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OZET

Serebral kavernoz malformasyonlar (SKM), merkezi sinir sisteminde gorulen
normal beyin parankimasi olmaksizin endotelyum ile kapli vaskiiler kanallardan
meydana gelen, vaskiler malformasyonlardan biridir. Simdiye kadar, SKM’larda ii¢
CCM lokusu tanimlanmistir; bunlar CCM1, CCM2 ve CCM3 olarak adlandirilmastir.
Programli hiicre 6lim geni olarak bilinen PDCD10 genindeki mutasyonlar, otozomal
dominant olan serebral kavernoz malformasyon 3 (CCM3)’e sebep olmaktadir.
Hastaligin patogenezinde bu genin fonksiyonu hakkinda ¢ok az bilgiye sahip olmamiza
ragmen son yillarda CCM3 olarak bilinen PDCD10’un, MSS’nin vaskiiler
modellenmesinde apoptotik etkiyi arttirdigi hipotezi yaygindir. Bizde, bu hipotezi test
etmek amaciyla, CCM3’e has poliklonal antikorlar kullanarak insan serebral ve
ekstraserebral organlarinda CCM3 ekspresyonunu immunohistokimya metodunu
kullanarak belirlemeye calistik. Ayrica, CCM3 ekspresyonu immunofloresan metodu
kullanilarak farelerde de degerlendirildi. Sonrasinda, CCM3 ekspresyonunu mRNA
duzeyinde de degerlendirmek icin prenatal ve postnatal gunlerde fare beyinlerine in situ
hibridizasyon metodu uygulandi.

Bu calisma CCM3 ekspresyonunun sinir sisteminde ve cesitli ekstraserebral
organlarin arteriyel vaskiler endotelyumunda bulundugunu gostermektedir. Sonuclar,
CCM1 ve CCM2 icin daha 6nce bulunan bulgular ile paralellik gostermekteydi ve buna
gore, CCM3/PDCDI10 proteini yogun olarak arteriyel endotelyumda ekspre olurken
vendz endotelyumda nadir olarak zayif bir reaksiyona rastlanmaktaydi. Bulgularimiz,
PDCD10/CCM3’iin beyin dahil bircok organda nérovaskiiler ve vaskiiler yapilarda
Ozellikle arteriyel endotelyumda bulunan bir protein oldugunu gostermektedir.

Fetal doneme ait fare beyinlerinde CCM3 mRNA’s1 ventrikiiler, subventrikiler
ve ara zonlarda, kortikal plakda ve gelisen septum, striatum, orta beyin, pons, serebellum
ve medullada gorildi. Postnatal dénemde ise, CCM3/PDCD10 ekspresyonunu koku
sogani, neokorteks, striatum, septal nukleuslar, hipokampus, dentat gyrus, talamik ve
hipotalamik ¢ekirdekler, inferior kollikulus, purkinje hicreleri, graniiler hiicre tabakasi
ve serebellumun derin nukleuslar: ile medullanin bir¢ok nukleusunda gozlemledik.

Genin apoptotik etkisini arastirabilmek amaciyla genin klonlandigi hiicre
hatlarinda TUNEL ekspresyonunun arttigi gézlendi. Sonucu dogrulamak igin yapilan
DAPI isaretlemesi de hicrelerde apoptoz oraninin artmis oldugunu gostermekteydi.

Bulgularimiz literatiir bilgileriyle degerlendirildiginde, CCM3’{in apoptozu ve
hiicre migrasyonunu uyararak, fetal ve postnatal hayat boyunca endotelyal hiicre
davraniglarint yonlendirdigi, CCM1 ve CCM2 ile birlikte oOncelikle norovaskiiler
anjiyogenez olmak tizere ekstraserebral alanlarda vaskiiler yap1 ve fonksiyonlarin
diizenlenmesinde 6nemli roller oynadig: sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: PDCD10, serebral kavernoz malformasyon, apoptoz, nérovaskdler
birim.



ABSTRACT

Cerebral cavernous malformation (CCM) is one of the vascular malformations
observed in the central nervous system consisting of endothelium-lined vascular
channels without intervening normal brain parenchyma. So far, three CCM loci have
been mapped as Ccm1, Ccm2, Ccm3 genes in CCM. Mutations in the programmed cell
death 10 gene, PDCD10, cause the autosomal-dominant familial cerebral cavernous
malformation 3 (CCM3). Little is known about the function of this gene in disease
pathogenesis. The recent identification of PDCD10 as the gene mutated in CCM3 led us
to hypothesize that CCM3 lesions might be due to derailed apoptosis which is important
in CNS vascular remodelling. To test this hypothesis, first, we generated and
characterized CCM3-specific polyclonal antibodies and analyzed CCM3 protein
expression in human cerebral and solid organ (extra-cerebral) tissues using
immunohistochemistry. Moreover, we reported CCM3 expression in mice by using
immunoflourescence staining. Afterwards, we analyzed the messenger ribonucleic acid
(mRNA) expression of CCM3 in the prenatal and postnatal mouse brain by in situ
hybridization.

This study shows the expression of CCM3 in arterial vascular endothelium in
various human organs and nervous system. CCM3/PDCD10 protein is strongly
expressed in arterial endothelium but not or barely detectable in venous endothelium of
extra-cerebral tissues. The expression pattern of CCM3/PDCD10 in multiple organ
systems displays similarities to CCM1 and CCM2. As a result of this, PDCD10/CCM3
is highly expressed in the neurovascular unit and in the arterial endothelium of multiple
organ systems, including the brain.

In embryonic mouse brain, Ccm3 mRNA was observed in the ventricular,
subventricular, intermediate zones, the cortical plate, the developing septum, striatum,
midbrain, pons, cerebellum, and medulla. In the postnatal mouse brain, we detected
Ccm3/PDCD10 expression in the olfactory bulb, neocortex, striatum, septal nuclei,
hippocampus, dentate gyrus, thalamic and hypothalamic nuclei, inferior colliculus,
Purkinje, granule cell layers , deep nuclei of the cerebellum, in many cells and nuclei of
the medulla.

In order to investigate the apoptotic effects of the gene we used a cloning
protocol and also, investigated the expression of CCM3. After cloning of the PDCD10 in
cell lines we showed that it increases levels of TUNEL expression and also confirmed
by DAPI labelling in the nuclei of the cell lines.

These results demonstrate that Ccm3 plays an active role in neurovascular
angiogenesis by inducing endothelial cell migration throughout postnatal life and also
induces the apoptotic process. In conclusion, we suggest that CCM lesions may occur as
a consequence of aberrant apoptosis, potentially altering the balance between the
endothelium and neural cells within the neurovascular unit.

Keywords: PDCD10, cerebral cavernous malformation, CCM, apoptosis, neurovascular
unit
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GIRIS ve AMAC

Beyin, istemli hareketlerin denetlenmesi, duyularin birlestirilip yonlendirilmesi,
yuksek diizeydeki zihinsel, duyusal ve motor islevlerin diizenlenmesi gibi viicuttaki
birgok fonksiyonu kontrol eden yap1 ve islev bakimindan olduk¢a kompleks ve
Ozellesmis bir sinir sistemi organidir. Bu kompleks ve 6zellesmis fonksiyonlarin yerine
getirilmesi i¢in beynin diizenli olarak kanlanmasi ve kan akiminin da kontrol altinda
tutulmas:1 gerekmektedir. Inme (strok), travma disindaki bir nedenle, beyine oksijen ve
besin getiren kan damarlarinin yirtilmasi veya kan akimmin kisa veya uzun stireli
yetmezligine bagl olarak ortaya c¢ikan vaskiiler bir bozukluk olarak tanimlanabilir.
Inme, yas, cinsiyet, aile dykiisii, etnik kdken, hipertansiyon ve sigara kullanimi gibi
bircok risk faktoriine ek olarak oldukca kompleks ve patogenezi heniiz tam olarak
¢oziilememis vaskiiler bir hastaliktir. Inmeye neden olan vaskiiler hastaliklar;
arteriovendz malformasyonlar,
kapiller malformasyonlar,
vendz malformasyonlar,
kalitsal hemorajik telanjektaziler,
serebral kavernoz malformasyonlar olarak bes ana sinifta toplanmaktadir.

Serebral kavernoz malformasyonlar, kavernoz anjiyom, kavernoz malformasyon
ya da serebral kavernoma olarak adlandirilmaktadirlar. Serebral kavernoz
malformasyon, kapiller damarlarin normal damar elemanlarin1 kaybetmesi ve anormal
vaskiiler yapilarin olusmasiyla karakterize vaskiiler bir hastaliktir. Bu hastalik vaskiiler
malformasyonlarin %10-15’in1 olusturmaktadir. Hastaligin toplumda goriilme sikligi
diisiik olmasina ragmen, Ispanyol kokenli Amerikalilar gibi bazi 6zel topluluklarda
bulunma orant daha fazla oldugundan hastalik dikkat cekmistir. Serebral kavernoz
malformasyonlar, otozomal dominant formda kalitildig: gibi, sporadik olarak da ortaya
cikmaktadirlar. Bu nedenle yapilan molekiiler ¢caligmalar sonucunda gliniimiize kadar bu
hastalik ile ilgili 3 gen belirlenmistir. Bunlar; CCM1 lokusu igerisinde yer alan Kritl
(Krevl/RaplA Interaction Trapped 1) 7q11°de, CCM2 (Malcavernin) 7p22°de ve CCM3
(PDCD10: Programmed Cell Death 10 gene) 3q’da klonlanmustir. Literatiirde Kritl ve
CCM2 ile ilgili ¢caligmalar, bu genlerin serebral kavernoz malformasyonda rol aldigini
ve birbirleriyle iliski igerisinde olduklarini gostermektedir. Ancak PDCD10 adi ile
anilan Ccm3 geninin serebral kavernoz malformasyona yol actig1 bilinmesine ragmen,
gen ve protein diizeyindeki bilgilerin eksikligi nedeniyle hastalifin patofizyolojisi tam
olarak aydinlatilamamustir.

Son yapilan ¢alismalarda, Kritl ve CCM2’nin birbirleriyle iligkili olduklar1 ayni
yolak iizerinden etki yaptiklari bildirilmektedir. Ayn1 hastaliga sebep olan iiclincii gen



yani CCM3’iin de bu yolak iizerinde yer alacagi ve diger iki genin etkisiyle birlikte
hastaliga sebep olacag: fikrinden yola ¢ikarak bu {igiincii geni aydinlatmay1 amagladik.
Bu arastirmada, immunohistokimya, immunofloresan, Western blot, RT-PCR, hiicre
kaltard, siRNA, CCM3 klonlama ve TUNEL gibi molekiler teknikleri kullanarak
PDCD10 proteininin hicresel lokalizasyonunun belirlenmesi, vaskiler gelisimin ve
vaskiiler biitiinliigiin korunmasindaki roliiniin aydinlatilmasi, olusturulan in vitro
sistemler yardimiyla serebral kavernoz malformasyonlarin olusumunda goérevli hiicresel
mekanizmalarin tanimlanmasi amaglanmistir.



GENEL BIiLGILER

Organlarimizin uyum igerisinde ve amaglar1t dogrultusunda ¢alismasini
saglamak, ayrica ¢evresel uyaranlarin algilanarak onlara yanit olusturulmasi ve yasamin
devamlilig1 i¢in, saglikli bir beyin tartismasiz ilk kosuldur. Beyin yapisinda meydana
gelecek patolojik degisiklikler, hayatin kaybedilmesinde ya da yasam kalitesinin
bozulmasinda 6nemli bir yer olusturmaktadir. Vicudun en 6nemli O, tiketim bdlgesi
olan merkezi sinir sisteminin oksijensiz kalmaya toleransi ¢ok zayiftir (1). Bu nedenle
beyini besleyen damarlardaki herhangi bir yetersizlik neticesinde ortaya g¢ikan klinik
tablo serebrovaskiiler hastaliklarin (SVH) olusumuna sebep olmaktadir. Serebrovaskdler
hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda primer neden ise inme (stroke)’dir.

2.1 inme (Stroke)

Inme beyine oksijen ya da besin getiren kan damarlarinin travma disindaki bir
nedenle yirtilmasi veya o alanda pihtinin olusmasi ile karakterize edilen vaskiiler bir
bozukluk olarak tanimlanmaktadir. Kisa ya da uzun sireli olarak oksijensiz kalan beyin
bolgesindeki sinir hiicreleri, hipoksiye bagli olarak fonksiyon kayb1 gosterirler.
Oksijensizligin siddetlenerek anoksi diizeyine ulagsmasinda ise sinir hiicreleri 6liimii ve
bu hiicrelerin yonlendirdikleri fonksiyonlarin kaybi ortaya cikar. Bu fonksiyonlarin
hayati onemine bagli olarak yasam kalitesinde bozulmalardan baglayarak 6liime varan
sonugclar izlenir (2, 3).

Inme Amerikan Kalp Derneginin verilerine gdre, ABD’de kanser ve kalp
hastaligindan sonra ii¢lincli 6liim nedeni olarak bildirilmistir. ABD’de yilda 60.000’den
fazla kisinin inmeden etkilendigi, 20.000°den fazla kisinin ise inme nedeniyle hayatini
kaybettigi rapor edilmistir (4).

Cogunlukla aniden ortaya ¢ikan bir felg, duyu kaybi, konusma giicliigii, tek veya
cift tarafli gérme bozuklugu, ¢ift gorme, bag donmesi ve dengesizlik gibi yakinmalarla
ortaya cikan bu hastalik da ilk 6 saat icinde tan1 konulmasi ve tedaviye baslanmasi
hayati bir 6neme sahiptir (6). Hipoksiye ¢ok hassas olan beyini kansiz birakmamak igin,
kontrol edici ve diizenleyici vaskiiler yapilanmalar gelismistir. Bunlar ikiye ayrilir.

1- Kollateral Dolasim,

2- Serebral Kan Akis1

2.1.1. Kollateral Dolasim

Karotis sistemi ile vertebrobasiler sistem beyin tabaninda birbirleriyle baglanarak
Willis halkasini yaparlar. Boylece 6n ve arka iki sistem birbirine baglanir. Sistemin
birinde bir aksama olursa, ters yonde de olsa arteriyel bir kan akimi saglanir.



2.1.2. Serebral Kan Akisi
Beynin ihtiyacina gore kanin, belirli bolgelere ¢cok ya da az iletilmesidir.

Inmenin olusum nedenleri gdz dniine alindiginda iskemik ve hemorajik olarak
iki tipi tanimlanmaktadir.

2.1.3.1. iskemik Inmeler

Serebral tromboz ve serebral embolizis olarak tanimlanan iki farkli olusum
mekanizmasina sahiptir ve bu grupta, ana neden damarin herhangi bir sekilde tikanmasi
ve devamindaki alanin kanlanamamasi durumudur. Serebral tromboz, iskemik inmelerin
en yaygin goriilen tipini olusturmaktadir (Sekil 2.1.3.1.1).

Sekil 2.1.3.1.1.  Korteksde iskemi alani. Beyinde iskemi olusan bolgenin kanlanamamasi sonucunda kan
akiminin olmadigi alanda dokunun nekroza ugramasi gosterilmistir (5).

2.1.3.2. Hemorajik inmeler

Serebral, subaraknoid ve karisik hemoraji olarak 3 tipte karsilagilan bu inme
tipinin nedeni, damar duvarinin yirtilmasidir (6) (Sekil 2.1.3.2.1). Hemorajik inmelerin
sebebi  genellikle hipertansiyon, konjenital anevrizma ya da konjenital
malformasyonlardir. Hemorajik inmelerin toplumda goriilme siklig1 %20 civarindayken
trombolik inmeler %50, embolik inmeler de %30 civarinda goriilmektedirler.



Sekil 2.1.3.2.1.  Korteksde hemoraji alani. Damar duvarinin hasarlanmasi sonucunda ortaya ¢ikan
hemorajinin tablosudur. Sizint1 geklinde olan kanama beynin o bolgesinde ciddi hasarlar
meydana getirebilir (5).

2.2. Hemorajik Beyin Hastaliklari

Hemorajik beyin hastaliklar1 ya da intrakraniyal hemorajiler (IKH), inmelerin
%20’sinin sebebini agiklamaktadir. Bunlarin yillik tekrar orani ise 100.000°de 20 olarak
belirlenmistir (7, 8). Su ana kadar dijital anjiyografi ¢ikartma teknigi (DSA: digital
subtraction angiography), bilgisayarl1 tomografi (CT: computed tomography) ve
manyetik rezonans ile goruntileme (MRI: Magnetic Resonance Imaging) gibi goruntu
tekniklerinin gelismesi ile tedavi segenekleri; kitle seklindeki lezyonlar icin cerrahi
mudahale ile ikincil ve Uctncil Onleyici tedbirleri icermektedir. Ginumizde
arastirmacilar hemorajik felglerin 3. faz tedavisinin girisimleri igerisindedir, bunlar da
molekiiler yaklasimlardir. Modern biyolojik ve genetik kesifler, hemorajik beyin
hastaliklarinin molekiiler ve hiicresel dayanaklariin ¢oziilmesini saglamaktadir.

Hemorajik beyin hastaliklar1 Primer ve Sekonder hemorajik beyin hastaliklar:
olmak tizere iki farkli kategoriye ayrilir.

2.2.1. Primer Hemorajik Beyin Hastaliklar:
Hemorajiye yatkin olan lezyonlar vaskiiler ya da parankimal anormalliklerdir.

2.2.1.1. intrakraniyal Anevrizmalar

Intrakraniyal anevrizmalar (IA), subaraknoid hemorajiye (SAH) sebep olan ikinci
yaygin anevrizmalardir. SAH’ler, mortalite oran1 %12 olan zayif prognozlu, ndrocerrahi
aciliyeti olan hastaliklardir (9, 10).

[A’larin ortaya ¢ikmasi da yaklasik olarak %1-6 oranindadir (11). Cok yaygin
olmasmma ragmen bu hastaligin patogenezi ve molekiiler temeli tamemen
anlagilamamistir. Epidemiyolojik calismalar, c¢esitli ¢evresel ve hasta spesifik



degisikliklere isaret etmektedir. Bu ¢alismalarda, IA’nin ¢ogunlukla kadinlar arasinda
yaygin oldugu, hipertansiyon, arteroskleroz, diyabet ve sigara kullananlarin risk grubunu
olusturdugu belirlenmistir (12, 13).

2.2.1.2. Polikistik Bobrek Hastalarinda Anevrizmalar

Otozomal dominant polikistik bobrek hastaliklarinin (ADPKD) %12’den fazlasi
intrakraniyal anevrizmalara, %5.5’i de SAH’a sahiptir (14). ADPKD’li hastalarin %851
16p kromozomunda PKD1 (polycystin-1) mutasyonuna sahipken, kalan %15°i de 4q’da
PKD2 (polycystin-2) mutasyonuna sahiptir (15-17). Her 2 protein de kan damarlarinda
goriiliir ve spesifik olarak endotelyal hiicreler ve diiz kas hiicrelerinde yer alirlar. Bu
proteinler damar duvarlariin yapisal biitiinliigiinde 6nemli rol oynarlar (18, 19).

2.2.1.3. Moyamoya

Japonca “duman kiimesi” anlamina gelen bu kelime, bazal gangliyonlar
bolgesinde telanjektatik  (kapillerlerin  kalici  olarak  genislemesi) damarlarla
iliskilendirilmis ¢ocukluk hastaligidir. Norolojik eksiklikler ve felg ile kendini gdsteren
bu hastalikda MRI bulgularinda iskemik lezyonlar izlenir (20). Bu hastalik Japon
populasyonunda ailesel fenotiplerde olduk¢a yaygin goriilmektedir (21). 10-14’li
yaslarda artarken; 40’11 yaslarda da goriilme siklig1 ¢ok diisiiktiir. Ancak hastaliga sebep
olan herhangi bir gen belirlenememistir (22).

2.2.2. Sekonder Hemorajik Beyin Hastahklar:
Metabolik sendromlar, koagulasyon faktor eksiklikleri ya da hipertansiyon sebebi
ile hemorajinin ortaya ¢ikmasidir.

2.2.2.1. Kalitsal Serebral Amiloid Anjiyopatiler (CAA)

CAA, serebral kan damaralari duvarinda amiloid depozitlerinin varligiyla
karakterizedir. Amiloid b formundaki proteinin toplanmasidir. Siklikla yasa bagli olarak
ve c¢ozllemez formda gorulir bu nedenle de depolanir. Sporadik vakalarda ise, genis
lobar beyin hemorajileri seklinde yetiskinlerde goriilmektedir. MRI da ise, 6nce beyin
hemorajisi daha sonra beyindeki hemosiderin formlarinin boyanmalar1 ile karakterizedir

(23).

CAA’lar ile kalitsal serebral hemoraji, inmenin molekiler dizeyde ilk kez
tanimlanan mendelyan formudur. Bunun iki alt tipi belirlenmistir. Bu populasyonlarda
yapilan ¢alismalarda, korteksde ya da onu cevreleyen araknoid de kicuk arterler,
arteriollerdeki amiloid benzeri depositler ve skleroz goriilmiistiir. Bu iki hastalikta da
patolojik damarlar, siklikla diizensiz bir dagilim sergilerler ve korteksde toplanirlar (23,
24).



2.2.2.2. Clotting (Pihtilasma) Hastalhig:

Cesitli kanama bozuklugu olan kisilerde bu hastaliga rastlanilmistir. Faktor 5
(parahemofili), 7, 8 (hemofili A) ve 13’li kodlayan genlerindeki mutasyonlu hastalar,
intraserebral hemoraji riskine sahiptirler. Bu faktorlerden biri eksik oldugunda,
yaralanmayla ya da kontrol edilemeyen kanamalarla erken dénemde ve cocuklukta
ortaya ¢ikar. Intraventrikiler kanamalar, genellikle dogumda ve yenidoganda meydana
gelir. Yasam boyunca ortaya c¢ikan mindr kanamalar, oldukca kot seyreden
intrakraniyal hemorajiler meydana getirirler.

2.3. Normal Damar Yapisi

Genel olarak damarlar 3 katmandan olusmaktadirlar.

1-Tunika Intima (i¢ katman); bir endotel drtiisii, gevsek bag dokusundan olusan
bir ara tabaka (subendotel) ve elastik liflerin dis tabakasindan olusan i¢ elastik
laminadan meydana gelmektedir. Ancak bu i¢ elastik lamina venlerde gorilmez.

2-Tunika Mediya (orta katman); degisik sayida kollajen lif, hiicre dis1 ag ve
diizensiz gegitleri olan elastik yapraklarla ¢evrili diiz kas hiicrelerinden olusur. Kollajen
lifler, diiz kas hiicreleri i¢in destekleyici bir ag olustururlar ve damar duvarinin
gerilmesini siirlarlar. Venlerin kollajen igerikleri arterlerden daha fazladir.

3-Tunika Eksterna (dis katman) veya adventisya, baslica bag dokusundan olusur.
Tunika mediyayr adventisyadan ayiran bir dis elastik lamina goriilebilir. Biiyiik
damarlarin adventisyalarinda, oksijen ve besleyici maddeleri saglamak icin, tunika
madiyanin dis kismina kadar giren kiigiik damarlar (vaza vazorum) bulunabilir (Sekil
2.3.1) (25).

Arter sisteminin son dallar1 arteriyollerdir. Arteriyoller bulunduklar1 bolgelerde,
damar biiziilmesi (vazokontriksiyon) ve damar genislemesi (vazodilatasyon) yoluyla
kapiller yataklara kanin farkli oranda dagilmasini diizenlerler. Arteriyoller direng
damarlar1 olarak da kabul edilirler ve sistemik kan basincinin en biiyiik bilesenini
olustururlar. Arteriyoliin disindaki kisim, arter sisteminin ug¢ dallar1 olan metarteriyoldiir.
Bunlarda diz kaslar, genellikle aralikli, tek sirali yerlesim gosterirler ve kan akimimin
O6nemli bir yerel diizenleyicisini olustururlar (3). Kapillerler, bazal lamina ile cevrili,
yiiksek derecede gecirgen, tek sirali endotel hiicrelerinin olusturdugu olduke¢a ince
tiiplerdir. Vendz sistem, kapiller yatagin sonundan, bir postkapiller veniil ile baslar ve
kan hiicrelerinin dokulara diyapedez denilen bir mekanizmayla gegisinde tercih ettikleri
yerlerdir. Venler, aym biiyiikliikteki arterlerle kiyaslandiklarinda, duvarlari nispeten
incedir. Venlerin yliksek kapasitesi duvarlarinin genisleyebilmesine baglanmaktadir ve
bu nedenle, kan igerigi venlerin hacmine gore nispeten fazladir. Lumendeki basincin
biraz artmasi, icerdigi kan hacminin blyuk miktarlarda artisina neden olur. Kanin geri
kagisini &nleyen kapaklarin olmasi da venlerin tipik bir dzelligidir. I¢ katmanin liimene
dogru yaptig1 bir ¢ikint1 halindeki kapaklar, tizeri endotel hicreleriyle ortuld, elastik ve
kollajen liflerle giiglendirilmis yapilardir (25).
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Sekil 2.3.1. Normal arter (sol) ve venin (sag) histolojik tabakalar1 (25).

2.4. Hastaliklara iliskin Damar Biyolojisi

Hemorajik beyin hastaliklarinda en Onemli sorun, damar biyolojisinde
bozulmalarin ortaya ¢ikmasidir (Sekil 2.3.1). Anjiyogenez ve vaskiilogenez sirasinda da
damar biyolojisinde sorun ortaya c¢ikabilir. Serebral damarlar, arterler ve venler,
anjiyogenez slireci boyunca embriyolojik olarak gelisirler ve noral tliblin ¢evresinde
aortik yaydan filizlenen biiyiik damarlarla anastomatik baglantilar yaparlar. Watershed
alanlarinin (diisiik ya da hi¢ kan akimimin olmadig1 hasarli alanlardir) lokalizasyonunun
nasil oldugu, vaskiiler anomalilerin ve hemorajik felclerin nasil meydana geldiginin
anlagilmasinda olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle anjiyogenez ve vaskiilogenez
mekanizmalarmin anlagilmasi hemorajik beyin hastaliklarinin patolojisinin ¢oziilmesine
de 151k tutacaktir.

Rpture
olmus dama
duvari

Kan akimi

@Heart and Stroke Foundation of Canada

Sekil 2.4.1. Beyinde damar duvarmin bozulmasi. Beyindeki damarlardan herhangi birinde meydana
gelebilecek ufak bir sorun o bolgede damardan kan hiicrelerinin ¢ikmasina ya da
damarin tikanmasina sebep olacaktir (26).



2.5. Vaskilogenez ve Anjiyogenez

Visseral mezodermden vitellus kesesinin duvarina gé¢ eden anjiyoblastlar, kan
hiicreleri ve kan damarlarina farklanirlar. Embriyolojik hayatin 3. haftasinda
anjiyoblastlar mezodermden farklanmaya baslar ve kiigiik sinsisyal adaciklari
olustururlar (27, 28). Sinsisyal hiicrelerin bu kii¢iik kiimeleri hiicre gruplari arasinda
baglant1 kurarak sinsisyal pleksusu olusturmak i¢in ince uzantilar verirler. Sinsisyal
Kitleler arasinda interseliiller yariklar goriliir (29). Bu yariklar primitif vaskiler
limenleri yapmak tizere kaynasirlar (vaskiilogenez). Bu yariklari saran sinsisyal hiicreler
yeni damarlarin endotelini olustururlar. Bu endotel, beyin yiizeyinde bagimsiz olarak
gelismekte olan vaskiler alanlara ulasarak sistemi tamamlar. Anjiyogenez, endotel
proliferasyonuyla var olan bu damar sisteminin dallanmasindan ve buyimesinden
sorumludur (Sekil 2.4.1).
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Sekil 2.5.1. Vaskulogenez ve anjiyogenez (30). Vaskiilogenez ve anjiyogenez sirasinda meydana
gelen degisiklikler.



2.6. Gelisim Sirasinda Merkezi Sinir Sisteminde Vaskularizasyon

Gelisen noroektodermin vaskiilarizasyonu diger organlarinki ile benzerdir. Besin
gereksinimi, hipoksi, stimllator ve inhibitér anjiyogenik faktorler; vaskularizasyon,
anjiyoblast diferansiyasyonu, endotelyal hicre proliferasyonu ve migrasyonunu direk
etkilemektedirler. Endodermal organlarin vaskiilarizasyonu, ilk once vaskiilogenezin
etkisi altindadir daha sonra ise de novo damar olusumu bunun yerine geger ve ardindan
da dokuda anjiyoblastlar belirir (31). Ancak beyin gibi ekto ve mezodermal organlarda
anjiyoblastlar bulunmaz. Bu nedenle, baska alanlarda olusmus primitif vaskiiler
yapilardaki  endotelyal proliferasyonla gergeklesen anjiyogenez, beyin igin
vaskilogenezden daha oOnemlidir (32, 33). MSS’nde anjiyoblastlar siplanoplorik
mezodermden, perindral vaskiiler pleksusu olusturmak i¢in kafa igerisine dogru gog
ederler (34). Beyin ve spinal kordun vaskiilarizasyonu i¢in anjiyogenezin bir basamagi
olan kapiller uzama, perinoral vaskiiler pleksusdan, gelisen noroektoderm igerisine
dogru ilerler (34). Kapiller buyimenin morfolojik modeli, ventrikiler kavite icerisine
dogru leptomeningeal damarlardan orijinlenen arterlerin radyal gocuyle ndral tipin her
bir pargasinda benzer sekilde gergeklesir (35). Memeli embriyolarinda noral tiip
icerisinde kapiller invazyonun ilk isareti hamileligin 4. haftasinda izlenir. Ilk
vaskiilarizasyon beyin sapt ve spinal kordda baslarken, serebellum ve serebral
hemisferlere ise 6. haftada ulasir (35-37).

Beyindeki kan akimi, ndral tiiplin ¢evresindeki pial pleksusdan filizlenen kan
damarlarinin direk anjiyogeneziyle ortaya c¢ikar. Bu basamaklar diger organlarda
belirgin bir sekilde farklilik gostermektedir. Yeni gelismeye baslayan kan damarlarmin
filizleri noroepitelyuma penetre olur ve tiim yonlerde dallara ayrilir. Meningeal
damarlar, beyin parankimasinda striat, kortikal ve medullar olmak (zere 3 yonde
ilerlerler. Kortikal damarlar korteksi, medullar damarlar ak maddeyi beslerken; striatal
dallar da anteriyor perforat substansa dogru girip bazal nukleuslar1 beslerler (29).

Korteks gelisirken sulkus ve gyruslardaki damarlanma modeli oldukga
kompleksdir. Bu damarlanma fetiis 3. trimestere ulastiginda sirkilasyon dinamikleri
bazal nukleuslardaki kanlanmanin modelini  olusturmustur. Fetal beyinde,
anostomazlarin lokalizasyonu ve oryantasyonu nedeniyle periventrikiler beyaz madde
cok buylk bir kanama riski tasir. Term infant beyninde, kortikal “watershed (bosaltma
havzasi)” bolgeleri yetiskin beynindekilerle benzer 6zellikler gosterir. Hamileligin 30.
haftasindan once, periventrikiiler beyaz madde ve germinal matriksdeki damarlar diiz
kas, kollajen ya da elastin icermez ve dogrudan venler igerisine agilirlar. Bu alanlar akim
degisiklikleri i¢in ¢ok duyarlidir ve bu nedenle dogum sonrasi (postpartum) hemorajik
risk oldukga fazladir.

Beyin anjiyogenezinin molekuler modulasyonu ise, Fibroblast Growth Factor
(FGF) ile baslamistir ancak, FGF’nin ekspresyonu beyin gelisimi ile yakindan iliskili
degildir. Yapilan FGF knock-out fare modelleri c¢alismalarinda ¢ok bulyuk
vaskilarizasyon anormalitelerine rastlanilmamistir (33, 35, 38). Aksine, Vaskiler
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Entdothelyal Growth Factor (VEGF) ve onun reseptorleri VEGFR1 ve VEGFR2’nin
ekspresyon profili, gelisen noral tiipte ve MSS’nin vaskiilarizasyonunda ¢ok daha gucli
bir role sahiptir (39-41). Anjiyopoietinler ve bunlarin reseptorleri olan Tie2/Tek, MSS
vaskilarizasyonunda da rol oynarlar. Angl eksik fareler ile yapilan calismalarda,
kraniyel vaskilarizasyon icinde damar dallanmasi1 meydana gelmedigi i¢in embriyolar
Olmiistiir. Ang?2 ise, endotelyal hiicrelerde Tie2/Tek’in aktivasyonunu inhibe etmektedir.
Bu durum yeni damarlarin olusumunu ve dallanmasini indiiklemektedir. Angl aracili
Tie2/Tek aktivasyonu da yeni olusmus damarlarin maturasyonunu destekler. Ancak, bu
giine kadar, hi¢bir spesifik c¢alismada VEGF ve anjiyopoietinlerin gelisen MSS
damarlanmasindaki rolii gosterilmemistir (42).

