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OZET

Serebral kavernoz malformasyonlarin (SKM) genetik temelini anlamaya yonelik
yapilan molekiiler genetik galigmalar sonucunda hastahkla iligkili ¢ (Cerebral
Cavernous Malformation 1-3) lokus tammmlanmig ve CCM1 lokusu igerisinde yer alan
KRIT1 geni klonlanmstt KRIT1 geninde meydana gelen mutasyonlarin otozomal
dominant formda kahtilan ve merkezi sinir sisteminde anormal vaskiller yapilarin
olusumu ile karakterize olan SKM’a neden oldugu gosterilmistit. Yapilan son
calismalar ile KRIT1 gen firtiniiniin mikvotibil iligkili bir protem oldugu ve ICAP-la
ile iligkiye girdiginin gosterilmesine ragmen, KRIT1 proteinin fonksiyonu hala tam
olarak bilinmemektedir.

Bu nedenle bu galigmada, ilk olarak molekiler yontemler yardimiyla, KRIT1
proteininin insan dokularindaki dagtim: ve hiicresel lokalizasyonu, in vivo ve in vitro
anjiogenik model sistemlerinde KRIT1 ekspresyonu, daha sonra da KRIT1 proteininin
anjiogenik faktosler ile regiile edilip edilmedigi arastildi SKM patofizyolojisine 151k
tutmak icin, in vitro KRIT1 ekspresyonu siRNA tcknifiyle inhibe edilerek, bu
inhibisyona bagh olarak proliferasyon, adezyon, apoptozis gibi hiicresel olaylarn nasit
degistigi incelendi KRIT1’in hemen hemen tim dokularda eksprese edildigi, kapiller
ve arteriollerde mevcut oldugu gériildi. KRIT1’in endotelyal hiicreler diginda beyinde
kan-beyin bariyerini olusturan piramidal néronlar, astrositler ve astrositik uzantilarda da
cksprese edildifi gozlendi In vitro anjiogenik sistemlerde KRIT1’in kapilarizasyona
bagl olarak ekspresyonunun arttidi, in vivo anjiogenik model sistem olarak kuilamlan
plasenta dokusunda ise KRIT1’in aktif anjiogenik ve vaskillogenik alanlarda eksprese
edildigi, fakat damar olgunlagmasina bagh olarak KRIT1 ekspresyonunun azaldifi veya
kayboldugu gorildi KRIT1 ekspresyonu inhibe edildigi zaman apoptozisin artmasina
bagh olarak endotelyal hiicrelerde proliferasyonun ve adezyonun azaldifi aynca KRIT1
ckspresyonunun baskilanmasima baglt olarak kapiller benzeri yapilarm olusmadigt
goriildu

Bu bulgular 1) KRIT1’in, endotelyal hiicreler diginda astrositler, astrositik
uzantilar ve noronlarda da eksprese edilen bir protein oldugunu, 2) KRIT1’in normal
damar gelisimde rol oynayan bir protein oldugu ve ekspresyonunun anjiogenik fakioiler
ile regile edilmezken, ekstraselliler matriks proteinleri ile regiile cdilebildigim, 3)
KRIT1’in niiklear lokalizasyon sinyali bulunmasma ragmen, niikleusa go¢ etmedifini
ve tirozin aminoasidi iizerinden fosforillenen bir fosfoprotein oldugunu, 4) KRITI
ekspresyon diizeyindeki azalmamn hiicre adezyon kapasitesini ve kapiller benzeri
yapilarm olusumunu azalttigim gostermektedir Boylece, KRIT1 gen uriintiniin, beyinde
ekstraselliler ve endotelyal hiicreler arasinda iletigimi saglayan ve anjiogenezisde
kapiller yapilarin olusumunda gorev alan bir protein oldugu sonucu ¢ikanlabilir
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ABSTRACT

Molecular genetic studies aimed at understanding the genetic basis of cerebral
cavernous malformation (CCM) have been identified three loci, CCMI-3, that are
associated with CCM, and KRIT1 gene located at CCM1 locus was cloned Mutations
in KRIT1 gene were demonstrated to cause CCM, an autosomal dominant disorder that
is characterized with the formation of abnormal vascular structure in central nervous
system Although recent studies have suggested that KRIT1 is a microtubule-associated
protein and interacts with ICAP1a, the function of KRIT1 protein is still unclear

We first investigated KRIT1 expression level and cellular localization both in
diverse human tissue and its expression in vivo-in vitro angiogenic model system, and
then whether KRIT! is regulated by angiogenic factors by molecular techniques. To
understand the pathophysiology of CCM, we inhibited KRIT1 expression in endothelial
cells by siRNA, in vitro, then examinated how the cellular changes such as
proliferation, adhesion, and apoptosis are affected by blockage of KRIT1 expression. In
our study, it was demonstrated that KRIT1 was expressed in a broad variety of buman
organs, it localized to the vascular endothelium of capiflaries and arterioles. KRIT1
expression was seen in structure of blood-brain barrier such as astrocytes, astrocytic
foot process as well as pyramidal neurons in addition to every endothelium studied In
vitro angiogenic system with the use of post-confluent endothelial cell cultures and 3D-
collagen gels, KRIT1 expression was found to increase during the capillary like tube
formations, and in placenta, the best established in vivo model of angiogenesis, KRIT1
expression was seen in angiogenic and vasculogenic areas of immature placenta vill, its
expression was seen the decreased or lost in vascular structure depends on vessel
maturation When KRIT1 expression was inhibited, ratio of proliferation and the
capacity of adhesion in endothelial cells was detected to decrease interestingly the
endothelial cells depends on increased apoptotic ratio, and endothelial cells after
inhibition of KRIT1 lost the ability of formation of capillary like tube structure in 3D
angiogenic system

In concluston, our results suggest that, 1) KRITI 1s a protein expressed in
mainly endothelial cells as well as astrocytes, astrocytic foot process, and pyramidal
neurons, 2} KRIT1 plays an important role in normal vessel development, its expression
is regulated by extracellular matrix proteins, but not angiogenic factors such as VEGF
or bFGF, 3) although it has nuclear localization signal, we found that it does not
translocate to nucleus, and it is a phosphorylated protein on tyrosine amino acid, 4)
inhibition of KRIT! expression causes the reduction of proliferation and adhesion
capacity as well as formation of capillary like structures, of endothelial cells We
therefore conclude that KRIT1 1s an essential protein, which provides the interaction
between endothelial cell-cells or endothelial cells-extraceliular matrix 1 brain is
expressed during early angiogenesis by endothelial cells and might play a key role in
vessel formation and/or development.
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GIRIS VE AMAC

Beyin, istemli hareketlerin denetlenmesi, duyularin birlestirilip yonlendirilmest,
yitksek dizeydeki zihinsel ve duygusal islevlerin diizenlenmesi gibi vicuttaki bir ¢ok
fonksiyonu kontrol eden oldukca kompleks ve dzellegmis bir organdir Bu kompleks ve
ozellesmis fonksiyonlarin yerine getirilmesi igin beyinin diizenli olarak kanlanmast ve
kan akimmn kontrol altinda tutulmasi gerekmektedir Inme, travma digindaki bir
nedenle, bevine oksijen ve besin getiren kan damarlarlanmin yirtilmast veya kan
akimmn kisa veya uzun sireli yetmezlifine baglt olarak ortaya gikan vaskiler bir
bozukluk olarak tammlanabilir Amerika Birlesik Devletlerinde kanser ve kalp
hastaliklarindan sonra en sik goriilen tgiingti hastalik olarak tammianmaktadir. Inmeye
neden olan risk faktoileri arasmda yas, cinsivet, aile dykiisii, etnik koken, hipertansiyon
ve sigara kullammt gibi bir ¢ok faktoriin bulunmasi nedeniyle olduk¢a kompleks ve
patogenezisi heniiz tam olarak ¢oziilememig vaskiler bir hastaliktir. Inmeye neden olan
vaskiiler hastaliklar arteriovendz malformasyonlar, kapiller malformasyonlar, vendz
malformasyonlar, kalhtsal hemorajik telanjektaziler ve serebral kavernoz
malformasyonlar (SKM) olarak bes ana sinifda toplanmaktadir

Serebral kavernoz malformasyonlar, merkezi sinir sistermindeki kan
damarlanmin normal damar elamaniarim kaybetmesi ve ancrmal gelisimi ve olusumu ile
iligkili vaskiiler bir bozukluk olarak tammlanabilir. Serebral kavernoz malformasyonlar
vaskiiler malformasyonlarm  %10-15’ini  olugturmaktadr  Hastahfmn toplumdaki
goritme sikh@mn disik olmasma ragmen, Hispanik Amerikallar gibi baz
toplulukiarda founder efekt nedeniyle goriilme sikhig artmaktadr SKM’ler otozomal
dominant formda kalitiddigi gibi sporadik olarak da ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan
molekiiler caligmalar sonucunda serebral kavernoz malformasyon ile iliskili Cerebral
Cavernous Malformation 1-3 (CCM1, CCM2 ve CCM3) lokuslan tammlanmg ve
CCML1 lokusu igerisinde ver alan KRIT1 (Krevl Interaction Irapped gene) geni
klonlanmugtir KRIT1 geninde fonksiyon kaybina yol agan mutasyonlarin serebral
kavernoz malformasyonlara neden oldugu gosterilmesine ragmen, protein diizeyindeki
bilgilerin  eksikligi nedeniyle hastalifin  patofizyolojisi hala fam  olarak
aydmiatilamamigtus

Son galigmalar ile KRIT1’in mikrotabil iliskili bir protein oldufu ve ICAPlx
ile iliskive girdigi gosterilmigtii KRITI’in f-tibilin ile olan iligkisinin endotelyal
hiicre organizasyonunda, ICAPla ile olan iligkisiyle de integrin aractli hiicresel
olaylarda gorev alabilecegi ileri siriilmesine ragmen, her iki gahgmada da KRIT1
proteininin fonksiyonu konusunda yeterince bilgi elde edilememigtir Bu aragtirmada
immunohistokimya, immunofloresan, Western blot, RT-PCR, hucre kiltird, siRNA,
transfeksiyon ve TUNEL gibi molekiiler teknikleri kullaparak, KRIT1 proteininin
hiicresel lokalizasyonunun belirlenmesi, KRIT1’in vaskuler gelisiminin ve vaskiiler
biitiinliiginiin korunmasmdaki rolitnun aydinlatiimasi, ve olusturulan in vitro sistemler
yardimiyla serebral kavernoz malformasyonlarm olusumunda gorevli hiicresel
mekanizmalarin tammlanmasi amaglanmigtir.
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GENEL BILGILER

Inme (stroke), beyine oksijen ve besin getiren kan damarlannin travma digindaki
bir nedenle yirtiimast veya o alanda pthtiin olusmasi ile karakterize edilen vaskiler bir
bozukiuk olarak tanimlanabilir. Inme, Amerika Birlesik Devletlerinde kanser ve kalp
hastaliklarindan sonra en sik gorilen iglingi hastalik olarak tammlanmaktadir
Hipertansiyon, sigara kullammu, cinsiyet ve genetik gibi bir ¢ok faktoriin inmeye neden
oldugu bilinmektedir (1-3). Serebral kavernoz malformasyonlar (SKM), beyinde
kapiller damarlarin normal damar elamanlarmi kaybetmesi ve anormal vaskiiler
yapilarin olusmas: ile karakterize edilen ve inmeye neden olan vaskiiler bir bozukluk
olarak tammlanmaktadir (4,5) Hastaigim toplumdaki sikhigimin diigik olmasina
ragmen, Hispanik Amerikalilar gibi bazi topluluklarda bu sikhgin %50’lere ulasmasi,
hastahign patogenezinde genetik faktorlerin oldugunu gostermistir. Yapilan molekuler
calismalar ile hastahgin otozomal dominant formda gegis gosteren bir hastalik oldufu
ve hastalikla iligkili farkli kromozomlarda lokalize olan CCMI1, CCM2 ve CCM3 olarak
adlandinlan ii¢ lokusun oldugu gosterilmigtic. CCM1 lokusu igerisinde yer alan KRIT1
geninde meydana gelen mutasyonlarm kavernomlara neden oldufu gosterilmesine
ragmen (6), protein diizeyindeki bilgilerin eksikligi nedeniyle hastahfin patogenezi hala
tam olarak aydinlatilamamigtir

2.1 In VivoVaskiilogenez ve Anjiogenez
Yeni damarlann olusumu vaskiilogenezis ve anjiogenezis ile gergeklesir
Vaskiilogenez, anjioblastlarn endotelyal hiicrelere farkhlagmas: ve proliferasyonunu
takiben, de novo primitif vaskiler yapilanin olugmasina kadar gegen siire olarak
tanumlanabilir (7).
Vaskiilogenezis 5 basamakda incelenebilir;
1- Mezodermal kokenli hiicrelerin anjioblastlara farklhilagmas,
2- Anjioblastlarm ekstraselliler matriks igerisine yerlegmesi,
3- Endotelyal kord benzeri yapilarin olusmasz,
4- Damar limeninin olugumu,
5- Damar duvanindaki diger yapilarin biraraya gelmesi ve olgun damar olusumu.
Anjiogenez ise, dokudaki mevcut damarlardan yeni damarlarin ortaya ¢ikmasina
kadar gecen, molekiiler ve hiicresel olaylar serisi olarak adlandinlr Anjiogenezizi

indikleyen hicre onciileri, embriyonal donemde gozlenen vaskillogenezden farkh
olarak olgun damarlarin endotelyal hicreleridir (8, 9)
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Anjiogenezdeki molekiiler mekanizmalar 8 basamakda incelenebilir; (Sekil 2 1)

1- Anjiogenik uyan {fizyolojik veya patolojik olabilir): Anjiogenik faktérler endotelyal
hiicre reseptorlerine baglanir ve hiicre i¢i anjiogenik sinyal yolunun aktivasyonuna yol
acarak endotelyal hiicre farklifagmasini indiikler

2- Farklilagma: Endotelyal hiicreler gerek proliferasyon gerekse migrasyon yapabilecek
yonde farkldagirlar

3- Anjiogenik olarak uyardan aktif endotelyal hicrelerden matriks metalloprotemaz
proteinterin (MMPs) salgilanmast,

4- Bazal membranin yikimi: Proteazlarm sahmmina bagh olarak bazal laminanin
yikilmasi ve béylece anjiogenezizin yoniiniin belirlenmest,

5- Endotelyal hicrelerin anjiogenik uyan yonindek: migrasyonu (kemokinler),

6- Kapiller yapimun olugmasi icin yeterli hilcre sayisina ulagtimasi,

7- Vaskiilar tiip yontinde farklilagma,

8- Kapiller ve vaskiiler ag olusumu ve vaskiiler yapilarin olguniagmasi (9)
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Sekil 2.1. Sematik olarak anjiogenez basamaklan (9)




Anjiogenez, prenatal donmemde fizyolojik olarak, postnatal donemde ise hem
fizyolojik (yara iyilesmesi, mensturasyon) hem de patolojik (kanser, iskemi, kronik
inflamasyon, arteryoskleroz, vaskiiler malformasyonlar) durumlarda
gozlenebilmektedir Prenatal donemde plasental ve embriyonal gelisimin tamamlanmasi
icin son derece gnemlidir Hem anjiogenez hem de vaskilogenezdeki damar olusumu
dinamik bir olaydir Bu dinamik ve kompleks olaym, anjiogenik regilattiler ve
ekstraselliiler matriks elamanlanina bagh olarak gergeklestigi gosterilmigtir (10)

2.1.1 Anjiogenezin Molekiiler Regiilatérleri

Anjiogenezis, pozitif ve negatif regiilatérierin kontrolu altinda gergeklesen
oldukca kompleks bir mekanmizmadwr Anjiogenezde gorev alan pozitif ve negatif
regiilatorlerin her biri bulundugu ortam ve ekspresyon profiline bagh olarak bir ¢ok role
sahiptir  Anjiogenezde gorevii molekiiller Tablo 2.1°de goriiimektedir Anjiogenezde
gorevli bir ¢ok faktér bulunmasma ragmen, bunlar icerisinde en ¢ok gahgilan
regillatorler arasinda VEGF, FGF ve ESM proteinleri gelmektedir (11).

Tablo 2.1 Anjiogenezde gorevli olan pozitif ve negatif regiilatorler

Pozitif Regiilatorler Negatif Regiilatorler

Vaskdler Endotelyal Biiyiime Faktorii Interferon alfa

{VEGF)

Fibroblast Biylime Faktorii (FGF) Thrombospondin-1
Ekstraselliiler Martiks Proteinleri (ESM) Plasental proliferin iliskili protein
Plasental Buyiime Faktori {PGF) Angiostatin

Transforming Biiyime Faktori (TGF) (Genistein

Anjiogenin Metalloproteinaz Inhibitorleri
interlokin-8 (IL-8) Platelet faktor-4

2.1.1.1 Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faltori (VEGF)

VEGF, ilk olarak in vivo ¢ahigmalarda endotelyuma 6zgiil mitojen ve en onemli
anjiogenez indiiklevicisi olarak tammlanmigtir Daha sonra yapilan caligmalarda,
VEGF’in yeni olusmus kan damarlarinda endotelyal hiicrelert apoptozise karst
korudugu gosterilmigtir (12, 13). VEGF bu gorevini fosfoinisitol 3-kinaz (PTP3K/Akt)
ve mitojen ile aktive olmug protein kinaz (MAPK) volu aracihfiyla, Bel-2 gibi anti-
apoptotik genlerin ekspresyonunu indikleyerek gercekiestirmektedir (14). Simdiye
kadar VEGF’un imsanda alternatif sphcing ile olugan 5 farkh izoformu (VEGFy;,
VEGF45, VEGFgs, VEGF g, VEGEa) tammlanmis ve izoformlarm her birinin
heparin baglama kapasitelerinin farkl oldugu bildirifmigtir (15)



2.1.1.2 Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

FGF ilk tammlanan pro-anjiogenik faktordiir ve simdive kadar 20 farkli FGF
uyesi tammlanmustir (16) FGE biyolojik etkisini tirozin kinaz aktivitesine sahip olan
FGF reseptorleri aracilifiyla gergeklestirir ve hem FGF hem de FGF reseptoriinin
endotelyal hucreler diginda bir gok hiicrede de eksprese edildigi gosterilmistir (17)
FGF’un, reseptortine baglanarak, Ras aracih sinyal yollarim aktive ederck islev gordigii
hem in vivo hem de in vitro ¢ahgmalarda gosterilmigtir (18).

