRNA metabolism and neuronal disease.
FEBS Letter.589, 1598-1606.

Liquori CL., Berg MJ., Squitieri F., Leedom TP., Ptacek L., Johnson EW., ve ark.
(2007). Deletions in CCM2 are a common cause of cerebral cavernous
malformations. The American Journal of Human Genetics.80, 69— 75.

Liquori CL., Berg MJ., Squitieri F., Ottenbacher M., Sorlie M., Leedom TP., ve ark.
(2006). Low frequency of PDCDI10 mutations in a panel of CCM3 probands:
potential for a fourth CCM locus. Human Mutation.27, 118.



94

Liu, C., Karam, R., Zhou, Y., Su, F., Ji, Y., L1, G., Xu, G., Lu, L., Wang, C., Song, M.,
Zhu, J., Wang, Y., Zhao, Y., Foo, WC., Zuo, M., Valasek, MA., Javle, M.,
Wilkinson, MF., Lu, Y. (2014). The UPF1 RNA surveillance gene is commonly
mutated in pancreatic adenosquamous carcinoma. National Medicine. 20, 596—598.

Liu, HX., Zhang, M., and Krainer, AR. (1998). Identification of functional exonic
splicing enhancer motifs recognized by individual SR proteins. Genes
Development.12, 1998-2012.

Liu, JJ., Stockton, RA., Gingras, AR., Ablooglu, AJ., Han, J., Bobkov, AA., Ginsberg,
MH. (2011). A mechanism of Rapl-induced stabilization of endothelial cell — cell
junctions. Molecular Biology of the Cell.22, 2509-2519.

Liu, W., Draheim, KM., Zhang, R., Calderwood, DA. and Boggon, TJ. (2013).
Mechanism for KRIT1 release of ICAP1-mediated suppression of integrin activation.
Molecular Cell.49, 719-729.

Liu, Y., Miao, L., Ni, R., Zhang, H., Li, L., Wang, X., Wang, J. (2016). microRNA-
520a-3p inhibits proliferation and cancer stem cell phenotype by targeting HOXDS8
in non-small cell lung cancer. Oncology reports, 36(6), 3529-3535.

Liu, Z., Yin, X., Liu, L., Tao, H., Zhou, H., Ma, G, ... Cai, Z. (2015). Association of
KEAP1 and NFE2L2 polymorphisms with temporal lobe epilepsy and drug resistant
epilepsy. Gene, 571(2), 231-236.

Logan, J., Falck-Pedersen, E., Darnell, JE., Jr., and Shenk, T. (1987). A poly(A)
addition site and a downstream termination region are required for efficient cessation
of transcription by RNA polymerase II in the mouse beta maj-globin gene.
Proceedings of the National Academy of Sciences of USA.84, 8306-8310.

Lunsford LD., Khan AA., Niranjan A., Kano H., Flickinger JC., Kondziolka D. (2010).
Stereotactic radiosurgery for symptomatic solitary cerebral cavernous malformations
considered high risk for resection. Journal of Neurosurgery. 113(1), 23-29.

Lv, W., Wang, L., Duan, Q., Gong, Z., Yang, F., Song, H., Song, Y. (2013).
Characteristics of the complement system gene expression deficiency in patients with
symptomatic pulmonary embolism. Thrombosis research, 132(1), e54-e57.

Lykke-Andersen, S., Jensen, TH. (2015). Nonsense-mediated mRNA decay: an intricate
machinery that shapes transcriptomes. Nature reviews. Molecular cell

biology.16(11), 665-677.



95

Ma X., Zhao H., Shan J., Long F., Chen Y. ve ark. (2007). PDCDI10 interacts with
Ste20-related kinase MST4 to promote cell growth and transformation via
modulation of the ERK pathway. Molecular Biology of the Cell. 18, 1965-1978.

Maddaluno L., Rudini N., Cuttano R. ve ark. (2013). EndMT contributes to the onset
and progression of cerebral cavernous malformations. Nature.498, 492-496

Madeiro da Costa, R. F., Blanco Martinez, A. M., & Ferreira, S. T. (2010). 2, 4-
Dinitrophenol blocks neurodegeneration and preserves sciatic nerve function after
trauma. Journal of neurotrauma, 27(5), 829-841.

Maphis, N. M., Jiang, S., Binder, J., Wright, C., Gopalan, B., Lamb, B. T., & Bhaskar,
K. (2017). Whole Genome Expression Analysis in a Mouse Model of Tauopathy
Identifies MECP2 as a Possible Regulator of Tau Pathology. Frontiers in molecular
neuroscience, 10, 69.

Magquat, LE., Kinniburgh, AJ. and Ross, J. (1981). Unstable B-globin mRNA in mRNA-
deficient f0-thalassemia. Cell. 27, 543-553.