2.7. Vaskiler Malformasyonlar

Vaskiiler malformasyonlar, anjiyogenik gelisim siirecinde meydana gelen, belirli
bir alanda gorilen bozukluklardir. Vaskiiler malformasyonlar, akciger ve gastrointestinal
sistemin organlarinda da goériilmesine ragmen, siklikla beyinde karsimiza ¢ikmaktadirlar.
Vaskiiler malformasyonlar, tikanma, kanama ve kalp yetmezligi gibi sorunlara yol
acmasi nedeniyle hayati tehlikesi ¢ok yiikksek olan rahatsizliklardir. Vaskiiler
malformasyonlarin ¢ogu sporadik olarak ortaya cikabildigi gibi, kalitsal formda olanlar1
da vardir (43).

Serebral vaskuler malformasyonlar (SVM), merkezi sinir sisteminde ortaya
cikan, neoplastik olmayan fakat serebral dolasimi etkileyen vaskiiler lezyonlar olarak
tanimlanabilirler. SVM’larin varligi ilk olarak yiiz yil once bildirilmig (44), ancak
hastaligin  klinik ve patalojik profili, gegen 10 yil igerisinde gelistirilen beyin
goriintiileme ve histopatolojik yontemler sayesinde anlasilmistir (45).

SVM’lar ¢ogunlukla, merkezi sinir sistemini tutan tiim vaskiiler bozukluklar
kapsamaktadirlar. SVM’larin biiyiik bir cogunlugu embriyonik donemdeki duraksamaya
bagl olarak ortaya ¢iktig1 icin, patolojinin tipine ve olusum evresine gore farkli tipte
histolojik ve klinik bulgularla karsimiza ¢ikmaktadirlar (46-49). SVM’larin,
karakteristik ozellikleri, kalittm modelleri, hastaliklar ile iliskili genler ve kromozomal
lokalizasyonlar1 Tablo 2.7.1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.7.1. Vaskiiler malformasyonlarin karekteristik 6zellikleri (43). D: Otozomal dominant, ?:
Bilinmiyor, ALK1: Aktivin A reseptoru, ENG: Endoglin

Vaskuler Kalitim Modeli Gen Kromozomal
Malformasyonlar Lokalizasyon
AVM Somatik ? ?

Mutasyon ?
Kapiller oD ? ? ?
Malformasyon
HHT oD ALK1 9g33-34
HHT1 oD ENG 12913
HHT?2
Venoz oD Tie2 9p21-22

Malformasyon

Serebral Kavernoz
Malformasyon

CCM1 oD Kritl 7911.2
CCM2 oD Malcavernin 7p15-p13
CCM3 oD PDCD10 3025.2-927

2.7.1. Arteriovendz Malformasyonlar (AVM)

AVM’ler vaskiiler malformasyonlar icerisinde en kolay tani1 konulabilen ve en
stk karsimiza ¢ikan, aym1 zamanda da klinik olarak en riskli grubu olusturan
malformasyonlardir (43, 50). AVM’ler bir ya da daha fazla besleyici arterden gelen kan
akiminin, kapiller ag olusturmadan venlere baglanmasi ile olusurlar. Bu baglanim
normal olmadigi igin venoz sistemde yiiksek kan basincinin olusmasina neden olur (51).
Lezyonlar histopatolojik olarak incelendiginde, anormal olarak genislemis, displastik
fakat etrafinda normal beyin parenkimi bulunduran yapilar olarak goriilmektedirler (52,
53). AVM’lerin en 6nemli patolojik bulgusu displazik arter ve bu artere direk baglanan
intima tabakas1 incelmis ve arter 6zelligi kazanmis vendz yapilarin bulunmasidir (54-
56). AVM’ler sporadik formda her yas grubunda goriilmekle birlikte siklikla 40’l
yaslarda rastlanilmaktadir. Erkek ve kadinlarda goriilme sikligi hemen hemen aynidir.
Rhoten ve arkadaslart AVM’li hastalarda yapmis olduklar1 ¢alismada, bu hastalarda pre-
proendotelin-1 geninin ekspre edilmedigini bildirerek, bu genin hastalikla iliskisi
olabilecegini ileri stirmiislerdir (57).
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2.7.2. Kapiller Malformasyonlar

Genellikle bas ve boyun bolgesinde gozlenen vaskiiler bozukluklardir.
Lezyonlarin olusum nedeni bilinmemekle birlikte, erken embriyonik donemde derideki
kapiller yapilarin anormal olusumundan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Kapiller
malformasyonda, damar c¢ap: genislediginden kan akimi yiiksektir ve bu yiizden deri
yiizeyi kirmizi-pembe bir goriiniim alir. Kapiller malformasyonlar beyinde ise, siklikla
beyaz maddede ve ponsda kapiller yapilardaki genislemeye bagli olarak ortaya
cikmaktadir (4). Sporadik olgularin yaninda ailesel gecis gOsteren olgular da
bulunmaktadir. Ailesel gecisli olan vakalarda, 5q13-22’de lokalize olan genin bu
hastaliktan sorumlu oldugu diistiniilmektedir (58).

2.7.3. Kalitsal Hemorajik Telanjektaziler (HHT)

HHT ya da Rendu-Osler-Weber sendromu otozomal dominant bir hastalik olup
(59) bir¢ok sistemde hemoraji olusturan vaskiiler malformasyonlara sebep olur.
Lezyonlar, deride, agizda ve gastrointestinal sistemde telanjektaziler (kapillerlerin kalict
olarak genislemesi durumu) seklinde ortaya ¢ikabilecegi gibi; beyin, karaciger ve
akciger gibi organlarda da arteriovendz santlar seklinde de goriilebilmektedir (60). HHT
hastalarin %7-12’si merkezi sinir sistemi lezyonuna sahip olup, kadinlarda daha sik
goriildiigii belirlenmistir (61-63). Yapilan linkaj ¢alismalarinda 9q34.1°da lokalize olan
HHT1 (64) 12911-q14°de lokalize olan HHT2; (65) lokuslarinin HHT ye sebep oldugu
tespit edilmistir. Ayrica, endoglin ve TGF-f’nin mutasyona ugramasiyla da HHT1
ortaya cikarken (66), ALK1 (activin reseptor like kinase-1/Acvrll) ve TGF-f’nin
mutasyonunda da HHT2’nin olusabildigi bildirilmektedir (67). Hem Acvrll hem de
endoglin primer olarak endotel hiicreleri tarafindan ekspre edilirler ve TGF-} aracili
sinyal yolunda gorev alirlar (68).

2.7.4. Vendz malformasyonlar

Venéz malformasyonlar, anormal genislemis yapidaki ven drenajlarinin
olusturdugu malformasyonlardir (4). Vaskuler malformasyonlar icerisinde daha az riske
sahip olup, genellikle deride veya intramuskiiler yapilarda ortaya ¢ikmaktadirlar. Venoz
malformasyonlarin goriilme sikligi, 1/500-1/10.000 olarak bildirilmistir. Kalitsal venoz
malformasyonlu ailelerde yapilan c¢alismalarda, Tie2 (Anjiyopoetin-2 reseptorl)
genindeki mutasyonlarin hastaliga neden oldugu bildirilmistir. Tie2, endotelyal
hiicrelerde ekspre edilir ve damar olgunlagsmasinda gorev alan tirozin kinaz aktivitesine
sahip hucre yuzey reseptoridir. Bu gende meydana gelecek mutasyonlar, reseptoriin
intraselular kinaz domeyininden kaynaklanir ve proteinin otofosforilasyonunu arttirarak,
hiicre igerisinde Tie2 aracili sinyalin daha da gliglenmesine neden olur (69).

2.7.5 Serebral Kavernoz Malformasyonlar (CCM)
Kavernoz anjiyom, kavernoz malformasyon ya da serebral kavernoma olarak
adlandirilan CCM’ler, kapiller damarlarin normal damar elemanlarin1 kaybetmesi ve
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anormal vaskiiler yapilarin olusmasiyla karakterize vaskiiler bir hastaliktir. CCM’leri
HHT’lerden ayiran en onemli oOzellik ise kavernomlarin etrafinda normal beyin
parankim dokusunun bulunmamasidir. Kavernleri besleyen herhangi bir ana arter
olmadigi i¢in lezyon i¢inde kan akimi ¢ok diistiktiir.

CCM’ler sporadik ve kalitsal kokenli vaskiiler lezyonlar olup kan ya da trombus
ile dolmus kavernoz ¢emberler icinde paketlenmis yapilardan olusur. Dismorfik bag
doku matriksi (kollajen) tarafindan boliimlenmis endotelyal hiicreler tek tabaka halinde
bir yap1 olustururlar (70, 71). Bu lezyonlar noral parankimada, diiz kas, elastin gibi
belirlenebilen matiir damar duvari elementlerini icermezler (70, 71). Dahasi, endotelyal
hiicreler arasinda acikliklar bulunur ve normalde kan beyin bariyerini olusturacak siki
baglantilar kaybolmustur. Beyin parankimasi igerisine kirmizi kan hiicrelerinin
kolaylikla ¢ikabilmesine ve bu alanlarda agir hemosiderin depozitlerine sebep
olmaktadir (70, 72). Bu lezyonlar, primer olarak merkezi sinir sisteminde (beyin ve
spinal kordda) bulunurken, ancak deri, retina, vertebra ve karacigerde de Orneklerine
rastlanmistir. Bu lezyonlarin semptomlari, ya hemorajiden ya da beyin yapilarn
yakinindaki kiitle etkisinden kaynaklanmaktadir. Siklikla hemorajiye neden olan bu
lezyonlar, “sizintili”olarak tanimlanirlar ve MRI ve patolojilerinde hemosiderinin varlig
ile belirlenirler. Lezyonlar beyin kapillerlerini tuttugu i¢in standart anjiyografik
tekniklerle goruntilenemezler (73-75). Bu nedenle hasta takibinde ve CCM
lezyonlarinin tanisinda en etkin yontem MRI’dir. Lezyonlar MRI’da “ patlamis misir
benzeri yapilar olarak goriilmektedir (76) (Sekil 2.7.5.1).

Sekil 2.7.5.1. Lezyonun MRI ile farkl kesitlerden goriintiisii (76). Her iki goriintide de patlamig misir
benzeri yapilar dikkati gekmektedir (oklar).
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2.7.5.1. Lezyonlarin Biiyiikliigii ve Lokalizasyonu

CCM’de lezyonlarin biiyiikliigii ve lezyonlarin lokalizasyonu hastaligin
kimliginde olduk¢a Onemlidir. Lezyon biyikligi 0.1 cm ile 9 cm arasinda
degismektedir (77-79). Sporadik olgularda genellikle tek lezyon gozlenirken, ailesel
gecisli olgularda lezyon sayisi artmaktadir (80, 81). Kavernomlar supratentoryal olmak
tizere beynin herhangi bir bolgesinde ortaya ¢ikabilir (82). Pons ve serebellum en yaygin
infratentoriyal alanlarin basinda yer alir.

2.7.5.2. Semptom ve Bulgular

Klasik olarak kavernomalar ndbet, fokal norolojik eksiklik ve kanamaya bagh
semptomlar olmak iizere 3 c¢esit klinik semptoma yol agmaktadir. Bunlar igerisinde en
sik rastlanan, perilezyonel kan iiriinlerinin epileptojenik &zelliklerinden dolay:r epilepsi
nobetleridir. Semptomatik olan vakalarin %35-70’inde epileptik ndbet goriilmiistiir ve
bunlarin %401 ilaca direngli nobetlerdir (83).

2.7.5.3. Epidemiyoloji

MRI’in  kullanima girmesinden sonra yapilan genis serili retrospektif
caligmalarda, kavernoma insidansi %0.47 ile %0.39 olarak bildirilmistir (77, 84).
Kavernomalar vaskiiler malformasyonlarin %8-15’ini olustururlar (85). Her 2 cinsiyette
de esit olarak goriilmektedir (84, 86). Kavernomanin goriilme yas1 yenidogan
doneminden 90’1l yaslara kadar aralikta olup ortalamasi 32-37 arasinda degismektedir
(77, 84, 85, 87). Ailevi kavernoz olgularinin orani toplam olgularin %10-30’u kadardir
ve nororadyolajideki gelismelere paralel olarak artis gostermektedir. Pediyatrik vakalar
toplam vakalarin yaklagik dortte biri kadardir (88).

2.7.5.4. Hastah@in Tedavisi

Serebral kavernomlarda hastalik semptomatik oldugu gibi asemptomatik olarak
da gorulmektedir ve bu nedenle de kesin bir tedavisi yoktur. Semptomatik olgularda
ortaya ¢ikan epileptik nobetler icin anti-epileptik ilaglar ve hemanjiyomlarin yarattig
baskidan dolay1 ortaya ¢ikan basagrisi i¢in agri kesiciler kullanilmaktadir. Sayet lezyon
operasyon i¢in tehlikeli bir yerde degil ise tek tedavi yontemi, lezyonlarin cerrahi
miidahale ile ¢ikartilmasidir (89, 90).

2.7.5.5. Hastahgin Histopatolojisi

CCM’ler makroskobik olarak normal beyin dokusundan kolayca ayirdedilebilen
belirgin bir besleyici arteri olmayan kirmizi-mor renkli bogiirtlen benzeri damarsal
olusumlardir. Prospektif genis otopsi serilerinde ortalama caplart 4.9 mm olarak
bulunmustur (91). Mikroskobik incelemelerde ise, genislemis ince duvarli siniizoidal
gortntm veren kapiller benzeri, yalnizca basit bir endotel iceren, ince ve gevsek bag
dokusundan olusmus perivaskiiler alana sahip lezyonlar oldugu goriilmiistir (92).
Kavernomalar1 olusturan damarlarin duvarlarinda diiz kas ve elastik membran
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bulunmamaktadir. Kanamalarin fazla olmasi nedeniyle de lezyon igerisinde hemosiderin
yukli  makrofajlar ve Kkalsifikasyon alanlar1 izlenir (93). Ayrica malformasyon
icerisindeki vaskiiler kanallarda degisen derecelerde tromboza rastlanir. Bu nedenle de
kavernomalar igerdikleri kalsifikasyon ve tromboz alanlarina bagl olarak yumusak veya
sert kivamli olurlar (82). Kavernomalar tipik olarak beyin parenkimi icermemekle
birlikte, gliozis iceren ve inflamasyona bagli olarak su igerigi artmis beyin dokusu ile
kusatilmiglardir (82). Lezyonlar elektron mikroskobik diizeyde incelendiklerinde ise
endotelyal hiicreler arasinda siki baglantilarin olmadig1 géze carpmaktadir. Ayrica da
kan beyin bariyerini olusturan astrositik uzantilarin endotelyal hiicrelere kadar
uzanamadan gliotik sinirda sonlandiklar1 gériilmiistiir (70, 82).

2.7.5.6. Hastahigin Genetigi

CCM, mendelyan gegis gosteren kalitsal bir hastalik olarak tanimlandigindan,
molekiler genetik alaninda yapilan galismalar sonucunda 3 lokus tanimlanmistir.
Bunlar; CCML1 lokusu icerisinde yer alan Kritl (Krevl/RaplA Interaction Trapped 1)
7q11°de, CCM2 (Malcavernin) 7p22°de ve CCM3 (PDCD10: Programmed Cell Death
10 gene) 3q’da klonlanmistir (94, 95). Yapilan baglanti (linkaj) analizleri sonucunda bu
patolojiden CCM1’in en fazla sorumlu olan lokus oldugu ortaya konulmustur (CCM1
%40, CCM2 %20 ve CCM3 %40) (96). Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarla da CCM1
ve CCM2’nin ayni ekspresyon modeline sahip oldugu ve her 2 molekiiliinde ayn1 yolak
tizerinden bu vaskiiler malformasyona neden oldugu gosterilmistir (97).

Su ana kadar CCM’le ilgili yapilan ¢alismalar CCM1 ve CCM?2 ile ilgiliyken,
CCM3 yeterince aydinlatilamamistir. PDCD10 geninde fonksiyon kaybina yol agan
mutasyonlarin serebral kavernoz malformasyona yol actig1 bilinmesine ragmen, protein
diizeyindeki bilgilerin eksikligi nedeniyle hastaligin patofizyolojisi hala tam olarak
aydinlatilamamustir.

Yeast 2-hibrit sistemi (Y2H) kullanilarak yapilan ¢alismalarda (1 integrinin
sitoplazmik domeyininin ICAP1a (integrin cyctoplasmic domain-associated protein o)
ile iligkiye girdigi gosterilmistir (98). ICAP1’in alternatif splicing ile olusan ICAP1a ve
ICAP1p olmak iizere 2 izoformu bulunmaktadir. ICAP1ca, 200 aminoasitlik fosfotrozin
baglanma (PTB: phospho tyrosine binding) motifi iceren bir fosfoproteindir.
Fosforilasyonu da integrine bagimli olarak hiicre ve ekstraseliiler matriks iligkisine
dayanmaktadir. ICAP1a, B1 integrine baglanma 6zelligindeyken ICAP1( ise B1 integrin
ile iliskiye girmemektedir. integrin B1 ile ICAPla arasindaki bu iliski de, B1 integrinin
C-terminalinde yer alan NPXY (Asn-Pro-X-Tyr) motifi sayesinde ger¢eklesmektedir
(99, 100). Kritl ise ayn1 NPXY motifini igermekte, bu yuzden de ICAPla, Kritl’e

baglanarak bircok mekanizmanin islemesinde rol oynayabilmektedir (Sekil 2.7.5.6.1)
(99-102).
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Sekil 2.7.5.6.1 Integrin B1 ile ICAPlo arasindaki iliski. Kritlde de aym NPXY motifi oldugundan
ICAPLla'ya aymi B1 integrinin baglanmasi gibi baglanabilmektedir (101).

Kritl proteinine karst kullanilan antibadiler ise endotelyal hiicrelerin
sitoplazmasinda beta-tubulin ile kolokalize olurlar (76). Kritl ile ilgili knock-out model
calismalari, embriyogenezin erken donemlerinde goriilmeye basladigini ve vaskiiler
gelisimde de etkin bir molekiill oldugunu gostermistir. Kritl hem noéronlar ve
astrositlerde hemde endotelyal hiicrelerde ekspre edilmistir (103).

Diger bir gen de Malcavernin, ya da CCM2 dir (104). Bu gen, Kritl’in baglanma
partneri olan ICAPla’da bulunan fosfotirozin baglanma domeyinini (PTB)
kodlamaktadir. Bu gen hakkinda da ¢ok fazla bilgiye sahip degiliz. Ancak CCM2’nin
analizi sonucunda, histopatolojisinin Kritl ile benzer bir paterne sahip oldugu
gosterilmistir. Arteriyal endotelde bulunmakta ama diiz kas ve vendz dolasimda yer
almamaktadir (105). CCM2, p38 MAPK sinyal yolundaki proteinlere yapitasi proteini
gibi baglanir. CCM1, ICAP1’e baglandiktan sonra CCM2 de CCM1’e tutunarak bir
kompleks olusturur. Olusan bu kompleks p38 MAPK sinyalini regiile eder. P38 MAPK
sinyalinin fosforile olmasi da beraberinde ¢alisacak birgok mekanizmay1 aktive edecektir
(106, 107). Boylece yapilan molekiiler ¢alismalarda CCM1 ve CCM2’nin birbirlerine
baglh calistiklart belirlenmistir (Sekil 2.7.5.6.2) (106, 107). Serebral kavernoz
malformasyona sebep olan 3. genin, yani CCM3’lin de diger 2 gene bagli olarak
calistigin1 tahmin etmekteyiz. CCM3 ile ilgili olarak bilinen tek kanit ise apoptoz
sirasinda bu genin upregule oldugudur (107). p38 MAPK’1n fosforilasyonu sonucunda
olusan apoptozun, CCM3 tarafindan tetiklendigi diisiiniilmektedir. Bu sekilde CCM2 ile
iligkisi aciklananabilir. Ancak apoptoza giderken CCM3’iin hangi yolaklar1 kullandig:
bilinmemektedir.
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CCM3’de meydana gelen mutasyonlarda PDCDI10 geni ile iliskilendirilmistir
(95, 108, 109). Bu genin heniiz sekans analizleri yapilmamis ve konu heniiz tam olarak
aydinlatilmamistir. Ancak caligmalar CCM hastaliginda rol alan bu 3 genin patolojik
olarak farkli olmasma ragmen hepsinin ortak bir yol kullandigini goéstermektedir.
Ozellikle de MSS’nde vaskiiler gelisimde birlikte rol oyanayabilecekleri dikkat
cekicidir.
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Sekil 2.7.5.6.2. CCM2’nin, p38 MAPK sinyal yolundaki proteinlerle iliskisi. CCM2, p38 MAPK sinyal
yolundaki proteinlere yapitagi proteini gibi baglanir. P38 MAPK sinyalinin fosforile
olmasi da beraberinde ¢alisacak bircok mekanizmay aktive edecektir (107).

2.7.5.7. Serebral Kavernoz Malformasyonda Genetik Heterojenite

Bu hastalikta ilk tanimlanan Ccm1 lokusunun ardindan mutasyonel caligmalar
devam etmis ve hastaligin olusumundan sorumlu Ccm2 ve Cem3 genlerinin varligi tespit
edilmistir. Serebral kavernomalarin %40’1nin Ceml, %20’sinin Cem2 ve %40’1mnin da
Ccm3 lokusu ile iligkili oldugu bildirilmistir (96). Bu nedenle CCM’li hastalarda bu 3
lokusun varliginin da taranmasi gerekmektedir.

2.7.5.8. Hastahigin Molekiiler Genetigi

Kavernomalar sporadik olarak ortaya cikabildigi gibi kalitsal olarak da
gorilmektedirler (110, 111). Hispanik ailelerde yapilan molekiiler c¢alismalar ile,
CCM’lerin otozomal dominant formda kalitilan vaskiiler bir bozukluk oldugu ilk olarak
3 farkli grup tarafindan segregasyon analizi, linkaj ve pozisyonel klonlama gibi farkl
teknikler kulllanilarak gosterilmistir (112-114).
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Hastalikla iligkili genin D3S1763 ve D3S1262 arasinda 22-cM’lik bir aralikta yer
aldig1 belirlenmistir (115). Yapilan ¢alismalarda, CCM’den sorumlu olan 3. gen olarak
bildirilen PDCDI10’un 3q25.2-27 (Ccm3; OMIM 603285) de lokalize oldugu
tanimlanmis ve bu bolge Ccm3 olarak adlandirilmistir. Boylelikle kavernomali ailelerde
yapilan linkaj ¢alismalar1 sonucunda hastalikla iligkili olan 3. genin 3. kromozomda yer
aldig1 gosterilmistir (94, 95). Ayrica Bergametti ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismalarda,
PDCDI10’un omurgali ve omurgasizlarda, damar gelisimi ve maturasyonunda rol alan
yeni bir molekiil oldugunu gostermislerdir (116). CCM2 lokusunda gosterildigi gibi
CCM3 lokusunda da genomik delesyonlarin goriilebilecegi hipotezini dne stirmiiglerdir.
Bu nedenle 20 aileyi yuksek-yogunluklu mikrosatellit genotiplemesi ile incelediklerinde;
1 ailede eksik alellerin 4-Mb igerisinde D3S3668 ve D3S1614 arasindaki delesyondan
ileri geldigini gérmiislerdir. Bu, de novo delesyon, CCM3 genini tanimlayan 970-kb’lik
bélge D3S1763’1 kusatmaktadir (Sekil 2.7.5.8.1)(116).

PDCD10
0 20 40 60 80 100 120 140 160 L 180 e

Sekil 2.7.5.8.1.  PDCDI10 geninin haritadaki yerinin sematize olarak gosterilmesi (117).

Programli hiicre 6liim geni olarak belirlenen PDCD10; 50kb’den daha uzundur
ve 7 kodlama ekzonu ve 5-primer non-kodlama ekzonu icermektedir. ATG baslangig
kodonu da 4. ekzonda bulunmaktadir. Genin fonksiyonu degerlendirildiginde, serebral
kavernoz malformasyona sebep olmasina ilaveten, vaskiiler morfogenez ve yenilenme
icin giiglii bir aday gen oldugu da belirlenmistir (116). Apoptotik karekteri de g6z 6niine
alindiginda bircok mekanizmay1 nasil baslattigr da merak konusu olmustur.

2.8. Apoptoz

Hiicre 6liimii 2 mekanizmayla gergeklesmektedir, apoptoz ve nekroz.
Apoptoz (“normal ya da programh” hiicre 6liimii); gelisim sirasinda ya da diger
normal biyolojik sartlarda istenmeyen ya da kullanigsiz, elverissiz hiicrelerin elemine
edilmesiyle ortaya ¢ikan fizyolojik bir durumdur (Sekil 2.8.1).

Nekroz (“kazara” hiicre oliimii); ciddi sekilde fiziksel olarak ya da kimyasal bazi
maddelere maruz kalinmasi sonucunda ortaya ¢ikan patolojik bir durumdur (Sekil 2.8.1).
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Sekil 2.8.1. Nekroz ve apoptozun morfolojik 6zellikleri (118).

Apoptoz, ilk kez 1842 yilinda Vogt tarafindan hiicrelerde normal gelisim
sirasinda meydana gelen Olim sekli olarak tanimlanmistir. Biyolojik bilimler
literatiiriinde apoptoz terimi, ilk kez Iskogyal1 arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve Currie
tarafindan 1972 yilinda kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu
olan, yapisal olarak 0Ozglin bir 6lim tipi olarak tanimlanmistir (119). Kanserden
norodejenerasyona kadar bir¢cok hastaligin patolojik paradigmalarinin ¢oziilebilmesinde
apoptozun etkileri degerlendirilmektedir. Bu nedenle, apoptozun molekiiler
mekanizmalarinin anlagilabilmesi sadece teorik olarak 6nemli olmakla kalmayip, 6zel
teropotik degerler de igermektedir (120).

Apoptoz hiicre 6limunin aktif formudur ve bunun igin enerji ve protein sentezi
gerekmektedir (121). Apoptotik hiicrelerde, farkli hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyaller ile
hicre 6luma tetiklenir ve bu durumda 2 faz incelenmektedir.

e Baslangi¢ (Innitial commitment)
e Yok etme faz1 (122).
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Bu fazlar sirasinda plazma membram siser, sitoplazma biiziiliir, endoplazmik
retikulum dilate olur, apoptotik cisimcikler i¢inde nuklear kromatin kondensasyonu ve
fragmentasyonu gorulir. Bu apoptotik cisimcikler de komsu hiicreler tarafindan hizla
fagosite edilerek ortadan kaldirilir (119). Apoptoz sirasinda hiicre hacmini azaltir,
iyonlarin1 disar1 pompalar ve sitoiskeleti kontraksiyon yapmaya baslar, nukleus
cevresinde de kafes benzeri yapilar olusur. Bu esnada Olen hiicre kendi proteolitik
enzimlerini aktive eder (123).

Apoptoz ve nekroz Dbircok Ozelligi acisindan olduk¢a farkli  Oliim
mekanizmalarimi icermektedirler. Nekroz, fizyolojik bir 6lim sekli olmasina ragmen
apoptoz, hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir. Apoptoz
morfolojik olarak 6zgundur. Nekroz da hiicre igine asirt sivi girmesi sonucu hiicre
siserken, apoptotik hiicre tam tersine kii¢lliir. Nekrozda kromatin paterni nukleus
membraninin ¢evresinde toplanir ve yogunlasir. Nekrotik hiicrenin plazma membrani
biitiinltiglinti kaybeder ve hiicre disina hiicre i¢i materyallerinin ¢ikis1 gerceklesir. Oysa,
apoptotik hiicre membrani saglamdir ve tizerinde kii¢iik cepcikler olusur (124). Nekrotik
hiicre sonra lizise ugrar, apoptotik hiicre ise kiiclik cisimciklere pargalanir. Apoptotik
cisimcikler degisen miktarlarda hiicre igi yapilar igeren membranla kapli fragmanlardir.
Nekrozda plazma membrani biitiinliigiiniin bozularak hasarlanmasi nedeniyle hicre
igeriginin dig ortama salinmasi sonucunda inflamasyon uyarimi yapilir. Apoptozda ise
apoptotik hiicre veya cisimcikler plazma membranlar1 hasarlanmadan komsu hiicreler ve
makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden inflamasyon olugmaz.

Apoptozun en 6zgiin yonii DNA nin internukleozomal bolgelerden yaklasik 180-
200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA pargalar1 olusturacak sekilde
parcalanmasidir (125). Apoptotik hiicrede goriilen 6nemli degisiklerden biri de normalde
plazma membraninin i¢ yiliziinde bulunan fosfotidil serinin erken evrede membranin dig
yiiziine dogru transloke olmasidir. Bu mekanizma sayesinde apoptotik hucreler komsu
hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninir (126).

2.8.1. Apoptotik Sinyalde Regulatér Mekanizmalar

Canli hiicrelerde apoptotik sinyal yolu inaktifken, 6liim uyarimi gelince, hemen
bu uyarima kars1 bir yanit olusturulur. Apoptotik sinyal aginin komponentleri genetik
olarak kodlanmistir ve ¢ogu hiicre tipinde aktivasyon i¢in hazir durumdadir. Bu nedenle,
olas1 tablo su sekilde gerceklesmektedir; ¢ok hiicreli hayvanlarin tiim hiicreleri aslen
programli bir sekilde kendi kendini yikma girisimindedir ve hiicre 6liimii, yasamsal olan
baz1 sinyallerin baskilanmasiyla ansizin gergeklesebilir. Bu yasamsal sinyaller anti-
apoptotik molekillerin ekspresyonu ve aktivitesiyle artabilir. Bu nedenle de pro-
apoptotik faktorlerin aktivasyonunun kontrol altinda olmasi gerekmektedir (127, 128).
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2.8.2. Diizensiz Apoptoz Sonucunda Ortaya Cikan Hastaliklar

Yetigkin insan viicudunda mitozla saniyede ylizbinlerce hiicre iiretilmektedir ve
ayni sekilde benzer sayida hiicre de immun hiicrelerin se¢imi ve aktivitesinin
diizenlenmesi gibi birgok spesifik olay ve homeostaz sirasinda da apoptozla dlmektedir
(129). Apoptotik sinyallerin bozulmasi, kanser, otoimmunite, gegmeyen infeksiyonlara
sebep olan c¢esitli hastaliklarin primer ya da sekonder etkilerinde kendini gosterebilir.
Bununla birlikte asir1 apoptoz ise, ndrodejenerasyon (Alzheimer, Parkinson, Huntington,
amyotrofik lateral skleroz hastaliklari), otoimmunite (organlarda kontrol edilemeyen
apoptoz), AIDS (T lenfositlerinin azalmasi) ve iskemi (inme, miyokardial infaktls) gibi
hastaliklara sebep olabilmektedir (130). Apoptozun baslamasi yada yiiriitiilmesine direkt
ya da indirekt faktorler icin kod olan genlerin mutasyonu sonucunda 6lim makinesinde
bozukluklar meydana gelmektedir. Bu sekilde apoptotik genlerdeki birgok mutasyon
belirlenmistir ve insanlardaki hastaliklarin sebebi ya da yardimci faktorler aciga
cikarilmigtir (131).

Apoptozun kontrol noktalar1 olduk¢a 6nemlidir, rnegin timor baskilayict p53
kanser ile iliskili olan apoptotik faktdrlerden biri olarak belirlenmistir. Insan
kanserlerinin %50’sinden fazlasinda bu faktoriin inaktive oldugu bilinmektedir (132).
Tiimor baskilayici protein olan p53, onkogen aktivasyonu, hipoksi ve 6zellikle de DNA
hasarlarinda 6nemli bir transkripsiyon faktorii olarak aktive olmaktadir. Bcl-2, Bel-XL
ya da Survivin (133, 134) gibi anti-apoptotik proteinlerin ekpresyonunu baskilayarak ya
da p21, Bax, Puma, Noxa, Apaf-1, Fas ve DR5 gibi ¢esitli pS3 hedef genlerinin
ekspresyonunun stimile edilmesiyle apoptozun meydana gelebilecegi bildirilmistir
(135).

Apoptotik komponentler ile ilgili mekanizmalar ve degisikliklerin anlasilmasi,
patojenik basamaklarla iligkilidir. Bu basamaklar, pro-apoptotik tiimor baskilayicilarin
hedeflenmis aktivasyonuna ya da anti-apoptotik onkogenlerin bloklanmasina
karigabilmektedir. Norodejenerasyon sirasinda hiicre 6liimiiniin tedevisi i¢in kaspazlar
gibi pro-apoptotik anahtar komponentlerin inhibe olmasi gerekmektedir (130).

2.8.2.1. Bcl-2 Ailesi

Bu ailenin iiyelerinin bir kismmin apoptozu indiikledigi (Bax, Bad, Bid, Bak,
Bcl-Xs) bilinirken bir kismmin da aksine inhibe ettigi (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1)
belirlenmistir (Sekil 2.8.2.1.1). Bir hiicrenin yasayabilmesi bu ailenin pro- ve anti-
apoptotik iiyelerinin oranma baghdir. Anti-apoptotik Bcl-2 proteini, 06zellikle
mitokondrinin dis membraninda yer almakta ve iyon transportunu diizenlemektedir
(136). Bax, sitosolde yer almaktadir ve herhangi bir apoptotik uyarim geldiginde
mitokondri membranina baglanarak, porlarin olusumunu indiiklemektedir. Bu durumla
birlikte selektif iyon permeabilitesi ortadan kalkar, sonucta da sitokrom-c ve apoptoz
indlkleyici faktor-1’in (AIF; apoptosis inducing factor-1) mitokondriden sitosole
gegmesini saglar (137).
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Sekil 2.8.2.1.1. Canli hiicrelerde apoptotik yolaklar. Canli hiicrelerde pro-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyeleri
Bax, Bak ve BH3 proteinleri, Bcl-2 gibi anti-apoptotik iiyeler tarafindan antagonize
edilirler. Apoptotik stimulusa yamitta, BH3 tyeleri transkripsiyonel upregilasyon (Bax,
Noxa, Puma), subselular relokalizasyon (Bim, Bmf), defosforilasyon (Bad) ya da
proteolizis (Bid) tarafindan aktive edilirler. Aktive olmus BH3 proteinleri, anti-
apoptotik Bcl-2 Uyelerinin hareketini engeller. Ayrica, bunlar Bax ve Bak’in
konformasyonel degisimini dogrudan indiikleyebilirler. Sonu¢ olarak pro-apoptotik
faktorler, mitokondriyal membran igerisinden sitosole salinirlar (138).