2.1.1.3 Ekstraselliifer Matriks (ESM)

ESM, ¢ok hiicreli organizmalanin timiinde bulunan, glikoprotein, proteoglikan
ve kompieks karbohidratlarin kimyasal baglar aracihi@iyla bir araya gelerek
olusturduklar: hiicreler arasi materyaldir. ESM proteinlerinin, hiicre migrasyonu,
farklilagmasi, dokulara yapisal destek saglama ve hiicreler arasi haberlesme gibi
hiicresel olaylarda goérev aldigi gosterilmistir ESM gesitliligi, matriks jcerisindeki
molekiillerin miktari, tipi, molekiilerin diizeni, ve bu molekiillerin birbiri ile olan
ctkilegimlerine gére saglanmaktadr (19) Olgun damarlarda bulunan ESM proteinleri,
fibroz proteinler ve glikoproteinierin biraraya gelmesiyle olusmustur ve elastin, fibrillin,
kollgjen gibi ESM proteinlerinin damar gelisimi ve damar biitiinliigtiniin korunmasinda,
endotelyal hiicre seklinin devami ve proliferasyonunda onemli bir role sahip oldugu
gosterilmistir (20)

2.2 In Vitro Anjiogenez

Anjiogenez birden cok hiicresel mekanizmanm gergeklestigi cok asamah bir
olaydir Bu yizden in vitro anjiogenez calismalarinda matriks igerisinde tiip
olusumunun incelenmesi, anjiogenik olaylara daha fazla stk tutmakdadu clinkii
anjiogenezde biyiime faktorlerine ek olarak, ekstraselliler matriks proteinlerinin de
onemli oldugu bir ¢ok cahgmada gosterilmistir (21). Vaskiiler yapiun olugmasi igin
gerekli olan hiicre migrasyonu, proliferasyonu, proteaz diretimi ve hiicre farkidasmasi
gibi olaylar, matriks igerisindeki proteinlerin integrinler gibi hitcre ylizey reseptoilerine
baglanmasiyla gergeklesir (21, 22) In vitro anjiogenezin arastinlmasi, kapiller tip
olusumunun incelenmesi gibi olaylar kollajen tip I veya fibrinden olugan 3-bovutlu (3-
Dimensional) kiltiir sistemlerinde detayll incelenebilmektedir Bu matriks yapistn,
anjiogenik olaylarm baglamasim izl bir gekilde indiikledigi, bu nedenle daha fazla
endotelyal hiicrenin kapiller yapmmn olusumuna katildig gosterilmigtir (23) Ayrica, 3-
D kiltur sistemindeki endotelyal hiicrelerin uyarantara karg: cok daha hassas oldugu ve
kapillerizasyonun daha hizh gergeklestirildizi gosterilmigtir {24-26).

2.3 Plasental Anjiogenez

Embriyonik gelisim implantasyon ile baslar Blastositin trofoekdodermal
katman: prolifere olur ve farklilagarak, dis yiizeyde ¢ok nitkleush sinsisyotrofoblastian




olustururken, i¢c tarafta tek nitkleusiu  sitotrofoblastik hiicre katmanmni  olugturur
Plasentada villus geligimi embriyonik donemin 12-18 glnlerinde baslar Plasenta
trofoblastik trabekulalar maternal kan igerisinde prolifere olur ve parmak yapisma
benzeyen primer villuslar: olusturur. Iki giin sonra ise ekstra embriyonik mezensimden
kaynaklanan konnektif dokunun primer villus icerisine invaze olmasiyla sekonder
villuslarr gelistirirler Boylece, geligimin 18-20 ginlerinde ilk kapiller benzer; yapilar
gozlenebilir Kapiller yapilann olusumu ile villuslar tersiyer villus olarak adlandirr
(27). Gestasyon siiresince plasental kapillerdeki endotelyal hiicreler birbirler ile stki
baglantilar kurarak vaskiiler yapuun devaminda onemli 1ol oynarlar  Plasental
vaskiilarizasyon fiziksel ve kimyasal sinyaller ile diizenlenen dinamik bir stiregtir (28).

2.4 Kan-Beyin Bariyeri (KBB)

KBB, merkezi sinir sistemi ile sistemik sirkiilasyon arasinda bulunan fiziksel ve
metabolik bir bariyer olup, beyin dokusunda homeostazin korunmasma hizmet eden
oldukca dinamik ve kompleks bir yap: olarak tanimlanabilir (29). Beyindeki endotelyal
hiicreler arasinda bulunan siki ve adherent baglantilar yardim ile beyinde kontrolsuz

2.4.1 Kan-Beyin Bariyerinin Yapis: ve Regiilasyonu

KBB, endotelyal hiicreler, astrositik uzantlar ve perisitler tarafindan olusturulan
oldukga kompleks bir sistemdir (Sekil 2.2). KBBnin korunmasinda en Onemii gérevi
endotelyal hiicreler tarafindan olusturulan siki ve adherent baglantilar tstlenirken,
KBB’nin regillasyonunda  astrositler Onemli bir gorev tistlenir (29, 30) Beyin
kapillerinde astrositler, astrositik uzantilar olarak adlandirilan yapiar: olustururlar By
uzantilar sayesinde astrositlerden salinan himoral faktorler yardm; ile, siki ve adherent
baglantilar regiile edilerck, KBB’nin devamliligmin korundugu in vivo ve in vitro
caligmalar ile gosterilmistir (30-32).
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Sekil 2.2: Sekilde kan beyin bariyerinin yapisi sematize edilmistir  Kan beyin bariyerinin
olusumunda en Gnemli gorevi iistlenen endotelyal hicreler, sik: baglantilar ve astrositik
uzantilar gozitkmektedir (Histology and Cell Biology kitabindan almmugtir, 29).

2.4.1.1 Adherent Baglantilar (AB)

Adherent baglantilar bir ¢ok dokuda adezif hiicre-hiicre baglantilarinda bulunan
KBB’inde bazolateral plazma zarnda lokalize olan yapilardr AB’ler hiicre adezyon
molekiil ailesinin birer tiyesi olan kadherin dimerlerinden olugur (Sekil 2.3) Epitelyal
ve endotelyal hiicrelerde bulunan E-kaderinin, katenin proteinleri aracith@iyla aktine
baglanarak kalsiyum bagimli hiicre adezyonunda gorev aldigr gosterilmistir Bu iliski -
katenin ile gerceklestirilir giinkii kaderinler PB-katenin araciligivla o-katenine ve aktine
baglanirlar (Sekil 2.3). Kaderin proteinlerinin ekstraselliiler kisminda kalsiyum baglama
alami bulunur Ekstraselliller kalsiyam diizeyindeki azalma veya [-kateninin kaderine
baglanamamasi, kaderin-kaderin arasmdaki baglantimin zayiflamasina, bu nedenlede

huicre iskeleti yapisiin dagilmasina, dolayistyla hiicre-hiicre aras adezyon kaybina yol
agmaktadir (30, 31)

2.4.1.2 Siki Baglantilar

Stki baglantilar, endotelyal hiicrelerin apikal zarlan ile komsu huicreler arasinda
olusturulur  boylelikle iyon gecisi ve paraselliler difiizyon engellenir  Hiicreler
arasindaki siki baglantilar klaudin, okludin, zonula okludens proteinleri (Z0-1, ZO-2,
Z0-3) olarak adlandimlan proteinler tarafindan olusturulur (Sekil 23) Klaudin ve
okludin ¢oklu transmembranal domainlerine sahiptir ve komsu hiicreler ile
heterodimerik koprii olugturarak paraselliller difizyonu engeller. Sik: baglantilarm

stabilizasyonu okludin, klaudin, ve ZO proteinlerinin aktine baglamm ile gergeklesir
(32, 33).
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Sekil 2.3: Kan beyin bariyerindeki adherent ve sikn baglantilarda gérevli proteinler sekilde
goriillmektedir (30)

2.5 Inme (Stroke)

Beyin, vicuttaki bir g¢ok fonksiyonu kontrol eden olduk¢a kompleks bir
organdir. Beynin kanlanmasi arteriyo karotis interna’lar ve vertebrobaziler arter
sistemiyle saglamr Bu iki sistem arasinda beyin bazalinde bulunan Willis poligonu
olarak adlandirdan anastomoz sistemi bulunmaktadir (34). Beyin sap1 ve serebellum
vertebrobaziler sistem tarafindan beslenirken, hemisferler arteriyo karotis internammn
dallan olan arterio serebri media ve anterior ve arterio basalisin yan dali olan arterio
serebri posterior ile kanlanir Kalbin pompaladifi kamn beste biri karotis ve
vertebrobaziler sistem ile beyine gelir Beyin damarlarinda meydana gelen bozukluklar,
beyinin o bolgesinin kontrolu altinda bulunan merkezlerin fonksiyonunu kaybetmesine
neden olur (1, 34, Sekil 2 4)

Inme, genel olarak, beyine oksijen ve besin getiren kan damarlarmin travma
disindaki bir nedenle yitiimasi veya o alanda pihtinin olusmas: jle karakterize edilen
vaskiiler bir bozukluk olarak tammmlanabilit. Bu olaylar, beyine kisa siireli veya uzun
stireli olarak oksijenin gitmemesine neden olur ve oksijen yetersizligi nedeni ile beyinin
o bolgesindeki sinir hiicreleri fonksiyonlarimi verine getiremez ve bir kac dakika
igerisinde oliim gergeklesir (1-3). Amerikan Kalp Derneginin (American Heart
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Association, AHA) verilerine gore, Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) kanser ve
kalp hastaliklarindan sonra {giingii 6lim nedeni olarak inme bildirilmektedir ABD’de
yilda 600.000°den fazla bireyin inmeden etkilendigi ve yaklastk olarak 200 000°den
fazla bireyin ise 6ldiigi rapor edilmigtir (3, 35).

Sekil 2.4: Beyinin anatomik yapist ve beyin damarlari sematize edilmistir (1D

Hemoraj veya tromboz gibi nedenler oksijen dagiimimn bozulmasma
dolayistyla inmeye neden olur. Bunun diginda, yas, cinsiyet, aile éykiisii, etnik kéken,
hipertansiyon, sigara kullanmm gibi bir ok faktor inmeyi etkilediginden hastaligin
patofizyolojisi hala tam olarak bilinmemektedir (3). Ancak inme ile ilgili hikayesi olan
ailelerde ve ikiz gahgmalannda yapilan aragtirmalar, vaskiiler hastaliklar ile genetik
faktorler arasmdaki baglantinin kurulmasma yardimer olmustur (36)

2.6 Vaskiiler Malformasyonlar

Vaskuler malformasyonlar anjiogenik geligim siiresi igerisinde meydana gelen,
beliti bir lokalizasyon ozelligi gosteren bozukluklar olarak tammlanabilir Vaskiiler
malformasyonlar, akciSer ve gastrointestinal sistem gibi visseral organlarda da
gorulmesine rafmen, en sik olarak beyinde karsimiza gikmaktadir Vaskiiler
malformasyonlarm tikanmalara, kanamalara veya kalp yetmezlifine neden olmasi
nedeni ile hayati tehlikesi oldukca yitksektir Vaskiiler malformasyonlarn  ¢ogu
sporadik olarak ortaya ¢ikabildigi gibi kalitsal formda da ortaya ¢ikabilir (37)

Serebral vaskiler malformasyonlar (SVM), merkezi sinir sistemininde ortaya
¢ikan, neoplastik olmayan fakat serebral dolasimi etkileyen vaskiiler lezyonlar olarak




tamimlanabilir  SVM’larin varh@ ilk olarak yiz yil once bildirilmis (38), ancak
hastaligm klinik ve patolojik profili, gegen 10 wil icerisinde beyin gorintileme ve
histopatolojik yontemler sayesinde anlagilmistir (39)

Serebral vaskiller malformasyonlar ¢ogunlukia merkezi sinir sistemini tutan tiim
vaskiler bozukluklar1 kapsar. SVM’lerin buyik g¢ogunlugu embrivonik donemdeki
duraksamaya bagh olarak ortaya giktig: igin, patolojinin tipine ve olusum evresine gore
farkh tipde histolojik ve klinik bulgularla kargimiza gikmaktadir (40-44) SVM’larin
siniflandiniimas:, karakteristik ozellikleri, kahtim modelleri ve hastaliklar ile iligkili
genler ve kromozomal lokalizasyonlari Tablo 2 2°de dzetlenmistir

Table 2.2 : Vaskiiler malformasyonlarin karakteristik 6zellikleri (37 )

Vaskiiler Kahktim Gen Kromozomal
Malfermasyoniar Modeli Lokalizasyon

I-Arteriovendz Malformasyon
Somatik Mutasyon ? ? 7

TI-Kapiller Malformasyon
0D ? ? ?

Hi1-Kalitsal Hemorsajik 1elanjektaziler

HHT1 OD ALK1 9¢33-34

HHT2 Ob ENG 12q13
IV-Vendz Malformasyon

0D TIE-2 9p21-22

V-Serebral Kavernoz Malformasyon

CCM1 0ODb KRIT1 Tqll2

CCM2 GD ? Tpl5-pl3

CCM3 OD ? 3925.2-q27

OD: Otozomal Dominant, ?: Bilinmiyor, ALKI: Aktivin A reseptortinii, ENG:
Endoglini ifade etmektedir

2.6.1 Arteriovenéz Malformasyonlar (AVM)

AVM’ler vaskiller malformasyonlar igerisinde klinik olarak en kolay tam
konulabilen ve en sik karsimiza ¢ikan fakat klinik olarak en riskli grubu olusturmaktadir
(37, 45). AVM’ler bir yada daha fazla besleyici arterden gelen kan alimmnm kapiller ag
olusturmadan venlere baglanmast ile olusur. Bu baglamm normal olmadigi icin vendz
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sistemde yiksek kan basmcinin olusmasma neden olur (46) Lezyonlar, histopatolojik
olarak incelendifinde, anormal olarak genislemis, displastik fakat etrafinda normal
beyin parenkimi bulunduran vapilar olarak gorilir (47, 48) AVM’lerin en onemli
patolojik bulgusu displazik arter ve bu artere direkt baglanan intima tabakas incelmis
ve arter ozellifi kazanmus venoz yapilann bulunmasidir (5, 49-51). AVM’ler sporadik
formda her yag grubunda goriilmekte ancak en fazla 40’1 yaslarda ortaya cikmaktadsr
Erkek ve kadinda gorilme sikhg hemen hemen aymdir Literatirde ailesel gegis
gosteren nadir olgular bildirilse de simdiye kadar bir kag calisma diginda hastalikla ilgil;
aday bir gen veya lokus tammlanmamstir (52-56) Rhoten ve arkadaslan, AVM’li
hastalarda yapmug olduklart caligmada, bu hastalarda pre-proendotelin-1 geninin
eksprese edilmedigini bildirmigler ve pre-proendotelin-1 geninin hastalikla iliskili
olabilecegmi 1leri siirmiglerdir (57)

2.6.2 Kapiller Malformasyonlar

Genellikle bas ve boyun bolgesinde gozlenen vaskiiler bozukiuklardir
Lezyonlarm olusum nedeni bilinmemekle birlikte, erken embriyonik dénemde derideki
kapiller yapilann  anormal olusumundan kaynaklandig: disiiniilmektedir  Kapiller
malformasyonda, damar ¢api genislediginden kan akimu yiiksektir ve bu yiizden deri
yizeyi kirmizi-pembe gorintim alr. Kapiller malformasyonlar beyinde ise sikhikla
beyaz maddede ve ponsda kapiller yapidardaki geniglemeye bagh olarak ortaya cikar ve
ancak magnetik rezonans (MR) ve tomografi (CT) ile tam konulmaktadir (35, 58)
Sporadik olgularm yaninda ailesel gegis gosteren olgular da bulunmaktadir Ailesel
kapiller malformasyonlu ailelerde yapilan linkaj calismalart sonucunda 5qgl13-22°de
lokalize olan bir genin hastalikdan sorumlu oldugu diisiniilmektedir (59)

2.6.3 Kahtsal Hemorajik Telanjektaziler (HHT)

Kalitsal Hemorajik Telanjektaziler (HITT) veya Osler-Rendu- Weber sendromu
otozomal dominant gecis g6steren multisistematik vaskiiler malformasyonlardir
Lezyonlar deride, agizda ve gastrointestinal sistemde telanjektaziler seklinde ortaya
¢ikabilecefi gibi beyin, karaciger, ve akcifier gibi organlarda arteriovenosz santlar
seklinde gorilmektedir (60). Yapilan linkaj cahgmalarinda, 9q33-34°de lokalize olan
HHT1 ve 12q13°de lokalize olan HHT2 Ilokuslarinin HHT’ye neden oldugu
bildiritmistir HHT1 lokusu ile iliskili Endoglin (ENG) geni ve HHT?2 lokusu ile ihigkili
gen olarak da aktivin reseptor benzeri kinaz 1 (activin receptor like kinase 1, ALK) geni
tammlanmigtir  (61-63) ENG ve ALK genlerinde meydana gelen mutasyonlarin
HHT’ye neden oldugu gosterilmistir. Her iki gende endotelyal hiicrelerde yogun olarak
cksprese edilir ve her iki proteinde TGF-B1 aracilt sinyal yolunda goérev alir (64-66) Bu
genlerde meydana gelen mutasyonlar, arteriovendz farklilagmada ve normal kapiller
yapuun devamhliginda Gnemli tol oynayan TGF-Bl aracih sinyal mekanizmasimn
bozulmasina neden olur (67, 68).
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2.6.4 Veniz Malformasyoniar

Vendz malformasyonlar, anormal genislemis vyapidaki ven dranajlarnnm
olusturdugu malformasyonlardir (35) Vaskiler malformasyonlar icerisinde daha az
riske sahiptirler (69) Ventz malformasyonlar genellikle detide veya intramuskiiler
yapilarda ortaya ¢ikar. Venoz malformasyonlann gérilme sikligr 1/500-1/10000 olarak
bildirilmistir  Kahtsal vendéz malformasyonlu ailelerde vapilan c¢ahsmalarda, TIE2
(Anjiopoetin-2  reseptérii) genindeki mutasyonlarin  hastalifa neden oldugu
bildirilmistir TIE2, endotelyal hiicrelerde eksprese edilir ve damar olguniagmasinda
gorev alan tirozin kinaz aktivitesine sahip hiicre yiizey reseptoriidiir TIE2 geninde
meydana gelen aktive edici mutasyonlar reseptoriin intraselliler kinaz domaininde
meydana gelir ve proteinin otofosforilasyonunu artirarak, hiicre igerisinde TIE2 aracilh
sinyalin daha da giiclenmesine neden olur (70).