Marchi S., Corricelli M., Trapani E. ve ark. (2015). Defective autophagy is a key feature
of cerebral cavernous malformations. EMBO Molecular Medicine.7, 1403-1417.

Marini, V., Ferrera, L., Pigatto, F., Origone, P., Garre, C., Dorcaratto, A., ve ark.
(2004). Search for loss of heterozygosity and mutation analysis of KRIT1 gene in
CCM patients. American Journal of Medical Genetics Part A.130A4, 98—101.

Martin, KC. and Ephrussi, A. (2009). MRNA localization: gene expression in the spatial
dimension. Cell. 136, 719-730.

Matos, M.L., Lapyckyj, L., Rosso, M., Besso, M.J., Mencucci, M.V., Briggiler, C.I.,
Giustina, S., Furlong, L.I., Vazquez-Levin, M.H. (2017). Identification of a novel
human E-cadherin splice variant and assessment of its effects upon EMT-related
events. Journal of cellular physiology. 232(6), 1368-1386.

Mattiasson, G., Shamloo, M., Gido, G., Mathi, K., Tomasevic, G., Yi, S., ... & Nikolich,
K. (2003). Uncoupling protein-2 prevents neuronal death and diminishes brain
dysfunction after stroke and brain trauma. Nature medicine, 9(8), 1062.

Max, T., Sogaard, M., and Svejstrup, J. Q. (2007). Hyperphosphorylation of the C-
terminal repeat domain of RNA polymerase II facilitates dissociation of its complex

with mediator. Journal of Biological Chemistry. 282, 14113-14120.



96

Mazzuferi, M., Kumar, G., van Eyll, J., Danis, B., Foerch, P., Kaminski, R. M. (2013).
Nrf2 defense pathway: Experimental evidence for its protective role in
epilepsy. Annals of neurology, 74(4), 560-568.

McDonald, DA., Shi, C., Shenkar, R., Gallione, CJ., Akers, AL., Li, S., ve ark. (2014).
Lesions from patients with sporadic cerebral cavernous malformations harbor
somatic mutations in the CCM genes: evidence for a common biochemical pathway
for CCM pathogenesis. Human Molecular Genetics. 23, 4357-4370.

Mcllwain, DR., Pan, Q., Reilly, PT., Elia, AJ., McCracken, S., Wakeham, AC., Itie-
Youten, A., Blencowe, BJ., Mak, TW. (2010) Smgl is required for embryogenesis
and regulates diverse genes via alternative splicing coupled to nonsense-mediated
mRNA decay. Proceedings of the National Academy of Sciences of USA. 107,
12186-12191.

Medghalchi, SM., Frischmeyer, PA., Mendell, JT., Kelly, AG., Lawler, AM., Dietz,
HC. (2001). Rentl, a trans-effector of nonsense- mediated mRNA decay, is essential
for mammalian embryonic viability. Human Molecular Genetics. 10, 99-105.

Meerarani, P., Ramadass, P., Toborek, M., Bauer, H. C., Bauer, H., Hennig, B. (2000).
Zinc protects against apoptosis of endothelial cells induced by linoleic acid and
tumor necrosis factor o—. The American journal of clinical nutrition, 71(1), 81-87.

Millon-Frémillon, A., Bouvard, D., Grichine, A., Manet-Dupé, S., Block, MR., Albiges-
Rizo, C. (2008). Cell adaptive response to extracellular matrix density is controlled
by ICAP-1-dependent betal-integrin affinity. The Journal of Cell Biology.180, 427-
441.

Minvielle-Sebastia, L., Preker, PJ., Wiederkehr, T., Strahm, Y., VE Keller, W. (1997).
The major yeast poly(A)-binding protein is associated with cleavage factor IA and
functions in premessenger RNA 3'-end formation. Proceedings of the National
Academy of Sciences of USA.94, 7897-7902.

Mitchell, SF. and Parker, R. (2014) Principles and properties of eukaryotic mRNPs.
Molecular Cell. 54, 547-558.

Moriarity JL., Wetzel M., Clatterbuck RE. ve ark. (1999). The natural history of
cavernous malformations. A prospective study of 68 patients. Neurosurgery.44(6),
1166-1171.

Mort, M., Ivanov, D., Cooper, DN. ve Chuzhanova, NA. (2008). A meta-analysis of

nonsense mutations causing human genetic disease. Human Mutation.29, 1037-1047.



97

Mouchtouris N., Chalouhi N., Chitale A., ve ark. (2014). Management of Cerebral
Cavernous Malformations: From Diagnosis to Treatment. The Scientific World
Journal 2015, 1-8.

Mulders, S. M., Preston, G. M., Deen, P. M., Guggino, W. B., van Os, C. H., Agre, P.
(1995). Water channel properties of major intrinsic protein of lens. Journal of
Biological Chemistry, 270(15), 9010-9016.