2.8.2.2. p53

Hiicrede DNA hasar1 olustugunda, eger hasar onarilabilecek durumdaysa p53
proteini, hiicre siklusunu G1 fazinda durdurur ve hiicreye DNA’smi1 tamir edebilmesi
icin zaman kazandirir. Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar kotiiyse, p53
apoptozu indukler. Bu indiklemenin sonucunda da, Bax ekspresyonu artar ve Bcl-2/Bax
orani degisir.

2.8.2.3. Sitokrom-c

Mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir proteinidir.
Sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi, apoptoz yoluna girmis bir
hiicrede geri doniilemez bir doneme girildigini isaret etmektedir. Sitokrom-c’nin
mekanizmas1 tam olarak aydinlatilamamistir ancak apoptoz indiikleyici faktor (AlF;
apoptosis inducing factor) ile birlikte sitoplazmaya salinir. Burada sitoplazmik bir
protein olan Apaf-1’¢ (apoptotic protease activating factor-1) baglanir ve onu aktive
eder. Bu islemin ardinda da ATP’nin etkisiyle apoptozom olusumu gozlenir. Bu
kompleks, inaktif prokaspaz-9’u aktif hale gegirir; bu aktiflenme durumu da prokaspaz-
3’1 aktive eder. Kaspaz-3’iin aktiflesmesi de ICAD’1 (inhibitor of caspase-activated
deoxyribonuclease) inaktif hale getirir. ICAD’in baglandigi CAD (caspase-activated
deoxyribonuclease) serbest hale gelir. Bu durum apoptozun karekteristik bulgularindan
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biri olan kromatin yogunlasmasina ve oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna neden
olur.

2.8.2.4. Kaspazlar

Kaspazlarin apoptozla olan iligkisi ilk kez Caenorhabditis Elegans adinda bir
nematodun genetik analizi sonucunda ortaya ¢ikmistir (139). Ced-3, Ced-4 ve Ced-9
genlerinin C. Elegansda apoptozu diizenledigi belirlenmistir. Daha sonra bu genlerin
memelilerdeki homologu kaspazlar, Apaf-1 ve Bcl-2 belirlenmistir (140, 141).

Kaspazlar, inaktif prekirsor olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde
sistein yer aldigindan, sistein proteazlar olarak da adlandirilan bir grup enzimdir.
Kazpazlar birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir yol ortaya cikartirlar. Bazilari
baslatict (Kaspaz 2,8,9,10), bazilar1 da yiriitiicii (Kaspaz 3,6,7) olarak gorev yaparlar
(139). Baslatic1 olarak goérev yapanlar, apoptotik uyarim sonucunda baglayan olim
sinyallerini yiritucu kaspazlara iletmekte gorevlidirler. Yuritucu kaspazlar ise, ilgili
proteinleri pargalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin ortaya ¢ikmasina neden olurlar.
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Hipotez

CCM’e sebep oldugu bilinen Ccm1, Ccm2 ve Cem3 adli bu 3 genin birbirleriyle
iliskili olabilecegi; hatta bu hastaligi ortaya ¢ikarirken bu genlerin hepsinin de ayni
yolag1 kullanabilecegi kanaatindeyiz. Bu fikirden yola cikarak daha Once literatiirde
aydinlatilan Ccm1 ve Cecm2’ye ilaveten Ccm3’lin de bu yolagin igerisinde yer aldigini
goOsteren delillere ulasmaya calisacagiz.

Ccm3, damar duvarinin yapisinda yer alan, buradaki endotel hiicrelerinin,
yonelislerini diizenlemede ve cevreyle iliskilerinde nemli role sahip bir molekdldur.
Ccm3’lin anjiyogenez ve vaskiilogenez mekanizmalarinin isleyisinde de 6nemli bir
gorev aldig1 kanaatindeyiz. Ccm3 mekanizmasinin ¢oziilebilmesi; Ceml ve Cem?2 gibi
merkezi sinir sistemi kavernoz malformasyonlarinin patogeneziyle iliskili diger genlerle
de baglantili olabilecegi diisiincesindeyiz. Bu nedenle de vaskiiler deformasyonlarin
olusumunda 6nemli role sahip olan bu gen ailesinden biri olan Cem3’li arastirmayi

hedefledik.
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GEREC ve YONTEM

Immunohistokimya i¢in kullanilan insana ait parafin dokular Yale Universitesi
Tip Fakiiltesi Patoloji Boliimii’'nden saglanmistir. Fare drneklerine ait beyin dokulart ise,
Yale Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden temin edilen C57 tipi
normal farelerdir.

3.1. Doku Takibi

Deney hayvanlari {initesinden temin edilen hayvanlar ketamin anestezisi altinda
uyutulduktan sonra oncelikle heparinli izotonik ardindan da %4 paraformaldehit (PFA)
ile perfiize edildi. Perfiizyon sonrasi beyin dokusuna hasar verilmeden dikkatlice
¢ikartildi. Doku immunohistokimya ve in situ hibridizasyon yontemi i¢in %30 Sukroz-
PFA iceren soliisyonda +4°C’de yaklasik 1 giin siireyle bekletildi. Dokunun osmotik
basincinin uygun hale geldiginin anlasilmasi beyinin dibe ¢dkmesi ile belirlendi. Doku
frozen kesit i¢in hazirlanip kesit alindi. Kesitler in situ hibridizasyon ve immun-
yuzdirme metodu igin PBS igceren 12 kuyucuklu kaplara seri bir sekilde alindi. Normal
immunohistokimya ve immunofloresan i¢in de lamlara yapistirildi.

3.2. Antikor Purifikasyonu

CCM3/PDCD10, (CCM3)-spesitik tavsan poliklonal antikoru,
KIPDEINDRVRFLQTIKD (Open Biosystems, Huntsville, AL) peptid dizisinden dizayn
edildi ve firmaya gonderildi. Firma tarafindan saflastirilan anti-peptid antikor
laboratuvarimiza gonderildi. Antikor 06zgiinliigli, CCM3-GFP flizyon proteinini
kodlayan ekspresyon vektoriiyle Cos7 hiicre hatlarina transfekte edilerek test edildi.
Full-length CCM3 c¢DNA’s1 pcDNA-DESTS53 igerisine klonland1 ve Cos7 hiicrelerine
lipofect AMINE yardimiyla transfekte edildi. Transfeksiyon sonrasinda uygun zamanda
protein elde edilerek Western blot analizine tabi tutuldu. Bu, sadece Cos7 hicreleri ile
sinirli kalmayip N2A ve BAEC hiicrelerinde de degerlendirildi.

3.3. Immunohistokimya Yontemi
Dokularda CCM3 proteininin varligini géstermek amaciyla kullanildi.

Kullanilan Soliisyonlar
1X PBS (Phosphate buffer saline) Tamponu:
7.2 gr. Na;HP04.12H,0 (Merck)

0.8 gr. KH,P0,4 (Merck)
16 gr. NaCl (Merck)
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Yukaridaki kimyasallar 2 litre bidistile su icerisinde ¢oziildii ve pH’s1 2N NaOH ile
pH=7.4 olacak sekilde ayarlandi.

Sitrik Asit Tamponu:
2.1 gr. sitrik asit (C¢Hg07.H,0) (Merck) 900 ml. bidistile su icerisinde ¢6zildi ve
pH’s1 2N NaOH ile pH=6.0 olacak sekilde ayarlandi.

% 3’liik H,0, Soltsyonu:
92 ml. Metanol (CH3OH) (Merck) ve 8 ml. %30 H,0, (Merck) ilave edilerek sale
icerisinde hazirlandu.

Bloklama Solusyonu: Ultra V Block (TA-1250UB; LabVision)
Sekonder Antikor: Biyotinli anti-tavsan (kegi de tiretilmis) BA-1000 Vector lab.

Negatif Tavsan IgG Soliisyonu: 1 ml. bloklama solusyonu igerisine primer antikor ile
ayni konsantrasyonda tavsan IgG’leri (Vector) eklenerek hazirlandi. 1-1000 Vector Lab.

Streptaavidin Peroksidaz Kompleksi: (ABC, Vector lab. PK-6100)

Kromojen: 3-3’- diaminobenzidin (DAB, Sigma-FAST D4293)

Immunohistokimya boyamast igin kesitler Spum kalinliginda superfrost-manyetik
olarak statik olan lamlar iizerine alindi. Bu kesitler 37°C’lik etiivde gece boyu
bekletildikden sonra ertesi giin 60°C’lik etiivde calismaya baslamadan 6nce 2 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kesitlerin 2 defa 20 dk. ksilol ve 5 dk. azalan alkol
serilerinde (%100, %90, %80, %70) bekletilmesiyle deparafinize olmasi saglandi. Alkol
serilerinden sonra kesitler 5 dk. distile su icerisinde dehidrate edildikten sonra 1X PBS
ile 2 defa yikandi ve taze hazirlanan sitrik asit (pH: 6.0) tamponunda 2 defa 5 dk.
mikrodalga 1s1nimina maruz birakildi. Kesitler mikrodalga uygulamasi sonrasinda oda
1sisinda 20 dk. sogutulduktan sonra, PBS ile 5 dk. oda 1sisinda yikandi. Daha sonra,
dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi %3’liikk H20, soliisyonu ile oda 1sisinda 20 dk.
bekletilerek yok edildi. Kesitler 3 defa PBS ile yikandiktan sonra, 6zgiil olmayan
baglanimlar1 bloke etmek i¢in bloklama soliisyonu ile oda 1sisinda 7 dk. bekletildi.
Bloklama soliisyonu uzaklagtirilarak, 6rnekler {izerine primer antikorlar eklendi ve oda
isisinda 2 saat nemli ortamda inkiibe edildi. Primer antikorlardan CCM2 ve CCM3
1/250 diliisyon oraninda hazirlandi. Negatif kontrol olarak da, primer antikorlar ile aym
konsantrasyonda olan normal tavsan IgG’i kullanildi. Kesitler 3 defa 5’er dk.’lik yikama
islemlerini takiben, biotin ile isaretlenmis anti-tavsan IgG’leri ile 30 dk. oda 1sisinda
inkiibe edildi. Sekonder antikorlarin dillisyon orani da 1/400 olarak belirlendi.

Sekonder antikor agsamasindan sonra, kesitler lizerine 30 dk. 6nceden hazirlanan
ve oda 1sisinda bekletilen streptaavidin-peroksidaz kompleksi (Vector lab. ABC kit)
eklendi ve 30 dk. oda 1sisinda bekletildi. PBS ile yikama asamalarini takiben, kesitler
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tizerine DAB soliisyonu damlatilarak ortaya c¢ikan kromojenik reaksiyon 151k
mikroskobu altinda takip edilerek boyanma siddeti belirlendi. 3 dk’lik inkiibasyon siiresi
sonunda kromojenik reaksiyon PBS igerisine almarak durduruldu ve ornekler Mayer
hematoksilen ile boyandiktan sonra immunohistokimya i¢in uygun olan kapatma
soliisyonu ile kapatildi. Ardindan da 151k mikroskobu altinda boyanmalar degerlendirildi.

3.4. Immunofloresan Boyama Yéntemi
CCM3 ekspresyonunun bulundugu yerleri floresan boyama ile dogrulamak
sonuglart in situ ve immunytiizdiirme ile kiyaslamak i¢in kullanildi.

Kullanilan Malzemeler

Bloklama Solusyonu: Ultra V Block (TA-1250UB; LabVision)

Sekonder Antikor: At-anti tavsan Aleksa 488 sekonder antikor (Invitrogen)
Slayt Kapatma Soltsyonu: DAPI’li kapatma solusyonu (Vector Lab. H-1200)

Normal immunohistokimya yapilir gibi Sum kalinliginda kesitler alindi,
deparafinize edildi. Sitrik asit kullanilarak fiksatifin olusturdugu siki aldehit baglar
kopartildi. UV blok kullanilarak, non-spesifik reaksiyonlar baskinlandi. Anti-CCM3
antikoru, (1/250) diliisyon oraninda kullanilarak gece boyu +4°C’de inkiibe edildi. Ertesi
gun PBS ile yikamalarin ardindan floresan isaretli sekonder antikor (At-anti tavsan
Aleksa 488 sekonder antikor (Invitrogen) ile muamele edilen kesitler 1 saat oda 1sisinda
inkiibe edildi. Yine takip eden PBS yikamalarindan sonra kesitlerin iizerine DAPT’li
kapatma solusyonu damlatilarak kapatildi ve floresan mikroskobunda boyanmalar
degerlendirildi.

3.5. Immunyiizdiirme (immunofloating) Metodu ile Boyama
Normal immunohistokimyadan biraz daha farkli bir metoddur ve ¢ok daha kalin
(35um) kesitler Gizerinde ekspresyonlar1 degerlendirmek igin tercih edildi.

Kullanilan Soliisyonlar

DEPC-PBS (Dietil prokarbonat): 1litre PBS icerisine 1 ml. DEPC eklenir ve iyice
calkalanir. Kopiik benzeri yapilar kaybolunca sisenin agz1 tam sikistirmadan oda 1si1sinda
gece boyu bekletilir. Ertesi sabah otoklavlanir, soguduktan sonra kullanima hazirdir.

%1 H,0, Soltusyonu : 5 ml. DEPC-PBS + 167 pl. H,0,

Bloklama Solusyonu: % 5 Normal at serumu
% 1 S1g1r serum albumini
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% 0.1 Glisin
% 0.1 Lizin
% 0.3 Triton X-100

Antikor DilGe Edici Soltsyon: 10 ml Bloklama soliisyonu + 30 pl Triton X-100

Sekonder Antikor: Biotin-SP-Conjugated affinity pure donkey anti-rabbit 1gG (Jackson
Immunoresearch) Triton X-100 icermeyen bloklama solisyonu icerisinde 1:250
diliisyonda hazirlandu.

Streptaavidin: ABC karisimi (Vector lab) damlatmadan 30 dk. énce hazirlanip +4°C’de
inklbe edildi.

DAB (% 0.05; pH: 7.4):
Renk Reaksiyonu: Her ml. DAB icin;

4 ul. NH,CI

1 pl. Glukoz-oksidaz

10 pl. Nikel amonyum sulfat
20 pl. Glukoz

Kesitler icerisinde DEPC-PBS olan kiigiik penisilin siselerine alind1 ve 25 dk.
boyunca sik sik PBS’i degistirilerek kesitlerin yikanmasi saglandi. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra %1 H0, soliisyonunda 10 dk. oda 1sisinda bekletildi. Bunun
ardindan H,0,’i uzaklastirabilmek icin DEPC-PBS icgerisinde kesitler 1 saat boyunca en
az 4 kez degistirilerek yikandi. Yikama sonrasinda bloklama soliisyonu igerisinde oda
1sisinda 1 saat boyunca bloklandi. Bloklama soliisyonunun ardindan primer antikor
icerisinde 2 gece +4°C’de bekletildi. inkiibasyon sonrasinda kesitler 40 dk. boyunca
DEPC-PBS icerisinde yikandi. Stereptaavidin i¢in ABC kompleksi hazirlandi ve 2 saat
oda 1sisinda kesitler bu karisim igerisinde inkiibe edildi. 1 saat boyunca DEPC-PBS
icerisinde yikand1 ve DAB ile 20 dk boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda DAB hi¢ geri
cekilmeden renk reaksiyonu i¢in substrat hazirlandi ve 151k mikroskobu altinda kesitler
kontrol edilerek dogru inkiibasyon siiresi tayin edildi. Reaksiyon gelistikten sonra
DEPC-PBS igerisinde gece boyu yikandi ve ertesi giin slaytlara yapistirildi. Gece boyu
kurumasi i¢in beklendikten sonra ertesi giin dehidratasyon yapildi. Bunun igin;

5 dk. % 50 etanol

5 dk. % 70 etanol

5 dk. % 90 etanol

5 dk. % 100 etanol

1 saat ksilen-1

Gece boyu ksilen-2, ardindan Histomount ile kapatma yapildi.
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3.6. Hicre Kultara
CCM3 ekspresyonunu in vitro ortamda gozleyebilmek ve klonlama yapabilmek
icin tercih edildi.

Kullanilan Soliisyonlar
Hicreler icin uygun olan mediumlar;

N2A (noroblastoma hiicre hatt) icin Besi Ortam:
%50 yuksek glukozlu DMEM (low-glucose Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA),
%50 OPTI-MEM,
%S5 1s1 ile inaktive olan FBS (heat-inactivated fetal bovine serum),
%1 penisilin/streptomisin,
%1 L-Glutamin

BAEC (sig1r aortik endotelyal hiicre hatti) i¢in Besi Ortam:
Yiksek glukozlu DMEM,
%10 FBS,
%1 L-Glutamin

Cos7 (Maymun bébrek hiicrelerinden elde edilen hiicre hattr) icin Besi Ortam:
Diisiik glukozlu DMEM,
%10 FBS,
%1 penisilin/streptomisin

Tim besiyeri ortamlar: steril kosullar altinda hazirlanip, filtre edildikten sonra
+4°C’de saklandu.

Dondurulmus olarak gelen hiicreler 37°C’lik su banyosu igerisinde ¢oziildiikten
sonra, hemen T-751ik kiiltiir kaplarina alinarak iizerlerine 10 ml. besi ortami1 eklendi ve
37°C’de %5°lik C02’1i etiivde liremeye birakildi. 24 saatin sonunda kiiltiir kabina
yapismayan Oli hiicreler besi ortamu ile yikanarak uzaklastirildi. Her 48 saatte bir besi
ortami degistirildi ve kabin tabaninin %70’ini hiicreler kaplayana kadar tiretildi.

3.6.1. Tripsinizasyon ve Hiicrelerin Sayilip Uygun Oranda Odacikh Slaytlara

Ekilmesi

Hiicreler kiiltiir kaplarmi yeterince kaplayacak hale geldiklerinde (%70)
tripsinizasyon islemi yapildi. Oncelikle medyum tamamen uzaklastirilip steril PBS
tamponu ile hiicreler 2 defa yikandi. Bu sekilde canli olmayan ve Kkiiltiir kabina
tutunmamus hiicreler ortamdan uzaklastirilip sadece canli hiicrelerin kalmasi saglandi.
Daha sonra kiiltliir tabaginin igine tripsin eklenip 5 dk. 37°C’lik CO02’li inkiibatdr
igerisinde hiicrelerin kalkmasi i¢in bekletildi. Sonrasinda Kkiiltiir kabimin igerisinde
kalkan tiim hiicreler bir falkon tiiplinde toplandi ve iizerine hiicrelere has medyumdan
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bir miktar daha eklendikten sonra 20.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi. Tiipiin dibinde
pellet olustuktan sonra iistteki siipernatan mediya dokildi. Pelletin (zerine yeni taze
mediyadan 3 ml. eklendikten sonra pipetle hiicrelerin homojenize olmasi saglandi. Daha
sonra bu karisimdan 10 pl. alimarak hemasitometrede hiicreler sayildi. Hiicreler farkli
konsantrasyonlarda 6 kuyucuklu kaplar icerisine ekilerek yeniden 37°C’lik C0,’li
inkiibator icerisine konuldu. Hiicreler bu slaytlara tutunmasi i¢in 1 gece inkiibe edildi.
Hiicreler icin uygun say1 0.3x10° olarak belirlendi ve hiicrelerin 1.2x10° olmas: i¢in
beklenildi.

3.7. Hiicre Hatlarina immunofloresan Boyama Yéntemi
Hiicre hatlarinda normal olarak CCM3  ekspresyonunun varligi  ve
lokalizasyonunu incelemek i¢in kullanildi.

Kullanilan Soliisyonlar

1X PBS Tamponu:
3.1’de anlatildig1 gibi hazirlandi ancak ortam steril olmak zorunda oldugundan otoklava
konulup sterilizasyonu gerceklestirildi.

Permeabilizasyon Soltsyonu:
9%0.2 triton X-100 iceren PBS solusyonu

Bloklama Solisyonu:
%3 BSA (bovine serum albumine), 50mM NH4Cl, 10mM Glisin, PBS igerisinde
hazirlandi.

Antikor DilUsyon Soltsyonu:
%21 Normal kegi serumu ya da %3 BSA ve %0.2 Tween-20 igeren PBS soliisyonu.

Yikama Soliisyonu:
%0.2 Tween-20 iceren PBS tamponu.

Sekonder Antikor:
Alexa-fluor 555 konjuge sekonder antibadi

DAPI iceren kapatma soltsyonu:
Vektor Lab. H-1200

Hicreler yeterli diizeyde petrinin dibini kapladiktan sonra mediya uzaklagtirild.
Soguk PBS ile 2 defa kiiltiir tabag1 yikandiktan sonra %4 PFA (paraformaldehit) ile oda
1s1sinda 5-10 dk. fikse edildi. PFA uzaklastirildi ve yine 2 defa PBS ile yikandi. Uzerine
permeabilizasyon sollisyonundan eklendi ve oda 1sisinda 5 dk. inkiibe edildi. Ardindan
bloklama soliisyonu ile 15 dk. oda 1sisinda bloklandiktan sonra, antibadi diliisyon
tamponunda hazirlanan 1/250 diliisyon oranindaki CCM3 antikoru gece boyu +4°C’de
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inkibe edildi. Ertesi giin 3 defa %0.2 Tween-20 igeren PBS’li yikama soliisyonunda
yikama isleminin ardindan, sekonder antibadi ile muamele edildi. 1/400 oraninda diliie
edilerek hazirlanan Aleksa-flour 555 at anti-tavsan sekonder antikoru ile 1 saat oda
1s1sinda bekletildikten sonra yikama soliisyonu ile 3 defa daha yikandi. Uzerine DAPI
igeren kapatict damlatildiktan sonra floresan mikroskobunda incelendi.

3.8 Total RNA izolasyonu ve cDNA Eldesi
Kullanilan Malzemeler

TRIzol (invitrogen)

Kloroform (Baker)

%100 Izopropanol Alkol (Baker)

%70’1lik Alkol (steril)

DEPC-H,0: 1 litre bidistile su igerisine 1 ml. DEPC eklendi ve iyice ¢alkalandi. Kopiik
benzeri yapilar kaybolunca sisenin agzim1 tam sikistirmadan oda 1sisinda gece boyu
bekletildi. Ertesi sabah otoklavlandi, sogutulduktan sonra da kullanima hazir hale geldi.

RNaz inhibitdril Roche-03335399001(2000 unit)
Oligo (dT)12-18mer primer (Invitrogen-18418-012)
RNaz icermeyen H,0

Reverz Transkriptaz (Omniscript)- Qiagen 205111
dNTP karisimi (10mM, Roche)

dNTP karisimi (SmM, Roche)

Taq polimeraz enzimi (Roche)

Agaroz (Amerikan Bioanalitik)

Etidyum bromid (BioRad)

50X TAE (Tris Asetik asit EDTA) soliisyonu:
242 gr. Tris-Base
57.1 ml. Asetik Asit
100 ml. 0.5M EDTA (pH: 8.0)
1 litre bidistile su icerisinde ¢6ziildii ve 1X olacak sekilde diliie edilerek kullanildi.

3.8.1. TRIzol ile RNA Eldesi

Hiicreler tripsinizasyon sonrasinda 6 kuyucuk iceren kaplara hemasitometrede
sayilarak uygun konsantrasyonlarda ekildi. Yeterli sayida hiicre kabin dibini kapladiktan
sonra TRIzol ile RNA elde etme asamalarina gecildi. Hiicreler 2 defa soguk PBS
tamponuyla yikandi, tampon vakum yardimiyla iyice g¢ekildikten sonra 6 kuyucuklu
kaplar buz iizerine alindi. Bundan sonraki tiim asamalar RNA’nin degrede olmasini
engellemek amaciyla buz iizerinde yada soguk ortamda gerceklestirildi. Her kuyucuga 1
ml. TRIzol eklendi ve buz iizerinde 6zel hiicre kaziyicisi (cell scaper) yardimiyla
hiicrelerin kabin dibinden kalkmasi saglandi. Her kuyucuktan hiicreler pipetle alinarak
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mikrotiiplere konuldu. Mikrotiip i¢erisinde 10 dk. oda 1sisinda bekletildi. Bunun tzerine
200 pl. Kloroform eklendi. Elimizle tiipii hizlica karigtirdiktan sonra 1 dk. oda 1sisinda
inkiibe edildi. Ardindan +3°C’de 25 dk. 14.000 rpm’de santrifiij edildi. Yaklasik 200 pl.
civarinda olan siipernatan alindi ve pellet uzaklastirildi. Temiz mikrotiipe alinan
stipernatanin tizerine 700 pl. %100 izopropanol eklendi. Hizla elimizle karistirildiktan
sonra 1 dk. oda 1sisinda bekletildi. Ardindan yeniden +3°C’de 20 dk. 14.000 rpm’de
santrifiij edildi. Bu kez siipernatan uzaklastirildi ve pellet saklandi. Pelletin iizerine 500
pl. %70’lik etanol eklendi ve yavas hareketlerle sadece tiipiin altiist yapilmasiyla alkoliin
pellet ile temasi saglandi. Ardindan, +4°C’de 14.000 rpm’de 6 dk. santrifiij edildi.
Pipetle alkol dikkatlice uzaklastirildi ve 5-10 dk. pelletin kurumasi, alkoliin uzaklagmasi
icin beklenildi. Daha sonra uzerine 20 ul. DEPC-H,0 eklendi ve pelletin homojenize
olmasi i¢in el yardimiyla karistmi saglandi. Nanodrop yardimiyla igerisinde ne kadar
ng/ul konsantrasyonda ornek oldugu olciildikten sonra -20°C’de tim RNA’lar
kullanilacag1 zamana kadar saklanda.

3.8.2. RNA’dan ¢cDNA Eldesi
Elimizdeki hiicre hatlarmma ait RNA’nin 1pg. olacak sekilde hesaplanmasi
gerekmektedir. Buna gore kag pl RNA konulacagi hesaplandi.

3.8.2.1. cDNA reaksiyonu

RNA 1ng
Oligo (dT)12-18mer primer 0.5ug/ul
RNaz icermeyen H,0 - ul
Toplam 15ul

Bu reaksiyonu kurarken 6nce RNaz icermeyen H,0, RNA ve en son Oligo (dT)
mikrotiipe eklendi. Vortekslendi ve kisa siireli bir santrifiij islemi ile tiim sivinin PCR
tiplerinin dibine inmesi saglandiktan sonra 65°C’de 5 dk. inkiibe edildi. Bu
inkiibasyonun hemen ardindan tiipler buz tizerine alind1 ve 2 dk. da buzda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sirasinda “mastermix” denilen bir karisim hazirlands.

MM

2 pl. RT tamponu

2 ul. dANTP (5mM)

1 ul. H0

0.25 pl. RNaz inhibitord (1.0 u/pl.)

5.25 pl. karisim
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Bu karisim inkiibasyonu tamamlanan her bir PCR tiipiine 5.25 pl. olacak sekilde
eklendi. Sonrasinda da 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu sekilde hiicre hatlarina ait
RNA’lar cDNA’ya gevrildi.

3.8.3. RT-PCR reaksiyonu

Hiicre hatlarinda mRNA diizeyinde Ccm3 ekspresyonunun varligini
degerlendirmek i¢in kullanildi.
Hiicre hatlarindan alinan 6rnekler i¢in;

10X Tampon 2.5 pl.
10mM dNTP karigimi 0.5 ul.
MgCl, 0.75 ul.
F’ primer 0.5 ul.
R’ primer 0.5 ul.
cDNA 1l
Enzim (Taq polimeraz) 0.25 pl.
H,0 -
Toplam 25 pl.

Negatif kontrol igin, cDNA vyerine 1 pl. H,0 konuldu. Ayni reaksiyon PCR
reaksiyonunun dogrulugunu kontrol etmek i¢in 3-actin icin de kuruldu.

95°C°de 5 dk.

94°C°de 30 sn. 30 siklus
58°C’de 30 sn.

72°C’de 2 dk.

95°C"de 30 sn.

56.7°C"de 30 sn.

72°C’de 2 dk. 5 siklus

72°C’de 10 dk.

+4°C°de 0

72°C’de 10 dk. olacak sekilde termal cycler ayarlandi.
CCM3 i¢in Kullanilan Primerler:

Cos7 ve BAEC icin:  F’: 5>-CCCAGATGAGATCAATGACAGA-3’
R’: 5’-ATGAATTAGTCGGTTGGCACTT-3’

N2A igin: F:5-TGGTTTCTATGCCTCTCTATGC-3’
R’: 5’-GCCGCTCAATCATGTACTCTT-3’
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B-actin i¢in kullanilan primer: F: 5’-TTGCTGATCCACATCTGCTG-3’
R’: 5’-GACAGGATGCAGAAGGAGAT-3’

3.8.3.1. 6X Mavi Ornek Yiikleme Tamponunun Hazirlanmasi
60 mM Tris-HCI (pH 7.5), 60 mM EDTA, 60% (w/v) Gliserol, bromfenol mavisi.

3.8.3.2. %1.5’lik Agaroz Soliisyonu

1.5 gr. Agaroz 100 ml. 1X TAE igerisinde ¢6ziildiikten sonra, mikrodalga firinda
kaynatildi. Jel oda 1sisinda biraz sogutulduktan sonra igerisine 5 pl. etidyum bromdar
ilave edildi ve kasete dokiilerek donmasi i¢in beklendi.

Hazirlanan PCR karigtmindan 3-4 pl., O6rnek tamponundan da 2pl. alinip
karistirildiktan sonra %1.5’luk agaroz jelin kuyucuklarina yiiklendi. Kuyucuklarin
basina da 1 Kb. DNA Ladder yiiklendi.

Elektroforetik yiirlitme isleminin ardindan jel ultraviyole 1smim altinda
goriintiilenip, bantlar fotograflandi.

3.9. Insitu Hibridizasyon
Dokuda CCM3 ekspresyonunu mRNA diizeyinde gosterebilmek igin kullanilda.

3.9.1. Transkripsiyon Reaksiyonu icin DNA Sablonunun Hazirlanmasi

100 pl. reaksiyon hazirlamak i¢in 20 pg. plazmid DNA’sinin kullanilmasi
gerekmektedir. Bu reaksiyon da 2 saat 37°C’de gerceklesir. Icerisine 1-2 Unite
restriksiyon enzimi / ug. DNA konulur ancak enzim miktari toplam hacmin %10’undan
fazla olmamalidir. Buna gore asagidaki reaksiyon kuruldu.

DNA (pcDNA-DEST53-hCcm3) 20 pg.

10X Enzim tamponu (her enzim igin spesifiktir; NEB#2) 10 pl.
DEPC-icermeyen-H,0 -

Enzim (Xhol) 20-40 Unite
Toplam 100 pl.

Plazmid olarak pcDNA-DESTS53 kullanildi.
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905 1621
MED s s 5 oen Lys
861 ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGA CACC ATG AAA
TAATTATGCT GAGTGATATC CCTCTGGGTT CGACCGATCT GTGG TAC T
GFP ‘cycle 3 mutant’
1650

Ser Gly Ser Gly Pro Asp Gln Thr Ser Léu Tyr Lys Lys Ser Gly ... ... ..
1622 AGC GGT TCC GGA CCG GAT CAA ACA AGT TIG TAC AAA AAA GCA GGC TN- -—?;E-— -
TCG CCA AGG CCT GGC CTA GTT TGT TCA AAC ATG TTT [SERCERECs A‘N— --GENE ___

attB1

* k k

3312

3301 NACCCAGCTT TCTTGTACAA AGTGGTGATA ATTAATTAAG ATAAACCCGC TGATCAGCCT CGACTGTGCC
NTGGGTCGAA AGAACATGTT TCACCACTAT TAATTAATTC TATTTGGGCG ACTAGTCGGA GCTGACACGG

attB2
Sekil 3.9.1.1. pcDNA-DEST53 plazmidine klonlanan Ccm3 geni.(www.invitrogen.com).

Inkiibasyon sonrasinda, reaksiyonu kontrol etmek icin 5 pl. tiipten alinip
%1.2°1lik agaroz jelde yiiriitildii. Bu asama, enzimin parcalama islemini yerine getirip
getirmedigini anlamak icin gerceklestirildi. Sayet, parcalama reaksiyonu tam olarak
gerceklesmezse enzimden normal miktarin yarist kadar daha eklenip 1 saat daha
inkiibasyona tabi tutulmalidir. Bu islemin sonunda 2 bant elde edildi, 7.3 kb (Sekil 3.9.2)
vektor, 1.5 kb’de Cecm3 iiriiniiydii.