2.7 Serebral Kavernoz Malformasyoniar (SKM)

Kavermnoz anjiyom, kavernoz malformasyon veya serebral kavernoma olarak
adlandinilan serebral kavernoz malformasyonlar, kapiller damarlarin pormal damar
clemanlarim kaybetmesi ve anormal vaskiler yapilann olugmas: ile karakterize edilen
bir vaskiiler bozukluktur (4, 5) SKM’leri kapiller telanjektazilerden ayiran en temel
dzellik kavernomlann etrafinda normal beyin parenkim dokusunun bulunmamasidir.
Kavernleri besleyen herhangi bir ana arter olmadifi igin lezyon igerisinde kan akimi
oldukga dusuktir (71-74)

2.7.1 Klinik Bulgular

SKM’a 6zgiil semptomatik bulgularn baginda, bag agnsi, el ve ayaklarda his
kaybi, gorme ve denge problemleri gibi lokal nérolojik bozukluklar, hemoraj ve epilepsi
nibetlerine benzer ataklar gelmektedir (75) Bir ¢ok SKM’li hastada bu klimk
bulgularin hi¢ biri go6zlenmezken, bazilannda ise lezyonun biyikligine ve
lokalizasyonuna bagh olarak semptomlar ¢ok adir olabilecegi gibi hafif de olabilir
SKM’de gozlenen epilepsi benzen nobetler hemorajin yaratomg oldugu fiziksel baskn ve
hemosiderin  gibi hemoraja bagh trinlerin  birikmesinden kaynaklanmaktadsr.
Hemorajlar SKM’deki klinik bulgular icerisinde en oneml olamdir ve kanamalarin
biiyiilk ¢ogunlugu intraparenkimal olarak meydana gelir Kavernomlar dinamik yapilar
olarak tanimlanabilir giinkii zamana bagh olarak lezyonlar kicilebilir veya biyiiyebilir
4,76, 77)

2.7.2 Tam Yiéntemleri

Serebral Kavernoz Malformasyonlarda kavernomian besleyen herhangi bir arter
olmadigindan kavernom igerisinde kan akim oldukca dagikttir ve lezyonlar beyin
kapillerlerini tuttugu icin standart angiografik tekmikler ile gorintiilenemez (78-80).
Tomografi (CT), SKM’lerin tanusinda anjiografik yontemlere gore ¢ok daha hassasdir,
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fakat SKM’larin tamsinda ve hasta takibinde en etkin gorintileme yontemi magnetik
rezonansdir (MR) (Sckil 2.5)

Klinik takip agisindan kavernomlarin MR goriintiileri 4 tipe ayrilis;

Tip I: T1 afuhkl goriintillerde ortas: yiiksek yogunluklu, T2 agirhkh gérintilerde ise
ortasi diisiik yogunluklu ve etrafindaki halka disiik yogunluklu lezyonlar,

Tip II: T1 ve I2 agirhikls goriuntiilerde ortasi retikiiler ve karigik goriinim, T2 agirlikls
goruntiilerde ortas: diigiik yogunluklu lezyonlar,

Tip ITE: T1 ve T2 agirlikh goriintillerde homojen gériiniimil olan lezyonlar,

Tip IV: Spin e¢ko gorintilerde ¢ok az gdriinen veya hig goriinmeyen, GRE
gorintiilerde ise lokal azalmis yogunluk seklinde goriinen lezyonlardir (39).

Sekil 2.5: Lezyonlanin MR gérinami. Sercbral kavernomlar MR’da pop-comn benzeri yapilar
olarak gozitkmektedirler Lezyonun oldugu alan ok ile gdsterilmistir (31).




2.7.3 Hastaligin Epidemiyolojisi

- Lezyonlarin Goriilme Sikhgi

SKM’lerin asemptomatik olmasi, hastalifin ileri yaslarda ortaya ¢ikmasi ve
diger vaskiiler malformasyonlarla birlikte gériilmesinden dolayt toplumdaki sikhim
vermek oIdukg:a zordur Bununia birlikte, goriintiileme yontemlerindeki hizh geligmeler
ve MR’in rutin kullanmma girmesinden sonra vapilan retrospektif caliymalar SKM’lerin
diistiniildagiinden daha yaygin oldugunu gostermistir (3, 82, 83). Berry ve arkadaglan,
6686 olgunun otopsisine dayali yaptiklan retrospektif calismada hastaifin sikhigim
%0 02 olarak bildirmislerdir (84). MR’nin SKM’lerin tamsinda rutine girmesinden
sonra yapilan calismalarda ise bu oran %0.53 yikselmigtir (85) ve tiim vaskiler
malformasyonlarin %5-15"1mu kapsamaktadir {82, 83, 85, 86).

Serebral kavernomiann toplumda goriilme sikliklan her ne kadar dusiik olsa bile
belirli topluluklarda hastah@in gorilme skt degismektedir Ormegin, Caucasian
popiilasyonunda, hastalifin insidansi %10-20 arasinda defigmekte iken, bu oran
Hispanik—Amerikalilarda %50’lere ulasmaktadir (87) Bu topluluklarda hastahfm ¢ok
daha vitksek siklikda gorilmesinin nedeni, hastalifin olugumunda genetik faktorlerin
katkssiin  bulunmasindan kaynaklanmaktadir ¢iinkii bu popiilasyonlarda founder bir
mutasyonun bulunmasi ve founder efektden dolay: hastahgm gorilme sikhigimn arttifs
bildirilmigtir (88).

- Cinsiyet ve Yagm Onemi

Serebral malformasyonlar ¢ocukiuk déneminde ortaya cikabildigi gibi yetiskin
donemde de ortaya gikmaktadir. Yetigkin donemde gorillen SKM’larda kanama riski
¢ok daha fazia oldugu igin daha biiyiik risk tagimaktadwr (89) Bu gemis arahBa ragmen
hastalik en sik olarak 30-50’h yaglarda goriiimektedir (75) ve hastahifin gorilme sikhi
kadin ve erkekde aymdir. Erkekde hastahk ortalama 30°lu yaslarda ortaya cikarken,
kadinlarda ise ortalama 40’h yaslarda ortaya gikmaktadir (82, 90).

- Lezyonr Biiyiikliigii ve Lokalizasyonu
SKM da Iezyon biiyiikhigii ve lezyonun loka}izasyonu hastallgm kliniginde

93) Sporadik olgularda genelhlde tek lezyon gozlenirken, ailesel gegisli olgularda
lezyon sayist artmaktadir (94, 95). Kavernomlar supratentoryal olmak lizere beynmn
herhangi bir bolgesinde ortaya ¢ikabilir (4) Pons ve sercbellum en yaygmn infratentorial
alanlarm baginda yer alir. Ozellikle ponsda posteriyor fossada gorilme sikhd: %10-23
olarak bildirilmigtir (82, 90-92).

2.7.4 Hastaligin Histopatolojisi
SKM’ler makroskobik olarak normal beyin dokusundan kolaylikla ayrilabilen,
belirgin bir besleyici arteri olmayan koyu kirmuzi-mor renkli bogiirtlen benzeri
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damarsal olusumlardir SKM’lerin mikroskobik incelenmesinde ise, matriks igine
gomiila geniglemis, ince duvarh sinusoidal goriniimlii, sadece endotelyal hucteler
tarafindan kusatilrms normal damar eclamanlarmm ve normal beyin parenkiminin
olmadigy yapilar olarak ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.6, 96) SKM’lart olusturan damar
duvaninda diiz kas ve elastik mebran bulunmaz Kanamalann fazla olmas: nedeni ile
lezyon icerisinde hemosiderin  yikli makrofajlar ve kalsifikasyon alanfan
bulunmaktadir {(4)

Bu lezyonlar, elektron mikroskobik dizeyde incelendiginde beyinde onemli iki
yapmin olmadif goze garpmaktadu Birincisi, endotelyal hiicreler arasmda bulunan sk
(tight) baglantilann olmamast (97), ikinci onemli mikroskobik bulgu ise, kan-beyin
bariyerini olusturan astrositik uzantilann (astrositik foot-end) endotelyal hiicrelere kadar
uzanamadan gliotik sinirda sonlanmasidir (4, 98)

Sekil 2.6: Kavernomlarin histopatolojik goriiniimii. Kavernomlar normal damar elemanlarindan
ve konnektif dokudan voksun sadece endotelyal hiicreler tarafindan olugmus etrafinda normal
beyin parenkimasinin olmadigr yapilar olarak gozlenir Lezyon alam ok ile gdsterilmigtir (99)

2.7.5 Hastahgmn Tedavisi
Sercbral kavernomlarda hastalik semptomatik oldugu gibi asemptomatik olarak

da karsmmza ciktifindan kesin bir tedavisi yoktur. Semptomatik olgularda epileptik
nobetler icin anti-epileptik ilaglar ve hemamjiyomlarn yarattify baskidan dogan bag
agnis1 igin agn kesiciler kullamlmaktadir. Kanama oldugu zaman ise, lezyon operasyon
i¢in tehlikeli bir yerde degilse cerrahi girigimler ile uzaklastintmaktadsr (75, 100).
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2.7.6 Hastaligm Molekiiler Genetigi

Kavernomlar sporadik olarak ortaya cikabildigi gibi kabtsal olarak da
gozitkmektedir (87, 101) Hispanik ailelerde yapifan molekiller ¢ahgmalar ile,
SKM’lerin otozomal dominant formda kalitilan vaskiler bir bozukluk oldugu ilk olarak
ii¢ farkll grub tarafindan segragasyon analizi, finkaj ve posizyonel klontama gibi farkl
teknikler kullamlarak gosterilmigtir (102-104)

e,

Hastalikla iliskili genin D'7S646, D7S558, D7S689 markerlan arasinda 7-cM’lik
bir aralikta yer aldigt Giinel ve arkadaglan tarafindan gosterilmistir (Sekil 27, 102}
Dubovsky ve arkadaslarmin yaprus olduklant linkaj cakismasmda ise, SKM‘den
sorumlu gen bolgesinin 7q11-q22°de lokalize oldugu tammlanms ve bu bolge CCMI
olarak adlandiritmustir (103) Béylece, kavernomlu ailelerde yapilan linkaj cahgmalart
sonucunda hastalikla iliskili genin, 7 nolu kromozomun uzun kolunda yer aldiit
gosteriimigtir (102, 103)

Sekil 2.7: 7 nolu kromozomen idiogram: CCMI1 lokusunun hastalikla iligkisinin ortaya
cikmasinda kullanilan markerlar sematize edilmigtir (102)

2.7.6.1 Serebral Kavernoz Malformasyonlarda Genetik Heterojenite

CCM1 lokusunun tamimlanmasim takiben vapilan mutasyonel c¢ahgmalar,
hastalizin olusumundan sorumlu ilave genlerin oldugunu gostermistir. Hispanik
olmayan ailerde yapilan linkaj galigmalart sonucunda, CCM1 lokusu disinda kavernom
olusumu ile ifiskili CCM2 (7p15-13) ve CCM3 (3¢25 2-27) olarak adiandinlan ilave iki
lokus daha tanmmlanmustir Serebral kavernomlarin %40°nm CCMI1, %620°smn CCM2,
%40 mn ise CCM3 lokusu ile iliskili oldugu bildirilmigtir (105) Bu nedenle SKMli
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ailelerde CCMI1 lokusuna ilaveten, CCM2 ve CCM3 lokuslarinin da taranmas; gerektigi
ortaya ¢ikmustir

2.7.6.2 KRIT1 Geninin Tanimlanmas)

Kavernomlar ile ihigkili ¢ ayn lokus tamumlanmasina ragmen, sadece CCM1
lokusu icerisinde yer alan KRIT1 (Krevi [nteraction Trapped gene 1) geni
tammlanabilmistir KRIT1 geni itk olarak veast two hybrid sistemi kullamlarak
klonlanmig, bu genin aromatik yapidaki aminoasidierce zengin 529 aminoasidlik bir
proteint kodladif: ve proteinin karboksi terminal bolgesinde 280 ile 433 aminoasidlik
bolgenin Rap1Al ile iliskiye girdigi gosterilmistir (106)

KRIT1 geninin kionlanmasm: takiben, Couteulx ve arkadaglann Hispanik
allelerde, kahtsal ve sporadik olgularda yaptiklan mutasyon analizlerinde hastalarin
%30°sinde 14. ekzondaki C>T degisimini (2105. nitkleotid) founder mutasyon olarak
(107) bildumislerdir Daha sonra, Giinel ve arkadaslarmm yine Hispanik ailelerde
kaltsal ve sporadik olgularda yapmus olduklari calismada ise hastalarin %85°de 6.
ckzondaki C>T defisimi (742. niikleotid) founder mutasyon olarak bildirilmigtir (6).
Bu iki ¢aligma grubuna ilaveten, bir ¢ok aragfirmact tarafindan farkl poptilasyonlarda
allesel ve sporadik olgularda mutasyon taramalan yapinug ve yeni mutasyonlar
bildirilmistir (108-115) Eerola ve arkadaglari, SKM’a ek olarak hiperkeratik kapiller ve
vendz malformasyon (HCCVM) gosteren ailelerde, KRIT1 geninin ekzon 1’inde 103
nitkleotiddeki guaninin (G) delesyona ugradigim gostermislerdic Bu caligma, KRIT1
gen urlininin hem serebral vaskiilarizasyonda hem de kutaniyoz vaskiilasyonda onemli
oldugunu gostermistir. SKM’h hastalarda KRIT1 mutasyonlan tiim ekzonlara dagilms
iken, SKM’ye ek olarak HCCM’h hastalarda sadece ekzon 1°de mutasyonun bulunmas:
genotip-fenotip  iliskisinin  6nemini  gostermektedir  (116). Yapian mutasyon
¢ahgmalarnmin  hepsinde KRIT1 geninde meydana gelen mutasyonlarin  premature
mutasyonlar oldufu béylece giditk (truncated) iiriin olugturdugu gozlenmigtir (6, 108-
117)

KRIT1geni baglangigda 529 aminoasidi kodlayan 12 ekzon ve 11 intronu olan
bir gen olarak tammlanmigtr {106), fakat daha sonra yaptlan caligmalar, ilave 4
ekzonun tammlanmasiyla, genin 16 ekzon ve 15 introndan olusan ve 736 aminoasidi
kodlayan bir gen oldugu gésterilmistir {118-120),

2.8 KRIT1 Proteininin Yapis:

KRITT proteinin hiicresel fonksiyonu hakkinda son ii¢ yila kadar ¢ok fazla bilgi
bulunmamaktayd: Yapilan bir gok gahismada sadece KRIT1 genindeki mutasyonlar
bildirilmigdi (107-117) KRIT1 proteininin tanimlanms proteinlerle olan homolojisi
aragtirildi@inda, hiicre ici fonksiyonlan yerine gefirecek FERM, Ankrin tekrar domain
ve NPXY gibi li¢ onemli domaine sahip oldugu gorilmiistiir (Sekil 28). Aynca,




KRIT I’in yapisinda bu domainlere ek olarak 46-51 ve 569-572 aminoasidleri arasinda
iki tane potansiyel nitklear lokalizasyon sinyal dizisi (NLS) oldugu gosterilmigtir (119)

FEEM Domain

Sekil 2.8: KRIT1 proteininin domain organizasyonu. FERM domain, ankrin tekrar domaimi ve
N terminal bolgede ICAP1a baglanim igin gerekli olan NPXY domaini gorilmektedir (121)

2.8.1 FERM Domainti

FERM (4.1, Ezrin, Radiksin, Moesin} ailesi, plazma membran proteinleri ile
hiicre iskeleti arasinda bir koprii olarak gérev yapan, birbiri ile olduk¢a yakin benzerlik
gosteren dort proteinden olugmaktadir bu nedenle hem hiicre iskeleti organizasyonunda
hem de hiicre igi sinyal iletiminde rol oynamaktadir (122, 123) FERM ailesine ait
proteinlerin, aktin ve integral membran proteinleri arasindaki baglantiyi regiile ederek
hiicre zarmn iglevini ve yapismi ctkiledifi bilinmektedir. Bu baglanti integral membran
proteinlerinin  sitoplazmik kuyruklarma FERM domainin  baglanmasi ile direkt
olabilecedi gibi, yardimc1 proteinler yardimt ile indirekt yoldan da gergeklesebilir (124).
FERM domaininin kendi karboksi ve amino terminal bolgeleri arasindaki iigki,
proteinin  kurmug oldugu ifigkiyi baskiayabilir Bunun en gizel Omefmi eztin
olusturmaktachr Ezrinin, N-terminaline baglanmas: proteinin karboksi terminal bolgede
F-aktin ile kurmus oldugu iligkinin bloklanmasma neden olur (125-127) Ezrin
fonksiyonu F-aktin baglammm ile iligkilidir, bu yiizden ezrinin Rho proteinleri tarafindan
fosforilasyonu veya N-terminal bolgesine fosfoditifinositol-4,5-difosfatlarm baglanmast
F-aktin ile olan iligkisini baskilar (128-130)

KRITI proteininin C-terminalinde yer alan FERM domaininin heniiz nasil bir
isleve sahip oldugu tam olarak bilinmemektedir. FERM domainin fonksiyonu
konusunda iki hipotez bulunmaktadir: KRIT1, FERM domaini yardimiyla ya hiicre zan
ve hiicre iskeleti proteinleri arasnda bir koprii olusturup bir sinyal yolumu aktive
edebilir ya da KRIT1’in gerceklestirmiy oldufu mevcut protein-protein iligkisini
engelleyebilir (121). KRIT1 proteininin yapisindaki FERM domaininin roliinun ne
oldugunun daha aynntii arastimlmasi, serebral kavernoz malformasyonlarda lezyon
olusumunun aydmlatiimas: i¢in oldukca bilyitk dnem tagimaktadir
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2.8.2 Ankrin Tekrar Domaini

Ankrin tekrar dizileri en yaygin gériilen protein motiflerden biridir ve protein-
protein iligkisinin kurulmasmna yardime: olur. Ankrin tekrar domainleri hem basit hem
de kompleks orgamizmalarda (virus-insan) bulunmaktadir. Su ana kadar 400°den fazla
proteinin Ankrin tekrar domainlerine sahip oldugu bildirilmigtir. Bu proteinler arasinda
CDK inhibitorleri, transkripsiyonel regiilatorler, hiicre iskeleti protemleri ve gelisimsel
proteinler yer almaktadir (131) KRIT1 proteininin yapisinda Ankrin tekrar domainleri
gibi protein-protein iligkisinde gorev alan bir domainin bulunmasi KRIT1’in bir gok
protein ile iligki kurabilme yeteneginde oldugunu gostermektedir Literatirde KRIT1
disinda hem ankrin hemde FERM domainine sahip bagka bir protein tanimianmamustir
(121)

2.8.3 NPXY Demaini

NPXY (Asn-Pro-X-Tyr) domaini ilk olarak integrinlerin sitoplazmik
domainlerinde tanmmlanmigtir ¢inkii bu domain bir ¢ok sitoplazmik proteine baglanarak
integrinlerin  bivolojik iglevierini verine getirmesine yardimc: oldugu gésterilmistir
Cogu integrinin beta kuyrugunda bir veya iki tane NPXY domaim bulunur NPXY
domaini, icerisindeki tirozin aminoasidi Src¢ kinazlar tarafindan fosforillendikden sonra
fosfotirozin baglayici domain (phosphotyrosine binding domain, PBD) igeren proteinler
tarafindan taninarak bir ¢ok sinyal yolunu aktive eder ve hiicre migrasyonu, adezyonu,
gibi hiicresel fonksiyonlan diizenler (132, 133). PBD igeren proteinler arasmda Numb,
Dabl, Dab2, EPSS8, Tensin, Dokl, Talin ve ICAP1o gelmektedir (134) KRIT1’in N-
terminal bolgesinde tammlanan NPXY domaininin ICAPlo’ya baglanarak hiicresel
istevlerde gorev aldig: distnilmektedir (135, 136).