Nag, A., Narsinh, K., and Martinson, HG. (2007). The poly(A)-dependent
transcriptional pause is mediated by CPSF acting on the body of the polymerase.
Nature Structural & Molecular Biology.14, 662-669.

Nakamura, T., Keep, R. F., Hua, Y., Hoff, J. T., Xi, G. (2005). Oxidative DNA injury
after experimental intracerebral hemorrhage. Brain research, 1039(1-2), 30-36.

Nakamura, T., Keep, R. F., Hua, Y., Nagao, S., Hoff, J. T., Xi, G. (2006). Iron-induced
oxidative brain injury after experimental intracerebral hemorrhage. In Brain Edema
XIII (pp. 194-198). Springer, Vienna.

Nikoloski, G., Langemeijer, S.M., Kuiper, R.P., Knops, R., Massop, M., Tonnissen,
E.R., van der Heijden, A., Scheele, T.N., Vandenberghe, P., de Witte, T., van der
Reijden, B.A., Jansen, J.H. (2010). Somatic mutations of the histone
methyltransferase gene EZH2 in myelodysplastic syndromes. Nature genetics. 42(8),
665-667.

Orr, H.T. ve ark. (1993). Expansion of an unstable trinucleotide CAG repeat in

spinocerebellar ataxia type 1. Nature Genetics.4, 221-226.

Park, NJ., Tsao, DC., and Martinson, HG. (2004). The two steps of poly(A)-dependent
termination, pausing and release, can be uncoupled by truncation of the RNA
polymerase II carboxyl-terminal repeat domain. Molecular and Cellular Biology.24,
4092-4103.

Pasternack, Sandra M. ve ark. (2013). Mutations in SNRPE, which encodes a core
protein of the spliceosome, cause autosomal-dominant hypotrichosis simplex.
The American Journal of Human Genetics.92, 81-87.

Petersen, TA., Morrison, LA., Schrader, RM., Hart, BL. (2010). Familial versus
sporadic cavernous malformations: differences in developmental venous anomaly

association and lesion phenotype. American Journal of Neuroradiology.31, 377-82.



98

Petit, N., Blécon, A., Denier, C., Tournier-Lasserve, E. (2006). Patterns of expression of
the three cerebral cavernous malformation (CCM) genes during embryonic and
postnatal brain development. Gene Expression Patterns.6, 495-503.

Plummer, NW., Gallione, CJ., Srinivasan, S., Zawistowski, JS., Louis, DN., Marchuk,
DA. Loss of p53 sensitizes mice with a mutation in Ccm1 (KRIT1) to development
of cerebral vascular malformations. (2004). The American Journal of Pathology.165,
1509-18.

Porokhovnik, L. N., Pisarev, V. M. (2017). Association of polymorphisms in NFE2L2
gene encoding transcription factor Nrf2 with multifactorial diseases. Russian Journal
of Genetics, 53(8), 851-864.

Porter, PJ., Willinsky RA., Harper W., Wallace MC. (1997). Cerebral cavernous
malformations: natural history and prognosis after clinical deterioration with or
without hemorrhage. Journal of Neurosurgery. 87(2), 190—197.

Porter, RW., Detwiler PW., Spetzler RF., ve ark. (1999). Cavernous malformations of
the brainstem: experience with 100 patients. Journal of Neurosurgery. 90(1), 50-58.

Pozzati, E., Acciarri, N., Tognetti, F., Marliani, F., Giangaspero, F. (1996). Growth,
subsequent bleeding, and de novo appearance of cerebral cavernous angiomas.
Neurosurgery.38, 662-670.

Proudfoot, NJ., Furger A., Dye MJ. (2002). Integrating mRNA processing with
transcription. Cell. 108, 501-512.

Raychaudhuri R., Batjer HH., and Awad IA. (2005). Intracranial cavernous angioma: a
practical review of clinical and biological aspects. Surgical Neurology. 63(4), 319—
328.

Reich, P., Winkler, J., Straube, A., Steiger, HJ., Peraud, A. (2003). Molecular genetic
investigations in the CCM1 gene in sporadic cerebral cavernomas. Neurology. 60,
1135-8.

Renton, AE. ve ark. (2011). A hexanucleotide repeat expansion in C9ORF72 is the
cause of chromosome 9p21-linked ALS-FTD. Neuron.72, 257-268.

Revencu, N., Vikkula, M. (2006). Cerebral cavernous malformation: new molecular and
clinical insights. Journal of Medical Genetics.43, 716-721.

Riant, F., Cecillon, M., Saugier-Veber, P., Tournier-Lasserve, E. (2013). CCM
molecular screening in a diagnosis context: novel unclassified variants leading to

abnormal splicing and importance of large deletions. Neurogenetics. 14, 133-141.



99

Rigamonti, D., Hadley, MN., Drayer, BP., ve ark. (1988). Cerebral cavernous
malformations. Incidence and familial occurrence. The New England Journal of
Medicine. 319, 343-347.