Sekil 3.9.1.2: Vektor ve genin kesildikten sonra jeldeki agirliklari.
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Bu basamag takiben reaksiyona 5 pl. %10 SDS ve 5 ul. Proteinaz K eklendi.
37°C’de 15 dk. daha inkiibe edildi. Sonrasinda, fenol/kloroform ekstraksiyonu i¢in 110
pl. fenol/kloroform/isoamil (25:24:1) eklendi ve vortekslendi. 14.000 rpm’de 5 dk.
santrifiij edildikten sonra, iistte kalan sivi faz yeni bir ependorfa transfer edildi. Bu
reaksiyonu tekrar etmek amaciyla 110 pl. kloroform/isoamil (24:1)’den eklendi yeniden
vortekslenip, 5 dk. santrifiij edildikten sonra yine iistte kalan siv1 faz baska bir ependorfa
alindi. Cokelmeyi gergeklestirmek igin, 230 pul. %100 Alkol ve 11 ul. 3M Na-Asetat
(RNaz icermeyen) eklendi. Bu asamada fazla eklenen tuz transkripsiyon reaksiyonunu
inhibe edebilmektedir. Bu asamanin ardindan, buz iizerinde 15 dk. inkiibe edildi ve
stipernatan pellete zarar vermeden dikkatlice uzaklastirildi. Pelletin {izerine 200 pl.
%70’lik alkol (RNaz igermeyen) eklenerek pelletin yikanmasi saglandi. 14.000 rpm’de
oda 1s1sinda 5 dk. santrifiij sonrasinda siipernatan atild1 ve pellet oda 1sisinda kurumaya
birakildi. Daha sonra iizerine 20 pl. DEPC-H,0 eklenerek pelletin ¢6ziinmesi saglandi.
Icerisinden 1 pl.’si kullanilarak %1.2’lik jelde yiiriitiildii ve yeniden kontrol edildi.

3.9.2. Transkripsiyon Reaksiyonu
Ependorf tiipii igerisinde asagidaki karigim hazirlandi.

1 pg. sablon DNA

? ul. DEPC-H,0

2 ul. 10X transkripsiyon tamponu

2 pl. 10X Niikleotid karisimi1 (DIG-mix.)
1 pl. RNaz inhibitori

1 ul. 100 mM. DTT (Dithiothreitol)

2 ul. RNA polimeraz

Toplam 20 pl.

Bu reaksiyon karistirildiktan sonra 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Igerisine 2 ul.
DNaz (RNaz icermeyen) eklendikten sonra yine 37°C’de 15 dk. inkiibe edildi.

3.9.3. Transkripsiyon Reaksiyonunun Ardindan RNA’nin Cokeltilmesi
(Presipitasyonu)
Oncelikle asagidaki reaksiyon kuruldu ve karisimin igerisine eklendi.
100 pl. DEPC-H,0
10 ul. 4M LiCl
300 pl. %100 Alkol

Ortaya c¢ikan karisim 15 dk. buzda inkiibe edildi. Ardindan 14.000 rpm’de
+4%Cde 15 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatan uzaklastirildi. Pellete 200 pl. %70
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Alkol (RNaz igermeyen) eklenerek pellet yikandi. Tekrar 14.000 rpm’de bu defa oda
isisinda 5 dk. santrifilij edildi. Siipernatan uzaklastirilip pelletin oda 1sisinda kurumasi
saglandi. Pelletin tizerine 100 pl. DEPC-H,0 eklenip karistirildiktan sonra, iginden 5-10
pl. alinarak jelde yiiriitiildii ve tekrar kontrol edildi. Tiipte kalan karisim artik bizim
riboprobumuz oldugundan -20°C’de saklandi. Kullanmadan énce, 70 pl. riboprob 14 ml.

pre-hibridizasyon solusyonu igerisine konuldu ve bu karigim slayt kaplarina alinarak -
20°C’de saklandi.

3.9.4. insitu Hibridizasyon i¢in Dokunun Hazirlanmasi

Kullanilacak C57 farelerin beyinleri %4 PFA perflizyonu yapildiktan sonra,
zarar gormeyecek sekilde c¢ikartildi. Ardindan %4 PFA igerisinde 30 dk. +4°C’de
fiksasyonu saglandi ve total beyin %30 siikroz i¢eren PFA soliisyonuna alindi; tamamen
dibe batana kadar sallayici cihazin iizerinde +4°C’de gece boyu bekletildi. Sonrasinda
%30 stikroz solusyonuna gomilerek kriyotomda 36 pm.’lik seri kesitler, iginde DEPC-
PBS bulunan 12 kuyucuklu kaplara alindi. Dokunun tamami bu kaplara alindiktan sonra
seri halde elektrostatik lamlara diseksiyon mikroskobu altinda yapistirildi. Gece boyu
kurumas i¢in beklendikten sonra ertesi giin slaytlart boyamak igin in situ protokoliine
baslandi.

3.9.5. Kesitlere Insitu Hibridizasyon Uygulanmasi
Kullanilan Soliisyonlar

Deterjan Karisimi:

1 litre icin Son konsantrasyonu
IGEPAL CA-360 10 ml. %1.0 IGEPAL CA-360
%10 SDS 100 ml. %1.0 SDS
%S5 Deoxycholate 100 ml. %5 Deoxycholate
1M Tris-HCI (pH:8.0) 50 ml. 50 mM 1M Tris-HCI (pH:8.0)
0.5M EDTA (pH:8.0) 2ml. 1 mM EDTA (pH:8.0)
2M NaCl 75 ml. 150 mM NacCl

Toplam hacim DEPC-H,0 ile 1 litreye tamamlanur.

0.5M EDTA (pH:8.0):

400 ml. DEPC-H,0 igerisinde 94 gr. EDTA (disodium salt) ¢oziildii, yaklasik 10
gr. NaOH pelleti ile pH:8.0’a ayarlandi. Son hacmin yaklasik 500 ml. olmasi saglandi ve
sonrasinda solusyon otoklavlandi.

%10 Formalin (1 litre):

100 ml. formaldehit solisyonu (%37 w/w) 900 ml DEPC-PBS igerisinde
karistirildi ve +4°C>de sakland.
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2M NacCl (500 ml. i¢in):
400 ml. DEPC-H,0 icerisinde 58.5 gr. NaCl ¢6ziildii ve sonrasinda otoklavlandi.

3M NaOAc pH: 5.2 (50 ml.):

20.4 gr. Sodyum asetat.3H,0 bir miktar DEPC-H,0 icerisinde ¢0zuldikten sonra
glasial asetik asit ile pH: 5.2’ye ayarlandi, sonunda toplam hacim DEPC-H,0 ile 50
ml.’ye tamamlandi.

NTMT:
250 ml. icin Son konsantrasyon
2M NaCl 12.5 ml. 100 mM NaCl
1M Tris-HCI (pH 9.5) 25 ml. 100 mM Tris-HCI (pH 9.5)
1M MgCl, 12.5 ml. 50 mM MgCl,
Tween 20 2.5 ml. %21 Tween 20
Levamisol 132 mg. 2 mM Levamisol

Toplam hacim DEPC-H,0 ile 250 ml.’ye tamamlandi.

2X Fosfat Tamponu:

Na,HPO, (dibasic anhydrous) 22.66 gr.

NaH,P04 (monobasic anhydrous) 5.04 gr.
500 ml. DEPC-H,0 igerisinde karistirilir ve sonrasinda hacim 1 litreye tamamlanir ve
otoklavlanir.

%4 Paraformaldehit (PFA):

500 ml. bidistile H,0 70-80°C’ye kadar isitildi ve bunun icine 40 gr.
paraformaldehit (Sigma P6148) cok dikkatlice eklendi. Daha sonra icerisine 10N
NaOH’dan 1-2 damla solusyonun rengi berrak olana kadar damlatildi. icerisine 500 ml.
2X fosfat tamponundan eklendi ve pH kontrol edildi (pH: 7.4-7.6 arasinda olmalidir).
Solusyon Whatman kagidi ile siiziildiikten sonra 50 ml’lik falkon tiiplerine alind1 ve -
20°C’de sakland:. Tiim bu iglemler biyolojik kabin igerisinde yapildi.

Hibridizasyon Soltsyonu:

500 ml. icin Son konsantrasyon
Formamid 250 ml. %50 Formamid
20X SSC (pH:4.5) 125 ml. 5X SSC
%10 SDS 50 ml. %1 SDS
tRNA (125 mg/ml) 2ml. 500 pg/ml. tRNA
aBSA (25 mg/ml) 4 ml. 200ug/ml acetylated BSA
Heparin Stok (10 mg/ml) 2.5 ml. 50 pg/ml heparin

Toplam hacim DEPC-H,0 ile 500 ml.’ye tamamlandi ve 25 ml. falkon tiiplerine
béliiniip, -20°C’de saklandi.
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Keci Serumu:

-20°C’den alman kegi serumu gece boyu +4°C’de bekletilerek yavas yavas
¢oziilmesi saglandi. Ardindan ertesi giin 56°C’lik su banyosunda 30-60 dk. bekletilerek
151 ile inaktive olmasi saglandi ve 14 ml.’lik falkon tiiplerine konularak -20°C’de
saklandi.

4M LiCl (50 ml.):
8.48 gr. LIiCl 40 ml. DEPC-H0 igerisinde ¢6ziildii ve son hacim 50 ml.’ye
tamamlandi ardindan soliisyon otoklavlandi.

1M MgCI (200 ml.):
40.6 gr. MgCl,.6H,0 150 ml. DEPC-H,0 igerisinde ¢6ziildii. Sonrasinda toplam
hacim 50 ml.’ye tamamlandi ve soliisyon otoklavlandi.

Proteinaz K Tamponu:

1L.icin Son konsantrasyon
1M Tris-HCI pH: 8.0 100 ml. 100 mM Tris-HCI pH: 8.0
0.5M EDTA pH: 8.0 100 ml. 50 mM EDTA pH: 8.0

Soliisyon DEPC-H,0 ile 1litreye tamamlandi.

Tween 20 Tamponu:
DEPC-PBS icerisinde %1 Tween-20 hazirlandh.

%10 SDS Tamponu:
100 gr. SDS 900 ml. DEPC-H,0 icerisinde ¢oziildii. 68°C’ye kadar 1sitildi ve
toplam hacim DEPC-H,0 ile 1 litreye tamamlandi.

Soltsyon X:

500 ml. icin Son konsantrasyon
20X SSC (pH: 4.5) 50 ml. 2X SSC (pH: 4.5)
Formamid 250 ml. %50 Formamid
%10 SDS 50 ml. %1 SDS

Soliisyon DEPC-H,0 ile 500 ml.’ye tamamlandi.

20X SSC pH: 4.5 (1L.):

175.3 gr. NaCl ve 88.2 gr. Sodyum sitrat, 800 ml. DEPC-H,0 igerisinde ¢6zuldu.
Yaklagik 10 gr. sitrik asit ile pH 4.5’a ayarland1 ve toplam hacim DEPC-H,0 ile 1 litreye
tamamlandi ve soliisyon otoklavlandi.

%30 Sukroz-PFA (50 ml.):

15 gr. siikroz bir siseye konuldu ve PFA ile toplam hacim 50 ml.’ye tamamland.
+4%C’de saklandu.
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10X TBST:

1L.icin Son konsantrasyon
1M Tris-HCI (pH: 7.5) 250 ml. 250 Mm Tris-HCI (pH: 7.5)
NaCl 80 gr. 1.36 M NaCl
KCI 20r. 26.8 mM KClI
Tween-20 100 ml. %210 Tween 20

Toplam hacim DEPC-H0 ile 1 litreye tamamlandi ve soliisyon otoklavlandi. pH: 7.0
civarinda olmalidir.

TE Stop Tamponu:

250 ml. i¢in Son konsantrasyon
1M Tris-HCI (pH: 7.5) 2.5 ml. 10 mM Tris-HCI (pH: 7.5)
0.5 M EDTA (pH:8.0) 5ml. 10 mM EDTA (pH:8.0)

Toplam hacim DEPC-H,0 ile 250 ml.’ye tamamlandi ve soliisyon otoklavlandi.

IM Tris-HCI (1L):
121.1 gr. Tris-base 800 ml. DEPC-H,0 iginde ¢oziildii. pH’y1 ayarlamak i¢in
konsantre HCI’den asagidaki miktarlarda eklendi.

pH: 7.5 75 ml.
pH: 8.0 42 ml.
pH 9.5 10 ml.

Toplam hacim DEPC-H-0 ile 1 litreye tamamlandi ve soliisyon otoklavlandi.

LB (Luria-Bertani) Agar Besiyeri Ortam:

15 gr. Bacto-Agar, 1 litre d H,0 igerisinde ¢oziildii. Bu karisim otoklavlandi ve
500C’ye kadar sogumasi i¢in beklendikten sonra igerisine kullanilacak olan antibiyotik
(ampisilin/ kanamisin) eklendi. 90 mm. ¢aplh kiiltiir kaplarma dokiilerek oda 1sisinda
donmasi i¢in beklendi. Sonra da +4°C°de saklandi.

Kesitlere in situ hibridizasyon uygulanirken 3 giinlik bir protokol takip edildi.
Bu protokolde 1. giin, kesinlikle RNaz i¢cermeyen kosullarda tamamlandi, 2. ve 3. giin
i¢in ise bu sart degildi. Bu protokole gore;

1. gun:

- Slaytlar RNaz igcermeyen slayt kaplarina konuldu ve %4 PFA icerisinde 15 dk.
oda 1s1sinda fikse edildi.

- Odasisinda 3X5 dk. DEPC-PBS ile yikandi.

- Oda sisinda Deterjan solusyonunda 2X15 dk. tutuldu.

- Odasisinda 10 dk. DEPC-PBS ile yikandi.
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37°C’de 30 dk. Proteinaz K (1pg/ml) soliisyonunda inkiibe edildi. (17mg/ml
Proteinaz K tamponunun igine 3 ul Proteinaz K eklenir.)

%4 PFA icerisinde 15 dk. daha oda 1sisinda fikse edildi.

Oda 1s1sinda 3X5 dk. DEPC-PBS ile yikandi.

Hibridizasyon basamagi: 70 ml prob 14 ml. hibridizasyon soliisyonunun igine
konuldu ve slayt kabina bosaltildi. Slaytlar bu RNaz igermeyen kabin igerisine
konuldu ve 70°C’de gece boyu inkiibe edildi.

. gln:

Slaytlar Soliisyon X igerisine alindi ve hibridizasyon soliisyonu dokiilmeden -
20°C’de muhafaza edildi.

Slaytlar 70°C’de 3X45 dk. Soliisyon X ile yikandi.

Oda 1s1sinda 3X15 dk. TBST ile yikandi.

1 saat oda 1s1sinda TBST i¢inde hazirlanan %10 kegi serumuyla bloklandi.
Bloklamanin ardindan anti-Digoxigenin-AP (Roche # 11 093 274 910)
antibadisiyle 2 saat oda 1sisinda inkiibe edilir. (TBST igerisinde %]1°lik kegi
serumuyla 1/5000 diltisyon oraninda hazirlanir).

Oda 1s1sinda 3X15 dk. TBST ile yikandi.

Oda 1s1sinda 10 dk. taze hazirlanan NTMT ile inkiibe edildi.

Renk reaksiyonu igin: her 10 ml NTMT igin 35 pl. NBT (Nitro blue tetrazolium
chloride) ve 35 ul. BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, toluidine salt)
[Roche, 11 681 451 001] eklendi. Oda 1sisinda ve karanlik ortamda inkiibe edildi.

. gun:

Renk reaksiyonu tamamlaninca, TE-Stop Tamponu ile 2 defa yikandi ve birkag
saat bu tampon icerisinde bekletildi.

Ortaya ¢ikan zemin boyanmasini ortadan kaldirmak i¢in TBST ile yikandi.

PBS ile ¢alkalandiktan sonra 5’er dk. yiikselen alkol serilerinden gecirildi (%70,
%80, %90, %100). Ardindan Histoclear I ve Histoclear II’den gegirilip,
Aquamont ile kapatildi ve gece boyu kurumasi igin oda 1sisinda bekletildi.
Slaytlar ertesi giin +4°C’de saklandi.

3.9.6. Fare Beyninden ISH icin Prob Hazirlanmasi

Ticari olarak alinmis fare beyninden elde edilmis mRNA ekstraktlarini

kullanarak prob elde edildi. Bunun i¢in dncelikle elimizdeki mRNA ekstrakti cDNA’ya
reverz transkriptaz enzimi yardimiyla cevrildi. Ancak sadece PDCDI10 genine ait {iriin
elde etmek icin bu gene spesifik primerler dizayn edildi. Primerler ve cDNA’y1
kullanarak PCR reaksiyonu kuruldu ve elimizdeki cDNA 06rnegi ¢ogaltildi. 50 ul.’lik
urtinun 35 pl.’si jelde yiiriitiiliip iiriiniin saflig1 degerlendirildi. Saf olarak elde ettigimiz
iriinii “gel extraction kiti” yardimiyla jelden kesip cikartarak DNA saf olarak elde
edildi. Elimizdeki ¢cDNA’y1 klonlamak icin TOPO TA® klonlama kitini kullanarak
cDNA bunun igerisine yerlestirildi. Sonrasinda E. coli’ye transformasyon yapildi.
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Ortaya ¢ikan {iriin ampisilin igeren besiyeri ortamlarina ekildi. Kolonilerin ¢ogalmasi
icin beklendikten sonra mini prep. ile DNA elde edildi. Vektorle birlikte genimizin
oldugu alandan uygun enzimlerle genimiz kesildi. Bu asamadan sonra prob sentezi igin
transkripsiyon reaksiyonuna gegildi.

Ticari olarak satin aldinan fare beyin mRNA extraktlar1 reverz transkriptaz
reaksiyonu (Omniscript kit # 205110, QIAGEN) ile cDNA’ya ¢evrildi. Bu reaksiyon
icin;

10X RT Tamponu 2 ul.
RNaz icermeyen dH0 10 pl.
dNTP (5mM) 2 ul.
10 mM Oligo DT 2 ul.
RNaz1(10u/ul) 1l
OmniRT 1l
RNA 2 ul.
Toplam 20 pl.

Bu reaksiyon 37°C’de 1 saat inkiibe edildi bu inkiibasyon sonrasinda mRNA’lar
cDNA’ya ¢evrilmis oldu. Bu reaksiyonun ardindan PDCD10 geni i¢in sentezlenen
primerlerde kullanilarak PCR reaksiyonu kuruldu. Bu sekilde elimizdeki ¢cDNA’nin
cogaltilmasi saglandi. PCR reaksiyonu i¢in;

10X pfu Tamponu 5pul.
10 mM dNTP 1.25 pl
10 mM F’ primer 2 ul.

10 mM R’ primer 2 ul.
cDNA (PDCD10) 2 ul.
pfu 0.75 pl.
dH0 37 ul.
Toplam 50 pl.

Olusturulan bu reaksiyonun 35 pl.’si %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiildii ve bant
verip vermeyecegi kontrol edildi. Dogru yerde goriilen bant sonucunda UV altinda bu
bantin oldugu bolge jelden dikkatli bir bigimde jilet yardimiyla kesilerek ¢ikartildi. Bu
icerisinde DNA’mizin oldugu jel pargasi i¢in “jel ayristirma kiti” (QIAGEN) yardimiyla
saflagtirma iglemi yapildi. Bu islem i¢in Oncelikle steril bir mikrotiip i¢ine jel parcamiz
konuldu ve hassas terazi ile tartildiktan sonra hacminin 3 kat1 kadar QG tamponundan
eklendi. Bu jel pargasi tampon igerisinde 50°C’de 10 dk. inkiibe edildi. Bu inkiibasyon
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sirasinda rengin sariya doniismesi beklendi. Sonrasinda baslangictaki jelin hacmi kadar
isopropanol eklendi ve karstirildi. +4°C’de 13.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra
kitin toplayici tiiplerine o6rnekler aktarildi. QIA quick spin kolonlarin igerisine alindiktan
sonra da 13.000 rpm’de +4°C’de 1 dk. daha santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki sivi
atildi ve 0.75 ml. PE tamponundan iizerine eklendi. Yine alta inen sivi uzaklastirildi.
13.000 rpm’de 1 dk. daha santrifiij edildikten sonra kolonun i¢inde kalan DNA’mizi1 elde
etmek icin EB tamponundan 30 pl. eklendi ve tekrar santrifiij edildi. Bu islemlerin
sonunda saf olarak DNA’miz1 elde etmis olduk.

Sonraki asama bu DNA’nin bir vektor igerisine yerlestirilmesiydi. Bunun igin
TOPO TA® (#K4500-01, Invitrogen) vektérii kullanildi. Bunun igin;

PCR uriini 0.5-4 pl.

Tuz soltsyonu 1l

TOPO® vektoril 1 pl.

Steril su toplam hacim 6 pl.’ye tamamlandi.
Toplam 6 ul.

3.9.6.1 dH5a E. coli Hicrelerine Transformasyon
Vektore DNA miz girdikten sonra bu vektor E. coli icerisine transforme edildi.
Transformasyon igin dH5a E. coli hiicreleri kullanildi. Transformasyon igin;

Her E. coli transformasyonu igin 1 mikrotiip bulunmaktadir. Her bir mikrottp
icerisine 2 ul. TOPO TA klonlama reaksiyonundan eklendi. Nazik¢e karistirildi ve buz
lizerinde 5-30 dk. inkiibe edildi. Bundan sonra 1s1 soku i¢in hiicreler 42°C’de 30 sn. hig
karistirmadan bekletildi. Bunun iizerine 250 pl. oda 1sisinda bekletilmis SOC
medyumundan 250 pl. eklendi. 37°C’de 1 saat karisimin gergeklesmesi saglandiktan
sonra 10-50 pl. LB ampisilin direnglilik geni iceren besiyeri ortamlarina ekildi. Bu
ortamlar gece boyu 37°C’de bekletildikten sonra, ertesi giin beyaz ve saglikli gorlinen
tim koloniler toplandi. Bu koloniler kullanilarak (ortalama 15-20 tane) firmanin
onerdigi protokol dogrultusunda (QIAGEN) mini prep. yapildi. Bunun sonucunda elde
edilen saf DNA’da sorun olmasimi engellemek igin vektordeki uygun primerler
yardimiyla sekansa gonderildi. Sekans sonucuna gore en iyi koloni hangisi ise o
mikrotip -80°C’de saklandi. Sekans sonuglari herseyi dogrulayinca in situ hibridizasyon
icin gerekli olan transkripsiyon reaksiyonu tipki daha dnce vektorden kesip ¢ikarttigimiz
DNA’da oldugu gibi gerceklestirildi ve sonugta prob elde edildi.

3.10. Vektor Dizayn Edilmesi
Ccm3 genini vektor igerisine klonlayarak in vitro ortamda genin etkisinin
degerlendirilebilmesi i¢in kullanildu.
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Kullanilan Malzemeler

pcDNA-DEST37 Gateway' ™ Vector

pcDNA-DEST53 Gateway ™ Vector (#12288-015, Invitrogen)
pPEGFP-N2 #: U57608 (Clontech)

Daha 6nce pcDNA-DEST37-hCcm3 vektorinden Cem3 kismu kesilip yeni
vektdriimiiz pcDNA-DEST53 Gateway ™ Vector igerisine yerlestirildi. Bunu yapmak
icin sirastyla LR reaksiyonu denilen su basamaklar takip edildi (Invitrogenin
katologunda onerildigi gibi).

- pcDNA-DEST37-hCcm3 vektorinde Ccm3 igeren alan uygun enzimlerle kesildi ve
sonu¢ %1.5 agaroz iceren jelde kontrol edildi. Kesme islemi vektorii de linear hale
getirmek icindir ve bu kesim i¢in kesinlikle genin disinda kalan enzimler segilmelidir
genin i¢inde de ayn1 enzimlerin olmamasina 6zen gosterilmelidir.

- Kesim sonrasinda elimizde kalan DNA; 2.5 ml %100 etanolle 0.1ml. 3M sodyum
asetat eklenerek c¢okeltilir. Santrifilj sonrasinda ortaya ¢ikan pellet 2 defa %70 etanolle
yikanir.

- DNA (Ccm3); 1X TE Tamponunda (pH 8.0) ¢ozilir ve son konsantrasyon 50-150
ng/pl. araliginda olmalidir.

- Cem3 i¢in uygun primerler kullanilarak PCR reaksiyonu kuruldu, bu sekilde iiriiniin
cogaltilmasi saglandi.

- PCR urinii ile yeni vektdriimiiz (p)cDNA-DEST53 Gateway'™ Vector) klonlamaya tabi
tutuldu. Bunun igin;

- 1.5 ml.’lik tiip igerisinde asagidaki komponentler oda 1sisinda karistirilds,

pcDNA-DEST37 Gateway'™ Vector (Entry klon) (50-150 ng) 1-7 ul
pcDNA-DEST53 Gateway' ™ Vector (Destination vektor) (150 ng/pl) 1ul
TE tamponu, pH 8.0 8 ul

- Buz iizerinde ¢oziilmesi i¢in LR Klonaz ™ II enzim karisimi 2 dk. bekletildi ve
2 sn. vortekslendi. 2 pl. mikrotip icerisine eklendi.

- Odasisinda 1 saat inkube edildi.

- Kangima 1 pl. Proteinaz K soliisyonundan eklendi ve 10 dk. daha 37°C de
inklbe edildi.

- DHb5a E. coli’ye transformasyonu saglandi. Ampisilin direnglilik geni (100
pg/ml) iceren LB besiyeri ortamina ekildi.

- Ertesi giinii gelisen saglikli biiyilik koloniler toplanip mini prep (QIAGEN; kitin
protokoliine uygun olarak) yapildi. Elde edilen DNA’lar sekans analizine gonderildi.
Analiz sonucunda hangi tiipiimiizdeki Ornegimiz daha iyi ¢ikmigsa o Ornek
kullanima alind1.
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3.10.1. pcDNA-DEST53 Gateway ™ Vektoriinden, pEGFP-C3 ve pRFP(C3)
Vektorlerinin Icerisine Ccm3’iin Klonlanmasi
Klonlama isleminde 6ncelikle pEGFP-C3 igerisine hCecm3 klonlanir daha sonra
bu klonlamadan EGFP kismi ¢ikartilarak mRFP eklenerek vektoriin kirmizi floresan
vermesi saglanir (Sekil 3.10.1.1).

pRFP(C3) vector

Ecod7 Il s97)
Age | 01}

PCMV IE

mRFP
EcoO15tUtB 1 bl EGFP (W/ Kozak-ATG)
(3850)
pEGFP-C3 BsiG | 11323,
4.7kb SV40
Kan'/ poly A
Neo' fl '
SV40 ori ori Xho |

PSVAO P
e

Miu | (1638)
Dra lll (1¢88)

Stul

175731

Sekil 3.10.1.1. pEGFP-C3 vektorine Ccm3 klonlanmasi. pEGFP-C3 vektériinden EGFP kisminin
kesilip uzaklastirilmast sonucunda bu alana monomerik kimizi floresan proteini (mRFP)
eklendi.

3.11. Transfeksiyon

Kullanmilan Soliisyonlar

Transfeksiyon i¢in uygun besiyeri ortami: OPTI-MEM-I
Kullanilan hiicre hatt1 i¢in uygun besiyeri ortami
Lipofektamin-2000 (invitrogen)

Plazmid DNA’s1 (pcDNA-DEST53-hCcm3);
pPEGFP-(C3)-hCcma3;

mMRFP-(C3)-hCcm3

Transfeksiyona baglamadan 6nce kullanilacak hiicre hatlar1 yeterli sayiya ulagsana
kadar ¢ogaltildi. %90 oraninda hiicre siklig1 saglandiktan sonra transfeksiyon islemine
basland1. Transfeksiyon icin Lipofektamin-2000 kullamildi. isleme baslamadan 1 giin
oncesinden 6 kuyucuklu kiiltiir tabagindaki hiicreler tripsinize edildi ve hemasitometrede
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sayildi. 2x10° olacak sekilde 500 pl. hiicre antibiyotik icermeyen besiyeri ortamina
ekildi ve bunlarin %80 sikliga ulasabilmesi icin 1 giin beklendi.

Ertesi giin hiicreler kontrol edildikten sonra, kullanacagimiz plazmid DNA’s1 4
ug. olacak sekilde diliie edildi. Her 4 pg. plazmid DNA’s1 (pcDNA-DEST53-hCcm3)
icin de 10 ul. Lipofektamin-2000 kullanildi. Bu diliisyon asagidaki tabloya uyularak
gerceklestirildi (Tablo 3.11.1).

Tablo3.11.1.  Lipofektamin 2000’in kullanim klavuzundan alinmistir.
Kaltur | Kuyucuk Ekilecek Dilte DNA Lipofektamin
Kabi Yiizey Alam | Medyumun | Edilecek Miktar1 | -2000
Hacmi Medyumun
Hacmi

96- 0.3 cm? 100 pl. 2x25 pl. 0.2pug. |05l
kuyucuk

24- 2 cm? 500 pl. 2X50 pl. 0.8pug. |2.0pl
kuyucuk

12- 4 cm® 1 ml. 2x100 pl. 1.6 pug. |4.0 pl.
kuyucuk

6- 10 cm? 2 ml. 2x250 pl. 4.0ug. |10 pl.
kuyucuk

60-mm |20 cm® 5ml. 2x0.5ml. |8.0pug. |20 pl.
10-cm  [60cm? 15 ml. 2x1.5ml. |24 pg. |60 pl.

ilk 6nce uygun miktardaki plazmid DNA’s1 ile 50 pl. OPTI-MEM® | Reduced
Serum Medium bir mikrotiip igerisinde ¢ok dikkatli ve yavasca karigtirildi. Bagka bir
mikrotiip igerisinde de uygun miktarda Lipofektamin™-2000 ve 50 pl. OPTI-MEM® |
dikkatlice karistirildi. Bu karisim oda 1sisinda 5 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda DNA’nin igerisinde oldugu medyum ile Lipofektaminin icerisinde oldugu
medyum tek bir mikrotiip igerisinde toplandi. Bu tek mikrotiip oda 1sisinda 20 dk.
inkiibe edildi. Sonrasinda bu karisimdan 100 pl. herbir kuyucuk igerisine yavasca
eklendi. Uzerlerinde karisim olan hiicre toplulugu kiiltiir kaplar1 igerisinde 37°C’lik
CO02’1i inkiibatorlerde 18-48 saat sireyle inkiibe edildi. Ancak medyum 4-6 saat sonra
degistirilip yerine antibiyotikli normal besiyeri ortamindan eklendi (Sekil 3.11.1).
Inkiibasyon siiresi plazmidin hiicre igerisine girip geni aktive etmesine kadar gegen
zaman ile sinirlandirildi. Bunun igin floresan mikroskop altinda belirli saatlerde
degerlendirmeler yapilarak en iyi zaman dilimi tayin edildi.
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Sekil 3.11.1. Lipofektamin-2000’in  canli  hiicrelere uygulanmasimi  gdstermektedir.  (www.
invitrogen.com. internet sayfasindan alinmistir.) Transfeksiyon islem 3 basamaktan
olugmaktadir. 1.Basamak: Plazmid DNA’s1 ile OPTI-MEM 1 karigiminin hazirlanmasi.
Bu islemde DNA’dan uygun miktarda alinip yine uygun miktarda OPTIMEM |
igerisinde ¢ozilir. Oda 1sisinda 5 dk. beklenir. 2.Basamak: Lipofektamin-2000 ile
OPTIMEM 1 medyumunun karistirilmasi. Uygun miktarlarda OPTI MEM | ve
Lipofektamin-2000 mikrotiip igerisinde olduk¢a hassas bir sekilde karistrildi.
3.Basamak: Ayri ayr1 hazirlanan bu 2 karisim da birbirlerine karistirilip 20 dk. oda
sisinda inkiibe edildi. Kiltir kaplart OPTIMEM I medyumu ile yikanip 6lii hiicreler
uzaklastirildiktan sonra her kuyucuga Lipofektaminli karisimdan eklendi. Inkiibatorde 4
saat inklbe edildikten sonra lizerine transfeksiyon i¢in kullanacagimiz antibiyotikli
medyum eklendi.

Kompleks olugturmak
igin 20 dk.
inkuibasyon OPTI-MEM |

,—-\ f Medyum

pPcDNA-DEST53-hCem3 vektoriine ek olarak ayni calisma sonradan yapilan
PEGFP-C3-hCcm3 ve mRFP-C3-hCem3 plazmid vektorleri ve farkli hiicre hatlar
kullanilarak dogrulandi.

3.12. TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick and
labelling) Metodu
In vitro ortamda apoptoza giren hiicrelerin miktarini belirlemek i¢in kullanilds.

Kullanilan Soliisyonlar

Tunel kit (Roche#11684795910)
1x PBS

%4 PFA (Parafolmaldehit)

Permeabilizasyon Soltsyonu:
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10 ml. 1x PBS igerisine 200 pl. Triton-X 100 ilave edildi ve oda 1sisinda
saklandi.

Floresan boyanmaya spesifik DAPI’li kapatma soliisyonu (Vector lab # H1200)

In vitro kosullarda apoptozu gdstermek amaciyla TUNEL kiti kullanildi. Kit,
hiicre popiilasyonunda apoptoza ugrayan ve apoptoz i¢in 6zgiil olan DNA kiriklarinin 3-
OH ucuna, terminal deoksiniikleotid transferaz (TdT) enziminin floresan isaretli 12-
dUTP’nin katilimi ile apoptotik hiicrelerin floresan mikroskobu altinda tespit edilmesine
imkan tanimaktadir.