2.9 KRIT1 ile Tliskiye Giren Proteinler

2.9.1 RaplA (Krev)

RaplA (Krev), Rap1B ve Rap2 Rap ailesinin tiyeleri olarak tanimmlanmstir Her
ii¢ protein de Ras ailesi ile yiiksek oranda homoloji gdstermektedir. Ras proteinin, Rap
proteinterinden farki Ras’da 61 amino asit glutamin iken, Rap’da treonin aminoasidi
bulunmaktadr {137). RaplA’nin mayadaki homologu olarak Budl/Rsr, sirke
sinedindeki homologu olarak ise Ras3 proteini tanimlanmigtir. Hem Budl hem de
Ras3’iin GTPaz sinyal yolunu kontrol ederek hiicre farklilagmas:, migrasyonu ve
embriyonik donemde vicut morfolojisinin diizenlenmesi gibi hicresel olaylarda islev
gordugii gosterilmistir (138) Memeli hiicrelert RaplA ile transfekte edildifinde,
transforme olmug fenotipin baskilandiZimin goésterilmesi, RaplA’nin bir tilmor siipresor
gen olarak tammlanmasina neden olmustur (139) Fakat daha sonra yapilan
caligmalarda, Ras aracili sinyal yolunun RaplA dizeyi ile iliskili olmadiBi, bu viksek
homolojive karsin Ras ve RaplA’nmn farkh sinval yollarim kullanarak hiicresel iglevleri
yerine getirdigi gosterilmistir {140),
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2.9.2 inﬁegrin Sitoplazmik Demain-Associated Protein 1 (ICAP1)

Integrinler, hiicre yuzey proteinleri ve ekstraselliiler matriks proteinlerine
baglanan transmembranal heterodimerik proteinlerdir. Integrinlerin kendi ligandlarma
baglanimi, hiicre iginde bir gok sinyal yolunu inditkleyerek hiicre migrasyonu,
proliferasyonu, farklilasma gibi hiicresel olaylan aktive eder Integrinlerin sitoplazmik
domainleri fokal adezyon kinazlart (Focal ‘Adhesion Kinase, FAK) aktive ettigi icin
hiicre adezyonunda oldukga onemidir (10) Chang ve arkadaglan yeast two hybrid
sistemini kullanarak B1 integrinin sitoplazmik domaininin ICAP1a ile iligkiye girdigini
gostermiglerdir 1ICAP1 nin alternatif splicing ile olusan ICAPl o ve ICAPIPB olmak
iizere iki izoformu bulunmaktadir ICAP1 o, fosfoproteindir ve fosforilasyonu integrin
bagimli hiicre-ekstrasellitler matriks iliskisi ile regiile edilmektedir (141) ICAP1 «a, Bl
integrine baglanirken, ICAP1 B ise P! integrin ile iliskiye girmedigi gosterilmigtic
Integrin Bl ile ICAPlo arasindaki bu iligki, diger integrinler ile karsilagtmldiginda, gok
daha 6zgiil oldugundan bu baglantmmn kurulabilmesi icin B1 integrinin C-terminalinde
bulunan korunmus NPXY (Asn-Pro-X-Tyr) motifine ihtiyag oldugu gorilmistir (142)
KRITVin N-terminal bolgesinde yer alan NPXY domainin ICAP1 o baglanim igin
gerekli oldugu gosterilmigtir. B1 integrinde oldugu gibi KRIT1de ICAP1 B ile higkiye
girmeyip, ICAP1 o ile iligkiye girer Bu nedenle, KRITVin ICAPl o ile B1 integrin
arasindaki iliskiyi engelledigi ileri sarulmektedir (135, 136)

2.9.3 Mikrotiibiiller

Mikrotiibiler, globular initelerin polimerizasyonu ile olusan fibriller yapidaki
proteinlerdir ve hiicre icerisinde  intraselliler  vezikiiler ~transport, membran
organellerinin organizasyonu, kromozom segragasyonu, hiicre geklinin ve hareketinin
belirlenmesi gibi onemli hiicresel aktivitelerde gorev alirlar. Mikrotibiillerin en onemli
bzelligi dinamik yapilarmin olmastdir Mikrotiibiiller o ve P tiibillin alt iinitelerinin bir
ataya gelmesiyle olugan heterodimerik yapilardir (143). Tubilin, GTP baglayan bir
proteindir ve her tiibiilin alt birimi iki GTP molekilinii baglar GTP, a-tubiline gent
doniisumsiiz olarak baglanir ve hidrolize olmazken, B alt birime geri doniisumli olarak
baglanir ve GDP’ye hidrolize olur (144) Mikrotiibill dinamigini regiile eden proteinler
mikrotiibiilleri stabilize eden ve destabilize eden proteinler olarak iki gruba ayrdr
Mikrotiibiilleri stabilize eden proteinlere Mikrotabul fligkili Proteinler (Mikrotitbil
associated proteinler, MAPs) ve destabilize eden protecinlere de Opl8 ornek olarak
verilebilir (145, 146) Gimnel ve arkadaglarmin endotelyal hiicrelerde yapmig olduklan
cahsmada, KRIT1’in B-tiibiilin ile iligkiye giren bir mikrotibal iliskili protein (MAP)
oldugu immunofloresan (Sekil 2.9) ve immunopresipitasyon yontemler ile gosterilmis
ve KRIT1 ve PB-tiibiilin arasmdaki bu iligkinin endotelyal hiicre geklinin korunmasina
yardimer oldugu ileri strabmiigttr (81) KRIT1 ve B-tibilin arasmdaki baglamma
benzer model EB1 ve P-tiibillin arasinda gosterilmigtir (147, 148}
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Sekil 2.9: Endotelyal hiicrelerde KRIT1 ve B-tiibiilin iliskisi a) Endotelyal hiicreler KRITI,
aktin ve B-tibiilin ile birlikte boyandigmmda, KRIT1, B-tibilin ile benzer boyanma modeli
gosterirken, aktinden farkh bir model gostermektedir b) Daha biiyik bitytitmedeki goriiniimii
{81)

2.10 KRIT1 Aracili Hiicresel Mekanizmalar

KRIT1 proteininin tam fonksiyonu heniiz bilinmediginden, KRIT1 aracili sinyal
yolu da tam olarak aydimlatilamamstir. KRIT1 proteinindeki motifler ve iliskiye girdigi
proteinlere bakildiginda KRIT1’in birden fazla sinyal yolumu kullanarak hicresel
olaylarda gorev yaptig ileri strilmektedir (Sekil 2.10) KRIT1 aracili hiicresel
mekanizmalar KRIT1'in ICAPlo’ya, RaplA’a yada [-tibiline baglanmasiyla
gergeklesir KRIT1in bu proteinlere baglammunin hiicre adezyonunu, proliferasyonunu
vada hiicre morfolojisini etkiledigi ileri siirtilmektedir {121)

2.10.1 RaplA Aracih Mekanizmalar

KRIT1 ilk olarak RaplAl ile olan iligkisi nedeniyle, RaplA bagmli hicre
proliferasyonunun bir regiilatoru olarak tanumlanmigtr (KRIT1) ¢inkii RaplA’ nin Ras
overekprese eden murin fibroblastlarmin transforme olmus formunu gerive gevirdigi
bildirilmigtir (139) Bu c¢aligmay: takiben, KRIT1’in CHO-K1 hiicrelerinin kimyasal
olarak indiklenmis reverse-transformasyon siiresince transkripsiyonel olarak aktif
oldugu gosterilmistir (149) Sonucda, RaplA’nin aralanndaki yitksek homolojive
ragmen, Ras antogonisti olarak gorev yaptigi ve KRIT1’in RaptA ve Ras. arasindaki
thgkiyi diizenledigi ileri suralmigtir SKM’li hastalarda KRIT1 geninde meydana gelen
mutasyonlar KRIT1’in RaplA ve Ras arasindaki regulator etkisinin ortadan kalkmasina
neden olmaktadir Boylece, bu molekiler iligkinin bozulmast Ras sinyal yolunun
aktivasyonuna bagh olarak hiicre proliferasyonuna neden oldugu ileri surilmektedir
(121, 138) KRITI1-RaplA igin 6ne siiriilen bu model, RaplA’y1 aktif olarak eksprese
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eden in vivo ve in vitro modellerde detayh olarak arastnldiginda, RaplA’nin Ras
yolunu inhibe etmek yerine aktive ettigi gosterilmistir (150}

KRITI ve RaplA iligkisine en gizel omek olarak Tuberin-RaplA iligkisi
verilebilir Tuberin GTPaz aktive edici bir proteindir ve TSC2 olarak adlandirilan bir
gen tarafindan kodlamr TSC2’de meydana gelen mutasyonlar, otozomal dominant
formda kalitilan benign nérokiitanoz timorlere neden olur Tiiberin-RaplA iligkisi
model olarak alindiginda, TSC2’de meydana gelen somatik mutasyonlar veya
heterozigosite kaybiun RaplA’nmn sirekli aktivasyonuna neden oldugu ve kontrolsuz
hiicre biyiimesine bagh olarak timor gelistidi ileri sirilmektedir (151, 152) Aym
sekilde, SKM’larda lezyon olusumunda da KRIT1’in RaplA aracth sinyal yolunda
tiimor sipresor olarak gorev yaptigi ve KRITI genindeki mutasyonlarm RaplA’yi
aktive ederek, kontrolsuz endotelyal hiicre proliferasyonuna bagh olarak da kavernom
olusturdugu ileri strilmistir (121} Bunma kargm, daha sonra yapilan
immunopresipitasyon gahgmalarndan KRIT1 ile RaplA iligkisinin ¢ok zayif oldudu
gosterilmigtic  (135).  Serebral malformasyonlarin  histopatolojik  yapist ayrintih
incelendiginde endotelyal hiicrelerde proliferasyondan ziyade hiicre organizasyonu veya
hiicre adezyonunda bir bozukluk oldugu goriilmektedir

RAC | pcaria

1 _

Adhezyon o

Morfoloji Pmoliferasyon

Sekif 2.10. KRIT1 aracils sinyal mekanizmast KRIT1 NPXY domaini aracihgiyla ICAPla’ya
baglanim igin Bl-integrin ile yars icerisindedir Béylece integrin aractli hiicre adhezyonu
baskilanmis olur (121).
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2.10.2 ICAP1 o Aracili Mekanizmalar

Iki farklh grup tarafindan yeast two hybrid sistemi kullamlarak KRIT1’mn
ICAP1 o ile iligkiye girdigi gosterilmis ve bu protein-protein iligkisi ortaklaga-
immunopresipitasyon ve GST afinite presipitasyon yontemleri ile konfirme edilmigtir
(135, 136) ICAPI a, fosfotirozin domaini igeren 200 aminoasidik bir protein olup,
(153), integrinin beta domaininin sitoplazmik bolgesinde yer alan NPXY domainine
baglanarak hiicre adezyonu, yayilmasi ve proliferasyonu gibi olaylarda gorev
almaktadir (154, 155)

ICAP1a, f1-integrine baglanarak sitoplazmadan hiicre igine, hiicre iginden de
hiicre disma bilgi akisiu saglar B1-integrin aracilifiyla gergeklestiriten bu bilgi akigt,
KRIT1 ile de ger¢eklestirebilir ¢iinkii B$1-integrine benzer olarak KRIT1 igerisinde de
ICAPlo’mn baglammu igin gerekli olan NPXY domaini bulunmaktadir ve KRIT1 ve
Bl-integrin ICAPI o’a baglanmak igin vyang icerisindedirler (135-136) KRII1’in
ICAP1 o’a baglanmm, ICAPT o’dan Bl-integrinin ayriimasina dolayistylada P 1-integrin
ile gerceklestirilen adezyon gibi hiicresel olaylann baskilanmasina neden oldugu ilen
siiriilmektedir Ayrica, ICAP1o'nin, integrin ve KRIT1 disinda Rho GTPaz tiyelerinden
Cdc42 ve Racl ve de metastazda gorev alan NM23-H2 (NDP kinaz B) ile de iligkiye
girdigi gosteribmigtir (155, 156) ICAPiq, Ccd42 ve Racl’den GDP’nin ayrimasim
engelleyerek hiicre yayilmasim engeller KRIT1 geninde meydana gelen mutasyonlar
nedeniyle hiicre igerisinde KRIT1 proteininin azalmasi veya yoklugu KRIT1-ICAP1 o
arasindaki dengenin bozulmasina ve hiicre igensinde serbest ICAP1 o artigina neden
olacagi ve I[CAP1 o’'mnda Rho GTPaz’lan baskilayarak hiicre adezyonu ve yayilmasina
neden oldugu distniimektedir (121).
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GEREC ve YONTEM

Western blot analizi i¢in kullanifan taze dokular ve immunohistokimya i¢in
kullamlan parafin dokular Yale Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Bolumunden,
gebeligin farkli donemlerine ait plasental doku ormekleri Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embrivoloji Anabilim Dalindan, Serebral malformasyonlu
hastalanin parafin dokulan ise Yale Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dalindan saglands

3.1 Hiicre Kiiltiirii

Bovine aortik endotelyal hiicreler (Bovine Aortic Endothelial Cells, BAECs),
Cos7, insan endotelyal hiicreleri (Human Endothelial Cells) ve Hela hicre hatlari
farkli firmalardan dondurulmug olarak satin alind

Kuliamian Scliisyonlar:

BAEC Besi Orfanu:
Yiiksek Glikozhu (4500 mg/L) DMEM (Gibco)
9%10’luk (v/v) Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco)
%1 11k (v/v) Penisilin-Streptomisin Kangimm (Gibco)
%]1 ik (v/v) Na-piriivat (Gibco)
%1 °1ik (v/v) HEPES (Gibco)

Cos7 Besi Ortama:

Disik Glikoziu (1000 mg/L) DMEM (Gibeo)

%10°tuk (v/v) FBS (Gibco)

%1 °1ik (v/v) Penisilin-Streptomisin Karigimm (Gibco)

%1 ’lik (v/v) Na-piruvat (Gibco)

%!1lik (v/v) HEPES (Gibco)
Hazirlanan tim besi ortamian steril kosullar altmda hazirlanip, 02 p’luk Milipor
filtreler ile filtre edildikden sonra, +4°C*de sakland:

Dondurulmus olarak gelen hiicreler 37°C°k su banyosu igerisinde
cozilldikden sonra, hemen T-75°1ik kultiir kaplarina alnarak tizerlerine 10 mi besi
ortamu eklendi ve 37°C°de %5°lik COy’li etiivde iremeye birakilde 24 saat sonunda
ortamdaki DMSO ve hiicre kabina vapismayan 6li hitcreler besi ortamu ile yikanarak
uzaklastirldr Her 48 saatte bir besi ortamu degistiritdi ve hucreler kaltor kabim
kaplayincaya kadar dretildi BAE, insan endotelyal ve HeLa hicreleri icin BAEC
besi ortami kullanihrken, Cos7 hiicre hatti igin Cos7 besi ortam kullamld:

3.2 Antikor Piirifikasyonu

KRIT1 proteinin farklt bolgelerine karsi 3 farkh peptid Zymed firmasimn
onerileri dogrultusunda, peptid 1 (259-275 aa) DYSKIQIPKQEKWOQRS, peptid 2
(473-490 aa) QELPYHKPLQHVRDWPE ve peptid 3 (724-736 aa)
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GGGKLNGQLMATERSNS dizelerinden olugan peptidler olarak dizayn edildi ve
firmaya génderildi Zymed firmasi tarafindan pinfiye edilen anti-peptid antikorlar
laboratuvanmiza gonderildi. Antikor ¢zgunlugi, KRIT1 eksprese eden BAE hiicre
hatlarma ve KRIT1 eksprese etmeyen Cos7 hiicrelerine KRIT! geni transfekie
edildikden sonra Western blot ile test edildi Calismamzda peptid 1 ve 3 karst
olusturulan poliklonal antikorlar kullamld:

3.3. immunofloresan Boyama Yontemi

Kultanilan Soliisyeniar:

10X PBS (Fosfat buffer saline) Tampeonu:

14,4 g NazHPO:p 2H20 (MEI‘Ck)

3 g KH,PO, (Merck}

2 g KCI (Sigma)

8 g NaCl (Sigma)
Yukandaki kimyasallarl litre bidistile su icerisinde ¢ozildii ve 3X ve 1X seklinde
dihie edilerek kutlamid:

%4 (viw) Paraformaldehid (PFA}) Soliisyonu:

24 gram toz paraformaldehid 360 ml distile su icerisine eklendi ve 60°C"de
isiict tizerinde ¢dzidinceye kadar kanstinldr Sut gorinimindek: solisyonun pH's1
2N NaOH ile 7 2’ve ayarland1 ve tizerine 240 mi 3X PBS eklendikden sonra filtre
edilerek +4°Cde saklandi

Permiabilizasyon Soliisyenu:
500 mi 1X PBS icenisine 1000 pi Triton X-100 (Sigma) eklend: ve soliisyon
oda 1sismda saklandi

%5’lik (v/iv) Serum iceren Bloklama Soliisyonu:
1000 pl 1X PBS icerisine 50 nl keci veya at serumu (Vector Lab) eklendi ve
soliisyon +4°Cde sakland1

Negatif tavsan veya fare IgG Seliisyenu;
I ml bloklama soliisyonu i¢ine primer antikor konsantrasyonu ile aym olan
tavsan veya fare IgG’leri (Vector) eklendi ve soliisyon +4°C’de sakland:

Immunofioresan boyamasi igin 4-g6zli chamber slaytlarda kiiltire edilen
endotelyal hucreler etiivden alindiktan sonra, 1X PBS ile 2 defa 5’ser dakika oda
sismda yikandi ve %4’luk PFA ile +4°C’de 20 dakika fikse edildi. Fiksasyon
asamasmndan sonra slaytlar PBS ile 2 defa 5 dakika vikandi Permiabilizasyon
soltisyonu ile hiicreler 10 dakika oda isisinda bekletildi ve PBS ile iki defa yikand:
Yikama islemlerinden sonra 6zgiil olmayan baglammu bloke etmek icin %5°lik
bloklama soltsyonu ile oda isisinda 1 saat bekletildi Bloklama solisyonu
uzaklagtinlarak, slaytlar Gzerine uygun primer antikorlar eklenerek oda 1sisinda 1
saat veya +4°C’de gece boyu bekletildi immunofloresan bovama i¢cin kullamlan
prmer antikorlar ve dilusyonlan Tablo 3 1°de verilmigtir Negatif kontrol olarak,
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primer antikorlar ile aym konsantrasyonda olan normal tavsan veya fare IgG’leri
kullanildi  Primer antikor asamasindan sonra, slaytlar PBS ile 3 defa 10 dakika
yikandiktan sonra, floresan isaretli sekonder antikorlar ile (Cy2 veya Cy3,
ImmunoResearch) 30 dakika oda 1sisinda bekletildi Kullamlan sekonder antikorlar
ve diliisyonlar1 Tablo 3.1'de verilmistir Yikama iglemlerinden sonra, niikleuslar
gorintilemek amaciyla slaytlar 10 dakika oda ssisinda 4°,6-diamidino 2-fenilindole,
dihidroklorid (DAPL Sigma) ile boyandi PBS ile 10 dakika 2 defa oda 1sisinda
yikandiktan sonra slaytlar floresan koruyucu vasat ile kapanidi ve floresan
mikroskobu altinda uygun dalga boyunda ve uygun filtreler kullanilarak incelend:

Tablo 3.1. immunoflorasan boyama igin kullaniian primer ve sekonder antikorlar ve
diliisyon oranlari

Primer Primer Antikor Sekonder Sekonder Antikor
Antikor Dilusyon Oram Antikor Dilusyon Oram
KRIT1 1/100 Anti-rabbit /500

B1 Integrin 1/100 Anti-mouse 1/500
B-Tubulin ) 1/500 Anti-mouse 1/500

Alktin 1/500 Anti-mouse 1/500

3.4 Total RNA izolasyonu ve ¢cDNA Eldesi
Kullanilan Soliisyontar:

Trizol (Invitrogen)

Glikojen (1 pg/pl, Invitrogen)

Kioroform (Baker)

Izopropono! Alkol (Baker)

RNaz Inhibitori (40 unite/ul, Roche)

Oligo (dT)12.18 mer primer (0.5 1 pg/ul, Invitrogen)
Reverse Transcriptase M-MuLV (20 unit/pl, Roche)
dNTP Kangmi (20 mM, Roche)

Dietil prokarbonat (DEPC) soliisyenu:
200ul DEPC 100ml bidistile su icine eklendi ve otokiavda steril edildikden
sonta oda 1sismda saklandi

Reverse Transkriptaz (RT) Tamponu:
75 mM KCI
50 mM Tris-HCI (pH=8)
3 mM MgClL
10 mM Dihidrotreitol

Hiicrelerden besi ortanu uzaklastirldikdan sonra her 35-mm kultor kabi igin
I ml Trizol soliisyonu eklendi ve RNaz'dan yoksun steril kultiir kaziyicilan ile
hiicreler kiltiir kaplanndan uzaklastinldi Soliisyon mikrosantrifiyj tiibline alindikdan
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sonra tzerine 200 pl koroform eklendi ve hizh bir sekilde kanstinldikdan sonra 3
dakika oda isisinda bekletildi Omekler 12.000 rpm’de +4°C°de 15 dakika santrifisj
edildi. Santrifiyj sonras: tiipde en st kasimda olugan temiz ve viskoz faz ¢ok dikkatli
bir sekilde mikrosantrifiyj tiipiine alindi ve tzerine 500 pl izoproponol ve 3 i
glikojen eklenerek oda 1sismda 10 dakika bekletildikden sonra 12000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi Dékelti uzaklastirldikdan sonra, olugan RNA cokeltisi
iizerine 1000 pl %70°1lik etil alkol ilave edildi ve 8 000 rpm’de 5 dakika santrifiyj
edildi. Dokelti atldikdan sonra, tiplerin etrafindaki alkol kurutma kagdi ile
uzaldastinld1 ve ¢okelti oda 1sisinda kurutuldu RNA ¢okeltisi iizerine 20 pl DEPC
soliisyonu eklenerek omekler sulandinidi Omeklerin RNA kalitesi ve miktarlan
spektrofotometrik (Bio-Rad) olarak 260 nm ve 280 nm dalga boyunda okunarak
belirlendikden sonra ¢cDNA eldesi i¢in agafidaki reaksiyon kuruldu.

Py
L

c¢DNA reaksiyonu

RNA 2-3 pg
Oligo dT (1218 men) bl
RNaz Inhibitérii Tud
DEPC 8 ul

Yukandaki kimyasallari igeren tiipler mikropipet yardim ile ¢ok ivi kangtinidikdan
sonra, 70°C’de 10 dakika inkibe edildi ve iizerine asafida hazrlanan kargim
eldend:

5X RI-Tamponu 4 ul
10 mM dNTP 1 ul
Reverse transkriptaz 1pl

Reaksiyon tipleri 37°C’de 1 saat “thermal cycler’da (Promega) inkiibe edildi
Omekler buzdolabinda saktand:

35 RT-PCR L
Kullanilan Soliisyonlar

PCR Tamponu:
1 M Tris-CI
075 M NH4S04 ¥
1 M Mg(CL L

10X Tris Borat EDTA (TBE) Tamponu:
2216 g Tris
110 g Borik Asid
186 g EDTA
1 Iitre bidistile su icerisinde ¢6zildii ve 1X seklinde diliie edilerek kullamld:
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%1.5°lik (v/iw) Agaroz Seliisyonu:

1.5 g agaroz 100 ml 1X TBE icerisinde ¢éziildikden sonra, mikrodalgada
kaynatld: Jel oda 1sisimda yaklagik 50°C*deye kadar sogutuidukdan sonra iizerine
son konsantrasyonu 0 5 mg/ml olacak sekilde etidiyum bromir ilave edildi

RI-PCR i¢in cDNA’larin 260 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Bio-
Rad) miktar tayini yapildikdan sonra asagida verilen reaksiyon kogullarina gore
KRIT1 ve aktin i¢in 6zgil primerler (Tablo 3.2) kullamlarak RT-PCR reaksiyonu
kuruldu.

Tablo 3.2. KRIT1 ve aktin i¢in kullamlan zgiil pnimer dizileri

Primer Adi Primer Dizisi
HKRIT1F 57 AATGGCAGAGAAGCATGAGC 3
HKRITIR 5" GCAGCTTCTTCCCAGTTGTT 3
HKRIT2F 53" ACTGGGAAGAAGCTGCAAAA 3
HKRITZR 5 CTGTGAAAAATGCTGCTCCA °3
AktinF 5 TTGCTGATCCACATCTGCTG °3
AktinR 5" GACAGGATGCAGAAGGAGAT ‘3

RT-PCR icin asagidaki reaksiyon kanginu hazirland1

10X PCR Tamponu 25ul
10 nM dNTP 2l

50 pmol Primer F Il
50 pmol Primer R Il

5 unile Taq Polimeraz 0,2 ut
1 pg/ul cDNA 2
Steril Su 16,3 ul

Hazirlanan PCR kansmm pipet vardini ile ¢ok iyi kangtinldikdan sonra, “thermal
cycler’da (Promega) KRIT]1 ve aktine 0zgiil olarak hazirlanan PCR programinda
cogaltildi. PCR tiriinleri %1 5°hik agaroz jelde viirittilerek gorintilendi

3.6 Hiicre ve Dokudan Total Proteinlerin Elde Edilmesi
Hiicre ve dokulardan elde edilen proteinlerin miktarlann Bradford yoniemit ile
tespit edildi (157)

Kuilamian Seliisyonlar:

Proteaz Inhibitir Kokteyli:
1 mM Na;VO, (CalbioChem)
10 mg/mi Leupeptin (CalbioChem)
10 mg/ml Aprotinin (CalbioChemy)
4 mM PMSF (CalbioChem)
Yukaridaki kimyasallar 1 ml bidistile su igerisinde ¢6ziildu ve -80°C”de sakland1
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Lizis Tamponu:

50 mM HEPES (pH=7 4, Sigma)

50 mM NaCl (Sigma)

10% (v/v) Gliserol (Sigma)

1% (v/w) Triton X-100 (Sigma)

1 5 mM MgCl, (Merck)

1 mM EGDA (Sigma)

100 mM NaF (Sigma)

10 mM Sodiyum pirofosiat
Yukaridaki kimyasallar 10 ml bidistile su igerisinde ¢ozildii ve ependrof tip tiplere
aktanlarak -20°C’de sakland,

1X PBS Tamponu:
3.3"de anlatildig gibi hazirland:

Kiiltir kaplari etiivden alnarak buz {izerine konuldu ve uzeriermdekl besi
ortamt uzaklagtinidikdan sonra, soguk 1X PBS ile 2 defa yikand: ve -80°C’de
sakland: Kualtur kaplart —80°C’den alnip, 35 mm’lik kiltir kaplan igin tizerlerine
300 pl proteaz inhibitéru igeren lizis tamponu eklendi ve hiicre kazwvicist ile
hiicreler kaldinld:. Hicre stspansiyonu mikrosantrifiyj taplerine alinarak buz
tizerinde 20 dakika bekletildikden sonra, 10000 rpm’de 15 dakika soguk odada
santrifij edildi. Dokelti temiz mikrosantrifiij tuplerine almarak, protein mikiarlari
belirlend:

Taze dokular ise proteinaz inhibitori eklenmig sofuk PBS ile yikanarak
kandan temiziendi Ortalama 30-40 mg doku olacak gekilde steril bisturi ile
kesildikten sonra kalan dokular sivi nitrojende donduruldu Alinan dokularin izerine
500 nl proteinaz kokteyli iceren lizis tamponu eklendi ve buz igerisinde homojenize
edildi. Doku siispansiyonu mikrosantrifiyj tiiplerine alinarak buz tizerinde 30 dakika
bekletildikden sonra, 10 000 rpm’de 15 dakika soguk odada santrifij edildi Dokelt
mikrosantrifiij titplerine alinarak, protein miktarlan belirlendi

3.7 Western Blot Analizi
Kullanilan Soliisyonlar:

10X Yiiriitme Tamponu:

25 mM Tris (Sigma)

192 mM Ghisin (Sigma)

%0.1 (v/w) SDS (Sigma)
1 litre bidistile su igerisinde c¢ozilda ve oda isisinda saklandi Bidistile su 1le 1X
seklinde diliie edilerek kullamidi

Bloklama Soliisyonu:
7 5 g yagsiz siit tozu 150 ml TBS-T igerisinde ¢ozildil ve +4°Cde sakland:
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10X TBS Tamponu:

24.4 g Tris

80 g NaCl
1 litre bidistile su icerisinde ¢ozildu ve oda isismda sakland: Bidistile su ile 1X
seklinde diliie edilerek kullamidi

TRS-T Soliisyonu:
{ litre 1X TBS igerisine 1000 pl Tween-20 eklendi ve oda 1sisinda saklands

Transfer Tamponu:
14,4 g Glisin (Sigma)
3,05 g Tris {Sigma)
200 ml Methanol (Baker)
300 ml bidistile su eklenerek hazirland ve +4°C’de saklandt

4X Yiakleme Tamponu:

62,5 mM Tris pH=6 8

%2 (v/w) SDS (Sigma)

2510 (v/v) Gliserol (Sigma)

200 mM Merkaptoethanol (Sigma}

%0 1 (v/w) Bromophenol blue (Sigma)
Yukandaki kimyasallar 10 ml bidistile su igerisinde cozildikden sonra, 5 milik
falkon tiiplerine aktarlarak —20°C’de saklandr Bidistile su ile 1X seklinde diliie
edilerek kullanild

%4,7.5 Poliakrilamid Jel (Hazr Jel, BioRad)
Stripping Seliisyonu (Pierce)

Enhanced Chemilumunisent Soliisyonu (ECL, NEN)
GAPDH Antikoru (Santa Cruz)

Nitroselliiloz Membran (Bie-Rad)

Doku ve hiicrelerden elde edilen proteinlerin - konsantrasyonlart
belirlendikten sonra, her mikrosantrifiij tipiinde 20 pg protein olacak sekilde
miktariart hesaplandi Her ¢mek iizerine esit mikiarda yitkleme tamponu ilave
edildikden sonra, 95°C*de 5 dakika denatiire edildi ve %7.5Tuk poliakrilamid jellere
yilklendi Omekler st jelden ¢ikincaya kadar 120 V'da vyiuritilda ve alt jele
geldiklerinde voltaj 100 V’a diiguriilerek vaklagik 1 saat elektroforeze (Bio-Rad)
tabii tutuldu Elekiroforez sonrast jel plakalardan ayrid: ve transfer sistemine
alinarak nitroselliloz membrana 32 mA°de bir gece veya 100 mA’de 6 saat transfer
edildi Transfer sonrasi, membran bloklama soliisyonu igerisinde 1 saat oda 1sisinda
bekletildi Bloklama asamasindan sonra, 10 ml bloklama solisyonu icerisinde
1/1000 dilisyon ile hazirlanan primer antikorlar ile 1 saat oda sisinda veya bir gece
+4°Cde bekletildi Primer antikor asamasm takiben membran ii¢ defa 20 dakika
IBS-T ile oda sisinda yikandi Boylece ortamda zayif baglanan veya baglanmanug
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antikorlar uzaklastinldi. Yikama asamalanindan somra, bloklama solisyonu
icerisinde hazirlanan biotin ile isaretli anti-rabbit antikoru (Vector) ile oda isisinda 1
saat bekletildi ve TBS-T ile 3 defa 20 dakika yikand1 Yikama asamalarmdan sonra,
membran immunotespit igin 1/1 oraminda hazirlanan ECL ile yaklagik 1 dakika
inkiibe edildikten sonra bir pens yardinu ile ¢ok fazla kurutulmadan saran wrap
iizerine almd:i ve karanlik odada otoradiyografive (Kodak Film) maruz birakald:
(158) Membran daha sonra striping solisyonu ile 20 dakika oda 1sisinda
bekletilerek membrana baglanan antikorlar uzaklagtinildi ve iki defa 10°ar dakika
PBS ile yikandi Her kuyucuga esit miktarda protein yiklendifini gostermek
amaciyla aym1 membran GAPDH antikoru ile inkiibe edildi ve yukanda anlatilan
islemler uyguland: Her kuyucukdaki KRIT1 ve GAPDH bandlanmin dansitometrik
degerleri okunarak Sigma Plot programinda grafikleri gizzldi

3.8 immunchistokimya Yéntemi
Kullanitan Soliisyonlar:

1X PBS Tamponu:
3 3°de anlatildi gibi hazitlandi

Sitrik Asid Tamponu:
1,05 g sitrik asid (Baker) 500 ml bidistile su igerisinde ¢oziildii ve pH's1 2 N
NaOH ile pH=6"ya ayarland1

%3’luk H,(); Soliisyonu:
2 7 ml bidistile su Gzerine 2 7 ml methanol ve 0.6 ml %307 luk H;0, ilave
edilerck hazirland:

Blokiama Soliisyonu:
3 3’de anlatitdigs gibt hazirland:

Negatif tavsan veya fare IgG Soliisyonu:
3.3’de anlatildig gibi hazirlandt

Streptavidin-peroksidaz kompieksi (ABC, Vector Lab)
3-amino 9-etilkarbazol (AEC, Vector Lab)
3-3’-diaminobenzidin (DAP, Vector Lab)

fmmunohistokimya boyamast icin S-pum kalnhgginda lam tzerine alinan
parafin kesitler, 60°C’de 4 saat inkitbe edildikden sonra, 2’ser defa 20 dakikalik
ksilol ve 5 dakika %100, %90 ve %70°lik alkol serilerinden gecinilerek deparafinize
edildi. Alkol serilerinden sonra kesitler, 5 dakika su icerisinde dehidrate edildikden
sonra 1X PBS ile iki defa yikandi ve taze haxrlanan sitrik asit tamponunda 2 defa 5
dakika mikrodalgaya maruz birakdd: Kesitler mikrodalga sonrasi oda isisinda
sogutuldukdan sonra, PBS ile 5 dakika oda isisinda yikandi Daha sonra,
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dokulardaki endojenik peroksidaz aktivitest %3 luk HyOs soliisyonu ile oda isisinda i
10 dakika bekletilerek yok edildi. Kesitler Gi¢ defa PBS ile yikandikdan sonra, 6zgiil
olmayan baglanimlant bloke etmek i¢in bloklama soliisyonu ile oda wsisinda 30
dakika bekietildi. Bloklama soliisyona uzaklastiniarak, &mekler lizerine primer t
antikor eklenerek oda sisinda 1 saat veya +4°C’de gece boyu bekletildi Kullamlan
primer antikorlar ve diliisyonlart Tablo 3.3’de verilmigtir. Negatif konfrol olarak,
primer antikorlar ile aym konsantrasyonda olan normal tavsan veya fare IgG’len
kultamidi Kesitler yikama asamalarmi takiben, biotin ile igaretlenmis anti-rabbit
veya mouse IgG ile 30 dakika inkibe edildi Sekonder antikorlar ve diliisyonian
Tablo 3 3’de verilmigtir "

e e oL L

Sekonder antikor asamasindan sonra, kesitler dizerine yanm saat 6nceden
hazirlanan ve oda isisinda bekletilen streptavidin-peroksidaz kompleksi eklendi ve
30 dakika oda 1sismda bekletildi Yikama asamalarmny takiben, kesitler tizerne AEC
veya DAP soliisyonu ilave editerek kromojenik reaksiyon 1sik mikroskobu altinda
kontrol edildi Kromojenik reaksiyon c¢esme suyu ile durduruldu ve 6mekler
hematoksilen ile boyandiktan sonra immunohistokimya icin $zgil kapatma vasati ile
kapatilds ve 151k mikroskobu altinda incelendi

Tablo 3.3. Immunohistokimya i¢in kullanilan primer ve sekonder antikorlar ve
diliisyon oranlar

Primer Primer Antikor Sekonder Sekonder Antikor
Antikor Dilusyon Oram Antikor Dilusyon Qrans
KRITI 1/100 Anti-rabbif 1/250

B1 integrin 1/100 Anti-mouse 1/250
PECAM 1/50 Anti-mouse 1/250

3.9 Kapiller Benzeri Tiip Yaprlarmm Olusumunun incelenmesi
In vitro kapiller benzeri tiip yapilarinin olugsamu post-konfluent ve 3-boyuttu
kiiltiir sistemlerinde incelendi.