Rinaldi, C., Bramanti, P., Fama, A. ve ark. (2015). Glyoxalase I Al1le, Paraoxonase 1
Q192r and L55m Polymorphisms in Italian Patients with Sporadic Cerebral
Cavernous Malformations: A Pilot Study. Journal of Biological Regulators
and Homeostatic Agents. 29, 493-500.

Robinson, JR., Awad, IA., Little JR. (1991). Natural history of the cavernous angioma.
Journal of Neurosurgery. 75(5), 709-714

Rodriguez-Navarro, S. and Hurt, E. (2011). Linking gene regulation to mRNA
production and export. Current Opinion in Cell Biology.23, 302-309.

Rosen, JN., Sogah, VM., Ye, LY., Mably, JD. (2013). ccm2-like is required for
cardiovascular development as a novel component of the Heg-CCM pathway.
Developmental Biology.376, 74-85.

Schulz, GB., Wicland, E., Wustehube-Lausch, J. ve ark. (2015). Cerebral Cavernous
Malformation-1 Protein Controls DLL4-Notch3 Signaling Between the Endothelium
and Pericytes. Stroke.46, 1337-1343.

Schwaner, E., Németh, Z., Jani, P. K., Kajdacsi, E., Debreczeni, M. L., Doleschall, Z.,
Hegediis, T. (2017). Transcriptome analysis of inflammation-related gene expression
in endothelial cells activated by complement MASP-1. Scientific Reports, 7(1),
10462.

Seker, A., Pricola, KL., Guclu, B., Ozturk, AK., Louvi, A., Gunel, M. (2006). CCM2
expression parallels that of CCM1. Stroke.37, 518-523.

Senger, D. R., Davis, G. E. (2011). Angiogenesis. Cold Spring Harbor perspectives in
biology, 3(8), a005090.

Shatkin, AJ. (1976) Capping of eucaryotic mRNAs. Cell.9, 645-653.

Shi, C., Shenkar, R., Batjer, H. H., Check, 1. J., & Awad, I. A. (2007). Oligoclonal
immune response in cerebral cavernous malformations.

Smyth G. K., Speed T. P. (2003). Normalization of cDNA microarray data.
Methods. 31, 265-273.

Smyth, G. (2005) Limma: linear models for microarray data. In: Gentleman,R.,

Carey,V., Dudoit,S., Irizarry,R. and Huber,W. (eds). Bioinformatics and



100

Computational Biology Solutions Using R and Bioconductor. Springer, New York.
397-420.

Sommer, B., Kasper, BS., Coras, R. ve ark. (2013). Surgical management of epilepsy
due to cerebral cavernomas using neuronavigation and intraoperative MR imaging.
Neurological Research. 35(10), 1076—1083.

Song, Y., Eng, M., Ghabrial, AS. (2013). Focal defects in single-celled tubes mutant for
Cerebral cavernous malformation 3, GCKIII, or NSF2. Developmental Cell.25, 507-
519.

Spiegler, S., Najm, J., Liu, J. ve ark. (2014). High mutation detection rates in cerebral
cavernous malformation upon stringent inclusion criteria: one-third of probands are
minors. Molecular Genetics and Genomic Medicine. 2, 176-185.

Sreedharan, J. ve ark. (2008). TDP-43 mutations in familial and sporadic amyotrophic
lateral sclerosis. Science.319, 1668—1672.

Stahl S., Gaetzner S., Voss K. ve ark. (2008). Novel CCM1, CCM2, and CCM3

mutations in patients with cerebral cavernous malformations: in-frame deletion in
CCM2 prevents formation of a CCMI1/CCM2/CCM3 protein complex. Human
Mutation.29, 709-717.

Steinberg GK., Chang SD., Gewirtz RJ., Lopez JR. (2000). Microsurgical resection of
brainstem, thalamic, and basal ganglia angiographically occult vascular
malformations. Neurosurgery. 46(2), 260-271.

Stockton, RA., Shenkar, R., Awad, IA., Ginsberg, MH. (2010). Cerebral cavernous
malformations proteins inhibit Rho kinase to stabilize vascular integrity. The Journal
of Experimental Medicine.207, 881-896.

Strasser, K. et al. (2002). TREX is a conserved complex coupling transcription with
messenger RNA export. Nature. 417, 304-308.

Sun, Q., Mayeda, A., Hampson, RK., Krainer, AR., and Rottman, FM. (1993). General
splicing factor SF2/ASF promotes alternative splicing by binding to an exonic
splicing enhancer. Genes & Development.7, 2598-2608.

Tange, TO., Nott, A., and Moore, MJ. (2004). The ever-increasing complexities of the
exon junction complex. Current Opinion in Cell Biology.16, 279-284.

Tortora, GJ. ve Derrickson, B. (2012). Principles of Anatomy and Physiology. (13" ed.).
New Jersey: John Wiley and Sons, Inc.