GFP igeren plazmid i¢in kirmizi renk floresan igeren TUNEL kiti, RFP igeren
plazmid i¢in ise yesil renk veren TUNEL kiti kullanilarak apoptoz degerlendirildi.

3.13. istatistiksel Analiz

pPcDNA-DEST53-hCcm3 plazmidini igerisine alip apoptoza baslayan hiicrelerin
orani t-testi yardimiyla degerlendirildi. Sonuglar istatistiksel olarak anlamliydi (p(0.001).
Kontrol olarak kullanilan ve icerisinde Ccm3 geni bulunmayan pEGFP-N2 plazmidinde
de apoptotik reaksiyon az da olsa goriildii. Bunun sebebi de lipofectAMINE’nin hiicre
tizerinde yarattigl toksik etkiden kaynaklanmaktaydi. LipofectAMINE’nin toksisitesi
firma tarafindan da onaylanmakta ve deneylerde bu gozardi edilmektedir.

3.14. siRNA Teknigi

Ccm3 geni klonlanan hicrelerde istege bagli olarak genin susturulmasi
sonucunda etkileri gorebilmek igin tercih ettigimiz bir metoddur. Daha 6nceden dizayn
edilmis siRNA’lar (PDCD10-stealth-390, 473, 540 ve negatif kontrol Cat # 10620312,
Invitrogen) Invitrogen firmasindan satin alindi. Alman bu 6rnekler RNAi duplex-
LipofectAMINE RNAIMAX complex (Invitrogen) kullanilarak son konsantrasyonu
20nM olacak sekilde firmanin 6nerdigi dogrultuda hiicre hatlarina transfekte edildi.
Transfeksiyon sonrasi hiicreler serum igermeyen medyum igerisinde kiltiire edildi.
Ardindan 24, 48 ve 72. saatlere kadar ¢esitli zaman araliklarinda hiicreler tripsinize
edilip elde edilen proteinler western blot yontemiyle degerlendirildi.

3.14.1 RNA Interference (Post-transkripsiyonel Gen Susturma)

HUVEC hucreleri kuyucuk bagina 5x10* hiicre olacak sekilde 6-kuyucuklu
kiltiir kaplarina ekildi. Gece boyu hiicrelerin tutunmasi i¢in bekledikten sonra ertesi giin
2 defa PBS ile yikand1 ve 3 set olarak gelen PDCDI10 stealth TM select RNAi (25 base
pair) (Unigene ID: Hs.478150), firmanin 6nerdigi (Invitrogen Corporation, California)
dogrultuda transfekte edildi. Kontrol siRNA olarak stealth RNAI negatif kontrol gifti
(Invitrogen) kullanildi.
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pdcd10-stealth-390; CCU UCU UCG UAU GGC AGC UGA UGA U
pdcd10-stealth-473; CAC GAG CAC UUA AAC AAAUUCUCAG
pdcd10-stealth-540; GAC AAU CAA GGA UAU AGC UAG UGC A

50 pmol RNAI ¢ifti 250 ul Opti-MEM® | Rreduced Serum icerisine eklendi ve
Lipofectamine™ RNAIMAX (5ul in 250ul Opti-MEM® | Rreduced serum medyumu ile
karistirildi. 6 saatlik inkiibasyondan sonra normal besiyeri ortami eklendi ve 72 saat
daha inkiibasyona tabi tutuldu. Sonunda elde edilen protein lizatlarina Western blot
yapildi. Membranlar primer antikor olarak anti-fosfo-p38 antikoru (Cell Signaling
Technology, Inc., Danvers, MA) ve anti-CCM3 ile inkibe edildi.

3.15. Western Blot Analizi
Klonlama ve transfeksiyon sonrasinda proteinin, apoptotik yolaktaki diger
proteinler ile iliskisinin degerlendirilmesi i¢in kullanildi.

Kullanilan Soliisyonlar

10X YUridtme Tamponu:

25 mM Tris (Sigma)

192 mM Gilisin (Sigma)

%0.1 SDS (Sigma)

1 litre bidistile su igerisinde ¢oziildii ve oda 1sisinda saklandi. Bidistile su ile 1X
seklinde diliie edilerek kullanild.

Bloklama Soliisyonu (%5’lik siit tozu):
5 gr. siit tozu 100 ml. TBS-T icerisinde ¢oziildii ve +4°C°de sakland.

10X TBS-T Tamponu:

24.4 gr. Tris

80 gr. NaCl

1 litre bidistile su igerisinde ¢oziildii ve oda 1sisinda saklandi. Bidistile su ile 1X
seklinde diliie edilerek kullanildi.

TBS-T Solusyonu:
1 litre 1X TBS igerisine 1000 pl. Tween-20 eklendi ve oda 1sisinda saklandi.

Transfer Tamponu:

14.4gr.Glisin (Sigma)

3.05 gr. Tris (Sigma)

700 ml. bidistile su icerisinde ¢ozuldi. Bu solisyona 200 ml. Metanol (Merck#
1.06.008.2500) eklendi ve toplam hacim 1000 ml. olacak sekilde distile su ile
tamamlandi.
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%10’luk Poliakrilamid Jel (Hazir jel- BioRad)

Membranin Soyulma (stripping) Asamasi I¢in:

TBS-T igerisinde %2’lik SDS hazirlandi. Kullanmadan 6nce her mililitre i¢in 70
ul. p-merkaptaetanol eklendi. 65°C’de 30 dk. inkiibe edildi. Ardindan membran TBS-T
ile birkag defa yikandh.

Enhanced Chemiluminisent Soltsyonu (ECL, NEN)

Immun-blot™ PVDF Membran (BioRad# 162-01177)

Hiicrelerden elde edilen proteinlerin konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, her
mikrosantrifuj tlpunde 20 pg. protein olacak sekilde miktarlar1 hesaplandi. Her drnek
iizerine esit miktarda yiikleme tamponu ilave edildikten sonra 95°C’de 5 dk. denatiire
edildi. Ardindan %10’luk poliakrilamid jellere yiiklendi. Ornekler iist jelden gikincaya
kadar 120 V’da yiiriitiildii, alt jele geldiklerinde voltaj 100 V’a diisiiriilerek yaklasik 1
saat elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonrasi jel plakalardan ayrildi ve transfer
sistemine alinarak PVDF membrana 32 mA’de gece boyu transfer edildi. Transfer
sonrasinda ertesi glin membranlar ¢ikartilip TBS-T igerisinde yikandiktan sonra %5°lik
sut tozu icerisinde oda 1sisinda 1 saat bloklandi. Bloklamadan sonra siit tozu icerisinde
1/1000 dilisyonda hazirlanan primer antikor da gece boyu +4°C°de bekletildi. Bu
asamay1 takiben membranlar 3 defa 20 dk. siireyle TBS-T ile yikandi. Boylece ortamda
zayif baglanan yada baglanmamis antikorlar uzaklastirildi. Yikama asamalarinin
ardindan 1/10.000 diliisyonda TBS-T igerisinde hazirlanan sekonder antikor (Vector
Lab) ile oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi. TBS-T ile yikamalarin ardindan immunotespit
icin 1/1 oraninda hzirlanan ECL ile yaklasik 1 dk. muamele edildikten sonra karanlik
odada otoradyografiye (Kodak) maruz birakildi.

[lk antikor ile ilgili sonug alindiktan sonra membran TBS-T ile yikandi ve hem
diger antikor hem de B-actin uygulamasi icin stripping yani membranin soyulmasi
asamasina ge¢ildi. Bu asamadan sonra diger antikorlar ile de inkiibe edildi ve membrana
proteinlerin esit yliklenip yliklenmedigi belirlendi.

3.16. Elektron Mikroskobik Degerlendirme
Normal ve CCM gosteren damar yapilarinin ultrastriiktiirel 6zelliklerini
gostermek i¢in transmisyon elektron mikroskopi (TEM) yontemi uygulandi.

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin Cerrahisi Anabilim Dalinin
yardimlariyla Serebral kavernoz malformasyona sahip hastalardan lezyonlu olan
bolgenin cerrahi miidahale sonucunda ¢ikartilmasiyla ornekler saglandi. Bu orneklerle,
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalia gelen normal insan beyin
preparasyonlari kiyaslandi. Bunun i¢in her 2 doku tirt de elektron mikroskobik takibe
alindi. Takip sonrasinda damarlarin oldugu bolgeden kalin kesitleri takiben ince kesitleri
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alindi. Kontrastlama sonrasinda TEMGA {initesinde bulunan Zeiss Leo-906E gecirimli
elektron mikroskobunda degerlendirildi.
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BULGULAR

Yale Universitesi (ABD) Patoloji Anabilim Dal1 tarafindan saglanan insan beyin
preparatlar lizerinde CCM2 ve CCM3 immunohistokimyasal analizleri yapildi. Ayrica,
hiicre kiiltlirleri hazirlandi ve kiiltiirasyon sonrasi immunofloresan boyamalar ile
proteinimizin ekspresyonu degerlendirildi. Cos7, BAEC, N2A, BHK, HeLa gibi degisik
hiicre hatlar1 kullanilarak genimizin igerisinde oldugu plazmidler bu hiicre hatlarina
transfekte edildi. Transfeksiyon sonrasinda TUNEL, Western blot uygulamalartyla genin
apoptotik indeksi, yapilan istatistiksel analizlerle de dogrulanarak sonuglar yorumlandi.
PDCD10 genine 6zgun riboproblar sentezlendi ve genin beyindeki ekspresyonu in situ
hibridizasyon yontemiyle vurgulandi.

4.1. Antikor Ozgiilliigiiniin Test Edilmesi

Calismaya baslamadan o6nce, insan PDCD10/Ccm3 genine Kkarst iretilen
(CCM3)-tavsan spesifik poliklonal antikorunun 6zgiilliigii test edildi. Ozellikle full-
length CCM3 cDNA’s1 pcDNA-DESTS53 igerisine klonlandi ve bu plazmid Cos7, N2A
ve BAEC hiicre hatlarina LipofectAMINE yardimiyla transfekte edilerek test edildi.
Transfeksiyon sonrasinda uygun zaman araliklarinda protein elde edilerek Western blot
analizine tabi tutuldu. Western blot sonucunda anti-CCM3 ve anti-GFP poliklonal
antikorlar1 ile firma tarafindan gonderilen peptit blokaji kullanildi. CCM3’e ait 25
kDa’luk bant, peptit blokaji yapildiginda ortadan kalkti. Ciinkii CCM3 antikoru kendi
peptidi ile inkiibe edilerek bloke edildiginden kendi antijeni olan CCM3 proteinine
baglanamadigindan 6zgiil bant gozlenemedi (Sekil 4.1).

a-GFP a-CCM3 Peptit kullanimi
75—

50 ——— . = : s
37

|

|

Cos7
BAEC
Cos7
BAEC

Cos7+CCM3IGFP
Cos7+CCMS3IGFP
Cos7+CCM3IGFP

Sekil 4.1.1. CCM3 antikor 6zgiilligiiniin Western blot yontemiyle gosterilmesi. Cos7 hiicrelerine
pcDNA DEST53-hCCM3 plazmidi transfekte edildi. Transfeksiyon sonrasinda elde
edilen proteinden Western blot analizi yapildi ve 52 kDa’luk band; GFP (green

53



flourescence protein) proteini ile konjuge edilmis plazmiddeki anti-GFP proteininin
varhigimi gostermektedir. Anti-CCM3 antikoru ile farkli hiicre hatlarindaki CCM3
proteini 24kDa’luk bant ile gosterildi. Peptit blokaji sonrasinda herhangi bir banta
rastlanmadi.

4.2. Immunohistokimya Bulgular1

4.2.1. insan Serebral Dokularinda CCM3 (PDCD10)’iin immunohistokimyasal

Analizi

Yetiskin insan beyin dokularinin farkli boélgelerinden alinan kesitlerde CCM3
proteininin nerelerde bulundugunu gosterebilmek igin immunohistokimyasal analizler
yapildi. Bu boyanmalar daha 6nce CCM2 proteininin tespit edildigi yerlerle kiyaslandi.
Elde edilen veriler dogrultusunda, beynin farkli bolgelerinden alinan 6rneklerde CCM3
immunoreaktivitesi arteriyel endotelde gozlenirken, vendz endotelde ¢ok az yada hig
bulunmadig belirlendi (Sekil 4.2.1.1).

Sekil 4.2.1.1.

Insan serebellumunda CCM2 ve CCM3 immunoreaktivitesi. Insan serebellumundan
alinan 6rneklerde hem CCM2 (A;B;C) hem de CCM3 (A’,B’,C’) immunoreaktivitesinin
gosterilmesi. A) CCM2 immunoreaktivitesi purkinje hiicrelerinde ¢ok zayif bir sekilde
gozlenirken astrositlerde ve damar endotelinde net bir sekilde izlenmekteydi (0k). Buna
karsin CCM3 immunoreaktivitesi (A’) purkinje hiicrelerinde (ok basi) ve molekiler
tabakadaki glia hicrelerinde (0k) yogun olarak gézlenmektedir. B) Graniiler tabakada
arteriyel endoteldeki CCM2 immunoreaktivitesini ~ gosterirken, (B’) CCM3
immunoreaktivitesini isaret etmektedir. C) Vendz endotelyumda hem CCM2 hem de
CCM3 (C’) immunoreaktivitesine rastlanilmadi (0k). Blyutmeler 20x
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Yetigkin insan beyninin akcevheri de CCM2 ve CCM3 immunoreaktivite
acisindan karsilastirildi. ki protein icin de arteriyel endotelde reaksiyon goriliirken
vendz endotelde reaksiyona rastlanmadi (Sekil 4.2.1.2).

Sekil 4.2.1.2.

Insan beyninin akcevherinde CCM2 ve CCM3 immunoreaktivitesi. Normal insan
beyninin akcevher bolgesinden alinan kesitlerde CCM2 (A;B;C) ve CCM3 (A’;B’;C”)
immunoreaktivitesi. Arteriyel endotelde immunoreaktivite yogun olarak gozlenirken
(A,A”) vendz endotelde (B,B’) gozlenememektedir (0k). Ayrica medulla bolgesindeki
néronlarda CCM2 immonoreaktivitesi noronlarda zayifken (C,0k); CCM3
immunoreaktivitesi yogun olarak goriilmektedir (C’,0k). 20X

Normal insan beyninin talamus bolgesinden alinan 6rneklerde de durumun diger
bolgelerle ayni 6zellikte oldugu belirlendi (Sekil 4.2.1.3).
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Sekil 4.2.1.3. Insan talamusunda CCM2 ve CCM3 immunoreaktivitesi. Insan talamusundan alinan
orneklerde de CCM2 (A;B;C) ve CCM3 (A’;B’;C’) immunoreaktivitesi. Hem CCM2
(A;B;C) hem de CCM3 (A’;B’;C’) igin arteriyel endotelde reaksiyon gozlenirken vendz
endotelde ¢ok zayif olarak goriildii (0k). Talamustaki néronlarda da hem CCM2 (C, ok)
hemde CCM3 immunoreaktivitesi siddetli bir sekilde gézlendi (C’, ok). 20X

Insan serebral ve serebellar korteksinden alman Orneklerde de CCM3
immunoreaktivitesi degerlendirilmistir. Kortikal arteriyel endotelyumunda yogun olarak
gbzlenen immunoreaktivite biiyiik piramidal noronlarin sitoplazmalarinda da belirgindi
(Sekil 4.2.1.4).

Sekil 4.2.1.4. insan serebral korteksinde CCM3 immunoreaktivitesi. A) CCM3 proteini kortikal
arteriyel endotelyumda yogun olarak bulundu. B) Aymi sekilde korteksin biiyiik
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piramidal néronlarinin sitoplazmalarinda da yogun CCM3 immunoreaktivitesi gorildu
(oklar). Ancak venoz endotelyumda hi¢ CCM3 immunoreaktivitesine rastlanilmadi (ok
basi)) 20x. C) Serebellar graniler tabakada arteriyel endoteldeki CCM3
immunoreaktivitesi 60X. D) 80X biyitmede endoteldeki CCM3 immunoreaktivitesi
(ok).

4.2.2. Insan Ekstra-Serebral Dokularinda CCM3 (PDCD10)’iin

Immunohistokimyasal Analizi

Yetiskin  insan  serebral dokularinda CCM3  immunoreakitivitesinin
gosterilmesine ek olarak, bu proteinin serebrum disinda da varolup olmadigi ve nasil
yerlestigini gosterebilmek i¢in ¢esitli dokular kullanildi. Bu dokulara anti-CCM3
antikoru kullanilarak immunohistokimyasal analizler yapildi. Sonuglar; serebruma
benzer sekilde arteriyel endotelde CCM3 immunoreaktivitesi izlenirken, vendz
endotelde immunoreaktiviteye rastlanilmadi. Karacigerde safra kanallarinda ve
hepatositlerde, deride kil folikiillerinde ve bezlerde, bdbrekte proksimal tiibiillerin
epitelinde, akcigerde tip II pindomositlere benzeyen alveolar hiicrelerde, bronsiyal
epitelde yogun olarak CCM3 immunoreakitivitesi belirlendi (Sekil 4.2.2.1 ve Sekil
4.2.2.2).
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Sekil 4.2.2.1.

Insan karaciger, deri ve bobrek dokusunda CCM3 immunoreaktivitesinin dagilimi. a)
Karacigerde hepatik arteriollerde (ok basi) ve safra kanallarinda yogun CCM3
immunoreaktivitesi (beyaz ok) gorilirken, portal vende (ok) immunoreaktiviteye
rastlanilmamaktadir. Damarlardaki ekspresyona ek olarak hepatositlerde de yogun
immunoreaktivite dikkat cekmektedir (cift ok). Blyiitme 20X. b) Portal triad bélgesinin
40X biiyiitmesi. Tiim yapilar daha net olarak secilebilmektedir. ¢) Deride CCM
immunoreaktivitesi vendz endotelde (ok) gézlenmezken, epitelde, kil folikiili (beyaz
ok) ve bezlerde immunoreaktivite dikkat cekiciydi. d) Derinin 40X blyutmesinde
arteriyel endoteldeki (ok basi) yogun reaksiyona karsilik vendz endotelde (0Ok)
reaksiyona rastlamilmamaktadir. Bezlerdeki immunoreaksiyon da olduk¢a yogun olarak
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gorilmektedir (beyaz ok). e) Bobrekte glomeril endotelinde CCM3 ekspresyonu
gortilmezken (ok bag1) proksimal tiibiillerin epitelinde yogun olarak bulunmaktadir (ok).
f) Yiksek buyttmede vendz endotelin (ok) CCM3 ekspre etmedigi gériilmektedir.

Sekil 4.2.2.2. Insan akciger, dalak ve iskelet kasinda CCM3 immunoreaktivitesi. g) Akcigerde CCM3
immunoreaktivitesi tip Il pinomositlere benzeyen hiicrelerde yogun olarak
gozlenmekteydi (ok) 20x. h) Bronsiyal epitelde de yogun immunoreakitivite
izlenmekteydi (ok bas1) 10x. j-k) Dalakta beyaz pulpa igerisinde yer alan merkezi arter
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endotelyumunda (oklar) immunoreaktivite goriilmekteydi J; 10x, k;20x. I-m) iskelet
kasiin kapiller ve arteriyel endotelinde de CCM3 ekspresyonu (ok) gorilmektedir.l;
10x, m;40x.

4.3. Immunofloresan isaretleme

Insandan alinan 6rnekler iizerinde yapilan immunohistokimyasal analizlere ek
olarak fare merkezi sinir sisteminin gesitli bolgelerinden alinan 6rneklerde de CCM3
immunoreaktivitesi test edildi. Ancak bu defa 6rnekler immunofloresan olarak
isaretlendi. Insandan alinan 6rneklerde oldugu gibi merkezi sinir sisteminde arteriyel
endotelde reaksiyona rastlanirken, ven6z endotelde immunoreaktivite goézlenmedi.
Ozellikle serebellumda purkinje hiicrelerinde gdzlenen reaksiyon dikkat cekiciydi (Sekil
4.3.1)

Sekil 4.3.1. Fare serebellumundan alman O6rnekte CCM3 immunoreaktivitesi. A) Stratum
gangliosum ve Stratum molekiilarede yogun immiinreaktivite izlenmektedir (10x). B)
Ayni goriintiiniin DAPI ile birlestirilmis gorinumi. (10x). C) Purkinje hucrelerinin
soma ve dendritlerinde (ok basi) yogun, aksonda (beyaz ok) ise zayif immiinoreaktivite
izlenirken, Grantler hiicreler ve Golgi tip Il hiicreleri ile glia hiicreleri immiinoreaktivite
gostermemektedirler (80X).
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4.4. Immunyiizdiirme Metodu ile isaretleme

Postnatal 4 ve 7 giinlik fare beyinlerinden alinan kesitlere uygulanan bu
metodda, serebellum, hipokampus ve dentat giyrusda yogun CCM3 immunoreaktivitesi
belirlendi. CCM3’iin hiicresel diizeyde dagilimi serebellum Purkinje hiicrelerine benzer
sekilde hipokampus piramidal hiicreleri ve dentat girus graniiler hiicrelerinin somalarinin
yerlesik oldugu tabakalarda yogunluk gostermekteydi (Sekil 4.4.1).

Sekil 4.4.1. P4 ve P7 fare beyinlerinde CCM3 immunoreaktivitesi. Immunyiizdirme metod
uygulanmis postnatal 4 giinlik (P4) (A,C) ve postnatal 7 giinliik (P7) (B, D) fare
hipokampus (A,C) ve serebellumuna (B,D) ait CCM3 immunoreaktivitesi. A,C) Dentat
girus (ok bast) graniiler hiicre tabakasi, hipokampus (oklar) piramidal hiicre tabakasi
B,D) Serebellum gangliosum tabakasinda (oklar) CCM3 immunoreaktivitesi izlenmekte.
AB,C; 2.5x. D;5X

4.5. Hiicre Kiiltiirii ve Immunofloresan Boyanma

In vitro kiiltiir ortamlarinda farkli hiicre hatlar1 kullanilarak CCM3 proteininin
varlig1 gosterildi. BAEC, N2A, Cos7 hiicreleri uygun kosullarda kiiltiire edildikten sonra
anti-CCM3 antikoruyla immunofloresan yontemiyle boyandi (Sekil 4.5.1).

61



Sekil 4.5.1. Hiicre hatlarinda CCM3 immunoreaksiyonu. A,B) BAEC (Bovine aortic endothelial
cells) hucrelerinde anti-CCM3 immunoreaktivitesi sitoplazmaya yayilnmus bir gekilde



gorilurken; C,D) N2A (Neuroblastoma cells) hicrelerinde ve E,F) Cos7 hiicrelerinde
periniikleer alanda sinirl kalmigtir. A,C,E;20x, B, D,F;80x

4.6. RT-PCR Reaksiyonu Bulgular:

Kullanilan in vitro kiiltiir ortamlarindan elde edilen mRNA’larin RT-PCR
yontemiyle ¢cDNA’ya cevrilip ¢ogaltilmasi sonucunda ortamdaki Cecm3 diizeyi test
edildi. Daha sonra da sonuclar p-aktin primeri kullanilarak dogrulandi. Hiicre
hatlarindaki protein lokalizasyonuna ek olarak hiicrelerde Ccm3’iin varliit mRNA
diizeyinde de belirlenmis oldu. (Sekil 4.6.1).

600 —
500 —
400 -
300-
200
N0 o« T
3§37
o
Sekil 4.6.1. Hiicre hatlarindan elde edilen PCR sonucu. BAEC, N2A ve Cos7 hiicre hatlarindan elde

edilen mRNA’larim RT-PCR ile degerlendirilmesi. Hiicrelerin esit oldugunu gdstermek
i¢in sonuglar B-aktin ile dogrulandi.

4.7. In situ Hibridizasyon

Hiicre kiiltlirlerinde mRNA’lar belirlendikten sonra, farelerde mRNA diizeyinde
caligmalarin yapilmasi i¢in; embriyonik ve postnatal doneme ait fare beyinlerine in situ
hibridizasyon metodu uygulandi. PDCD10/Cem3 geni mRNA diizeyinde slaytlarda
isaretlendi. Total beyinden seri kesitler alindi ve her kesit lizerinde degerlendirmeler
yapildi. PDCD10/Cecm3 geninin gelisim periyodu igerisinde nerelerde bulundugu
belirlendi. Gelisim periyodu siiresince ekspresyonun nasil degistigi de alinan seri
kesitlerin ayn1 bolgelerinin incelenmesiyle gergeklestirildi (Sekil 4.7.1).

Fetal giinlerde ozellikle de radyal glial hiicrelerin gelistigi ventrikiiler zonda
Ccem3 ekspresyonu dikkat ¢ekiciydi. Bu durumda Cem3’iin nérogenez sirasinda 6nemli
bir role sahip olabilecegi fikrini ortaya ¢ikartmistir. Ayrica ayni donemde ekspresyon,
subventrikiiler, intermediyet ve gelisen korteksin altinda (subplakta) yogun olarak
devam etmekteydi. Gelismekte olan septum ve striatumda da Ccm3 ekspresyonu dikkat
cekici diizeydeydi. Ccm3 diizeyi en az, gelismekte olan orta beyinde goriiliirken, gelisim
asamasindaki pons, serebellum ve medullada yiksek diizeyde izlenmekteydi.
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Postnatal glinlerde Cem3 ekspresyonu degerlendirildiginde; koku soganinda,
striatumda septal nukleuslarda ve neokorteksde yogun immunoreaktivite bulundu.
Ayrica hipokampus, dentat gyrus, talamik ve hipotalamik nukleuslarda ekspresyon
dikkat cekici nitelikteydi. P8’de Ccm3 neokorteksin 6zellikle derin tabakalarinda, koku
soganmin mitral hiicre tabakasinda, striatum, septum ve priform korteksde oldukca
yogun olarak bulundu. Talamusda yogun olarak goézlenirken, hipotalamusun altinda,
hipokampus ve dentat gyrusta daha diisiik diizeyde bulundu. Inferior kollikulus ve
purkinje hiicrelerinde dikkati ¢eken ekspresyona karsin serebellumun graniil
hiicrelerinde ve medullanin derinlerinde daha diisiik diizeyde rastlandi. P14’e
gelindiginde ise, neokorteks, striatum, septum, hipokampus, dentat gyrus, talamus,
hipotalamus, inferior kollikulus ve serebellumun purkinje hicrelerinde ekspresyonun
devam ettigi gorildii (Sekil 4.7.1).
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Sekil 4.7.1.

Ccm3geninin in situ hibridizasyon ile degerlendirilmesi. PDCD10/Ccm3 geninin fetal
ve postanatal déneme ait fare beyinlerinde mRNA dizeyinde ekspresyonunun
degerlendirilmesi. Anteriyordan posteriyora dogru alinan seri koronal kesitler iizerinde
degerlendirmeler yapildi. A-E: Fetal 16.5. gunde, F-J: Postnatal 8. giinde ve K-O:
Postnatal 14. ginde Ccm3 geninin ekspresyon alanlarini gostermektedir. (ncx;
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neokorteks, str; striatum, se; septum, mb; orta beyin, po; pons, cb; serebellum, med,;
medulla, mi; mitral hiicre tabakasi, ob; koku sogani, pir; piriform korteks, Th; talamus,
hTh; hipotalamus, hi; hipokampus, dg; dentat giyrus, ic; inferior kollikulus. Blyutmeler
2.5x

Sekil 4.7.2. Ccm3 geninin fare beyin dokusunda bazi alanlarda biiyiitiilerek in situ hibridizasyon
metoduyla gosterilmesi. Fare fetal ve postnatal ddnemine ait beyinlerde PDCD10/Ccm3
geninin ekspre oldugu alanlarin daha biiyiik biiyiitmelerde detayli olarak gosterilmesi.
A) Koku sogan1 B) Septum, C) Striatum, D) Neokorteks, E) Hipokampus ve dentat
gyrus, F) Talamus, G) Hipotalamus, H) Superior kollikulus, I) inferior kollikulus, J)
Serebellum ve derin serebellar nukleuslar, K) Serebellar korteks, L) Medulla oblangata
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Serebral kavernoz malformasyon olusumuna sebep olan sadece PDCD10/Ccm3
geni olmadigindan bilinen diger 2 gen olan Ccml ve Cecm2’nin de mRNA diizeyleri
degerlendirilmistir. Daha Once Seker ve arkadaslari tarafindan yaymlanan Ceml ve
Cem2 mRNA diizeyleri ile Ccm3’iin mRNA diizeyi kiyaslandi. Buna gére mRNA’nin
dagilimi Ccm genleri i¢in hem benzerlikler hem de farkliliklar gostermekteydi. Her 3
gende de neokorteks ve dentat giyrusda ekspresyon yogun olarak bulundu. Ayrica bazi
bolgelerdeki ekspresyonlar oOrtiisiitken bazi bolgelerde de farkli reaksiyonlar
sergiledikleri gézlendi (Sekil 4.7.3).

Sekil 4.7.3. P21 fare beyinlerinden alinan 6rneklerde seri kesitler iizerinde Ccml, Ccm2 ve Ccm3
icin mRNA diizeylerinin degerlendirilmesi. BuyUtmeler 2.5x.

Fare beyinlerden alinan oOrneklerde PDCDI10/Cem3 igin belirlenen mRNA
diizeyleri CCM3 proteininin bulundugu yerlerle kiyaslandi ve ekspresyon alanlarinin
cakistigr gozlendi bunun i¢in en iyi ornek serebellumun ganglion hiicre tabakasindaki
purkinje hiicrelerinde gozlenen yogun reaksiyon alaniydi. Bu nedenle de daha once
immunofloresan metodu ile boyanan CCM3 proteininin bulundugu alanlarla, in situ
hibridizasyon sonucunda belirlenen mMRNA dagilimi karsilagtirildi (Sekil 4.7.4).
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Sekil 4.7.4.

P14 fare beyinlerinde in situ hibridizasyon ve imunofloresan sonuglarinin kiyaslanmasi.
P14 fare beyinlerine uygulanan in situ hibridizasyon ve immunofloresan boyama
metodlar1 sonucunda benzer bolgelerdeki ekspresyonlar gériliyor. A) Cem3 in situ
hibridizasyonu ile purkinje hiicrelerindeki yogun ekspresyon (ok) goriiliiyor (10x). B)
Anti-CCM3 antikoru kullanilarak yapilan immunofloresan boyanma sonucunda purkinje
hiicrelerindeki ekspresyon gorultyor (ok, 10x). IGL; i¢ graniiler tabaka, PC; Purkinje
hiicre tabakasi, ML; molekiiler tabaka.
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4.8. Klonlama Bulgulan

In vitro kosullarda BAEC, N2A ve Cos7 hiicre hatlarina igerisinde
PDCD10/Cem3 geni yerlestirilmis pcDNA-DESTS53 vektoriiniin lipofektamin aracili
transfeksiyon metoduyla girmesi saglandi. Transfeksiyon igin, onceden klonlanan
plazmidin icerisinde GFP (yesil floresan protein) proteini PDCD10/Ccm3 geninin
onlinde yer almaktaydi. Dolayisiyla, plazmid hiicre igerisine girip transfeksiyon igin
islemleri baslatmadan once GFP 1simasi ortaya c¢ikacakti. Yaklasik 4 saat igerisinde
ortaya ¢ikan bu 1sima sonrasinda hiicre hatlar1 sik sik kontrol edilerek genimizin
aktivasyonu i¢in dogru zaman aralig1 belirlendi. Programli olarak hiicre 6liimiine sebep
oldugu diisiiniilen PDCD10/Ccm3 geni 6liim emrini verdigi andan itibaren hiicreler
DAPI ile isaretlenerek goriintiilendi (Sekil 4.8.1).

DAPI

GFP

GFP-CCM3

Sekil 4.8.1. Klonlama sonrasinda hiicrelerin durumu. ilk panel kontrol vektdrii olan pcDNA-N3’ii
iceren HelLa hicreleridir ve transfeksiyon sonrasinda GFP 1s1mas1 ve DAPI boyanmasi
goraluyor. Alttaki panel ise, pcDNA-DEST53-hCcm3 plazmidini iceren Hela
hiicreleridir. Transfeksiyon sonrasinda yapilan DAPI boyanmasinda GFP igeren
hiicrelerin bir kisminin niikleer pargalanmaya girdikleri goriiliiyor (oklar). (80x)

69



Plazmidimizi kontrol etmek ve deneyi de dogrulamak amaciyla 2. kez dizayn
edilmis RFP iceren vektorle ayni islemler tekrarlandi. HeLa hiicrelerine transfekte
edildikten sonra DAPI ile boyanarak apoptotik etkinin varlig1 belirlendi (Sekil 4.8.2).

DAPI RFP/DAPI

RFP

RFP-CCM3
RFP-CCM3

Sekil 4.8.2: Ccm3 geninin RFP vektoriine klonlanmasi. Ust panel RFP (kirmizi floresan protein)
iceren kontrol vektoriinun, alt panel ise Ccm3 iceren plazmidin HelLa hicrelerine
transfeksiyonu sonrasinda DAPI ile boyanma ve bunlarin birlestirilmis halidir. Oklar
apoptotik hiicreleri isaret etmekte ve skala 20 mikronu gdstermektedir.