3.9.1 Endotelyal Hiicreler Kiiltiir Kaplarmi Kapladikdan senra (Post-
konfluent) Kapiller Yapilarin Olusumunun Incelenmesi

Kullanilan Seliisyerlar:

%4 Paraformaldehid (PFA) Soliisyonu:
3 3de anlatildig gibi hazirlandi.

iX PBS Tamponu:
3 3°de anlatildi@1 gibi hazirland1

Chamber slaytlarda biyiitiilen BAE hiicreleri kaltir kaplarmm kapladikdan
sonra, in vivo endotelyal hiicreler tarafindan olusturulan kapilier benzeri yapilarda
oldugu gibi, in vitro sistemde de 4 veya 5 ginlerde kapiller benzert yapilar
olugmava baglar ve ilerleyen ginlerde ise kapillarizasyon artar Kapillarizasyonun 4,
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5 ve 10. ginlerinde alinan slaytlar, 1X PBS ile yikandikdan sonra %4’luk PFA
soliisvonu ile fikse edildi Slaytlar 3 3°de anlatilan immunofloresan boyama yontemi
ile KRIT1 antikoru ile boyandi ve immunofloresan mikroskop altinda mcelendi Bu
sistemde kapillarizasyona katilan hiicre orant dugtik oldugu icin ekspresyon
cahismalar1 3 boyutlu kiltir sistemlerinde gerceklestinldi

3.9.2 Us Boyutlu (3-D) Kiiltiir Sistemlerinde Kapiller Yapilarin Olusumunun
Incelenmesi

Kulianiian Soliisyonlar:
Kellajen Tip 1 (Upstate)
5X DMEM (Chemicon)

In vitro vaskiler yapilarm olusumu sirasinda KRIT1 ekspresyon diizeyinin
degisip degismedigini arastrmak igin endotelyal hucreler kollajen jel igerisine
ekilerek, 3 boyuthu kiilttir ortanmu olugturuldu (159)

Endotelyal hiicreler tripsinize edildikden sonra 1800 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi Hicreler hemositometrede saylldikdan sonra bir mililitrede 1x1 0°
hiicre olacak sekilde dilie edildi Bu arada buz tizerinde, kollajen tip I soliisyonu
mililitrede 25 mg olacak sekilde 5X DMEM igerisinde hazrland: Solisyonun
pH’s1 IN NaOH ile pH=7"ye ayarlandi Endotelyal hiicreler hazirlanan bu kollajen
soliisyonu igerisine eklendi ve ¢ok yavag bir sekilde 1000 pl’lik mikropipet yardim
ile soliisyon igerisinde hava kabarci@ olusturmadan kanstirddi Hicre-kollajen
kansmmindan 35-mm’lik kiltir kaplarma 1 ml eklendi ve 37°C’de %5’k CO,
etiivde 1 saat kollajenin polimerize olmasi saglandr Bir saat sonunda hicrelerin
tizerine BAE besiyeri eklendi Tip yapilan her 8 saatte bir inverted mikroskop
(Zeiss) attnda kontrol edildi ve her 24 saatte bir kultiirlerin dijital kamera (Canon)
ile fotograflart gekildi 72 saat sonra kiltiirlerden RNA ve protein elde edilerek RT-
PCR ve Western blot ile KRIT1 ekspresyonundaki degigim arastinldi Kapiller
benzeri yapilarm olusumu agagidaki basamaklara gore 1 ile 5 arasinda degisen
rakamilarla degerlendirmeye tabi tutuidu

- hticrelerin birbirleriyle iliskt kurmasi (1),
- kapiller taplerin olusumu (2),
- ikinci kapiller tiiplerin filizlenmesi (3),

- poligonal sekilde kapiller yapilarin olusumu (4),

- kompleks kapiller yapilarm olugumu (5).
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3.10 in Vitre Endotelyal Hiicre Deneyleri

3.10.1 Ekstraselliiler Matriks Proteinlerinin (ESM) KRIT1 Uzerine Etkisinin
Arastirilmas:

Kullamlan Seliisyonlar:

1X PBS Tamponu:
3.3°de anlatitdifi gibi hazirlandt

Fibronektin Seliisyonu (1 pg/em’):

I mg toz fibronektin (Sigma) izerine 1 ml steril distile su eklendi ve
cozilmesi icin 37°C’de 30 dakika inkibe edildi Solusyon 50 mi steril 1X PBS ile
ditiie edildi. 100 mm’hk kidtir kaplarma 2.4 ml eklenerek steril kosullarda 45
dakika oda 1s1smda bekletildi ve alimunyum folyoya sarilarak —20°C"de sakland1

Poli-L-lizin Soliisyonu (0.1 mg/ml):

5 mg toz Poli-L-lizin (Sigma) 50 mi steril bidistile su igerisinde ¢ozilda. 100
mm’hik kiltiir kaplarma 2.4 ml eklenerek steril kogullarda 2 saat oda isisinda
bekletildi ve aliminyum folyoya sarlarak —20°C’de saklands

Kollajen tip I Soliisyonu (6 pglem’):

5 mg toz kollajen tip I (Sigma) tizerine 5 ml 0 25 N asetik asid solusyonu
eklendi ve soguk odada bir gece ¢oziilmesi i¢in bekletildi. Ertesi glin soliisyonun
pH’s1 0 5 N NaOH ile ayarlandikdan sonra steril 1X PBS ile 35 mi’e tamamland:
100 mm’hik kiltiir kaplarmna 5 ml eklenerek steril kosullarda 2 saat oda isisinda
bekletildi ve aliminyum folyoya sanlarak —20°C’de saklandi.

Endotelyal hicreler T75°lik flask igerisinde %80-90°hk hiicre yofunlufuna
geldiklerinde, %0 25"k Tripsin-EDTA (Gibco) ile hiicreler kaldinldi ve hiicre
sayimt vapildikdan sonra, kollajen tip I, fibronektin ve poli-L-lizin gibi farkh
ekstraselluler matriks proteinleri ile kaplanms kiltir kaplarna ekildi ve 37°C de
%351k CO, etitvde kiiltiire edildi. 72 saat sonra kiltirler etiivden alinarak protein
izolasyonu gergeklestirildi ve farkli ESM proteinlerinin KRIT1 ekspresyonu iizerine
etkisi Western blot ile aragtinld:

3.10.2 Anjiogenik  Biiyiime Faktbrlerinin KRIT1 Uzerine  Etkisinin
Arastirilmast

Endotelyal hiicreler kuttiir kaplan igerisinde %80-90°lik hicre yoguniuguna
geldiklerinde, %0 25 hk Tripsin-EDTA (Gibco) ile hiicreler kaldinldi ve hicre
sayimu yapildikdan sonra hiscreler 60-mm kiiltir kaplarma ekildi Hucreler %7071k
hiicre yogunluguna ulagtiklaninda, kultirler steril 1X PBS ile yikandikdan sonra
serum igermeyen besiyeri ile 24 saat daha kultire devam edildi. Boylece kiiltir
ortanundaki diger biyvime fakiorlerinin etkisi minimum duzeye indirilerek,
uyaranlara karg1 maksimum cevap saglanmg oldu. Ertesi giin hiicreler rekombinant
VEGF (Chemicon) ve bFGF (Upstate) gibi biyime faktorleri ile doz (0.2, 2, 20
ng/ml) ve zaman (30 dakika, 1, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 72 saat) bagimh olarak uyarildi
ve 37°C’de %5°lik CO, etitvde kiltire devam edildi Inkiibasyon sireleri sonrasi
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kiltarler soguk PBS ile yikandikdan sonra protein izolasyonu gergeklestinldi ve
bityime fakt¢rlerinin KRIT1 ekspresyonu tizerine etkileri Western blot yontemi ile
araghiriide

3.11 immunopresipitasyon
Kullanilan Soliisyonlar:

Proteinaz inhibitor Kokteyli (CalbieChem):
3.7 de anlatiidig gibi hazirland:

1X PBS Tamponu:
3 3°de anlatildigr gibi hazirlandi

4X Yiikleme Tamponu:
3 8 de anlatidig gibi hazirland: ve steril su ile 2X seklinde dilte edilerek kullamidi

Immunopresipitasyen Tamponu:

10 mM PIPES (pH=6 8, Sigma)

50 mM NaCI (Metrck)

3 mM MgCL (Merck)

300mM Sukroz (Sigma)

%35 (v/v) Triton-X 100 (Sigma)
Yukandaki kimyasallar 500 ml bidistile su igerisinde ¢oztldi ve ¢ 45 p’luk Milipor
filtrelerden gegirildikden sonra oda 1s1sinda sakland:

Agaroz A/G (Santa Cruz)

Immunopresipitasyon (IP) teknigi, non-kovalent olarak magnetik bilyalara
bagh agaroz A\G’ye baglanan antikorun hucre lizati igerisindeki kendi antijenine
baglanmas: prensibine dayamr (160) Immunopresipitasyonun ¢aligma prensibi Sekil
3 1°de goritlmektedir

100 mm’hk kisltir kaplannda dretilen endotelyal hicreler, kiltir kabim
kapladikiarinda etiivden alindi ve {izerlerindeki besi ortam: uzaklagtinldiktan sonra
kiltir kaplan buz iizerine konularak 3 defa soguk 1X PBS ile yikand1 Daha sonra
uzerlerine 1 ml proteinaz inhibitor kokteyli igeren soguk immunopresipitasyon
tamponu eklendi ve steril hiicre kazyicilan kullanilarak, hiicreler kiiltiir kaplarindan
kazindi Her bir kaltir kabindaki hiicre siispansiiyonu buz igerisinde tutulan
mikrosantrifiij tiplerine aktarildi ve 30 dakika buz icerisinde bekletildikden sonra
14.000 rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi D&kelti buz igerisinde sofutulmus
temiz ependrof tip tiiplere alindi ve uzerlerine 50 pl agaroz A/G ilave edild: ve
calkalayici tizerinde 4 saat soguk odada bekletildi (Sekil 3.1°deki 1. basamak) Bu
inkiibasyon sirasinda ayrn mikrosantrifiij tiiplerme 100 ul immunopresipitasyon
tamponu, 30 pl agaroz A/G ve antikor ilave edilerek +4°C’de bekletild: (Sekil
3.1°deki 2 basamak). 4 saatn sonunda, basamak 1°deki lizize ugramug hiicreleri
iceren tiipler 14 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve dokelti basamak 2’deki
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agaroza baglanmig antikor igeren ependrof tip tiplere aktanldr ve gece bovu
karigtirici tizerinde soguk odada bekletildi (Sekil 3 1°deki 3 basamak) FErtesi sabah
omekler 14.000 rpm’de santrifiyj edildikden sonra, ¢okelti {izerine 1 ml soguk
immunopresipitasyon tamponu eklendi ve 15 dakika buz icerisinde bekletildikden
sonra 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi Bu vikama islemi 3 defa tekrar
edildikden sonra (Sekil 3.1’deki 4. basamak), son santrifiij sonrast olusan ¢okelti
azenne 50 pl 2X yitkleme tamponu eklendi Omekler 95°C’de 5 dakika denatiire
edildikten sonra hemen buz iizerine alindt ve 7 000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi
Dokeltt mikrosantrifij tuplerine aktanldiktan sonra, 6mekler Western blot
vapthincaya kadar —20°C°de sakiand:

Haere Protein &/G bagh bitya

R Cfg Spesitik Antijen T
R _,'ﬂ

7

L.f./ | \ i

‘\_, Anliker E?B u
2

Hiecre Lizizi
2 1 Anttkora bagl Protein A/G

¥ 1IN

Anttienin Anliker-Protein A/G
Bagtanimi

O
N

|
AN
o

Sekil 3.1. Immunopresipitasyon (IP) prensibi sematize edilmigtir IP 4 basamakdan
olugmaktadir 1-antijenin agiga gikanimas: 2-Antikor agaroz iligkisi 3-Immunopresipitasyon
4-Yikama iglemleri (Currents Protocols in Molecutar Biology’den alinmustir)

3. 12 Niiklear ve Sitoplazmik Oziitlerin Eldesi
Kullamlan Seliisyoniar:

Sitezolik Ekstraksiyon Tampenu (CEB-A):
1 ml siok CEB-A {(Hazir soliisyon)
2 ul proteinaz inhibitor kokteyli
1 Wl DTT
Yukandaki soliisyonlar kanstirdarak, -20°C"de sakland:
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Niiklear Ekstraksiyon Tamponu (NEB):
1 ml NEB (Hazir sohisyon)
2 pl proteinaz inhibitor kokteyl
1 W DTT
Yukandaki soliisyonlar kangtinlarak, -20°C°de saklandi

Niiklear Ekstraksiyon kiti (BioVision)

Endotelyal hucreler kiltiir kabinda belirli bir yoguniuga ulastkdan sonra
hiicreler tripsinize edildi ve hiicreler 600 g” de +4°C’de 5 dakika santrifiij ettirilerek
¢coktirildi. Bundan sonraki tim iglerler igin kullanilan tim malzemelerin soguk
olmast gerekmektedir Her bir mikrosantrifiij tipu tizerine 200 pl CEB-A solisyonu
eklendi ve 15 sanive vorteksde karnstinldikdan sonra buz icerisinde 10 dakika
bekletildi Stirenin sonunda her tiip tizerine 11 pl CEB-B solisyonu eklendi ve 5
saniye vorteksde karistirildikdan sonra buzda 1 dakika bekletildi ve 16000 g’de 5
dakika santrifiyj edildi Santrifiij sonrasi dokelti hemen sofuk ve temiz bir
mikrosantrifiy tipiine alind: Niklear proteinlen iceren ¢ékelti tizerine 106 pl NEB
sotiisyonundan eklendi ve 15 saniye vorteksde kangtinidikdan sonra buz igerisinde
40 dakika bekletitdi. Her 10 dakikada bir tiipler kangtiritd: Tupler 16 600 g’de 10
dakika santnifiy edildi ve ustteki niiklear ozitii iceren dokelti femiz bir
mikrosantrifij tipene almarak —80°C°de kullanilincaya kadar sakland: Niiklear ve
sitoplazmik ozitlerde KRIT] varlifs Western blot ile analiz edild:

3.13, siRNA Primerlerinin Hazirlanmasi

KRIT1 genini post-transkripsivonel diizevde baskidamak icin kullanilan
siRNA tekniginin basarth ve efektif olmasi igin en dnemhi islem siRNA
primerlerinin hazirlanmasidir (161) Primerleri hazirlamak icin genin baglangig
kodonundan {AUG) baslayarak tiim gendeki AA dizileri bulundu ve AA dizilerden
sonra gelen 19 baz ¢iftlik (bp) niikleotidlik dizisi kayit edildi Hazirlanan her primer
¢iftinin genomdaki tanimlanmg diger genler ile homoloji gosterip gostermedigi
uygun genom database program kullamlarak arastimildi  Eger primer ¢ifii
tammlanan diger genler ile homoloji gostermiyor ve GC iceripi %50°den az ise
SiRNA teknigi i¢in kallaniidi

Anlamsiz (antisense) sIRNA 1pligi hedef dizimin reverse komplementen iken,
siRNA’nin anlamh (sense) ipligi hedef mRNA dizisinin aynisidir fakat tek fark 5°
ucunda AA dizisi yoktur (Sekii 32) Hem anlamhi hemde anlamsiz
oligonikleotidierin 3° uguna I7 promotor primerine komplementer olan 8
nikleotidlik 5°- CCTGICTC-3" dizisi eklendi Hazirlanan anlamh ve anlamsiz
primerler Keck firmasi tarafindan sentezlendi Toz halde gelen anlamli ve anlamsiz
siRNA primerleri RNaz ve DNAz gibi niikleazlardan yoksun steril su ile diliie edildi
ve konsantrasyonu 200 pM olacak sekilde ayarlandi
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Hedel mRWA 5-AACGAUUGACAGCGGAUTGCC.3

siRNA 5 CCTGTCT CLGATUTG CA GUGHAA TT GO T -3 Sense Iplik

3-LUCATAACTETC G CTAA COHICCTGTOTC -SAntisense Iplik

Sekil 3.2. sIRNA primerlerinin hazirlanmas sematize edilmistir (162)

3.14 RNA interference (Post-transkripsiyone] Gen Silencing)

Kullanillan Kit: ‘
Silencer siRNA Construction Kit (Ambion)

RNA mterference (RNAi), koplementer cift iplikli RNA’lar (dsRNA)
kullanarak  post-trankripsiyonel diizeyde ilgilenilen genin  spesifik  olarak
baskilanmasi prensibine dayanir (162) siRNA teknifinin prensibi Sekil 3 3°de

gosterilmigtir

$iIRNA oligoniikleatidlerinin Hazilanmas:

Tiedel dizi {senyey Heded dizi fantisensc
sefine SRMA oliguniikleotid kb antiscnse SIRMNA aligoniik] cotid kalily
T7 Promater Princy 17 Promoter Primer
Y B ii1}113}
e
) i
W i
T2 prameer  Hedef(sensey Trpomoter Hedel jantiseme)
—_— T
Lo siRNA transknpsiyan fining Antisense sTRNA wanskeipsison Griini

Hibridizasyon

.. Inzim Kesimi
Cleapup

) \_ﬁ_:__f’“\UU
B i

8 Riea,

Sekil 3.3: siRNA tckniginin ¢ahsma prensibi sematize edilmigtir (Elbashir SM
arkadaglanmn galigmasindan alinnmgtr, 161)
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3.14.1 siRNA Transkripsiyon Kaliplarmn Hazirlanmasi

Ivi bir transkripsiyon kalib1 elde etmek igin ifk olarak anlamh ve anlamsiz
oligoniikleotidierin 5° uguna eklenmis olan 17 promotor dizilerine komplementer
olan T7 promotor primeri ile, oligonukleotidler ¢ift iplikli DNA’lara dongstaraldi
Bu islem iki basamakdan olugdu. ik basamak, T7 promotor primerlerinin anlamh ve
anlamsiz oligoniikleotidiere vapigmasi, ikinci basamak olarak da Klenow DNA
polimeraz yardim ile sentezin tamamlanmas seklinde id1

Bu islemlerin gergeklesmesi i¢in agafidaki kimyasallar anlamli ve anlamsiz
oligoniikleotidier i¢in ayr PCR tiiplerinde gerceklegtirildi