101

Tsalik, E. L., Langley, R. J., Dinwiddie, D. L., Miller, N. A., Yoo, B., van Velkinburgh,
J. C., Henao, R. (2014). An integrated transcriptome and expressed variant analysis
of sepsis survival and death. Genome medicine, 6(11), 111.

Tulleuda, A., Cokic, B., Callejo, G., Saiani, B., Serra, J., & Gasull, X. (2011). TRESK
channel contribution to nociceptive sensory neurons excitability: modulation by
nerve injury. Molecular pain, 7(1), 30.

Uhlik, MT., Abell, AN., Johnson, NL., Sun, W., Cuevas, BD., Lobel-Rice, KE., Horne,
EA., Dell’Acqua, ML. Johnson, GL. (2003). Rac-MEKK3- MKK3 scaffolding for
p38 MAPK activation during hyperosmotic shock. Nature Cell Biology.5, 1104-
1110.

Vincent, A. M., Olzmann, J. A., Brownlee, M., Sivitz, W. 1., & Russell, J. W. (2004).
Uncoupling proteins prevent glucose-induced neuronal oxidative stress and
programmed cell death. Diabetes, 53(3), 726-734.

Voss, K., Stahl, S., Schleider, E., Ullrich, S., Nickel, J., Mueller, TD., Felbor, U. (2007).
CCM3 interacts with CCM2 indicating common pathogenesis for cerebral cavernous
malformations. Neurogenetics.8, 249-256.

Vozianov, S. O., Kashuba, V. 1., Grygorenko, V. M., Gordiyuk, V. V., Danylets, R. O.,
Bondarenko, Y. M., & Vikarchuk, M. V. (2016). Identification of a new diagnostic
markers of prostatic cancer, using noti-microchips. Klinichna khirurhiia, (4), 54-57.

Wang, CC., Liu A., Zhang JT., Sun B., Zhao YL. (2003). Surgical management of
brain-stem cavernous malformations: report of 137 cases. Surgical Neurology. 59(6),
444— 454,

Wang, J., Smith PJ., Krainer AR., ve Zhang MQ. (2005). Distribution of SR protein
exonic splicing enhancer motifs in human protein-coding genes. Nucleic Acids
Research. 33, 5053-5062.

Weischenfeldt, J., Damgaard, 1., Bryder, D., Theilgaard-Monch, K., Thoren, LA.,
Nielsen, FC., Jacobsen, SE., Nerlov, C., Porse, BT. (2008). NMD is essential for
hematopoietic stem and progenitor cells and for eliminating by-products of
programmed DNA rearrangements. Genes Development. 22, 1381-1396.

Whitehead KJ., Chan AC., Navankasattusas S. ve ark. (2009). The cerebral cavernous
malformation signaling pathway promotes vascular integrity via Rho GTPases.

Nature Medicine.15, 177-184.



102

Whitelaw, E., and Proudfoot, N. (1986). Alpha-thalassaemia caused by a poly(A) site
mutation reveals that transcriptional termination is linked to 3' end processing in the
human alpha 2 globin gene. Embo Journal. 5,2915-2922.

Willmore, LJ., Sypert, GW., Munson, JB. (1978). Recurrent seizures induced by
cortical iron injection: a model of posttraumatic epilepsy. Annals of Neurology.4(4),
329-336.

Wu, J., Hua, Y., Keep, R. F., Schallert, T., Hoff, J. T., Xi, G. (2002). Oxidative brain
injury from extravasated erythrocytes after intracerebral hemorrhage. Brain
research, 953(1-2), 45-52.

Wu, R., Wang, Z., Zhang, H., Gan, H., Zhang, Z. (2016). H3K9me3 demethylase
Kdm4d facilitates the formation of pre-initiative complex and regulates DNA
replication. Nucleic acids research, 45(1), 169-180.

Wu, Y., Zhang, Y., and Zhang, J. (2005). Distribution of exonic splicing enhancer
elements in human genes. Genomics.86, 329-336.

Wiistehube, J., Bartol, A., Liebler, SS., Briitsch, R., Zhu, Y., Felbor, U., Sure, U.,
Augustin, HG., Fischer, A. (2010). Cerebral cavernous malformation protein CCM 1
inhibits sprouting angiogenesis by activating DELTA-NOTCH  signaling.
Proceedings of the National Academy of Sciences of USA.107, 12640-12645.

Xu, D., Xu, S., Kyaw, A. M. M., Lim, Y. C,, Chia, S. Y., Siang, D. T. C., ... Sun, L.
(2017). RNA Binding Protein, Ybx2, Regulates RNA Stability During Cold-Induced
Brown Fat Activation. Diabetes, db170655.

Xu, X., Wang, X., Zhang, Y., Wang, D. C. and Ding, J. (2013). Structural basis for the
unique heterodimeric assembly between cerebral cavernous malformation 3 and
germinal center kinase III. Structure.21, 1059-1066.