4.9. TUNEL Bulgular:

Degisik hiicre hatlarmi kullanarak transfekte edilen PDCDI10/Cem3 igeren
plazmid hiicre igerisine girip apoptotik fonksiyonu yerine getirebilmesi igin gerekli
zaman gectikten sonra TUNEL metodu ile boyama yapildi. TUNEL, nukleus
icerisindeki DNA kiriklarini gdsteren bir boyanma metodu oldugundan hiicrenin
apoptoza girdigini agike¢a ifade etmektedir (Sekil 4.9.1).

pcDNA-DEST53-hCcm3  plazmidi  Cos7 hcrelerine transfekte edildi.
Transfeksiyon sonrasi 50. saatte hiicreler fikse edilip TUNEL reaksiyonuna tabi tutuldu.
Kiiltiir tabagindaki birgok hiicrenin apoptotik yola girdigi yapilan TUNEL reaksiyonu
sonucunda (kirmizi floresan ile) belirlendi. Hiicre nukleuslarini gostermek igin de DAPI
boyanmasi yapildi. Floresan mikroskobu altinda incelenen hiicreler farkli filtreler
kullanilarak goriintiilendi (Sekil 4.9.1).
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Sekil 4.9.1. Ccm3 geninin klonlama sonrasinda TUNEL reaksiyonu. ilk panel pcDNA-DEST53-
hCcm3 plazmidi tranfekte edildikten sonra yapilan TUNEL boyanmasi sonucunda
apoptotik hiicreleri gostermektedir. Ikinci panel (GFP-CCM3); transfeksiyonun
gerceklestigini gostermek i¢in konuldu. DAPI; nukleuslar1 géstermek amaciyla konuldu.
Son panelde de tum gériintuler birbiri tizerine gakistirilarak elde edildi. (60x)

4.10. Istatistiksel Analiz

TUNEL uygulamasimin ardindan hiicrelerdeki apoptotik indeksi hesaplayabilmek
ve istatistiksel olarak bir anlam olup olmadigimi belirleyebilmek i¢cin TUNEL pozitif
hiicreler sayildi. Cem3 transfekte edilen kiiltiirlerde TUNEL pozitif hiicre oraninin
kontrol vektdriiniin transfekte edildigi hiicrelere oranla artmis oldugu goriildii (Sekil
4.10.1 ve 4.10.2). Bu artis istatistiksel olarak 50. saatin sonunda hem Cos7 hemde HelLa
hicrelerinde p<0.001 diizeyinde anlaml1 bulundu.
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Sekil 4.10.1. HelLa hucrelerine transfeksiyon sonrasi apoptotik hiicre 6liim orani. Hela hiicrelerine
yapilan transfeksiyon sonrasinda kontrol ve Ccm3 igeren vektdrlerin 25 ve 50. saatte
hiicre sayis1 tizerinde yaptiklari degisimi gostermektedir. *GFP-CCM3 iceren plazmidde
p<0.002 anlamlilik oranindayken, 50. saatin sonunda ayni plazmidde p<0.001 anlamlilik
oranina sahip oldugu Student t-testi ile gosterildi.

Ayni basamaklar HeLa hiicrelerinden sonra Cos7 hiicreleri i¢in de yapildi ve
sonuglar benzer bulundu (Sekil 4.10.2). Boylece farkli hiicre hatlarinda da ayn1 etkinin
gorildiigii kolaylikla sdylenebilir.
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Sekil 4.10.2. Cos7 hicrelerine transfeksiyon sonrasi apoptotik hiicre 6liim orani. Cos7 hiicre hattina
yapilan transfeksiyon sonrasi, 50. saatteki farklilik Student t-testi p<0.001 diizeyinde
anlaml1 bulundu.

pcDNA-DEST53-hCem3 plazmidi ile kontrol olarak kullanilan pcDNA-N2
plazmidi hiicrelere transfekte edildikten 25 saat sonra, protein elde edildi. Bu protein
ornegine anti-GFP antikoru kullanilarak Western blot analizi yapildi. Bunun sonucunda
transfeksiyonun basartyla yapilmis oldugu elde edilen dogru bantlar sayesinde teyid
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edildi. GFP proteini 27 kDa agirhiginda bir proteindir ve CCM3 ise 25kDa
agirligindadir. Vektore transfekte edilen CCM3’iin de 52 kDa’da bant vermesi beklendi.
Sonrasinda membran soyulup tizerine (3-aktin antikoru uygulandi ve esit oranda protein
yuklendigi belirlendi (Sekil 4.10.3). Bu bulgular transfeksiyonun basar1 ile yapildiginin
bir gostergesi olarak kabul edildi.

GFP
GFP-CCM3

anti-GFP 37

25

anti-B-aktin | e= e»

Sekil 4.10.3. Transfeksiyonun basarisinin kontrol edilmesi. Transfeksiyon sonrasinda Western blot
analizi.yapilarak 27kDa GFP, 25 kDa’da CCM3’iin agirligi jelde belirlendi

4.11. Western Blot Analizi

Hiicre hatlarina ¢eGFP-C3-hCcm3 plazmidi ve bunun kontrolii olan eGFP-C3
vektorl transfekte edildikten 24 ve 48 saat sonra CCM3, p38 ve p-p38 varligi igin
Western blot analizleri yapildi. Bunun sonucunda Ccm3 iceren plazmidin oldugu
hlcrelerden elde edilen proteinlerde kontrollere nazaran hem CCM3, p38 hem de p-p38
bandi yogun ¢ikti. BHK (baby hamster kidney) hiicreleri lizerinde yapilan bu ¢alismada
p38’in CCM3 ile benzer yolak lizerinde ¢alistigina dair bulgular elde edildi. p-p38 ile bu
yolagin aktive oldugu da sOylenebilmekteydi. Ayni zamanda p38’in de CCM3 ile
birlikte ayn1 apoptotik yolakda gorev alabilecegi gozlenmekteydi. 24 saatlik
transfeksiyon sonunda bu bulgularin daha az ayirdedildigi, 48. saatin sonunda ise daha
belirgin oldugu dikkati cekmekteydi. Dolayisiyla Ccm3 geni aktive olduktan sonra 6lum
emrini vermis olabilecegi yorumunu yapabiliriz.

Sonuglar1 kontrol etmek amaciyla [3-aktin antikoru ile esit sayida hiicre kullanip
kullanilmadigi teyid edildi. Bantlar esit yogunlukta bulundu (Sekil 4.11.1).
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Sekil 4.11.1. Transfeksiyon sonras1 Western blot analizi. BHK hiicrelerine eGFP-C3-hCem3 plazmidi
ve bunun kontrolii olan eGFP-C3 vektoriiniin transfeksiyonu sonrasinda elde edilen

proteinlere Western blot analizi sonucunda CCM3, p38 ve p-p38 ekspresyonlarinin
degerlendirilmesi.

4.12. siRNA Teknigi

Degisik hiicre hatlarinda in vitro PDCD10/Cem3 ekspresyonunun baskilanmasi
i¢cin siRNA oligontikleotidleri kullanildi. Bu baskilanma ile genin etkisi azaldiginda p38
ve p-p38 diizeylerinin nasil olacagi degerlendirilmeye calisilmistir. Transfeksiyon
sonrasinda hiicreler tripsinize edilip, elde edilen proteinler kullanilarak Western blot

analizi yapildi. Bunun i¢in anti-CCM3 antikoru kullanilarak genin susturulup
susturulmadigi kontrol edildi.

Kontrol oligonukleotidlerinde CCM3 i¢in bantlar normal kalinliktayken, siRNA
ile gen susturulunca bantlarin kalinliklarinin azaldigi gozlendi. Anti-CCM3 antikoruna
ek olarak apoptotik yolakta yer alan p38 ve p-p38 antikorlar1 da kullanildiginda
sonuglarin CCM3 ile benzer oldugu goriildii (Sekil 4.12.1). Bu sonuglardan yola ¢ikarak
Ccm3 genini susturdugumuzda, bununla birlikte p38 ve p-p38’in de benzer sekilde
sustugu, normallere kiyasla ekspresyonun azaldig: goriildii.
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Sekil 4.12.1. BHK hiicrelerinin siRNA oligoniikleotidleri yardimiyla Ccm3 geninin susturulmast.

4.13. Elektron Mikroskobik Degerlendirme

Normal beyin dokusundan takip edilen Orneklerde, damar yapilar
incelendiginde, bazal laminanin ve perisitlerin diizgiin oldugu, endotel ve perisitler
arasindaki sinirlarin net olarak ayirdedilebildigi goriildi. Perivaskiler alan dizenli bir
yapt sergilemekteydi. Liimene uzanan endotel hiicrelerinde pinositotik vezikiiller
gozlenmekteydi ve bunlar kaotik bir yapr sergilemiyorlardi. Endotel hiicrelerinin
sitoplazmalarinda herhangi bir interdijitasyon goriilmiiyordu ve hiicreler arasindaki
baglant1 kompleksleri de normal goriintimliiydii (Sekil 4.13.1).
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Sekil 4.13.1 Normal yapida beyin damar elektronmikrografi. Ortak bazal laminayla (*)
cevrili damar endoteli (E), perisit (P) ve damari g¢evreleyen noropil (N)
izleniyor. Oldukga biyik hicreler arasi siki baglanti (ok) gosteren endotel,
pinositik aktivite i¢in damar limenine sitoplazmik uzantilar (beyaz ok basi)
uzatarak hiicre icine liimen igerigini alan pinositotik vezikiiller (siyah ok
baslar1) ve limende bir eritrosit (Er) izlenmekte.

Serebral kavernoz malformasyonlu hastalardan ¢ikartilan olusumun elektron
mikroskobik degerlendirmesinde normal damar yapisindan farkli bazi o6zellikleri
sergiledikleri gozlendi. Hem endotel igerisinde hem de perisitte endoplazmik retikulum
sarni¢larinin anormal derecede uzadigi ve genisledigi gozlendi. Ayrica endotelin nukleus
lokalizasyonu disindaki sitoplazmik alanlarin yogun interdijitasyonlar tasidigi goriildii.
Buna ek olarak, liimene dogru yogun bir sekilde, diizensiz protoplazmik uzantilarin
uzandigr goriilmekteydi. Bu goriiniim bazi alanlarda endotel igin kaotik gorinim
olusturmustu. Endotel heterokromatik ve ¢ok belirgin bir nukleusa sahipti. Bazal lamina
ise, cogu yerde bulunmamakla birlikte bulundugu yerlerde de diizensizlik ve kesintiler
gostermekteydi.

Perisitin yapis1 incelendiginde, endotel hiicrelerinde oldugu gibi intrastoplazmik
araliklarin varligi goriilmekteydi. Bunlarin organizasyonu ise daha ¢ok hiicrenin uzun
eksenine ve birbirine paralel seyretmekteydi (Sekil 4.13.2,B). Bazi alanlarda da bu
araliklar icerisine uzanan protoplazmik uzantilar goriildi.

Baglanti kompleksleri incelendiginde ise, saglam goziikmesine ragmen belirli
alanlarda ¢ok ince membrandz araliklar olusturduklari ve bu alanlardan direk liimen ile
perivaskiler dokuya komsu olduklar1 gézlendi (Sekil 4.13.2,A ok).
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Sekil 4.13.2:

CCM  olusumunun elektron mikroskopik goriintiisi. A) Serebral kavernoz
malformasyonlu lezyon alanlarinda endotel yapisinda izlenen kaotik interdijitasyonlar
(*) ve sitoplazmasini kaybetmis zar bariyer (ok) izlenmekte. B) Fenotipik degisiklik
sergileyen perisit (ok) ve yogun intrasitoplazmik dijitasyon gosteren endotel (E)
degisiklikleri gorilmekte. Skala; 2um.
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TARTISMA

Serebral kavernoz malformasyon, merkezi sinir sistemini kanlandiran kan
damarlarinin yapilarinin degisip anormal bir karakter kazanmasi sonucunda ortaya ¢ikan
vaskiiler bir hastaliktir (82). Kavernomalarin toplumda goriilme sikligi ¢ok yiiksek
olmamasina ragmen Amerikalilar arasinda Ispanyol kokenli olanlarda daha yogun olarak
ortaya ¢ikmasi, bunun kalitimsal kokenli bir hastalik oldugunu gostermektedir (110,
142). Kalitsal kokenli olan lezyonlarin yani sira sporadik olgulara da siklikla
rastlanilmaktadir (143).

Kavernomalarin ¢ok dinamik lezyonlar oldugu yapilan MRI calismalarinda
acikca gosterilmistir. Bu lezyonlar zaman zaman hastalarda c¢ok agir seyreden
semptomlara sebep olabilmektedir. Bu nedenle de lezyonun cerrahi midahale ile
cikartilmasi hastaligin seyri ve yaratacagi olumsuz kosullar agisindan olduk¢a énemlidir
(112).

Son yillarda yapilan baglant1 analizi (linkaj) ¢aligmalar1 ve mutasyon analizleri
dogrultusunda, kavernomaya sebep olan 3 lokus belirlenmis ve her biri i¢in bir gen
tanimlanmistir. Kisaca CCM1, CCM2 ve CCM3 diye adlandirilan bu 3 gen iizerinde
caligmalar son yillarda yogunlastirilmistir. Ik olarak klonlanan Ccml geni olup, bu
gendeki mutasyonun kavernomaya sebep oldugu agikga gosterilmistir (144-147). Daha
sonra Ceml genini takiben Cecm?2 geni aydinlatilmis ve bircok calismada bu iki genin
birlikte islev gorebilecegi soylenmistir (106). Bu iki genin birlikte islev gordigi ve
kavernomaya sebep oldugu soOylenince, buradaki molekiler mekanizmalarin neler
oldugu dikkati ¢ekmistir. Giliniimiizde de bu mekanizmanin ¢6ziilebilmesi igin
caligmalar yapilmaktadir. Bu sorun aydinlatilmaya c¢alisilirken biz de bir baska gen,
PDCD10 iizerinde ¢alismaya karar verdik. Bu gen de diger iki gen gibi islev gorebilir ve
belki onlarla birlikte ayn1 yolakta yer alabilir veya bir¢ok mekanizmanin baslamasina
sebep olabilir. Tiim bu disiincelerden yola ¢ikarak, PDCD10 yani Ccm3 geni insan
serebral kavernoz malformasyonlarinin patogenezinde nasil bir rol oynar sorusuna 11k
tutmaya calistik.

Bu amag i¢cin CCM3 proteininin insanda hiicresel diizeydeki lokalizasyonu ve
ekspresyon profilini belirledik. Bu acidan bulgularimiz CCM3 proteininin insan
dokusundaki lokalizasyonunu hiicresel diizeyde ortaya koyan ilk ¢caligmadir.

CCM3’lin serebral ve ekstra-serebral insan dokularinda hiicresel diizeydeki
dagilimi immunohistokimyasal yontemler kullanilarak belirlendi. Serebral dokulardaki
ekspresyonuna ilaveten ekstra-serebral dokularda da Ozellikle arteriyel ve kapiller
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endotelde yogun olarak bulunurken, vendz endotelde ekspresyonuna rastlanilmadi.
CCM3’in bu immun dagilimi CCM1 ve CCM2’nin immun dagilimi ile benzer
Ozelliktedir (97). Ayrica, arteriyel fenotipte yogun olarak goézlenen bu immun dagilim,
CCM3’in arterlerde vaskiiler kimligin gelismesinde rolii  olabilecegini de
diisiindiirmektedir. Serebral dokularda piramidal, glial ve Purkinje hucrelerinin
sitoplazmalarinda gozlenen yogun immunolokalizasyon; daha énce CCM1 ve CCM2 ile
ilgili yapilan ¢alismalardaki (70, 97, 103, 148-151) gibi CCM3’iin de beyin parankimasi
ve endoteli arasindaki ¢apraz etkilesimde rol aldigimi diisiindiirmektedir. Bu durum
beyinde sinir hiicrelerinin fonksiyonel yasaminin vaskiiler endotelin etki alaninda
oldugunun gostergesidir. Kisaca, CCM3’iin mutasyonla bir sekilde fonksiyonunun
bozulmasi durumunda norovaskiiler iinite diizeyinde énemli sorunlarin ortaya ¢ikacagi
ve bu sorunlarin sinir hiicresi fonksiyonlar1 veya sagligi i¢in son derece Onemli
problemler yaratabilecegi 6ngorilmektedir.

CCM3’lin vaskiiler sistemdeki ekspresyonu, beyin gelisimi ve arteriyovendz
kimligin ortaya c¢ikma silirecindeki durumu konusunda merak uyandirmaktadir.
Giizeloglu-Kayisli ve arkadaslarinin CCM1 igin sdyledigi gibi (149); CCM3’iin de
anjiyogenez ve vaskiilogenez basamaklarinda rol oynayabilecegini diistindiik. Bunun test
edilmesi i¢in bu konuda en iyi model olan insan plasentasini kullandik. Bulgularimizda
plasental gelisim sirasinda ve termde CCM3’lin anjiyogenik hiicre kordonlarinda ve
Hofbauer hiicrelerinde goriilmesi (yaymlanmamis bulgular), parakrin bir etkiye sahip
oldugunu ve damar olusumunda etkin bir rol oynayabileceginin gii¢lii kanitlar1 olarak
degerlendirebiliriz.

Kleaveland ve arkadaslarinin zebrafish iizerinde yaptiklari ¢alismalarda
kardiyovaskiiler sistemin gelisiminde CCM proteinlerinin endotelyal hiicre-hilicre
iliskilerini diizenlediklerini s6ylemislerdir. Hiicredis1 matriks, hiicre-hiicre adezyonu vb.
bircok durum icin damar endotelindeki CCM ekspresyonunun olduk¢a 6nemli oldugu
diistiniilmektedir. Kardiyovaskiiler sistem gelisimini diizenlemeleri ve endotelyal
hiicrelerin iliskilerini kontrol etmeleri, CCM proteinlerinin beyin disinda da vaskiiler
sistem gelisimindeki 6neminin bir gostergesidir. Bu sistem igerisinde olusan bozulmalar,
CCM patogenezinin ortaya ¢ikmasini tetikleyebilmekte ve ¢ogu kez bu durum o6liime
sebep olmaktadir (152).

Serebral kavernoz malformasyonlara beyin disinda bir¢ok organda da
rastlanilmaktadir (153-157). Serebral dokular disinda ekstra-serebral dokularda da
CCM3 ekspresyonunun goriilmesi, bazi paradokslarin dogmasina sebep olmustur.
Ciinkii CCM3 ekspresyonunun dagilimina bakilinca lezyonlarin siklikla beyinde ortaya
ciktig1 goriilmektedir ancak, diger organlarda da ¢esitli problemler ortaya ¢ikarabilecegi
ozellikle de vaskiiler sistemde ciddi sorunlara neden olabilecegi son yillarda degisik
alanlarda yapilan calismalarla dogrulanmistir (152). Bu cercevede testis (zerinde
yaptigimiz ¢alismalarda, normal ve varikosel modeli olusturulmus sicanlarda CCM3
immun ekspresyonunda degisimler oldugunu ve bu degisimlerin de hastaligin
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gelismesinde rol oynayabilecegini gosterdik (yaymlanmamis bulgu). Beyinde 6nemli bir
vaskiiler hastaliga sebep olan CCM3 geninin ayn1 zamanda testisin dnemli bir vaskiiler
hastalig1 olan varikoselde de etkin olabileceginin gosterilmesi, CCM3’iin vaskiiler
sistemde etkin bir protein oldugunun kanitidir. Ayrica bu proteinin beyin disinda bagka
bir organda ve vaskiiler sistemle iligkilendirilmis bir patogenezde gosterilmesi CCM3’iin
saglikli vaskiiler gelisimin aydinlatilmasinda olduk¢a 6nemli oldugunu gostermektedir.

Ekstra-serebral dokularda vaskiiler sisteme ek olarak bunun disinda farkli
bolgelerde de immunolokalizasyonunun olmasi, bu proteinin bilinmeyen bagka
fonksiyonlarinin da olabilecegi fikrini destekler niteliktedir. Yaptifimiz testis
calismasinda spermatogenik seride ekspre olmasi, ancak olgun spermde gozlenememesi
CCM3’iin  spermatogenez yada mayotik basamaklarda rol oynayabileceginin bir
kanitidir. Bu bulgu, fertilite problemlerine yanit bulunmasinda farkli bir pencerenin
acilimi olarak degerlendirilebilir.

Insan ve fare dokularinda yapilan immunohistokimyasal ve immunofloresan
boyanmalar CCM3’iin ekspresyon tablosunu agik¢a ortaya ¢ikartmistir. Bu sonuglar da
yapilan in situ hibridizasyon c¢alismalariyla desteklenmistir. Bu ekspresyon modeli
sonucunda ortaya ¢ikan tabloyu dogrulamak igin, bircok hiicre hatti kullanilarak da
CCM3’iin ekspresyonu degerlendirildi. CCM3’lin hiicresel diizeydeki lokalizasyonu,
daha once gosterilen CCM1’in sitoplazma ve periniikleer alandaki lokalizasyonu ile
benzer bulundu (103). Ayrica Ma ve arkadaslarinin hiicre hatlarinda CCM3 ile yaptiklar
immunofloresan boyanmalarda ekspresyon alanlari bizim bulgularimizla da benzerlik
gostermekteydi (158). Bu ekspresyon c¢alismalarina hiicre kultirlerinden elde edilen
mRNA’larin degerlendirilmesi de eklenince CCM3’lin hiicre sitoiskeletinin yeniden
sekillenmesinde fonksiyonel acidan katkida bulunabilecegi fikri ortaya cikti. Ayrica,
proteinin lokalizasyonunun degerlendirilmesi ileride yapilacak olan ¢alismalara da 1s1k
tutacaktir.

CCM3’iin farelerdeki immunohistokimyasal analizlerine ek olarak yaptigimiz in
situ ¢alismalarinda da genin ekspresyon alanlarini aydinlattik. Seker ve arkadaslarinin
Ceml ve Cem?2 icin yapmis olduklari in situ hibridizasyon caligmalar1 ile benzerlikler
gosteren Ccm3 in situ hibridizasyon sonuglari, bu li¢ genin birlikte islev gorebilecegi
fikrini destekler niteliktedir (97). CCM’lerde bu ii¢ genin de varligi, lezyonlarin
olusumunda hangisinin olay1 tetikledigi ve lezyon olusumunu baslattigi sorusunu akla
getirmektedir. Dolayisiyla bugiin hala tartismali olan bu konu ile ilgili olarak en yaygin
goriis Ceml ve Ccem?2 genlerinin birlikte islev gorebilecegi, ayni yolak {izerinden
calisabilecegi fikridir (96). Bu ii¢ genin birbirleriyle olan miisterek iliskilerinde (159),
CCM2’nin baglayic1 bir protein oldugu; CCM3 ile CCM1 arasinda bir koprii vazifesi
gordiigli goriisii daha hakimdir. Stahl ve arkadaslarmin yaptigir calisma, Hilder ve
arkadaglariin yaptig1 calismay1 desteklerken (160) hiicrelerde bu kompleksin varligi her
Uc proteinin igbirligi i¢erisinde oldugunun bir gostergesi kabul edilebilir (161).
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Seker ve arkadaslarinin yaptiklar1t ¢alismada CCM1 ve CCM2’nin mRNA
diizeyinde dagilimlar karsilastirildiginda, hem uzaysal (spatiyal) hem de zamansal
(temporal) olarak benzer islevsel Ozellikleri paylastiklari fikri ortaya atildi (97). Bu
nedenle de, yolagin herhangi bir sekilde bozulmasi durumunda, bu {i¢ genin birbirleri ile
olan iligkisi de aksayacak ve belki de hastalik farkli etkilerle ortaya cikacaktir.
Hastaligin genetik boyutu henliz tam olarak aydinlatilamadigi i¢in bu tarz
degerlendirmeler heniiz spekiilasyon niteligindedir (106, 162, 163, 164). Bu goriisten
yola ¢ikarak serebral kavernoz malformasyonlu hastalarda, hastaligin hangi gen
tarafindan yapildiginin sdylenmesi oldukca zordur. Ciinkii ti¢ genin de islevsel olarak
birbirini etkilemesi hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikmasinda etkilidir.

Petit ve arkadaslar1 gelismekte olan beyinde CCM3 ekspresyonunu merkezi sinir
sisteminde anjiyogenezin meydana geldigi alanlarda (neokorteks, ventrikiiler ve
subventrikiiler zonlar gibi), gelisen noral tiipiin radyal glia hiicrelerinin oldugu alanlara
kiyasla daha yogun oldugunu belirlemislerdir. Bu durum CCM3 molekiiliiniin
embriyonik ndrogenezde rol oynadiginin bir isareti sayilabilir. Sicanlarda yapilan bu
calismada her tic CCM geninin de ekspresyonunu embriyonik donemden postnatal 19°a
kadar incelemisler ve P19°dan sonra Ccm2 ve Ccm3 ekspresyonunu goérememislerdir
(150). Bu galisma, bizim fare embriyolan iizerinde yaptigimiz in situ hibridizasyon
calismasinin sonuglari ile uyumludur. Cem3 mRNA’sinin merkezi sinir sisteminin gesitli
bolgelerinde yogun olarak bulundugunu ifade ettik ancak farelerde P21°den sonra
yaptigimiz in situ ¢alismalarinda Petit ve arkadaslarinin bulgularindan farkli olarak hala
Cem3 mRNA’smmin yogun olarak bulundugunu goézlemledik. Bu sonuglarimizi da
embriyonik donemden baglayarak yetiskine kadar gecen siire¢ igerisinde yaptigimiz
immunohistokimya bulgular ile destekledik.

Farelerde yaptigimiz in Situ hibridizasyon sonucunda elde ettigimiz bulgular
CCM fenotipinin aydinlatilmasina 151k tutacak niteliktedir. Ciinkii spesifik olarak
lezyonlarin olugacag: ve lokalize olacag: bdlgeler hakkinda bilgi vermektedir. Bu bilgi,
merkezi Sinir sisteminin gelisimi sirasinda CCM3 geninin temporal ve spatiyal modelini
yansitmaktadir. Daha 6nce Seker ve arkadaslarimin yaptiklari ¢alisma da Cecm2’nin
beyindeki dagilimimni gostermekteydi (97) ve g¢alismamiz bu bulgularla uyumludur.
Aslinda fareleri kullanarak insanlarda goriilen bir merkezi sinir sistemi hastaligini
aydinlatmaya calismak oldukca smirli bir ¢alisma olanagi saglamasina ragmen, insan
Tip 1 lisensefali ve Miller-Dieker sendromu da bu sekilde ¢oziilen hastaliklardandir
(165, 166).

Birlikte-lokalizasyon c¢aligmalarina ek olarak, her bir CCM geninin apoptotik
yolakda rol oynayabilecegine dair goriisler de ortaya atilmistir. Insanda Malcavernin
olarak tanimlanan Ccm2 geni, farede MEKK3 (OSM; osmosensing scaffold protein)
olarak belirtilir ve bu da p38 MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase) sinyal
yolagina katilmaktadir (106, 167).
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CCM2 ve CCM1’in de p38 MAPK sinyal yolaginda rol aldiklar1 belirlenmistir.
Hem CCM1 hemde CCM2 c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK) yolagina da katilirlar
(Gunel yaymlanmamis bulgu, (106)). Hem p38 MAPK hemde JNK yolaklari apoptoz
sirasindaki sinyalin islemesinde ¢ok 6nemlidirler (106, 168). C. Elegans’da, kri-1 olarak
adlandirilan CCM1 homologunun da apoptozda rol oynadigi belirlenmistir (169).
PDCD10’un biyolojik fonksiyonu tam olarak bilinmemesine ragmen C. Elegans da
bunun homologu olan 2K806 olarak bilinen genin susturulmasiyla (knock-down)
embriyolojik Oliimler artmis, yasayan bireylerde de kisa ve sisman morfolojiye sahip
tiknaz bir fenotip ortaya ¢ikmustir (170, 171). Calismamizda hiicrelere klonlanan
PDCD10/Cem3 geninin klonlama sonrasinda normal hiicreleri 6liim yoluna soktugu
TUNEL ve DAPI reaksiyonlar1 ile acikca gosterilmistir. Sonuglarimiz da
PDCD10/Ccm3 geninin apoptotik yolakda rol oyanayan bir gen oldugunu dogrular
niteliktedir. Daha Once yayinlanan calismalarda CCM3’tin TF-1 premyeloid hicre
hatlarinda da apoptozu indiikledigi gosterilmistir (172). Ancak apoptotik yolagin hangi
basamaklarini kullandig hala tartisma konusudur. Calismamizda CCM3’iin p38 yolagini
kullanabilecegini vurgulamaya calismakta ve diger CCM proteinleri ile de isbirligi yapip
hiicreyi 6liim yoluna cektigini diisiinmekteyiz.

P38 MAPK’in etkisiyle MEKK3, CCM2 ve CCM1 birlikte dortli bir kompleks
olusturmaktadirlar ve CCM3’de bu komplekse eklenen son parcadir (106, 162). Hucre
kiiltiiri calismalarimiza uygulanan Western blot analizlerinde de gordiigiimiiz gibi
CCM3’iin ekspresyonu p38 ile birlikte artip azalmaktadir. Bu durum CCM3’iin de bu
yolak igerisinde yer aldigmin bir ifadesi olabilir. Ayn1 zamanda p38 sinyali anjiyogenez
sirasinda da Onemli bir rol oynamaktadir ve CCM2’de p38 MAPK modiiliinde
Rac/MEKK3/MKKS3 igin yapitasi proteinini olusturmaktadir (167). Konu ile ilgili olarak
yapilan diger ¢calismalarda da p38a’nin bozulmasiyla hayvanlarda embriyonik dénemde
Oliimler goriilmiis, 6zellikle de bozulmus vaskiilarizasyona ek olarak artmis apoptoz,
abnormal anjiyogenez ve bunun sonucunda da plasental defektler ortaya ¢ikmustir (173).
Ayrica, MKK3 eksik farelerde damar gelisimi de gozlenememistir (174). CCM2’nin
eksik oldugu hiicrelerde de ortaya ¢ikan hiicresel strese yanit olarak p38 aktivasyonunun
azaldigt bu durumunda var olan damar yapilarinin bozulmasinda rol oynadigi
goriilmiistiir. Olusan bu malformatif damar yapisi, serebral kavernoz malformasyon
olusumu i¢in ortam yaratiyor olabilir.

Yapilan ¢aligmalarda CCM3’iin STK25 (Serine/threonine-protein kinase 25) ve
MST4 (Serine/threonine-protein kinase MASK) ile iliski igerisinde oldugu séylenmistir
(116). Bu iliski normal vaskiiler gelisim i¢in 6nemli bir iliski olmasi yaninda, bu
baglantida ortaya cikacak sorun da CCM patolojisinin olusmasina sebep olacaktir.
STK25’in hiicre migrasyonunu destekledigi bilinirken, CCM3’{in baglanma partnerleri
olan STK24 ve MST4’iin de bu migrasyonu inhibe ettigi sdylenmektedir. Bu nedenle de,
CCM3, beyinde ortaya ¢ikacak vaskiiler lezyonlarin olusumunda, hlicre migrasyonu
acisinda da dengenin saglanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Dengenin bozulumu
CCM patogenezini destekler niteliktedir (159).
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PDCD10/MST4 sinyal yolagt ve CCM proteinlerinin  fonksiyonu
degerlendirilmistir (158). CCM1/2 kompleksi integrin aracili hiicre adezyonunu modiile
eder ve bunu da sitoplazmadaki ICAP1 araciligiyla gerc¢eklestirmektedir. Bu ii¢ proteinin
de amaci1 p38 MAPK sinyal kompleksini organize etmektir (106). Ancak, MST4, MEK-
I/ERK araciligiyla Ras/Raf bagimsiz yolagimi aktive etmektedir (175). Bu bilgiler,
CCM3’iin MST4 ve onun modiile ettii ERK MAPK yolag: ile iliskide oldugunun bir
kanitidir. Ancak p38 ve JNK (c-Jun NH,-Terminal Kinase) hakkinda heniiz detayli bir
literatiir bilgisi yoktur. Calismamizda p38 ekspresyonunun SiRNA Ccm3 ekspresyonuyla
birlikte azalmasi, Ccm3’tin de bu yolakta p38 ile iliskide olabilecegini
diistindiirmektedir.

Deneysel olarak yapilan zebrafish ¢alismalarinda genin susturuldugu (knock-out
ve knock-down) modellerde endotelyal hiicre morfolojisinde degisimlerin oldugu
goriilmiistiir (176). Pagenstecher ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise, kalin duvarl
tromboz kavernlere, siklikla kavernoz duvarda endotelyal hiicrelerini kaybetmis sekilde
rastlamiglardir (177). Calismamizda; CCM3’lin arteriyel endoteldeki ekspresyonuna
dayanarak serebral kavernoz malformasyonlu hastalarda damar duvarindaki
degisikliklerin nasil oldugunu elektron mikroskobik olarak degerlendirdik ve
bulgularimiz literatlirdekilerle benzer olarak bazi alanlarda endotelyal yapisal
anormallikleri gostermekteydi (70, 72).