T7 Promotor Primer 2 ul
Hibridizasyon Tamponu 6l
anlamli/antamsiz oligo 2 pl

Anlamli ve anlamsiz oligonilkleotid tupleri 70°C°de 5 dakika inkiibe edildikten
sonra, tiiplerin sicakhgimn oda 1sisina gelmesi icin beklenildi Bu bekleme zamam
icerisinde anlamli ve anlamsiz oligoniikleotid tiiplerine eklenilmek iizere asagidaki
karigim hazirlandi ve oda tsisina gelen tiplerin tizerine cklendi

10X Klenow Buffer 2l
10X dNTP 2 ul
Su 4 ul
Exo-Klenow 2wl

Reaksiyon tiipleri 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi ve érnekler ~20°C’de bir sonraki
asamaya kadar saklandi

3.14.2 Cift Iplikli RNA (dsRNA) Sentezi

Avn PCR tiplerinde ¢ift iplikli hale donustirilen anlamli ve anlamsiz
oligoniikleotidler, T7 RNA polimeraz enzimi yardimi ile transkribe edilerek tek
zincirli RNA olionikleotidierine donastirildi In vitro transkripsiyon igin gerekli
kosullar asagida gortldagi gibi ayn PCR tiplerinde hazirlandt ve tipler 37°C’de 2
saat inkiibe edildi inkubasyon sonrast anlamh ve anlamsiz transkripsiyon trinler:
ayni tiip icerisinde toplandi1 ve gece boyu 37°C’de tek iplikli anlamli ve anlamsiz
RNA oligoniiklectidlerinin hibridizasyonu ile ¢ift iplikli RNA zincirleri olusturuldu

anfamly/anlamsiz dsDNA kahibi 2 ul
Su 4 ul
2X dNTP 10 i
10X 17 reakstyon tamponu 2 ul
T7 RNA Polimeraz 2ul
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3.14.3 siRNA Piirifikasyonu
Kullanilan Seliisyonlar:

1X TBE Tamponu:
3.5 de anlatildig gibi hazirland:

%10 (v/w) Amenyum Persiilfat (APS, Sigma) Soliisyenu:
1 g toz APS 10 ml bidistile su igerisinde ¢dzildu ve buzdolabinda sakiand

%40 (viw) akrilamid:bisakrilamid Soliisyonu (Baker)
N, N, N, N-tetrametiletilendiamine (TEMED, Sigma)

Enzim Kesim Reaksiyon Soliisyonu:

Kesim Tamponu 6 ul
Su 48 5 pi
RNaz 3wl
DNaz 254l
Jel Sollisyonue:

10X TBE iI.5 mi
%40 Akrilamid:bisakrilamid 4.5 ml
Su 9 ml
%10 APS 150 i
TEMED 1sul

In vitro piirifikasyon ile olusturulan dsRNA’larin 5° ugunda T7 promotoruna
komplementer éncii diziler (leader dizi) bulunmaktadir. Bu yiizden bu onctt dizilerin
transfeksivon Oncesi uzaklagtinlmasi gerekmekiedir Bu amagla oncii dizler
riboniikleazlar (RNaz} ile uzaklastinlirken, ortamda in vitro transkribe olmayan ¢ift
iplikli DNA’lar ise DNaz enzimi vyardum ile asagidaki reaksiyon kosullan
uygulanarak uzaklagtmld: Reaksiyon kariginmu mikropipet yardim ile ¢ok ivi
karistirld: ve 37°C’de 2 saat inkiibe edilerek enzim kesimi gerceklestirildi Ornekler
filtre sistemu ile purfiye edildikden sonra, asagidaki gibi hazirlanan %1271k
poliakrilamid  jelde yurutildikden sonra  spekirofotometrede  okunarak
konsantrasyonu belirttendi

3.15 Transfeksiyon
Kullamlan Soliisyoniar:

Transfeksiyon Besi Ortami:
Yiksek Glikozlu DMEM (Gibco)
%20’luk (v/v} Fetal Bovine Serum (Gibco)
%1°lik (v/v) Na-piruvat (Gibco)
%1°lik (v/v) HEPES (Gibco)
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OptiMEM (%0.5 FBS iceren DMEM, Gibco)
Oligofekiamin (Invitrogen)
50 nM siRNA

Oligofektamin, okaryotik hiicrelere oligoniikleotidlerin transfeksivonu igin
en uygun lipid tirevli soltsyonlardan bindir Transfeksiyondan bir gin dnce
endotelyal hiicreler tripsinize edildi ve her kuyucukda 1x10” hiicre olacak sekilde 6-
kuyucuklu kaltiir kaplarma ekildi 24 saat sonra hiicreler transfekstyon igin uygun
yvogunluga ulagmig oldu

Transfeksivon iglemi Gi¢ basamakdan olusdu

I basamak: siRNA ile OptiMEM kansimuimn hazirlanmasi
Bu islemde 50 nM’luk siIRNA’dan 2 il alinarak 185 ul OptiMEM icerisinde diliie
edildi ve oda 1sismda 20 dakika bekletildi

II. basamak: Oligofektamin ile OptiMEM karisimumn hazirlanmast
Bu basamakda oligofektamin solisyonundan 4 upl alwmarak, 15 pl OptiMEM
igerisinde oldukga hassas bir sekilde kanstiritdi ve 10 dakika oda 1sisinda bekletildi

I basamak: sIRNA ve Oligofektamin kariginlariun hazrianmas:

I ve I basamakda hazirlanan siRNA ve Oligofektamin karisimian birlestirilerek, 20
dakika oda sismda bekletildi Bu 20 dakikahik siire icerisinde kiltiirlerin tizerindeki
besi ortann alnarak kultiirler iki defa OptiMEM ile vikandi ve her kuyucuga 800 pi
OptiMEM eklendi Siire sonunda hazirlanan siRNA-Oligofektamin karigiminda her
kayucuga 200 pl ilave edildi ve 37°C°de inkiibasyona tabii tutuldu
Transfeksiyondan 4 saat sonra kiltiirlerin iizerine 2 ml transfeksivon besi ortami
ilave edilerek kiiltiire devam edildi

3.16 Hiicre Proliferasyon Deneyi

Endotelyal hicrelerde KRIT1 siRNAsi ile transfeksivon sonrasi
proliferasyonu arastrmak i¢in Cell Titer 96 Aqueous radiyoaktif olmayan hicre
proliferasyon kiti (Promega) kullanidi Kitin en 6nemli dzelligi canli hiicre
miktarim kolorimetrik olarak vermesi idi Kit, tetrazolium compound [3-(4,5-
dimetylthiazol-2y1)-5-(3-carboxymethoxyphenyl}2-(4-sulfophenyl)  2H-tetrazolium,
(MTS)] ve phenazine methosulfate (PMS) icermektedir Bu nedente, MTS metabolik
olarak aktif hicrelerde bulunan dehidrogenaz enzimleri tarafindan formazana
donugtiriliz. Besi ortarmnda eriyebilme Ozelligi olan formazan 490 nm dalga
boyunda okunarak kiilttirdeki canli hitcre sayis1 belirlenebilir

KRITl ve kontrol siRNA’s1 ile transfekte edilen endotelyal ve Hela
hicrelerinde proliferasyon indeksini belirlemek igin hiicreler 96 kuyucuk igeren
kaltir kaplarma milifitrede 20.000 hicre olacak sekilde ekildi Transfeksivondan 3
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giin sonra hiicreler deneye alindi Proliferasyon deneyine baslamadan once hiicreler
steril 1X PBS ile 2 defa yikand1 ve tzerlenine fenol kirmuzisi ve serum igermeyen
besi ortam: ilave edildi ve 6 saat daha kaltire devam edildi Sire sonunda 1:100
oraninda hazirlanan PMS:MTIS soliisyonundan her kayucuga 107ar pi olacak sekilde
paylastirilds  Hiicreler 37°C°de 4 saat inkiibe edildikden sonra, 490 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak okundu ve optik yogunluk birimi ortalamas
hesapland1

3.17 TUNEL Yiéntemi
3.17.1 In Vitro Endotelyal Hiicrelerde TUNEL Yéntemi
Kullanilan Seliisyonlar:

1X PBS Soliisyenu:
3 3”de agikandig gibi hazulandi

%4 (v/v) Formaldehid Seliisyonu:

75 ml 1X PBS ile 25 mi 16% ik methanol icermeyen-formaldehid (Baker)
kangtinldl  Solisyonun pH’st 1 N NaOH ile 7 4’e ayarlandi ve buzdolabmnda
sakland:

20X SSC Tamponu:

175.3 g NaCl

88 2 g Sodyum Sitrat
1 litre bidistile su icensinde ¢ozildi ve HCI asit ile pH=7"ve ayarlandikdan sonra
2X seklinde dilie edilerek kullamld:

Equilibration Tamponu:
200 mM Potasvum Kakodilat (pH=6 6, Sigma)
25 mM Tris (Sigma)
02 mM DTT (Sigma)
0 25 mg/ml Bovine serum albimun (BSA, Sigma)
Yukandaki kimyasailar 2 mi bidistile su igerisinde ¢oziildii ve —20°C’de saklandh

Niikleotid Karsimm:

50 pM Floresa-12-dUTP (Promega)

100 uM dATP (Promega)

10 mM Tris (Sigma)

1 mM EDTA (Sigma)
yukanidaki kimyasallar 2 ml bidistile su icerisinde ¢ozildd ve —20°C de karanlikda
saklandi

Permiabilizasyon Seliisyonu:
10 ml 1X PBS igenisme 200 pl Triton-X 100 ilave edildi ve oda isinda
saklands

42




TdT inkubasyon Tamponu:
90 ul Equilibration Tamponu
10 ul Nukleotid Kangimi
2 pl TdT Enzim (Promega)
Uc kimyasal istenilen oranlarda, deney sirasinda taze olarak hazirland:

DAPI (I mg/ml, Sigma)

In vitro kosullarda endotelyal hiicrelerde apoptozisi gostermek i¢in DeadEnd
Fluorometric TUNEL kiti kullamldi. Kit, hiicre populasyonunda apoptozise ufrayan
ve apoptozis icin 6zgiil olan DNA kinkianmn 3-OH ucuna, terminal deoksinukleotid
transferaz. (1'dT) enziminin floresan igaretli 12-dUTP’mn katthmu ile apoptotik
hircrelerin floresan mikroskop altinda tespit edilmesine imkan tanir (163}

Chamber slaytlara ckilen KRIT1 ve kontrol siRNA’si ile transfekte
edildikden 5 giin sonra, slaytlar etivden ahnarak tzerlerindeki besi ortamu
uzaklastmld: ve bir defa 1X PBS ile yikand: Slaytlar, taze hazirlanmig 4% luk
formaldehid ile +4°C’de 25 dakika bekletilerek fikse edildi Fiksasyon sonrast 2 defa
5°ser dakika PBS ile yikand1 ve permiabilizasyon solisyonu ile 5 dakika oda isisinda
permabilize edildi PBS ile yikama asamalarmdan sonra, slaytlar 10 dakika
equilibration tamponu ile oda 1sisinda bekletildi Buz tizerinde hazirlanan nikleotid
karigimu slaytlar dzerine dagitildi ve etrafi aliminyum folyo ile saniarak, 37°C’de
etitvde 1 saat inkiibe edildi Inkiibasyon sonrasi slaytlar 2X SSC ile 15 dakika oda
isisinda yikandiktan sonra PBS ile 5 dakika 3 defa yikandi Slaytlar kurutulmadan
iizerlerine floresan kapatma vasati kondu ve lamel ile kapatilarak floresan
mikroskop altinda analiz edildi Mikroskop altinda kontrol ve transfekte slaytlardaki
TUNEL + ve TUNEL - hicreler sayilarak pozitif ve negatif hucre oraniar
hesaplandi

3.17.2 in Vive Hasta Dokularmda TUNEL Yoatemi
Kullamilan Soliisyoniar:

Permiabilizasyon Seliisyonu:
0.1% TritonX-100
0.1% sodyum sitrat solusyonu
1 litre bidistile su icerisinde hazirland: ve buzdolabinda saklandi

in vitro olarak KRIT1 geninin baskilanmasi sonucunda apoptlozisin artigini
gozlemledikden sonra bu veriyi in vivo olarak teyid etmek amaciyla serebral
vaskiiler malformasyontu hastalara ait parafin dokular kullamidi Parafin dokularda
apoptotik hiicreler Roche tarafindan uretilen TUNEL kiti kullamfarak gosterildi
DNA kinklan enzimatik alkalin fosfataz isaretlemest ile belirlendi

5-um kahnhifinda lam Gzerine alnan parafin kesitler, 20 dakika ksilol ve
5°ser dakika %100, %90, %70°lik alkol serilerinden gegirildikden sonra 5 dakika
distile su igerisinde bekletildi Kesitler, 1X PBS ile 5 dakika yikandikdan sonra,
permiabilizasyon soliisyonu ile 5 dakika +4°C°de permiabilize edildi 1X PBS ile

43




vikama igleminden sonra, kesitlerin tizerine TUNEL solusyonu eklenerek 1 saat
37°C’ta inkiibe edildi Daha sonra kesitler tekrar PBS ile yikandi ve tzerlerine
streptavidin-alkalin fozfataz enzimi ilave edilerek oda 1sisinda 30 dakika bekletildi
PBS ile vikama islemlerinden sonra, kesitler tizerine Fast-Red solasyonu eklend: ve
10 dakika oda 1s1sinda bekletildi. Dokular tekrar PBS ile yikandikdan sonra TUNEL
pozitif hiicreler 151k mikroskobu altinda incelendi

3.18 Hiicre Adezyon Deneyi

KRIT1 ve kontrol siRNA’s1 ile tranfekte edilen hiicreler arasinda adezyonda
bir fark olup olmadifim arastirmak amaciyla transfeksiyondan 5 giin sonra hiicreler
tripsin-EDTA ile kaldinldi ve 1800 rpm’de 10 dakika santrifiyj edildi Dakelti
atldikdan sonra hiicre ¢okeltisinin Gizerine 1 mi besi ortamu eklenerek ¢ok ivi
kangtinldikdan sonra hemositometrede kontrol ve KRIT1 transfekte hiicreler sayildr
Mililitrede esit hiicre olacak gekilde hesaplandikdan sonra hiicreler fibronektin kapl
96-kuyucuklu kiltir kaplarina (Biocoat) ekildi 15, 30, 45, 60, 90 ve 120 dakikamn
sonunda her kuyucukdaki yapismayan hiicreler uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile
yikandikdan somra izerlerine 100 wul kolorimetrik soliisyon eklenerek
spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda okundu

3.19 istatiksel Analiz

Hiicre proliferasyon, adezyon, Western blot, RT-PCR ve tiip formasyon
deneyi sonuclart Komogorov-Smimov testine gore olusturuldu Deney ciftleri
arasindaks istatiksel farklihklar ANOVA ve post hoc Tukey testleri ile yapild:
P<0 05 istatiksel olarak anlamli olarak alindi Tiim istatistik hesaplamalar Sigma
STAT programu ile gergeklestirildi (version 2.0, Jardel Scientific Corporation).




BULGULAR

Yale Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal tarafindan saglanan taze
insan dokularinda, in vivo ve in vitro anjiogenik modellerde KRIT1 ekspresyonu
Western  blot, RT-PCR, immunofloresan ve immunohistokimyasal yontemler
kullanilarak belirlenmistir In vitro sistemlerde KRIT1 gen eskpresyonunu baskilamak
icin SiRNA teknigi kullamlmig ve siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde proliferasyon
indekst MTS, apoptotik indeks TUNEL ve adezyon indekside hiicre adezyon deneyleri
ile aragtinlmstir

4.1 Antikor Ozgiilliigiiniin Test Edilmesi

Insan KRIT1 proteinin farkh bolgelerine kargi tiretilen poliklonal antikorlar ile
caligmaya baglamadan once antikorlann Ozgulligil test edildi Antikor optimizasyonu
icin KRIT1 eksprese eden BAE hticreleri ve KRIT1 eksprese etmeyen Cos7 hicreleri
kullanildi. Cos7 hiicrelering KRITT gem transfekte edildikden sonra hiicrelerden total
protein elde ederek Grnekler Western blota tabit tutuldu Western blot sonucu KR1IT1
proteinine ait 6zgul band 58 kDa agulifinda elde edildi. BAE ve Cos7 hiicrelerinde
gozlenen 58 kDa aguhgindaki 6zgul band peptid kullaninu ile ortadan kalduilds, ¢tinka
KRIT1 antikoru kendi peptidi ile inkiibe edilerek bloke edildiginden kendi antijeni olan
KRIT1 proteinine baglanamadiindan 6zgiil band gozlenmedi (Sekit 4 1)

a b c
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_ Ll b
79— |
S 61 i
49—
49—
Peptid Pentid
Kullanmm Keullamn

Sekil 4.1: KRIT1 antikor ozgillafiinin Western blot ile posterilmesi a) KRIT1 geni ile
transfekte edilen Cos7 hiwcrelerinde (+) 58 kDa agirh@inda band gozlendi fakat transfekte
edilmeyen Cos7 hiicrelertnde (-) herhangi bir band gézlenmedi b) KRIT1 geni ile transfekte
edilen {(+) Cos7 hicrelerinde gdzlenen 6zgiil band peptid kullammu ile ortadan kaldimild: ¢} BAE
hiicrelerindeka 6zgiii KRIT1 band:. Bu band peptid kullaminm ile ortadan kaldinlarak antikor
ozgillogi test edildi
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4.2 In vitro Endotelyal Hiicrelerde KRIT1 Ekspresyonunun Arastirilmasi

Bovine aortik endotelyal hicrelerde KRIT1 ekspresyonu floresan isaretli
antikorlar kullanarak immunofloresan teknigi ile arastiildi Endotelyal hiicrelerde
KRIT1 ckspresyonunun oldukca farkli bir boyanma modeli verdigi gozlendi. Hiicre
adezyonunun veya hiicre-hiicre etkilesimin oldugu alanlarda KRIT1 ekspresyonun
cogunlukla membranda lokalize cldugu, hiicrenin normal durumunda ise ekspresyonun
hiicre igerisinde daha yogunlagtifi gozlendi (Sekil 4.2}

Sekil 4.2: Bovine aortik endotelyal hicrelerde immunofioresan yontemu ile KRIT]
ckspresyonunun gosterilmest A: KRIT1 boyanma modeli Boyanmanm hiicre membranina
yakin oldupu alanlarda yogunlagtifi gdzlenmektedir B ve I: KRIT1 ve B tibiilin boyanmas:
C:KRIT! ve Bl integrin boyanmasi
Kirmizi: KRIT1, Yegil: B tiibiilin ve B1 integrin San: KRITI ve P tiibiilin veya B1 integrin ile
birlikte eskpresyonun oldugu alanlar

4.3 Fetal Dokularda RT-PCR ile KRIT1 Ekspresyonunun Arastirdmas:

Insan fetal dokularmdan elde edilen RNA’lar ¢cDNA’ya cevrildikden sonra
KRIT1 ekspresyonu RT-PCR ile aragtiriidi Fetal dokularda KRIT1'in farkl ekspresyon
diizeyine sahip oldugu gozlendi Fetal dokular ierisinde en yiiksek KRIT1 ekspresyonu
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karacigerde gozlenirken, dalak, timus, bobrek ve akcigerde ekspresyon diizeyleri benzer
oranda yiiksek bulundu Beyindeki ckspresyon diizeyinin, kalp ve iskelet kasmna gore
daha yiksek oldufu gozlendi (Sekil 4 3) Elde edilen sonuclar dansitometrik olarak
degerlendirildi.