Yadla S., Jabbour PM., Shenkar R., Shi C., Campbell PG., Awad IA. (2010). Cerebral
cavernous malformations as a disease of vascular permeability: from bench to
bedside with caution. Neurosurgical focus. 29(3), E4.

Yamada, Y., Kato, K., Oguri, M., Horibe, H., Fujimaki, T., Yasukochi, Y., ... &
Sakuma, J. (2018). Identification of four genes as novel susceptibility loci for
early-onset type 2  diabetes  mellitus, = metabolic = syndrome, or

hyperuricemia. Biomedical reports, 9(1), 21-36.



103

Yang, L., Xu, L., Wang, Q., Wang, M., An, G. (2016). Dysregulation of long
non-coding RNA profiles in human colorectal cancer and its association with overall
survival. Oncology letters, 12(5), 4068-4074.

Yool, A. J. (2007). Aquaporins: multiple roles in the central nervous system. The
Neuroscientist, 13(5), 470-485.

Yoruk, B., Gillers, BS., Chi, NC., Scott, IC. (2012). Ccm3 functions in a manner
distinct from Ccml and Cem2 in a zebrafish model of CCM vascular disease.
Developmental Biology.362, 121-131.

Yoshida, T., [zumi, H., Uchiumi, T., Sasaguri, Y., Tanimoto, A., Matsumoto, T., ... &
Kohno, K. (2006). Expression and cellular localization of dbpC/Contrin in germ cell
tumor cell lines. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Gene Structure and
Expression, 1759(1-2), 80-88.

You, C., Sandalcioglu, IE., Dammann, P., Felbor, U., Sure, U., Zhu, Y. (2013). Loss of
CCM3 impairs DLL4-Notch signalling: implication in endothelial angiogenesis and
in inherited cerebral cavernous malformations. Journal of Cellular and Molecular
Medicine. 17, 407-418.

Zabramski, JM., Wascher, TM., Spetzler, RF, ve ark. (1994). The natural history of
familial cavernous malformations: results of an ongoing study. Journal
of Neurosurgery. 80(3), 422—-432.

Zahid, S., Oellerich, M., Asif, A. R., & Ahmed, N. (2014). Differential expression of
proteins in brain regions of Alzheimer’s disease patients. Neurochemical
research, 39(1), 208-215.

Zaret, KS., ve Sherman, F. (1982). DNA sequence required for efficient transcription
termination in yeast. Cell.28, 563-573.

Zawistowski, JS., Stalheim, L., Uhlik, MT., Abell, AN., Ancrile, BB., Johnson, GL.,
Marchuk, DA. (2005). CCM1 and CCM2 protein interactions in cell signaling:
implications for cerebral cavernous malformations pathogenesis. Human Molecular
Genetics. 14, 2521-2531.

Zhang, B., Kirov, S.A., Snoddy, J.R. (2005). WebGestalt: an integrated system for
exploring gene sets in various biological contexts. Nucleic Acids Res, 33(Web

Server issue), W741-748.



104

Zhang, J., Rigamonti, D., Dietz, H. C. and Clatterbuck, R. E. (2007). Interaction
between kritl and malcavernin: implications for the pathogenesis of cerebral
cavernous malformations. Neurosurgery.60, 353-359.

Zhang, M., Dong, L., Shi, Z., Jiao, S., Zhang, Z., Zhang, W., Liu, G., Chen, C., Feng,
M., Hao, Q. ve ark. (2013a). Structural mechanism of CCM3 heterodimerization with
GCKIII kinases. Structure.21, 680-688.

Zhang, R., Liu, R., Liu, C., Niu, Y., Zhang, J., Guo, B., Chen, X. (2017). A novel role
for MiR-520a-3p in regulating EGFR expression in colorectal cancer. Cellular
Physiology and Biochemistry, 42(4), 1559-1574.

Zhang, Y., Tang, W., Zhang, H., Niu, X., Xu, Y., Zhang, J., Gao, K., Pan, W., Boggon,
TJ., Toomre, D. ve ark. (2013b). A Network of Interactions Enables CCM3 and
STK24 to Coordinate UNCI13D-Driven Vesicle Exocytosis in Neutrophils.
Developmental Cell.27, 215-226.

Zhao, L., Zhang, C., Liao, G., Long, J. (2010). RNAi-mediated inhibition of PDGF-D
leads to decreased cell growth, invasion and angiogenesis in the SGC-7901 gastric
cancer xenograft model. Cancer biology & therapy. 9(1), 42-48.

Zheng X., Xu C., Di Lorenzo A., Kleaveland B., Zou Z., Seiler C., Chen M., Cheng L.,
Xiao J., He J., ve ark. (2010). CCM3 signaling through sterile 20-like kinases plays
an essential role during zebrafish cardiovascular development and cerebral cavernous
malformations. The Journal of Clinical Investigation.120, 2795-2804.