Sonug olarak, apoptotik etkiyi arttiran CCM3 proteini diger CCM1 ve CCM2 ile
iliskiye girerek kurdugu denge sayesinde, ndrovaskdler birim icerisinde ndral hicreler
ve endotelyum arasindaki dengenin potansiyel olarak degisimden sorumludur. CCM3’iin
bu apoptotik etkiyi hiicre siklusunun modiilasyonu ile direk yada indirek mi yaptigi
bilinmemektedir. Ancak, gelecekte yapilacak c¢alismalar CCM patolojisinin
anlasilmasina olanak saglayacak; bununla birlikte belki bir¢ok hastaligin da molekiiler
mekanizmasiin ¢oziilmesine 1s1k tutacaktir. Calismamiz insan serebral ve ekstra-
serebral dokularinda da CCM3’iin immun lokalizasyonunu gosteren ilk calismadir. Bu
bulgular merkezi sinir sistemi ve diger sistemlerde ortaya ¢ikan patolojilerde; vaskiiler
nedenlerin etkisinin olup olmadiginin sorgulanmasinda 6nemli bir adimdir.
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SONUCLAR

Bu tezde, PDCD10/CCM3’iin hiicresel islevinin anlasilmasma yonelik elde
ettigimiz sonuglar maddeler halinde asagida 6zetlenmistir.

1-Insan dokularindan alman &rneklere uygulanan immunohistokimyasal analizler
sonucunda PDCD10/CCM3’lin hem merkezi sinir sisteminde hem de merkezi sinir
sistemi diginda ekstra serebral dokularda arteriyel endotelde ekspre edildigi vendz
endotelde ise ekspre edilmedigi gosterildi. PDCD10/CCM3’iin noron, glia ve arteriyel
endoteldeki ekspresyonu, genin nodrovaskiler yapilanma igin 6nemli oldugunun bir
gostergesi olarak kabul edilebilir.

2-Insan dokularindan elde edilen &rneklere ek olarak yapilan fare ¢alismalarinda da
sonuclarin insan dokularindan elde edilenlerle benzer oldugu bulundu. Buna gore,
gelisim sirasinda PDCD10/CCM3’iin  ekspresyonunun degisimi arteriyel endotelin
fenotipinde 6nemli rol oynadigini diistindtrmektedir.

3-Yapilan in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda PDCD10/CCM3’iin intrasitoplazmik
lokalizasyonunun perinuklear alanlar oldugu belirlendi.

4-Farelerde prenatal ve postnatal in situ hibridizasyon sonuglart PDCD10/CCM3’iin
norogenez sirasinda dnemli bir role sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

5-PDCD10/CCM3’iin CCM1 ve CCM2 ile beyindeki ortak ekspresyon alanlart merkezi
sinir sisteminde Ozellikle vaskiiler sistemin gelisimi yada beynin gelisimi sirasinda bu
genlerin birlikte islev yapabileceklerini diisiindiirmektedir.

6- DAPI ve TUNEL boyanmalart PDCD10/CCM3’iin apoptotik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir.

7-Hiicre hatlarina transfeksiyon sonrasinda yaptigimiz Western blot ve sSiRNA analizleri,
PDCD10/CCM3 proteini ile p38, p-p38 gibi apoptotik yolaktaki etkin diger proteinler
arasinda fonksiyonel bir iligki olabilecegini diisiindiirmektedir.

8-Serebral kavernoz malformasyonlu hastalarin lezyonlu alandaki damar ultrastriktird,
hlcresel morfoloji ve baglanti kompleksleri bakimidan normal yapidan farkli, oldukca
zay1f bir duvar yapisina sahip oldugunu gosterdi.
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XPERIMENTAL STUDY

PDCD10, THE GENE MUTATED IN CEREBRAL
CAVERNOUS MALFORMATION 3, IS EXPRESSED
IN THE NEUROVASCULAR UNIT

OBJECTIVE: Mutations in the programmed cell death 10 gene, PDCD10, cause the
autosomal-dominant familial cerebral cavernous malformation 3 (CCM3). Little is known
about the function of this gene in disease pathogenesis.

METHODS: As a first step, we analyzed the messenger ribonucleic acid (MRNA) expres-
sion of CCM3 in the embryonic and postnatal mouse brain by in situ hybridization.
We generated and characterized CCM3-specific polyclonal antibodies and analyzed
CCM3 protein expression in human cerebral and solid organ (extracerebral) tissues
using immunohistochemistry.

RESULTS: In embryonic mouse brain, CCM3 mRNA is seen in the ventricular, subven-
tricular, and intermediate zones, the cortical plate, the developing septum, striatum,
midbrain, pons, cerebellum, and medulla. In the postnatal mouse brain, we detected
CCM3/PDCD10 expression in the olfactory bulb, neocortex, striatum, septal nuclei, hip-
pocampus, dentate gyrus, thalamic and hypothalamic nuclei, inferior colliculus, Purkinje
and granule cell layers and deep nuclei of the cerebellum, and in many cells and nuclei
in the medulla. Similar to CCM1 and CCM2, the CCM3/PDCD10 protein is expressed
in the neurovascular unit but weakly in venous structures within cortical, subcortical, and
brainstem tissue. CCM3/PDCD10 protein is strongly expressed in arterial endothelium
but weakly or not at all in venous endothelium of extracerebral tissue.
CONCLUSION: The expression pattern of CCM3/PDCD10 in multiple organ systems
displays similarities to CCM1 and CCM2. PDCD10/CCM3 is highly expressed in the
neurovascular unit and in the arterial endothelium of structures within multiple organ
systems, including the brain. These data provide additional information about CCM3
expression and its role in lesion development and pathogenesis.
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erebral cavernous malformations (CCMs)
‘ are vascular lesions that affect the cen-

tral nervous system (CNS). They occur
in both sporadic and familial forms. Linkage
analysis has identified three different loci at
7q21.2 (CCM1), 7p13 (CCM2), and 3q25.2-q27
(CCM3) that segregate with the familial phe-
notype (3, 5, 7, 8, 13). The first two genes,
CCM1 and CCM2, have been identified as
Krevl Interaction Trapped 1 (KRIT1, Genbank
AAH98442; OMIM 604214) and MGC4607 or
malcavernin (Genbank AAH63663; OMIM
607929), respectively (14, 16). Recently, it was
demonstrated that mutations in the pro-
grammed cell death 10 gene, PDCD10 (Gen-
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bank CAG33388: OMIM 609118), also cause
CCMs (1, 6, 17, 24). This gene was first identi-
fied through a screen of genes expressed dur-
ing the induction of apoptosis in a premyeloid
cell line (1).

Recent research has begun to shed light on
the molecular mechanisms that, when dis-
rupted, lead to CCMs. CCM1 (KRIT1), a pro-
tein originally identified as a binding partner
for RaplA, has been demonstrated to colocal-
ize with microtubules (9) and is now known to
bind integrin cytoplasmic domain-associated
protein-1 (ICAP1) (26, 28). These results place
CCML1 into a role in the interplay between the
cytoskeleton and the extracellular matrix.
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CCM2 (MGC4607) was originally identified as a binding part-
ner for MAP/ERK Kinase Kinase 3 (MEKK3), and was subse-
quently shown in in vitro osmotic shock assays to play a role in
p38 activation by interacting with (providing a scaffold for)
the Rac1-MEKK3-MAP Kinase Kinase 3 (MKK3) complex (23).
CCM1 and CCM2 are also known to interact (bind) through a
similar means as CCM1 and ICAP1, placing CCM1 in the scaf-
fold for the Rac1-MEKK3-MKK3 complex (27, 29). The present
hypothesis of lesion formation in the presence of CCM1 or
CCM?2 mutations suggests that loss of signaling through this
complex leads to the CCM phenotype through p38 dysregula-
tion and loss of integrin-mediated cell adhesion.

Previously, we characterized the messenger ribonucleic acid
(mRNA) distribution of CCM1 and CCM2 in the embryonic
and postnatal mouse CNS (20). CCM1 expression parallels that
of CCM2 and is primarily observed on the arterial side of the
cerebral vasculature, neurons, and astrocytes. In contrast, little
is known regarding the CCM3/PDCDI10 protein, including its
expression pattern. On the basis of its clinical presentation and
pathological characteristics of the lesions, we hypothesized
nearly 10 years ago that all three genes are involved in the
same pathway (3). To further test this hypothesis and to gain
insight into CCM3 function, we analyzed the tissue and cell
type-specific expression patterns of CCM3/PDCD10 mRNA and
protein. To this end, we performed in situ analysis of CCM3
gene expression during brain development in mice. We also
performed immunohistochemical analysis using a novel anti-
body generated against the CCM3/PDCD10 protein in human
brain and extracerebral tissues.

MATERIALS AND METHODS

In situ Hybridization

Animal handling was performed in accordance with Institutional
Animal Care and Utilization Committee guidelines under an
approved animal protocol. Brains were fixed by transcardiac perfu-
sion with 4% paraformaldehyde, cryoprotected by immersion in 30%
sucrose, and sectioned at 36 um using a microtome (Leica Micro-
systems, Allendale, NJ). Sections were hybridized with antisense
probes against mouse CCM3 (IMAGE clone 4022513; IMAGE Consor-
tium, Livermore, CA) using standard procedures (21) with minor
modifications. Probes for mouse CCM1 (IMAGE clone 5390736) and
CCM2 (IMAGE clone 4952288) were prepared and labeled as previ-
ously described (20).

Cell Cultures

Cos? cells were maintained in low-glucose Dulbecco’s modified
Eagle’s medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine
serum and 1% penicillin-streptomycin. N2A cells (murine neuroblas-
toma cells) were plated in 50% high-glucose Dulbecco’s modified
Eagle’s medium with 50% Opti-MEM (Invitrogen, Carlsbad, CA) sup-
plemented with 5% fetal bovine serum, 1% penicillin-streptomycin,
and 1% L-glutamine. Bovine aortic endothelial cells (BAECs) were
plated in high-glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium supple-
mented with 10% fetal bovine serum and 1% L-glutamine. Cells were
seeded in four-chamber slides at a density of 5 X 10° cells/chamber
and cultured in growth medium at 37°C.
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FIGURE 1. Western blot confirming PDCD10/CCM3 antibody speci-
ficity. A, reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) con-
firming endogenous expression of CCM3/PDCD10 in Cos7 cells, bovine
aortic endothelial cells (BAECs), and N2A cell lines. Amplification of
B-actin to confirm RT-PCR efficiency is shown (bottom). (—), negative
control. B, western blot showing transfection efficiency of Cos7 cells with
the pcDNA-DEST53/CCM3-green flourescent protein (GEP) construct
(left). Western blot was probed with an o-GFP antibody. Antibody speci-
ficity was confirmed by using the PDCD10/CCM3 antibody against pro-
tein extracts from the transfected Cos7 cells, wild-type Cos7 cells, and
BAECs demonstrating a 24-kDa band (middle). A 52-kDa band is shown
in the first lane that corresponds to the PDCD10/CCM3 protein conju-
gated to GFP produced by the expression vector. No bands are observed
with twofold excess peptide competition (right).

Reverse Transcriptase-polymerase Chain Reaction

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) on com-
plementary DNA (cDNA) from cell lines was performed according to
standard techniques. RNA was extracted from cell cultures using
TRIzol (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol, RT-PCR
was performed using Omniscript Reverse Transcriptase (Qiagen,
Valencia, CA), and cDNA was then amplified with Tag polymerase
(Roche Diagnostic Corp., Indianapolis, IN). PCR primers were
designed specific for PDCD10 and yielded a 250-bp fragment (Cos7
and BAECs: forward, 5'-CCCAGATGAGATCAATGACAGA-3’;
reverse, 5'-ATGAATTAGTCGGTTGGCACTT-3’; and neuroblastoma
(N2A) cells: forward, 5'-TGGTTTCTATGCCTCTCTATGC-3'; reverse,
5'-GCCGCTCAATCATGTACTCTT-3"). Primers for B-actin were used
to control for RT-PCR efficiency and cDNA synthesis and yielded a
50-bp fragment (forward primer, ACTACCTCATGAAGATCCTC;
reverse primer, CGTGGTGGTGAAGCTGTAGC).
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FIGURE 2. Analyses of PDCD10 (CCM3) messenger ribonucleic acid
(mRNA) distribution in mouse embryonic and postnatal brain were per-
formed. Coronal sections through the mouse brain are shown in anterior to
posterior order. In situ hybridization occurs. A-E, at embryonic Day 16.5,
CCMS3 is detected in the ventricular, subventricular, and intermediate zones
of the developing neocortex (ncx) in the developing striatum (str). Expression
is high in the septum (se), lower in the developing midbrain (mb), and is also
detected in the developing pons (po), cerebellum (cb), and medulla (med).
F-J, at PS8, CCMS3 is expressed highly in the mitral cell layer (mi) of the olfac-

tory bulb (ob), in the neocortex (especially in the deeper layers), striatum,
septum, and piriform cortex (pir). Strong expression is detected in the thal-
amus (Th) and at lower levels in the hypothalamus (hTh), the hippocampus
(hi), and the dentate gyrus (dg). Expression is prominent in the inferior col-
liculus (ic) and the Purkinje cells but lower in the granule cells in the cere-
bellum (cb) and high in the medulla. K-O, at P14, CCM3/PDCD10 mRNA
continues to be detected in the neocortex, striatum, septum, hippocampus,
dentate gyrus, thalamus, hypothalamus, inferior colliculus, and Purkinje
cells of the cerebellum, as well as in various nuclei in the medulla.

CCM3 Antibody Production

A CCM3/PDCD10 (CCMB3)-specific rabbit polyclonal antibody was
synthesized and affinity-purified against the antigenic peptide
KIPDEINDRVRFLQTIKD (Open Biosystems, Huntsville, AL). The
CCM2 antibody synthesis, characterization, and validation have been
previously described (20). Antibody specificity was tested by trans-
fecting Cos7 cells with an expression vector encoding a CCM3-GFP
fusion protein as previously described (15, 20). In brief, the full-length
CCM3 cDNA was cloned into pcDNA-DEST53 (Invitrogen) and trans-
fected into Cos? cells using Lipofectamine (Invitrogen). Protein extracts
prepared from these cells were fractionated by sodium dodecyl sul-
phate-polyacrylamide gel and analyzed by Western blot with the anti-
CCM3 antibody. The CCM3/PDCD10 antibody was also tested for spe-
cificity against cell lysates from Cos7 cells, BAECs, and N2A cells in the
same Western blot. For peptide competition assays, the anti-CCM3
antibody was preincubated with a twofold molar excess of the immu-
nizing peptide before use.

Immunohistochemical Analysis

Sections of human organ tissue were obtained from the Depart-
ment of Pathology at Yale University School of Medicine (Human
Investigation Committee no. 7680) and processed as described previ-
ously (10, 11). A rabbit polyclonal primary antibody against CCM3 or
CCM2 was used at a 1:250 dilution. The immune reactions were
developed with 1, 4-dimethylaminoazobenzene, and the sections
were counterstained with hematoxylin. For a negative control, we
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used non-immune-reactive isotypes as primary antibodies for
immunohistochemical staining. No immunoreactivity was detected
(data not shown).

RESULTS

Confirmation of the CCM3/PDCD10 Antibody

Antibody specificity was determined by comparison of pro-
tein lysates from Cos?7 cells transfected with a green fluorescent
protein (GFP)-tagged CCM3 construct with those from untrans-
fected control Cos7 cells. Expression of endogenous CCM3/
PDCD10 in the cell lines was confirmed after RT-PCR (Fig. 1A).
Kidney fibroblasts (Cos?7), BAECs, and neuroblastoma (N2A)
cell lines demonstrated endogenous expression. Cos? cells were
used for subsequent assays because of their relative ease of
culture and transfection efficiency. Western blot analysis indi-
cated that the CCM3/PDCD10 antibody recognized a protein
of the expected size of 25 kDa in cell lines and 52 kDa in trans-
fected cells (human CCM3 clone, ~25 kDa, plus GFP protein,
~27 kDa) in extracts of the transfected Cos7 cells (Fig. 1B, cen-
ter). Specificity was confirmed by a twofold molar excess pep-
tide competition with the immunizing peptide (Fig. 1B, right).
Transfection efficiency of Cos7 cells was confirmed with an
antibody to GFP (Fig. 1B, left).
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FIGURE 3. Analyses of PDCD10 (CCM3) mRNA distribution in mouse embryonic and postnatal brain. Higher-
magnification images show structures detailed in Figure 2, including A, olfactory bulb; B, septum; C, striatum;
D, neocortex; E, hippocampus and dentate gyrus; ¥, thalamus; G, hypothalamus; H, superior colliculus; I, inferior
colliculus; J, cerebellum and deep cerebellar nuclei; K, higher magnification of cerebellar cortex; and L, medulla.

CCM3 Is EXPRESSED IN THE NEUROVASCULAR UNIT

ing septum and striatum.
Expression was low in the
developing midbrain but high
in the developing pons, cere-
bellum, and medulla.

We analyzed CCM3 mRNA
distribution in the CNS of ani-
mals at P8 and P14. At P8 (Fig.
2, F-J; higher magnification of
structures seen in Fig. 3), we
detected strong expression in
the olfactory bulb (especially in
the mitral cell layer; Fig. 3A),
striatum, and many septal
nuclei (Fig. 3, B and C) and the
neocortex (all layers, but
expression appears higher
in pyramidal cells; Fig. 3D).
CCM3 expression is prominent
in the hippocampus and the
dentate gyrus (Fig. 3E) and
present in many thalamic and
hypothalamic nuclei (Fig. 3, F
and G). CCM3 mRNA is
detected in the superior and
inferior colliculus of the mid-
brain at this stage (Fig. 3, H and
I), whereas, in the cerebellum,
expression is prominent in the
Purkinje cell layer and lower,
but clearly detectable in the
external granule cell layer as
well as in the granule cells that
have migrated to the internal
granule layer. The deep cere-
bellar nuclei strongly express
CCM3 mRNA (Fig. 3, ] and K).
Finally, expression is high and
widespread in many cells and

X

CCM3 Messenger RNA Expression in Mouse
Cerebral Tissue

To focus on the temporal and special expression of CCM3
during development, we chose an embryonic and postnatal
mouse model. A previous study demonstrated that CCM3
mRNAs are expressed in cortical vessels from the embryo to
postnatal Day P8, but not by P19 (18). We characterized CCM3
mRNA expression in the CNS by in situ hybridization in mouse
embryos and 1- and 2-week-old animals. At embryonic Day
E16.5 (Fig. 2, A-E), strong expression of CCM3 was detected in
the neural tube and especially in the ventricular zone, where
radial glial cells are generated. This highlights a potential role in
neurogenesis. Expression was high in the subventricular and
intermediate zones, and lower in the developing cortical plate.
Other prominent sites of CCM3 expression include the develop-

NEUROSURGERY

nuclei in the medulla (Fig. 3L).

For animals examined at
P14 (Fig. 2, K-0), this pattern is essentially unchanged.
Expression in the neocortex appears stronger in the deep layers,
remains prominent in the septum and the piriform cortex, and
continues to be detected in the thalamus, hypothalamus, hip-
pocampus, dentate gyrus, and inferior colliculus. In the cerebel-
lum, CCM3 mRNA expression remains particularly strong in the
Purkinje cells but appears downregulated in the internal granule
cell layer. Many neurons and nuclei in the medulla continue
with high levels of CCM3 expression.

To test species specificity of the anti-CCM3/PDCD10 anti-
body that we generated and characterized, we performed in
situ hybridization and immunofluorescence experiments in
parallel on sections from P14 mouse brain. As expected, strong
CCM3 mRNA expression was detected in the Purkinje cells
(Fig. 4A). Strong immunoreactivity was detected in the cyto-
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FIGURE 4. PDCD10 (CCM3)
mRNA and protein expression in
mouse brain. A, CCM3 mRNA is
expressed in Purkinje cells (arrow)
in the cerebellum. B, PDCD10 pro-
tein is detected in the cytoplasm of ~ ©
the Purkinje cells (arrow). C-E, i
comparison of CCM1, CCM2, and
CCMB3 mRNA expression patterns in P21 mouse brain. The mRNA dis-
tribution of the CCM genes displays both similarities and differences. All
three genes are expressed in the neocortex and more prominently in the
deeper layers. They are also expressed in the hippocampus and dentate
gyrus. Overall, expression of CCM2 is higher, whereas CCM1 and CCM3
are expressed at lower levels. IGL, internal granular layer; PC, Purkinje
cells; ML, molecular layer.

Ccm3

plasm of Purkinje cells, thereby demonstrating the antibody’s
cross-reactivity with mouse CCM3/PCD10 protein.

Finally, we compared mRNA expression of CCM1, CCM2,
and CCM3 in sections from a 3-week-old mouse brain.
Expression of all three genes was detected in the olfactory bulb,
cortex, thalamic nuclei, hippocampus and dentate gyrus, infe-
rior colliculus, Purkinje cells in the cerebellum, and pontine
and medullary nuclei. In one representative example of adja-
cent sections through the same brain (Fig. 4, C-F), all three
genes were expressed in the neocortex, and this expression was
more prominent in the deeper layers. Furthermore, all three
genes share strong expression in the hippocampus and dentate
gyrus. CCM2 mRNA is prominent in the thalamus, where both
CCM1 and CCM3 are expressed at lower levels.

Analysis of PDCD10 (CCM3) Expression
in Human Cerebral Tissue

Using immunohistochemical staining, we studied the expres-
sion patterns of CCM3/PDCD10 in human cerebral tissue. We
further compared CCM3/PDCD10 protein expression with that
of CCM2. In human cerebellum (Fig. 5), CCM2 protein is seen
in astrocytes (Fig. 5A) and arterial endothelium (Fig. 5B) and is
weakly seen in venous endothelium (Fig. 5C). Similarly,
CCM3/PDCD10 expression is observed in Purkinje cells and
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CCM2
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FIGURE 5. CCM3/PDCD10 and CCM2 protein distribution in the
human central nervous system. In the cerebellum, CCM2 expression was
absent in Purkinje cells but present in astrocytes (B). In comparison,
CCM3/PDCD10 expression was observed in Purkinje cells and glia (A’).
CCM2 and CCM3/PDCD10 protein expression was detected in arterial
endothelia but only weakly in venous endothelia (A, B', C, C'). This same
pattern of protein expression of CCM2 and CCM3/PDCD10 was observed
in the medulla and thalamus (A, A’ and B, B’). CCM2 and CCM3/
PDCD10 expression was also observed in the pyramidal cells of medulla
and thalamus (C').

glia (Fig. 5A") and arterial endothelium (Fig. 5B'), but its expres-
sion is relatively weak in venous endothelium (Fig. 5C"). A
clear difference is the absence of CCM2 protein expression in
Purkinje cells (Fig. 5A). In human medulla, both CCM2 and
CCMB3/PDCDI10 protein expression is observed in arterial
endothelium (Fig. 5, A and A’, respectively), is weak in venous
endothelium (Fig. 5, B and B’, respectively), and overlaps in
expression in pyramidal cells (Fig. 5, C and C’, respectively).
Similar staining results were observed in the thalamus (Fig. 5).

In the human cortex, strong immunoreactivity to CCM3/
PDCDI10 was observed in arterial endothelium (Fig. 6A) and
glial cells (Fig. 6B, arrows), and weak or no immunoreactivity
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FIGURE 6. CCM3/PDCD10 protein expression in the human cortex.
CCM3/PDCD10 protein expression was strong in cortical arterial
endothelium (A) and was also observed in the cytoplasm of large pyrami-
dal neurons (B, arrows), but was weakly expressed or absent from corti-
cal venous endothelium (B, arrowhead). Similar protein expression inten-
sity is shown in the cerebellum (C and D, higher magnification) with
staining observed in vessels (arrow) and neurons (arrowheads).

was observed in venous endothelium (Fig. 6B, arrowhead).
CCM3/PDCD10 immunoreactivity is also observed in cerebellar
neurons within the granule cell layer (Fig. 6, C and D, arrow-
heads) in close proximity to vessels (Fig. 6, C and D, arrow).

CCM3/PDCD10 Expression in Human
Extracerebral Tissue

CCM3/PDCD10 also localizes to various epithelia in human
extracerebral tissue (Fig. 7, A-L). Expression was detected in
the hepatic arteriolar branches (Fig. 7, A and B, arrow) and bile
duct (Fig. 7, A and B, white arrow), but not in the portal vein
(Fig. 7, A and B, arrowhead). In the skin, CCM3/PDCD10 was
expressed in hair follicles and glands (Fig. 7, C and D, arrow)
and in arterial endothelium (Fig. 7, C and D, arrowhead), but
is weakly expressed in venous endothelium (Fig. 7, C and D,
white arrow). In the kidney, CCM3/PDCD10 was detected in
the epithelium of the proximal tubules (Fig. 7, E and F, arrow)
but was absent in the glomerulus (Fig. 7, E and F, arrowhead).
In the lung, CCM3/PDCD10 was present in the alveolar cells
(Fig. 7G, arrow) and the columnar epithelium of the bronchi-
oles (Fig. 7H, arrow). Expression was observed in the endothe-
lium of central arteries in the white pulp of the spleen (Fig. 7,
I and ], arrows) and in the endothelium of arterioles and cap-
illaries of skeletal muscle (Fig. 7, K and L, arrows).

DISCUSSION

CCM is a common form of intracranial vascular malforma-
tion. Three genes known to cause familial forms of CCM have
now been identified; however, their function and role in lesion

NEUROSURGERY

CCM3 Is EXPRESSED IN THE NEUROVASCULAR UNIT

development are only beginning to be understood. Because
the lesions in all three familial forms of CCM are essentially
indistinct phenotypically, we had previously hypothesized
that these genes all participate in a common pathway (3).
Thus, the disruption of this pathway would lead to similar
manifestations of disease. Furthermore, recent evidence sug-
gests that all three genes may directly interact in a complex
(25). To test this hypothesis, we previously compared the
expression of CCM1 and CCM2 and determined that they
shared a similar pattern both spatially and temporally (20). In
the present study, we report the expression pattern of
CCM3/PDCD10, the third gene mutated in CCM, in the devel-
oping mouse brain and in human organ tissues and compare
it with CCM1 and CCM2 expression patterns.

In developing mouse brain, CCM3 expression is most robust
in areas where CNS angiogenesis occurs (neocortex, ventricu-
lar, and subventricular zones) as well as in the radial glia of the
developing neural tube, which suggests a role in embryonic
neurogenesis. Phenotypic investigation of this finding warrants
additional investigation. Petit et al. (18) previously demon-
strated the ubiquitous expression of the three CCM genes in
mice from embryo to P19 and claim an absence of expression of
CCM2 and CCMS3 after P19. Our results confirm their in situ
results from mouse embryo of CCM3 mRNA in the various
CNS regions shown in Figures 2 and 3; however, we observed
strong expression up to P21.

At P21, the distribution of the three CCM genes exhibits both
similarities and differences. In general, all three are expressed
at this stage, but overall, expression of CCM2 is stronger,
whereas CCM1 expression appears diffuse and CCM3 expres-
sion appears to be the lowest of the three. The distribution of
expression in subcortical gray matter is also similar. Although
the expression pattern of CCM3 is less ubiquitous or intense
than CCM1 or CCM2, the domains or regions of the brain that
exhibit expression are similar among all three transcripts (hip-
pocampus, neocortex, and dentate gyrus).

The mouse in situ results do not offer clear insight into the
phenotype of CCM, specifically with respect to location of
lesion formation. Instead, these data provide insight to the tem-
poral and spatial patterns of CCM3/PDCD10 expression during
central nervous system development. Indeed, studies on mice
have proven to be somewhat insightful with respect to human
CNS disease phenotypes, with numerous limitations. An exam-
ple is human Type I lissencephaly disorder and the more severe
Miller-Dieker syndrome. The human phenotypes of Type I
lissencephaly and Miller-Dieker syndrome are caused by muta-
tions in Lis1 and 14-3-3 epsilon leading to a dramatic CNS cor-
tical development phenotype, whereas the mouse knockout
phenotype is arguably subtle (12, 22). Nevertheless, the mouse
model and expression studies offer great insight into the under-
lying genetic mechanisms of neuronal migration. In a similar
fashion, analysis of in situ CCM gene expression, in the absence
of knockout data, is an important fist step in the elucidation of
its underlying role in CNS development.

To confirm our findings on the basis of in situ analysis of
mRNA expression at the protein level, we investigated the
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FIGURE 7. CCM3/PDCD10 protein expression in extracerebral tissues. CCM3/PDCD10 localizes to various epithe-
lia in human extra cerebral tissue (A—L). Expression was detected in the hepatic arteriolar branches (A and B, arrow)
and bile duct (A and B, white arrow), but not in the portal vein (A and B, arrowhead). I the skin, CCM3/PDCD10
was expressed in hair follicles and glands (C and D, arrow) and in arterial endothelium (C and D, arrowhead), but
is very weakly expressed in venous endothelium (C and D, white arrow). In kidney, CCM3/PDCD10 was expressed
in the epithelium of the proximal tubules (E and F, arrow) but was absent in the glomerulus (E and F, arrowhead).
In lung, CCM3/PDCD10 was present in the alveolar cells (G, arrow) and the columnar epithelium of the bronchi-
oles (H, arrow). Expression was observed in the endothelium of central arteries in the white pulp of the spleen (I-J,
arrows) and in the endothelium of arterioles and capillaries of skeletal muscle (K and L, arrows).

cortex, and medulla and in
the Purkinje cells and some
glial cells in the molecular
layer of the cerebellum. As
was demonstrated in CCM1
and CCM2 expression studies,
CCM3/PDCD10 expression is
suggestive that it may play a
role in the cross-talk between
brain parenchyma and
endothelium and specifically
in the communication be-
tween the neural structures
and the endothelium. The dis-
ruption of CCM3/PDCD10
function caused by mutations
may result in CCM lesion for-
mation by dysregulation of
this cross-talk at the level of
the neurovascular unit. This
hypothesis might explain
why CCM lesions are CNS-
specific despite expression of
all three genes in extracere-
bral tissues. This hypothesis
will need to be tested with in
vivo functional studies.

It remains unclear how the
CCM3 expression domains in
the mammalian embryonic
and adult CNS observed in
this study correlate to the
severity of disease phenotype
or lesion location. The devel-
opment of a mouse knockout
model of CCM3 mutations
will provide insight linking
gene expression differences to
phenotype. Our study (Fig. 4)
demonstrates some clear dif-
ferences between CCM1,
CCM2, and CCM3 expression
in adult mice (Fig. 4, P21);
therefore, one could hypothe-

sl

expression pattern of CCM3/PDCD10 in human tissue using
immunohistochemical staining. These data demonstrate that,
similar to CCM1 and CCM2 (2, 4, 10, 11, 18-20), CCM3/PDCD10
is expressed in the endothelium both in cerebral and extracerebral
tissue. Again, PDCD10 expression is strong in arterial and capil-
lary endothelium and is weak or absent from the venous side of
circulation, which adds additional support to our proposal that
CCM represents an arterial phenotype and is important in estab-
lishing an arterial identity in the developing vasculature.

We also detected CCM3/PDCD10 expression in the CNS
within the cytoplasm of large pyramidal cells of the thalamus,
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size that because there is a
difference in the temporal expression, the CCM proteins play
different roles at different stages of CNS development and
angiogenesis.

A specific interplay between the neuron and endothelium at
the level of the neurovascular unit is crucial to the development
of the brain and its vasculature, including assignment of arte-
rial versus venous identity. CCM signaling may be acting at
this level, and mutations in the three CCM genes might lead to
a loss of this interaction and subsequently to a loss of an arte-
rial phenotype in CNS-specific lesions. It is likely that the inter-
action among neurons, glia, and endothelia that would lead to
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CCM lesions in patients harboring mutations is a process
highly specific to the CNS.

CONCLUSION

Our data suggest that CCM3/PDCD10 is widely expressed in

both CNS and extracerebral tissues. Specific expression is seen
in neurons, glia, and CNS endothelia (arterial more than
venous), which suggests that its functional role is at the level of
the neurovascular unit. These expression data provide insight
into CCM lesion pathogenesis and support the hypothesis that
the CCM genes play a role in CNS development and angiogen-
esis, and specifically in assigning an arterial identity. Additional
functional evidence is necessary to prove this interaction at the
level of the neurovascular unit.
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COMMENTS

he authors report striking similarities between the distributions of
primary degenerative cerebral disease (PDCD)10/cerebral cav-
ernous malformation (CCM)3 and CCM1 and CCM2 in developing
mice, although this is not universal given the example of lack of coher-
ence in Purkinje cells. The authors point out that the expression of
these gene products in arterial and capillary tissue, but not in venous
tissue, suggests that cavernous malformations are an arterial deviant
phenotype. They further suggest that because the CCM gene is also
expressed in neurons that there is somehow communication between
the neurons and the surrounding vascular tissue based on this gene
and that this combination makes up a neurovascular unit. Although
there is certainly great influence by neural metabolism on surrounding
arterioles, I am skeptical that the fact that a neuron and an arteriole
share a gene expression pattern implies that they are communicating
with each other in some sort of specific unitized format. I think this
conclusion is not justified by these data. This does not lessen the genetic
insights to be gained in the mechanisms of cavernous malformation
pathogenesis by this report.
Charles J. Hodge, Jr.
Syracuse, New York

his is another nice piece of work by the Yale neurovascular group,

adding a new piece to the puzzle of CCM pathogenesis and how
mutations in one or more of the putative genes may lead to the abnor-
mal vascular phenotype. The concept of a common disease pathway
is appealing, where the three respective gene products (KRIT1,
Malcavernin, and PDCD10) would be involved in joint functional
interaction, so that a mutation in one of the loci can disturb the same
molecular functional unit. Expression of PDCD10 in the neurovascu-
lar unit, as apparently demonstrated in this study, would seem to
support that hypothesis. The apparently selective neural cell expres-
sion may explain in part the propensity of CCM lesions to form
within neural parenchyma, even when a germ line mutation would
be expected to affect every cell in the body.

One might ask why all the fuss about this particular disease. For one,
CCM is one of the most prevalent pathologic vascular phenotypes,
affecting more than a million Americans and predisposing them to
potential epilepsy, stroke, or other sequelae. Only a handful of labora-
tories are currently engaged in serious funded research on this dis-
ease, and they have made fantastic discoveries in recent years. In
comparison, less prevalent diseases, such as multiple sclerosis and
neurofibromatosis, have had substantially greater funding, investigative
critical mass, and time. It remains a mystery why some CCM lesions
grow and proliferate, and others stay quiescent and asymptomatic.
Many lesions are apparently sporadic, often in association with venous
developmental anomaly, whereas others are familial, inherited in auto-
somal dominant fashion in association with three gene loci. It is not
known what mechanisms predispose one to such an abnormal pheno-
type of proliferative hemorrhagic dysangiogenesis in only a tiny fraction
of cases of venous developmental anomaly, what triggers the genesis of
a lesion in these or familial cases, and why lesions so often form in
neural parenchyma and more rarely elsewhere. The answers to these
questions may teach us much about the human neurovascular unit and
shed light on other neurovascular diseases. CCM is very much a para-
digm disease, allowing the testing of hypotheses that will prove relevant
more broadly in neurogenetics (and the interaction of host predisposi-
tion and acquired factors), in neurovascular disease (and its sequelae of
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hemorrhagic stroke and epilepsy), and even in the fine line between a
hamartoma and a tumor. Novel molecular diagnoses and therapies
would surely arise from these discoveries.

Of course, mere coexpression in background tissue, as demonstrated
by the authors, does not necessarily imply functional molecular inter-
actions. There is no evidence that PDCD10 plays a role in sporadic or
familial cases other than CCM3. A molecular interaction has been
shown between KRIT1 and Malcavernin, and it is hoped that ongoing
biochemistry work will better clarify the nature and signaling function
of that unit and how PDCD10 protein may interact with it. Such work
as reported by Gunel et al. is an important step in assembling the com-
plex puzzle of this disease.

Issam A. Awad
Evanston, Illinois

Dr. Gunel’s group continues to lead in defining the genetics and
pathogenesis of brain cavernous malformations. This impressive
body of work characterizes the expression of PDCDI10, the third gene
mutated in cavernous malformations, in the brains of mice and in
human tissues. All three of the involved genes are expressed in devel-
oping mouse brain in areas involved in angiogenesis, such as the sub-
ventricular, ventricular, and intermediate zones, as well as in the neu-
rons and arteries of adults. These necessary beginning characterizations
and development of reagents to detect the message and protein will
form the basis for working out the pathogenesis of these lesions. It is of
interest that although mesenchyme around the brain grows into it to
vascularize it from the outside, this is not well detected here. It may be
the method of processing the tissue that removes much of this layer.
Future studies need to characterize subcellular localization of these pro-
teins. If, as hypothesized, the CCM1 or CCM2 form complexes with
RAC1-MEKK3-MKKS3 and participates in cell adhesion, then does this
have to occur only in endothelial cells? And if so, why only in the brain?

R. Loch Macdonald
Toronto, Canada

he CCM genes 1 to 3 encode a diverse group of proteins that have

been implicated in autosomal dominant CCMs. Characterization of
these genes during normal development and interpretation of the mech-
anistic basis for why mutations in these genes cause vascular anomalies
remain important questions in this field. This study, from one of the
leading laboratories in the genetics of cavernous malformations, pres-
ents novel data detailing the expression pattern of CCM3 in the murine
nervous system, human brain, and human extracerebral tissues. They
characterize a polyclonal antibody directed against CCM3 to evaluate
tissue protein expression and assess the developmental expression of
CCM3 mRNA, comparing it with that of CCM1 and CCM2.

The experiments are well executed and yield new insights into the
possible developmental role of CCM3. The authors draw appropriate
conclusions from these data. Although the expression pattern of CCM3
and presence in neurons and arterial endothelium in the murine and
adult brain are compelling, functional data will be required to establish
a role for CCM3 in neurovascular development. It would also be of
interest to explore the discrepancy in P19-P21 expression of CCM3
reported in the literature.

Opverall, the authors make a valuable contribution in their annotation
of the expression of CCM3 in the developing mouse brain and in
human central nervous system and non-central nervous system tissue.

Ian F. Dunn
Robert M. Friedlander
Boston, Massachusetts
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Apoptotic Functions of PDCD10/CCM3, the Gene Mutated
in Cerebral Cavernous Malformation 3

Leiling Chen, MD; Gamze Tanriover, MSc; Hiroko Yano, PhD; Robert Friedlander, MD;
Angeliki Louvi, PhD; Murat Gunel, MD

Background and Purpose—Mutations in the Programmed Cell Death 10 (PDCDI10) gene cause autosomal dominant
familial cerebral cavernous malformations (CCM3). To date, little is known about the function of this gene and its role

in disease pathogenesis.

Methods—We examined the effects of overexpression of wild-type and 2 human disease-causing variants of PDCD10 on
cell death using 3 different methods (TUNEL and MTT assays and caspase-3 activation). We analyzed expression of
CCM3, activated caspase-3, and p38 in endothelial cell lines using the serum deprivation model of apoptosis induction.
Finally, we assayed the effects of siRNA-mediated inhibition of endogenous PDCDI0 expression on cell death in

endothelial cell cultures.

Results—Overexpression of wild-type CCM3, but not disease-linked mutant forms, induced apoptosis as confirmed by
TUNEL and increased levels of activated caspase-3. Serum starvation of endothelial cells, an inducer of apoptosis, led
to increased expression of CCM3 and activation of p38 and ultimately activated caspase-3. siRNA-mediated inhibition
of CCM3 expression resulted in decreased levels of p38 and activated caspase-3, and decreased cell death.

Conclusions—CCM3 is both necessary and sufficient to induce apoptosis in vitro in well-defined cell culture systems.
Even though it is currently unclear whether this effect on apoptosis is direct or indirect through modulation of cell cycle,
these results led to the novel hypothesis that CCM lesions may form as a consequence of aberrant apoptosis, potentially
altering the balance between the endothelium and neural cells within the neurovascular unit. (Stroke. 2009;40:00-00.)

Key Words: cerebral cavernous malformations m CCM3 m PDCDI10 m apoptosis m p38 m caspase-3

erebral cavernous malformations (CCM) are vascular

lesions affecting almost exclusively the central nervous
system (CNS) and the retina.! Grossly, they are a collection
of enlarged sinusoidal vascular channels almost resembling a
raspberry.! Ultrastructurally, these channels are lined by a
single layer of endothelium, lack normal vessel wall elements
such as smooth muscle and are devoid of intervening normal
CNS parenchyma.?3 These lesions can occur sporadically, or
as a familial form attributable to mutations in 3 different
genes: Krevl Interaction Trapped 1 (KRITI; alternative
name: CCM1), CCM2 (malcavernin) and Programmed Cell
Death 10 (PDCDI10; alternative name: CCM3).4-'+ Overall,
mutations in these 3 genes account for approximately 96% of
familial cases.'> Despite the identification and characteriza-
tion of these 3 CCM genes, several questions regarding this
complex disorder remain unanswered. These include a so-
phisticated understanding of the function of the CCM genes
and how mutations lead to formation of lesions that almost
exclusively affect the CNS and are focal in nature. It has been
suggested that the CCM lesions may be the consequence of

hemorrhage-induced proliferation, a process by which abnor-
mal vascular beds cause reactive angiogenesis with new
vessel formation and coalescence,'® but mechanistic insight
into lesion formation is lacking.

Recent molecular biological studies on the CCM1 and 2
proteins shed some light into their functions. CCM1 was shown
to bind to microtubules in vitro!'7-* and to interact individually
with Krevl/Rapla,'°-2! ICAPla (integrin cytoplasmic domain
associated protein 1 alpha),?>?3 B-catenin,”’ and CCM2> in
various in vitro systems. CCM2 binds CCM1 and MEKK3 in a
ternary complex and acts as a scaffolding protein signaling
through p38 after extracellular stimulation.>*>> p38 pathway is
known to be important in diverse physiological processes rang-
ing from proliferation to differentiation to apoptosis.?® More
recently, CCM3 was shown to be a part of this complex in
VitrO. 18,27,28

Despite this recent progress, little is known about the biolog-
ical functions of the CCM3 protein. It was first identified
through a screen of genes expressed during the induction of
apoptosis in a premyeloid cell line.'! Recent evidence suggests
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that CCM3 binds to and is phosphorylated by serine/threonine
kinase 25 (STK25) and is dephosphorylated by binding to the
phosphatase domain of Fas-associated phosphatase-1.27

Based on these limited data, we sought to investigate the
biological function of CCM3 and specifically focused on its
potential involvement in apoptotic pathways. We modulated
CCM3 expression using cell culture based assays in vitro and
examined its effects on cell death. Our results indicate that
CCM3 has a proapoptotic function in the cell culture models
tested and led to the novel hypothesis that CCM lesions
potentially form as a result of aberrant apoptosis in the
vasculature within the neurovascular unit.

Methods

Cell Culture

HeLa cells were plated in high glucose DMEM supplemented with
10% FBS, 1% penicillin/streptomycin, and 1% L-glutamine. Primary
human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were obtained
from the Vascular Biology and Transplantation Program at Yale
University (New Haven, Conn). HUVECs were grown in M199
medium with 20% fetal bovine serum (FBS) and 1% endothelial cell
growth supplement (ECGS), on gelatin-coated (0.1%) plates (J.T.
Baker Inc). Cells used in this study were obtained between passages
3 and 6. For serum starvation assays, HUVECs were seeded on 0.1%
gelatin coated culture slides and after 48 hours of attachment in
standard media, cells were washed in 0.2% FBS medium, followed
by an additional 24-hour incubation in 0.2% FBS.

Expression Vector Construction

A PCR-amplified human PDCDI10/CCM3 (hCCM3) cDNA frag-
ment was subcloned into Xhol and HindIII sites of the pPEGFP-C3
vector (Clontech) or a pRFP-C3 vector containing monomeric red
fluorescent protein, resulting in a C-terminal GFP- or RFP-tagged
CCM3, respectively. Both expression constructs are indistinguish-
able in terms of transfection efficiency and cytotoxicity in HeLa cells
(data not shown). Expression plasmids carrying two human disease
causing PDCD10/CCM3 point mutations (c.283C>T and c.192delA)!'?
were generated from the pEGFP-C3-hCCM3 plasmid using a standard
mutagenesis kit (Stratagene). All constructs were verified by direct
sequencing.

Transfections

HeLa cells were seeded (1X10°) in 6-well plates. The pEGFP-C3-
hCCM3 or pRFP-C3-CCM3 and pEGFP-C3 or pRFP-C3 (empty)
plasmids were transfected into the cell lines using with lipo-
fect AMINE 2000 (Invitrogen Corp) according to the manufacturer’s
protocols. After overnight incubation at 37°C to ensure attachment,
the cells were transfected with one of the previously mentioned
plasmids encoding either the GFP-tagged wild-type hCCM3,
hCCM3 with a point mutation (c.283C>T), or a single base-pair
deletion (c.192delA).

Western Blotting

Cells were harvested and total protein from the cells was extracted in
a lysis buffer (50 mmol/L HEPES, pH:7.4, 150 mmol/L NaCl, 10%
glycerol, 1%Triton X-100, 1.5 mmol/L MgCl,-6H,0, 1 mmol/L
EGTA, 100 mmol/L. NaF, 10 mmol/L sodium pyrophosphate and
protease inhibitors, 1 mmol/L Na;V0, 10 mg/mL leupeptin, 10
mg/mL aprotinin and 4 mmol/L. PMSF). Cell lysates were centri-
fuged to collect supernatant, and equal amounts of protein, 50
png/lane, (Bio-Rad protein assay system; Bio-Rad Laboratories) were
separated with 10% or 4% to 20% sodium dodecyl sulfate-polyacryl-
amide gel electrophoresis (Bio-Rad Laboratories) and transferred
onto a PVDF membrane (Bio-Rad Laboratories). The membranes
were incubated with primary antibodies: anticleaved caspase-3 (Cell
Signaling Technology Inc), antiphospho-p38 or antip38 (Cell Sig-
naling Technology), anti-GAPDH (Santa Cruz), or anti-GFP (Sigma

Aldrich) followed by the appropriate fluorescence-conjugated (im-
munohistochemistry) or HRP-conjugated (Western blot) secondary
antibodies.

Apoptosis Assays

Cells were permeabilized with 0.1% Triton X-100 in 0.1% sodium
citrate for 2 minutes on ice and the terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP nick end-labeling (TUNEL) reaction
mixture (In Situ Cell Death Detection Kit, TMR-red, Roche) was
applied for 1 hour at 37°C. Cell counts were performed at 10
different fields in 5 separate transfection experiments.

Cell Viability Assays (MTT)

Cell viability was measured using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium (MTT) assay. Briefly, 72 hours after
transfection, MTT was added to each well at a final concentration of
0.5 mg/mL for 4 hours; the cells were subsequently lysed in dimethyl
sulfoxide (DMSO) and the amount of MTT formazan was quantified
by determining the absorbance at 550 nm, using a microplate reader.
Cell viability is expressed as a percentage of the control culture value
(GFP plasmid transfection group).

PDCD10 siRNA Inhibition
HUVECs were seeded on 6-well plates (5X10* cells per well). After
attachment overnight, cells were washed in PBS, and transfected
with 3 sets of PDCD10 Stealth select siRNAs (25 bp; Unigene ID:
Hs.478150), following the manufacturer’s protocol (Invitrogen Cor-
poration). As control siRNA, stealth RNAi negative control (Invitro-
gen) was used. After 72 hours of incubation, HUVECs were washed
and exposed to low serum (0.2% FBS). At different time points,
HUVECsS were harvested for Western blotting. The membranes were
incubated with the following antibodies: antiphospho-p38 (Cell
Signaling Technology), anti-CCM3,?° or anti-GAPDH (Santa Cruz).
To quantify cell death occurring in the cultures, terminal deoxy-
nucleotidyltransferase-mediated UTP end labeling (TUNEL) analy-
sis was performed as above. The percentage of apoptotic cells was
calculated from the positively labeled cells in each field (400X) from
at least 5 fields for each group.

Statistical Analyses

Data are presented as means*SE of absolute values or percent of
control and were analyzed using either Student ¢ test (Figures 1 and
2) or 1-way ANOVA (Figures 3 to 5). We initially performed a
global ANOVA test to check for significance and when proven,
proceeded with pair-wise comparisons to examine which groups
were significantly different from the baseline. Bonferroni correction
was applied to correct for multiple testing unless specified otherwise
and P<0.05 was considered significant. The global ANOVA prob-
ability values and Bonferroni corrected probability values for pair-
wise ANOVA tests are reported.

Results

CCM3 Induces Apoptosis in HeLa Cells
We analyzed the effects of CCM3 overexpression in cell culture
by transfecting HeLa cells with the expression plasmid pEGFP-
C3-hCCM3 (referred as GFP-CCM3 henceforth). GFP-CCM3
(wild-type) overexpression resulted in increased levels of apo-
ptosis compared to vector alone (Figure 1). A significantly larger
proportion of apoptotic cells with fragmented nuclei was ob-
served in the population of GFP-positive (and, therefore, CCM3
expressing) cells transfected with GFP-CCM3 compared to
those from control transfections with empty vector (Figure 1b).
Protein expression of GFP and GFP-CCM3 was confirmed by
immunoblotting with anti-GFP (Figure 1c).

We then investigated whether CCM3-mediated cell death is
associated with caspase-3 activation. Caspase-3 has previously
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been established as a terminal executioner of the apoptotic cell
death pathway.?® Activated caspase-3 was detected in apoptotic
cells with fragmented/condensed nuclei expressing CCM3 (Fig-
ure 2). These data indicate that CCM3 overexpression in Hel.a
cells results in caspase-3 activation and cell death.

Disease-Causing Mutated CCM3 Fails to

Induce Apoptosis

We had previously reported 4 novel disease-causing
PDCDI10/CCM3 mutations in CCM families.'> We intro-
duced 2 of these point mutations (c.283C>T [M1], c.192delA
[M2]) into the GFP-CCM3 expression vector. Both mutations
lead to production of truncated proteins (Figure 3a). We
tested the effects of overexpression of mutated forms of
CCM3 in HeLa cells. As expected, overexpression of wild-
type CCM3 resulted in increased cleaved caspase-3 levels,
whereas overexpression of either mutant form of CCM3
(c.283C>T, c.192delA) had no effect on cleaved caspase-3
expression (Figure 3b). In addition, overexpression of either

Chen et al
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Figure 1. CCM3 overexpression induces apoptosis
in Hela cells. a, Hela cells were transfected with
vector alone or GFP-CCM3 constructs (see Meth-
ods). 50 hours after transfection, cells were fixed,
and nuclei stained with DAPI (blue). Arrows point to
the GFP-CCM3-positive cells (green) with con-
densed or fragmented apoptotic nuclei. Scale
bar=20 um. b, GFP-positive cells were quantified
for apoptosis by scoring apoptotic nuclear mor-
phology as in a. The percentage of GFP-positive
cells with apoptotic nuclei was represented as
mean=+=SEM from 3 and 4 independent experiments
for the 25- and 50-hour time point, respectively (left
panel). *P<0.002, significant difference from GFP-
transfected cells; #P<<10~3, significant difference
from GFP-transfected cells (by Student t test). c,
Protein expression of GFP and GFP-CCM3 25
hours after transfection was confirmed by immuno-

2 blotting with anti-GFP. Anti-B-actin was used as
3 loading control (bottom panel).
g
o0
-l 50
-37
-
— -

CCM3 mutant resulted in reduced cell loss by the MTT assay
compared to wild type CCM3 (Figure 3c), further suggesting
that mutant forms of CCM3 fail to induce apoptosis.

Serum-Deprivation of Endothelial Cells Results in
Increased CCM3 Levels

Expanding on a previously established assay for the induction
of apoptosis in endothelial cells,?® we cultured human umbil-
ical vein endothelial cells (HUVECSs) in low-serum media.
Serum-deprived HUVECs demonstrated an increase in
cleaved caspase-3 protein levels by Western blotting after 3
hours as expected (Figure 4a). Interestingly, CCM3 expres-
sion increased on serum-deprivation starting at approximately
30 minutes, before the increase in cleaved caspase-3 levels
(Figure 4b). After serum starvation, reincubation of cells in
normal media (20% FBS) allows for cell recovery and
restores (reduces) CCM3 expression to normal levels (Figure
4c¢). To establish the mechanism of this increase in CCM3
expression, we incubated the cells with different concentra-
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Figure 2. CCMS3 activates caspase-3 in HelLa cells. a, HeLa
cells were transfected with vector alone or the RFP-CCM3 con-
struct. 40 hours after transfection, cells were fixed and immuno-
stained with FITC-conjugated anticleaved caspase-3 (green),
and nuclei were labeled with DAPI (blue). Arrows point to RFP-
CCM3-positive cells (red) that are immunoreactive for activated
caspase-3. Arrowheads represent transfected cells that are not
activated caspase-3 immunoreactive. Scale bar=20 pum. b,
RFP-positive cells were assessed for caspase-3 activation by
scoring activated caspase-3-immunoreactivity as indicated in a.
Histogram represents mean+=SEM from 3 independent experi-
ments for the 25-hour and 40-hour time point, respectively.
*P<10~3, significant difference from RFP-transfected cells;
#P<1073, significant difference from RFP-transfected cells (by
Student t test).

tions of actinomycin D, a transcription inhibitor. Actinomy-
cin D treatment inhibits CCM3 expression confirming that
serum starvation causes an increase in CCM3 through tran-
scriptional control (Figure 4d).

Because of previous evidence that the CCM1/2 complex
signals through p382#25 combined with the possibility that
CCML1, 2, and 3 may all interact,'8-27-28 and signal through
either the same or parallel pathways, we hypothesized that
CCM3 might also signal through p38. Consistent with this
hypothesis, serum deprivation that results in an increase in
CCM3 levels also resulted in a bimodal increase in activated
phosphorylated p38 (p-p38) and activated caspase-3 levels.
Although the levels of p-p38 increase dramatically almost
immediately on serum withdrawal, this early peak may not be
related to increased CCM3 expression, as it is occurs early
after challenge, and before CCM3 levels significantly change
at about lhour following serum starvation (Figure 4e).

In summary, serum deprivation of endothelial cells results
in increases in CCM3 and phosphorylated p38 protein levels
followed by caspase-3 activation.

siRNA Inhibition of CCM3 Expression

Reduces Endothelial Cell Apoptosis

During Serum Deprivation

Using the same serum-starvation model, we then reduced
CCM3 protein levels with siRNAs as described in Methods.
HUVEC:S treated with CCM3 siRNA demonstrated decreased
levels of cell death, as shown by the TUNEL assay (Figure 5a
and 5b). We then evaluated whether the reduction of cell
death correlated with reduction of caspase-3 activation.
Serum-starved HUVECs also demonstrated decreased acti-
vated caspase-3 levels after treatment with CCM3 siRNA
(Figure 5c). This decrease in CCM3 and activated caspase-3
levels correlates with decreased p38 activation after CCM3
siRNA transfection compared to cells treated with siRNA
controls (stealth RNAi negative control; Figure 5d).

Discussion

Because CCM lesions in all 3 inherited forms of the disease
are clinically and pathologically nearly identical, we had
hypothesized over 10 years ago that genes causing familial
cavernous malformations CCM1, 2, and 3 (KRITI, CCM2, and
PDCDI0, respectively) all participate in a common or parallel
pathways,”-123! and thus disruption of signaling would lead to
similar disease manifestations. To test this hypothesis, we
previously investigated the expression patterns of CCM1, 2,
and 3 and showed that these proteins spatially and temporally
show similar expression patterns.?*31-33 These proteins are
specifically expressed throughout the endothelium in many
tissues and organs and within the neurovascular unit of the
CNS that consists of astrocytes, neurons, and vascular endo-
thelium.?9-31-33 Consistent with this observation, recent data
from yeast and mammalian systems demonstrate that CCM1,
2, and 3 physically interact,'8:242728 confirming findings in
zebrafish which demonstrate that CCM1 and 2 act in a
common pathway3* with ccm/ and ccm2 mutants displaying
comparable vascular defects.?> Similarly, in vivo studies in
the mouse based on Ccm! and 2 knockout models have revealed
their nonredundant, vital roles in angiogenesis3®3’ but failed to
reveal any breakthrough insights into their function.

On the other hand, multiple levels of in vitro evidence
suggest that the CCM genes might play a role in a variety of
biological processes linking extracellular signals, including
adhesion (through 1 integrin®>23 or -catenin?! interactions)
or stress (including osmo- or mechano-stress) to various
biological responses, including changes in morphology and
proliferation.?® In this article, we present data that link CCM
signaling to apoptotic pathways.

Indeed, in vitro work has shown that the CCM1 protein,
KRIT1, binds to microtubules!?-!8 in a folded state.!® Both
Rapla and ICAPla can disrupt the association of KRIT1
with microtubules localizing it to endothelial cell-cell junc-
tions.'%-2! Interestingly, only ICAPla appears to be able to
unfold KRIT1." After localization to the cell membrane
through its FERM domain, KRIT1 binds to [-catenin and
plays a role in stabilizing adherens junctions and regulates
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Figure 3. Mutant CCMBS fails to induce cell death in HelLa cells. Transient transfections in HelLa cells with the following expression plas-
mids: N=untransfected; V=vector alone; CCM3=wild-type GFP-CCMS3 construct; M1=GFP-CCM3 construct harboring the 283C>T
mutation; M2=GFP-CCMS construct harboring the 192delA mutation. a, Western blotting for anti-GFP demonstrates transfection effi-
ciency. Hel a cells were transiently transfected, cell lysates were prepared and immunoblotted with an antibody against GFP. The anti-
CCM3 antibody?® is downstream to the mutated sequences and thus fails to recognize the truncated protein. b, Transfection with wild-
type CCMB3 increases activated caspase-3 expression levels, whereas transfection with either mutated CCM3 construct has no effect
on cleaved caspase-3 expression. “P<0.05 compared with untransfected group (n=3). ¢, Transfections with mutated CCM3 fail to elicit
significant cell loss in comparison with wild-type CCM3. Cell viability was measured using the MTT assay (see Methods) and is
graphed as a percentage of the control culture value (GFP vector alone transfection group) as quantified by determining the absor-
bance of cell cultures at 550 nm. *P<0.05 vs GFP plasmid transfection group (n=3).

endothelial permeability.?! Through its NPXY domains,
KRIT1 also binds CCM2,?* potentially recruiting CCM2 to
these junctions. CCM2 has been identified as a human
paralog of the mouse osmosensing scaffold protein for
MEKK3 (OSM), which, after binding with CCM1 and poten-
tially this complex, might participate in the p38 mitogen-ac-
tivated protein kinase (p38 MAPK) stress signaling path-
way.?+2> More recent evidence suggests that CCM3, at least
in certain biological states, might be part of this com-
plex.!827:28 Furthermore, on activation of this complex,
CCMI1 shuttles from the cytoplasm and the cell membrane
into the nucleus and therefore might interact with other
nuclear molecules, including transcription factors, which
might influence basic cellular functions such as proliferation
and apoptosis.>® Consistent with this hypothesis is the obser-
vation in C elegans, in which kri-1, a CCMI ortholog,
interacts with DAF-16, a transcription factor, such that
mutations in kri-/ lead to an increase in life span.*©

Based on these observations, we investigated the biological
functions of CCM3 using overexpression or siRNA-mediated
inhibition of PDCDI10/CCM3 expression. Previously pub-
lished studies showed CCM3 to be a part of a cohort of
proteins upregulated on growth factor deprivation and apo-
ptosis induction in the TF-1 premyeloid cell line!! as well as
in a fibroblast cell line.#' Based on these data which sug-
gested that CCM3 might play a role in apoptosis signaling,
we initially focused our attention at understanding the capac-
ity of CCM3 to induce apoptosis in the absence of exogenous
proapoptotic stimuli. Overexpression of CCM3 in HeLa cells
was in fact sufficient to induce increased levels of cell death
as evidenced by both nuclei morphology as well as caspase-3

activation, a well established common end pathway protein in
apoptosis.?®4243 This increase in apoptosis and activated
caspase-3 levels was abrogated when cells were transfected
with biologically inactive forms of CCMS3, identified as
mutations causing CCM in patients with the familial form of
the disease.!?

We then focused on whether CCM3 was induced in the
presence of proapoptotic stimuli. With the induction of serum
starvation in HUVECs, CCM3 levels increased concomi-
tantly with increased levels of activated caspase-3 and p38.
Interestingly, this increase in the percentage of apoptotic cells
and activated caspase-3 and p38 expression levels was
diminished when endogenous CCM3 was blocked by siRNA,
suggesting that CCM3 might be necessary for induction of
apoptosis in this in vitro model. Furthermore, although
HUVEC:S represent a well-characterized model of endothelial
cell responses in culture, it is always possible that in the
context of the organism, endothelial cells behave differently.
Thus, in vivo experiments are needed to extend and confirm
these findings. In addition, even though some of the mole-
cules involved in CCM signaling are known,'® many remain
anonymous. Identification of these molecules along with in
vivo experiments are needed to dissect the biological role of
CCM signaling. Our results demonstrating CCM3 to be both
necessary and sufficient for programmed cell death in cell
culture models provide a novel insight into this complex
pathophysiology.

The effects of CCM3 on apoptosis could be direct or
indirect through cell cycle modulation. Previous evidence in
the literature suggests that interference with cell cycle pro-
gression can lead to apoptosis.** If true, CCM signaling can
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Figure 4. Serum deprivation of endothelial cells results in increased CCM3, activated caspase-3 and p38 levels. a, Serum-deprived
HUVECs demonstrate an increase in cleaved caspase-3 levels starting at 8 hours post serum withdrawal (global ANOVA P<107%). At
different time points after serum withdrawal, cells lysates were prepared, and cleaved caspase-3 levels were detected with Western
blotting. Graphed densitometric analysis of cleaved caspase-3 is normalized to GAPDH. *Corrected P<<0.05 compared with the group
in 20% FBS at 0 hour (n=3). b, CCM3 expression increases on serum deprivation starting at approximately 30 minutes, preceding the
increase in cleaved caspase-3 levels as above (global ANOVA P<10~9). *Pair-wise corrected P<0.01 compared with the group at 0
hour (n=3). ¢, Addition of 20% FBS to the cell cultures reduces the increase in CCM3 expression elicited by serum deprivation. Cells
were cultured under 0.2% FBS for 1 hour, then exposed to 20% FBS or remained in 0.2% FBS, as described in the Figure. *P<0.05
compared between the 0.2% FBS treated group and the 20% FBS-treated group at 8- and 24-hour time points (n=3). d, Actinomycin
D treatment of serum-deprived HUVECs prevents the increase in CCMS3 protein levels, indicating that serum deprivation causes an
increase in CCMS3 transcription. HUVECs were incubated with various concentrations of actinomycin D, a transcription inhibitor, for 4
hours in 20% FBS, then exposed to 0.2% FBS still containing various concentrations of actinomycin D; cell lysates were prepared after
1 hour, and CCM3 levels were investigated with Western blotting. *Corrected P<<0.01 compared with the group at 0 hour (n=3). e,
Serum deprivation results in increase in phosphorylation of p38, again preceding the increase in cleaved caspase-3 levels (see a; global
ANOVA P<107%). p38 phosphorylation increases dramatically on serum starvation at 5 minutes, followed by a second peak beginning
at 3 hours after serum withdrawal. *Corrected P<<0.05 compared with non-0.2% FBS-treated group at 0 hour (n=3).

affect both proliferation®® and apoptosis in a cell type—
dependent manner, potentially explaining observed effects of
CCM3 on these biological processes. Further work will be
needed to answer these questions. Our results, however, lead
to the novel hypothesis of attenuated apoptosis affecting
endothelial cells within the neurovascular unit as a molecular
mechanism underlying cavernous malformations. If proven to
be true in vivo, this might lead to a mechanistic understanding
of the role of apoptosis and cell cycle control in CCM
pathophysiology, potentially having significant implications
in designing new therapies.

Conclusions
CCM3 is both necessary and sufficient to induce apoptosis in
well-defined cell culture systems. These results led to a novel

hypothesis that CCM lesions may form because of aberrant
apoptosis, potentially altering the balance between the endothe-
lium and neural cells within the neurovascular unit. Even though
it is currently unclear whether this effect on apoptosis is direct or
indirect through modulation of cell cycle, the current data
provide a testable hypothesis about CCM lesion development
and has potentially important implications for a mechanistic
understanding of CCM pathophysiology.
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Figure 5. siRNA inhibition of CCM3 expression in endothelial cells results in decreased cell death, p38, and cleaved caspase-3 expres-
sion. a, Serum-deprived HUVECs treated with CCM3 siRNA show decreased cell death. Representative images (20X original magnifi-
cation) at the 3-hour time point are shown for untransfected HUVECs (no siRNA group, left panel) or those transfected either with con-
trol siRNA (middle panel) or CCM3 siRNA (right panel). All groups were subjected to serum deprivation (see Methods) and cell death
was analyzed at various time points by TUNEL assay. TUNEL-positive cells (green) are scarce in the sample treated with CCM3 siRNA
(right panel) compared to those untreated (left panel) or treated with control siRNA (middle panel). b, The percentage of apoptotic cells
was calculated from TUNEL-positive cells in each field (400x) and in at least 5 fields for each group (global ANOVA P<1072 in both
control groups across all time points and within the 3-hour group). *Corrected P<<0.05 compared with the equivalent groups before
serum deprivation (0 hour; n=3). ¢, Serum-deprived HUVECs show decreased cleaved caspase-3 levels after treatment with CCM3
siRNA (global ANOVA P<10~2 in both control groups across 2 time points). HUVECs were transfected with control siRNA or CCM3
siRNA, then were cultured under serum deprivation conditions (0.2% FBS). Cells lysates were prepared at various time points and
cleaved caspase-3 levels were analyzed using Western blotting. Serum deprivation results in increase of cleaved caspase-3 in both the
no siRNA and control siRNA treated groups, but not in the CCM3 siRNA-treated group. *Corrected P<<0.05 compared with the equiva-
lent groups before serum deprivation (0 hour; n=3). d, HUVECs treated with CCM3 siRNA demonstrate decreased p38 activation
(global ANOVA P<102 in p-p38/p38 and CCM3/GSDPH groups across 2 time points). Similar to the procedure in ¢, serum deprivation
results in increase of p38 activation and CCM3 protein levels in the no siRNA- and control siRNA-treated groups, but not in the CCM3
siRNA-treated group. *Corrected P<<0.05 compared with the equivalent groups at each time point (n=3).
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