Zheng X., Xu, C., Smith, AO., Stratman, AN., Zou, Z., Kleaveland, B., Yuan, L.,
Didiku, C., Sen, A., Liu, X. ve ark. (2012). Dynamic regulation of the cerebral
cavernous malformation pathway controls vascular stability and growth.
Developmental Cell.23, 342-355.

Zheng, H., Li, M., Ren, W., Zeng, L., Liu, H. D., Hu, D., ... & Cao, Y. (2007).
Expression and secretion of immunoglobulin alpha heavy chain with diverse VDJ
recombinations by human epithelial cancer cells. Molecular immunology, 44(9),
2221-2227.

Zhu Y, Zhao K, Prinz A. ve ark. (2015). Loss of endothelial programmed cell death 10
activates glioblastoma cells and promotes tumor growth. Journal of Neuro-
Oncology.18, 538-548.

Zhu Y., Wu Q., Xu JF. ve ark. (2010). Differential angiogenesis function of CCM2 and

CCM3 in cerebral cavernous malformations. Neurosurgical Focus.29, E1.



105

HAM VERILER



106

FORMLAR



ETiK KURUL KARARI

L L o ot
iISTANBUL UNIVERSITESI
= ISTANBUL TIP FAKULTESI

f =4 1
\ A . - : )
\ o f KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU b A‘E
s e

— S b
¢
59
i rd
_hw\*
@; %
o =
&T’-«fﬁ?f

Sayr : 940 Tarih : 07.05.2015

Honu : Prof.Dr.Sadrettin PENGE

Saymn Prof Dr.Sadrettin PENGE
Deneysel Tip Aragtirma Enstitlsi

iigi :Deneysel Tip Aragtirma Enstitiisiiniin 11/08/2014 giin ve 320 sayil yazisi

Sorsmiu arastnciligin Dstlendiginiz ve Hilal EREN'in yiritecegi 201401282 dosya numaral
"Kavemom Dakusunda Genom Gaph Mrma Ekspresyon Analizi® baglikl ¢aligma kunslumuzun 240472015
farih ve 08 sayih toplantisinda gardsilerek etik yondan uygun bulunmug oiup, futanakiar 2ide sunulmusiur.

Bilgilerinizi rica edenm.

Prof.Dr. A. Yagz IRESIN

istanbul Tip Ttkﬁ si Klinik Aragtirmalar
Etik Kurul B n

Eki: istanbul Tip Fakiltesi Klinik Araglirrmatan Efik Kunilu Karar Formu

107



ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU KARAR FORMU

108

SN ACTE ADD [ "Kavernom Dokosunda Genom Caph M Ekspresyon Analia®
= - = I -
Belge Ad Tarihi Versivon Numarasi Dili
3 }
| ARASTIRN A BROTOKOLT e | Torkee ™ Ingilioce 0 Dl
J t e |
& RILGH EADARN IS GONTILLD DLITR FORMII ] | Tirkge W Ingilizce [¥iger! |
J e R |
" 22 | OLG RAFOR BORML | { Torkes O Ingilizee Diger
el T = =
23 |anagrmnia BROSORD ] lTIJI]we L Ingilizce | 1hger
= ! e
Helae Adi Aillama
TURKGE ETIRET ORMEH 11
SHEORTA 8]
_-\}l_,qﬁ'lxr.m ROTCES n
= 3 =
E BIYOLOJIE MATERYEL TRANSFER FORMU Ll
g HASTA KARTIGINLOKLER] [}
- —_— L —
=z |lan
= -
= YILLIK DILDIRIM |
e
= | SONUC RAPGRU | |
E | GOVENLILE DiEDIRIMLERL il |
| 5 [onex e Anabiim Dah Bagkanbgindan Uzt Yaz ve Akaderik Kuul Karsn, LRaratir
f‘—‘j Kayrag, Sorumlukik Paylasim Belgesi, Olgu Rapor Formw, Hgik Elemantann
2 Silgilendifidigine Dai Belge, CV. CD -]
I Karar No:0d Turih: 24042015
Z § istanbul Tniversitesi Domrvsc] Trp Arsgtirn Ensrirsd Molekiter Trp AnzhilimDalinda g0reyli ProfDrSasdrcttin PENCE ain soraminlsgmnds v Fidal
: 5 | ERENin virfesced) vakanida hilgikes vorilon argtinmes bepvu dogyi 16 izl bekder arsgremanm gerekpe, umeg, yaklagm v youufmhi dlkkln_t nl_n'l_nmk
2 | incelenmis, gerpekleptinilmesinds etk ve bilamsel sakinen bolnmadigna toplanerya katilan Fiik Kural ye ten soasin sait gofieninpu ile kmmarvenimsir
= M -
ISTANBUL TIP FAKDLTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURLILU
CALISMA ESAS] 19.08.201 1 tarikli. 28030 savih Resmi GGaccrede vaymlanan Klinik Arsstrmelor Bakkendaki Y doctmelik
BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADL: Prof. Dr. A. Yage URESIN
- : | Araurmai . =
UnvandAdiSuyadh Uzmanlek Alam Kuremu Cinsdyel | ui.-,:j;in: © | Katim = Imia
. Farmakeia]l va Istannol Tip Fakofes| Bk | o ell 3
Prof. Dr. A Yagiz URESIN | 0 akoloii | Kund Bagkans jrm wl | Hm EW
3 T rtanbol Tip Fakidlani (Bl | — [ {1 :
Prof. Dr. Barrin UMMAN Kardiyaloji Wuns Basgkan ¥ardmees) [ Bl [E | | EL [HE |E®
Prof, Dr. Ahmet GOL Reanatolo]l istanbul Tip Fakofesi gm leldl |ED |om |eEm
Prof. Or. Ofuzhan GOBAN | Masiap istanbul Tip Fakittesi em (x0 |ED jpm |em
= A 1.0, Tstanbul Tip Faklitesi B Ten 1 -
Dr. Sevda OZEL YILDIZ Biyolstatistik Riy stttk (el |xm | um ‘¢l
* Amghmma i figk
= Topeteds Bulunma
.0, istanbud Top Fukéliesi Klinik arastrmalar Bk koealu TR04.2015 tarib, 28607 syl Resmi Gueetede yyndasan Klinik Aragtirsabsr Hakkmda
Vinetmelik orvevesinde korlnns ve T Sughk Dakonlgs Tarkiye Dag ve Tibbi Cibae Kwruse rarafisdan snavsemghr. lgil yloeimelik
kapsaminda kalen zrustrmalar Saghk Bakauhfndan izin aimsk zorendadie. Yiaemelik kopsume deygnda kalan argiroalar e Eik Keeol biinyesinde
olosturulmes 3 Kislik alr keosisyos tarafindan deferlendirilmekte alup Saghk Bokonlef iznine tabi dedildar.
—_—————— e ———
Sayfa 2




109

1. L.
ADALET BAKANLIGI
Adli Ty Kurumu Baslanli

Zay ¢ 21589509/ 3 |51202015
Foonm Bilimsel Culigma

Saym, ¥iik. Mol. Bivolog Hilal CRFN

“Kavernom Duhusunda Genom Capli mRNA Ekspeesyon Analizi™ isiml] palisra
Boetnie 157152015 tadhli Egitim ve [imed  Aragoema Fomisyom  toplantisuda
gariiztiletiy ve kabul ediloisti:

TWilginize fica ederim.

- ".I ——
Dogt Dr. Yaloin RU¥ UK
Baxkan

441 Tip iz Bagkienh (ibangesre M1 Fione Sk ba: ] B EloolSTARNDOL. Tel: 021245475 00 Tals: 0012254 1505



110

PATENT HAKKI iZNi



TELIF HAKKI iZNi

111



112

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Hilal Soyadi Eren Gozel
Dog.Yeri |Beykoz Dog.Tar. 03.04.1985
Uyrugu T.C. TC Kim No |50491183102
Email hilaleren2(@gmail.com Tel 05303101822
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora Istanbul Universitesi
Yiik.Lis. Istanbul Teknik Universitesi 2010
Lisans Canakkale Onsekiz Mart Universitesi 2008
Lise Kadikoy Anadolu Lisesi 2004

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1)

1. Ogretim Gérevlisi I. Medipol Universitesi 2015-

2. Ogretim Gérevlisi I. Gelisim Universitesi 2012-2015
Yabana |Okudugunu . . KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma Puam Puam
Ingilizce |Cok iyi Cok iyi Cok iyi 94
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel

LES Puam
(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Office Cok iyi

Yayinlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri

Ozel Ilgi Alanlar1 (Hobileri):




Kavernom Dokusunda Genom capll mRNA Ekspresyon Anallzl

ORUINALLIK RAPORL

"2

%l A

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET YAYINLAR

KAYNAKLARI

%0

OGRENCI ODEVLERI

BIRINCIL KAYNAKLAR

- - I - I~

E B

dergipark.ulakbim.gov.tr

Intermet Kaynagd

deneyseltip.istanbul.edu.tr

Intemet Kaynagi

Submitted to Dokuz Eylul Universitesi
Orenat Odevi

cdn.intechopen.com

Intarnet Kaynadi

Submitted to Anadolu University

Ogrenci Odevi

www slideserve.com
[ntermnet Kaynag

Paulo J. da Costa, Juliane Menezes, Luisa

Romao. "The role of alternative splicing
coupled to nonsense-mediated mRNA decay in

human disease", The International Journal of

Biochemistry & Cell Biology, 2017

Yayin

<91

<% 1

113