Beyin AK KC Bébrek Kalp Dalak Timus SM  HeLa

KRITT - R S e — e

Aktin e [LE S NI E—

1360 4

Ortalama Densitometrik Unit
]
&

025 4 T
000 F] : l
Beyin AK  KC Bébrek Kalp Dalak Timus SM HelLa

Sekil 4.3: Fetal dokularda KRIT1 ckspresyonu Fetal dokularda KRIT1 ekspresyonu RI-PCR
ile arastirild:. internal kontrol olarak akfine 6zgul primerler kullamld: En vitksek ekspresyon
karacigerde, en diisiik ¢ckspresyon ise iskelet kasinda ve kalpde gozlendi

AK: Akeiger, KC: Karaciger, SM: Tskelet Kast

4.4 Yetiskin Insan Dokularmda KRIT1 Ekspresyonunun Arastiriimas:

Yetigkin insan dokularmdaki KRIT1 proteinin ekspresyonu Western blot
yontemi kullanifarak aragtinilds En yiksek KRIT1 ekspresyonu dalak, pankreas, ve
karacigerde gozlenirken, kalp, bobrek ve beyinde ise daha az oldugy gorildi En diistik
KRIT1 ekspresyonunun ise akciger dokusunda oldugu gozlendi (Sekil 4 4)
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Sekil 4.4: Yetigkin insan dokularmda KRIT1 ckspresyonu Yetigkin insan dokularmda KRIT1
ckspresyonu Western blot ile aragtinldi. Her kuyucuda esit protein yiklenilip yiklenilmedigini
kontrol etmek icin GAPDH antikoru kullamidt

AK: Akciger, KC: Karaciger

KRIT1 ekspresyonunun beyinin farkli bolgelerinde degisip degismedigini
kontrol etmek igin, fark: bélgelerden alinan dokularda KRIT1 ekspresyonu RT-PCR ile
aragtinildi. En yitksek KRIT! ekspresyonun serebrumda, en diisik ekspresyonun ise
medulla spinalisde oldugu gozlendi ($ekil 4 5)

Sb_Sbl_Ms

Sekil 4.5: Beyinin anatomik bélgelerine gore KRIT1 ekspresyonunun dagium .
Sb: Sercbrum, Sbl: Serebellum ve Ms: Medulla spinalis.
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4.5 Farkh Dokulardaki FEndotelyal Hiicrelerde KRITI Ekspresyonunun
Arastiriimas:

Yetiskin ve fetal doneme ait insan dokularmdaki KRIT1 ekspresyonu Western
blot ve RT-PCR ile belirlendikden sonra, immunohistokimyasal yontemler ile KRIT1
proteininin hiicresel lokalizasyonu arastinild:  Antikor ozgiilliga, kullamlan antikor
konsantrasyonun iki kati oraninda peptid kullanmm ile gosterildi Caligtlan tim
dokularin endotelyal hiicrelerinde KRIT1’in ifade edildigi gorildi Her organdaki
KRIT1 immunoreaktivitesi, arastirmact disinda deney sistemi hakkinda bilgisi olmayan
bichbirinden bagmmsiz iki farkli aragtrmact tarafindan analiz edildi Ug arastirmacidan
elde edilen analiz sonuclarma gore tim dokulardaki KRIT1 immunoreaktivitesi
HSCORE degerlerine gore belirlendi (Sekil 4 6) KRIT1, hemen hemen tiim organlarin
kapiller ve arteriol endotelinde eksprese edilirken, vendz damarlarn endotelyal
hiicrelerinde zayif eksprese edildigi gozlendi

BB Arterial
[ Kapiller
Vendz

HSCORE
Doku endoteli

AC Deri Kalp Iskelet K KC Dalak Timus

Sekil 4.6: Yetiskin insan dokularmdaki vaskiler yapiardaki KRIT1 immunoreaktivitesinin
HSCORE degerlendiriimesi
AC: Akciger, KC: Karaciger, K: Kas

Kalpdeki KRIT1 ekspresyonu en yogun olarak arterlerde gozlenirken venlerde
boyanma gorulmedi (Sekil 4.7 A-D). Deride subdermal vaskiiler yapilarda (Sekil 47 E)
ve dalakda ki vaskiiler yapilarda KRIT1 ekspresyonunun gigli oldugu gozlendi (Sekil
47 ¥, G). Iskelet kasinda miyositlerde olduk¢a zayif immunoreaktivite gozlenitken,
kapiller ve arteriollerde KRIT1 immunoreaktivitesinin daha giglii oldugu gorildi
(Sekil 4.7 H, T)

49



Diger dokularda oldugu gibi serebrovaskiler yaparda da  yogun KRIT1
immunoreaktivitesi serebral kapiller ve arteriol yapilarda gozlenirken, venoz yapilarda :
zayif ekspresyon gorilda (Sekil 4 77, K, L)

Sekil 4.7 A-L: Yetigkin insan dokusuna ait endotel hiicrelerinde KRIT 1 immunoreaktiviicsi

A). Kalp arteriyal endotelyumda, KRIT! immunoreaktivitesi giiclii iken (kapal: ok}, venlerde
zayifdi (agik ok) B-D) A bélimiinde gozlenen yapilanin daha biyitk bityiitmesi E) Derideki, F,
G) timusdaki, H-J) iskelet kasindaki K) beyinde kapiller vapilardaki ve L) arteriollerdeki
KRIT1 immunoreaktivitesi
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4.6 Ekstravaskiiler Dokularda KRIT1 Ekspresyonunun Arastirilmass

KRIT1 ekspresyonu beyin digindaki diger dokularin endotelyal yapilannda da
gozlenmesine ilave olarak, baz dokularda belirli hicre grublanmn  yogun olarak
boyandi@ gozlendi (Sekil 4 8)

& . BRI 5
Sekil 4.8: Ekstraserebral dokularda KRIT | immunoreakiivitesi
A) Karacigerde KRIT1 immunoreaktivitesi safra kanali epitelinde (ok bag1) ve hepatik arterm
endotelyal hiicrelerinde (kapali ok) gozlenirken, ven endotelinde (acik ok) gozlenmed:
Hepatositlerde ise oldukca zayif bir boyanma gozlendi B). Karacifier hepatik arter ve safra
kanalnin daha biiviik biiyiitmesi C). Deride kapiller yapilarda (kapali ok) ve sag koklerinde (ok
ucu) yogun boyanma gozlenirken, stratum bazalede (agik ok) oldukga zayif boyanma gozlendi
D) Derideki sag folikiiluniin bityilk bityiitmesi E) Kardiyal miyositler (ok ugu) ve arterial
endotelyum (kapali ok) KRIT1 ile boyamrken, vendz yapilarda (ok bagt) boyanma gorilmedi F)
Bobrek glomerulusunda boyanma gozlenmez iken (actk ug), proksimal tubullerde zayif
immunoreaktivite {(kapall ok} gozlendi G) Timusdaki kapiller ve korteks (kapali ok) ve H)
dalakdaki beyaz pulpadaki kapiller (kapali ok) ve epitelyal (acik ok) yapilarda yogun KRIT!
ckspresyonu gozlendi
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4.7 Astrositik Uzantilarda (Astrositik Foot Processierde) ve Noronlarda KRIT1
Ekspresyonun Arastiridmas

Serebral yapilarda KRITI immunoreaktivitesi vaskiler yapilara ek olarak,
astrosit ve noronlarda da gozlendi immunoreaktivitenin gozlendigi diger onemki yapiar
ise kan-beyin bariyerinin regiilasyonunda gorev alan astrositik uzantdardi (Sekil 4.9)
Bu uzantilar detayl incelendiginde hem endotelyal hiicrelerde hem astrositlerde hemde
astrositik uzantilarda KRIT1 immunoreaktivitesinin vitksek oldugu gozlendi.

Sekil 4.9: Astrositik uzantitarda {Astrositik foot process) KRIT] immunorcaktivitest A-C)
Astrositik  uzantilarm  kan  damarlarma uzandiy  alanlarda  gicli immunoreaktivite
gozlenmektedir B) A'da gozlencn astrositik uzantilarn daha bilyik biyitmesi D) Sercbral
vapidaki difer astrositlerdeki KRIT1 immunoreaktivitest.

Serebral korteks icerisinde endotelyal hucreler ve astrositik yapilara ilaveten,
KRIT! immunoreaktivitesi piramidal néronlarda da gozlendi Korteksin katmanlari
detayli incelendiginde en gigli KRIT1 ekspresyonunun 3 ve 5 katmanlardaki
piramidal noronlarda oldugu gozlendi (Sekil 4.10)
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Sekit 2.10: Serebral korteksin 3 katmanndaki  piramidal  noronlardaki KRIT1
immunoreaktivitesi

4.8 Endotelyal Hiicre Kiiltiirlerinde Olusan Kapiller Benzeri Yapilarda KRIT1
Ekspresyonunun Arastiriimas:

In vitro kiltir ortammnda kapiller benzeri yapilar endotelyal hiicre-hiicre
iligkisinin bir sonucu olarak olugur Hiicreler kiiltir kaplarinda belli bir yoguniuga
ulagdikdan sonra olusan kapiller benzeri yapilarda immunofloresan yontemi ile KRIT1
ekspresyonu arastirildi Kapillarizasyon olusumuna bagl olarak, kiiltirler 5, 6 ve 10
glnlerde durdurularak fikse edildikden sonra, KRITT ile boyand: Kapiller benzeri
yaptlarda KRIT1 protein ekspresyonunun kapilarizasyona bagh olarak artti@n gozlendi
(Sekil 4.11 ve 4. 12),

5.Gin 8.Giln 10.Giin_

Sekil 4.11: Endotelyal hiicreler tarafindan kapilier benzeri yapilarn olusumu ve bu yapilardaki
KRIT? ekspresyonu.
Yesil renk: kapiller vapilardaki KRIT1 ekspresyonu, Mavi renk: DAPT ile niiklcar boyanma
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Sekil 4.12: Endotelyal hiicreler tarafindan olusturulan kapiller benzeri vapilarda KRIT1
ckspresyonunun daha biiyik biiyiitmede gériiniimii

Yesil renk: kapiller yapilardaki KRIT1 ekspresyonu, Kumizi renk: Aktin ekspresyonu, Mawvi
renk: DAPT ile nitklear boyanma,

Endotelyal hiicreler tarafindan olugturulan bu kapiller benzeri yapilar mikrotiibul
inhibitérii olan nokadozol ile muamele edildiginde kapiller yapilarin bozuldugu ve buna
bagli olarak da KRIT1 ekspresyonunun dagildig gorildii (Sekil 4 13) Bu bulgular bize,
KRITUin anjiogenezisin en onemli ve ilk basmaklarindan olan kapiller benzeri
yapilarda eksprese edildifini ve multemelen by yapilarn  olusumunda  ve
stabilizasyonunda gorev aldigms gostermektedir

Aktin _Aktin ve KRIT1

Noka_dazol

Sekil 4.13: Kiiltirin 6. giniinde normal ve nokadozol ile muamele edilmis endotelyal
hiicrelerinin goriiniimi

Yesil renk: kapiller yapilardaki KRIT1 ckspresyonu, Kurmuzi renk: aktin ekspresyonu, Mavi -
DAPT iie niiklear boyanma.




4.9 U¢ Boyutlu (3D) Kiiltiir Ortamlarinda KRIT1 Ekspresyonunun Arastiriimasi

Endotelyal hiicreler kollajen tip T veya fibrin iceren bit matriks icine
ekildiklerinde 24 saat sonra birbirleri ile hicre-hiicre iliskisi kurarak kapiller yapilari
olusturmaya baglar ve 72 saatin sonunda ise tamamen kapiller ag yapisiin olustugu
gozienir (Sekil 4 14)

Sekil 4.14: Ug boyutlu kiiltiirlerde 72 saat sonra kompleks kapiller yapilann gériiniimi

Kapiller vapiarda KRIT1 ekspresyonunun artigt immunofloresan yontem ile
aragtiriidikdan sonra, RNA ve protein diizeyindeki degisim RT-PCR ve Western blot
teknikleri kullandarak arastiiidi RNA izolasyonunu takiben KRITI ve aktine ozgil
primerter kullanarak RT-PCR gergeklestirildi Kapiller yapilarm olusumuna bagh
olarak 3D’li kultiir ortamimda KRIT1 ekspresyonun kontrol grubuna gére %56 oraninda

yuksek oldugu bulundu (Sekil 4.15)

K 3 M K 3D

” K 3D

Sekil 4.15: 3 boyutlu kiiltir ortaminda KRIT] ekspresyonun RT-PCR ile arastirimasi Matriks
icerisinde kiiftiire edilen endotelyal hitcrelerde KRIT1 ekspresyonun kontrol grubuna gore daha
yiksek oldugu gézlendi Internal kontrol olarak aktin kullamild:

n=3, P< 005, K: Kontrol, 3D: 3 boyuthu kitltir sistemleri

KRIT1/aktin
Ortalama Densitometrik Unit

AKED - m .
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Uc boyutiu  kiltar ortaminda KRIT! ekpresyonundaki artis protein dﬁzeyinde.
arasurildiginda, 3D ortamdaki KRIT1 ekspresyonun kontrol grubuna gore %48
orannda daha yitksek oldugu gozlendi (Sekil 4 16).

K 3D M
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Sekil 4.16: 3 boyutlu kiiltiir ortaminda KRIT1 ekspresyonunun Western blot ile aragtirsimast
GAPDH. esit miktarda protein yiklenip yitklenmedigini kontrol etmek igim kullamld
n=3, P< 0.05, K: Kontrol, 3D: 3 boyutlu kiiltir sistemleri.

4.10 Ekstraseiliiler Matriks Proteinleri ile KRIT1 Regiilasyonunun Arastiriimasi

Ekstraselliler matriks proteinlerinin  (ESM), anjiogenezin stimislasyonunda
oldukga énemli rol oynamalarindan dolayt, ESM proteinleri ile KRIT1 ekspresyonunun
regiilasyonu Western blot yontemi ile arastiildi. Endotelyal hiicrelerin kollajen tip 1 ve
fibronektine adezyonu, KRIT1 ekspresyonunda artiga neden oldu (Sekil 417) Kontrol
grubu ile karstlastinldiginda, fibronektin ile kaplanms kultirlerde %25 oranmda,
kollajen tip 1 ile kaplanmss kualtiit kaplarinda %35 oranmda KRITI ekspresyonunda
artig oldugu gozlendi (P<0.05).

Kontrol FN Kol
KR -

GAPDH T

X

1.2

KRIT1/GAPDH
Ortalama Danstiometrik Unit
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Sekil 4.17: Ekstraselliler matriks proteinferi ile KRIT1 ckspresyonunun regilasyonu.
Endotelyal hiicrelerin fibronektm ve kollajen tip 1 ile kaplanmg kultir kaplarna adezyonu
KRIT! ekspresyonunda artisa neden oldufu gozlendi

FN: fibronektin, Kol-I: kollajen tip I ile kaplannug kizltiir kaplan
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4,11 Anjiogenik Faktorler ile KRIT1 Regiilasyonun Arastirlmas:

VEGF ve bEGF en iyi bilinen anjiogenik faktorlerin baginda geldiginden, VEGF
ve bEGE gibi anjiogenik faktorlerin KRIT1 ekspresyonu @zerinde etkisi olup olmadigmm
aragtirmak amaciyla, endotelyal hiicreler 0 2, 2, 20 ng/ml rekombinant VEGF ve bFGF
ile kisa (30 dakika-6 saat) ve uzun siireli (24-72 saat) olarak muamele edildiler Bu
sireler sonunda hiicrelerden protein elde edilerek Western blot ile KRIT1
ekspresyonundaki degisime bakildi. Doz ve zaman bagimli olarak anjiogenik faktorler
ile muamele edilmis grublar ile kontrol grubu karglagtimldiginda, KRIT]
ekspresyonunda herhangi bir degigim olmadifi gozlend:

4.12 KRIT1’in Plasentada FErken Anjiogenez Siiresince Ekspresyonunun
Arastirimasi

In vitro anjiogenik sistemlerde buldugumuz sonuglari in vivo anjiogenik
sistemde de gostermek amaciyla farkli gebelik dénemlerine ait plasental dokularda
KRIT1 ekspresyonu immunohistokimyasal yontemler kullanarak aragtmildi Anjiogenik
basamaklar: kolaybkla goriilebilme imkam oldugu igin plasenta en iyi in vivo model
sistemlerinden biridir Birinci donemi vaskiillogenezis ve anjiogenezisin bagladi@ bir
donemdir Gebeligin ikinci ve iigiincii donemleri ise olusan damar yapilarmn
olgunlagma siirecini kapsar Bu amagla ilk olarak gebeligin erken donemlerine ait
plasenta dokularmda KRIT1 ekspresyonu arastnildiginda, pasental villus igerisinde en
yogun KRIT1 immunoreaktivitesi Hofbaur hiicreleri ve anjiogenik kord gibi
anjiogenezisin aktif oldupu alanlarda gozlendi Villus igerisindeki anjiogenik alanlara
ilaveten, sitotrofoblast (cytotrophoblast) hiicreler KRIT1 ile immunoreaktivite verirken,
sinsisyotrofoblastlarda (syncytiotrophoblast) herhangi bir boyanma gozlenmedi (Sekil
418 ve 4 19)

Sekil 4.18: Olgunlagmams plasenta dokusunda KRIT1 ekspresyonu Yogun KRITI
immunoreaktivitesi villus igerisindeki endotelyal hiicreler (En) ve Hofbaur hiicrelerinde (H)
gozlendi. Sitotrofoblast (CT) hiicreleri KRIT1 ile boyamrken, sinsisyotrofoblastlarda (ST)
herhangi bir boyanma gdzlenmedi M: Mezengimal doku
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Sekil 4.19: Gebeligin birinci donemindeki farkh plasenta dokularmdaki KRITI
immunoreaktivitesi. Gigli KRIT1 boyanmasi endotelyal hiicreler, Hofbaur hiicreleri ve
anjiogenik alanlarda gozlenmektedir

Oklar KRIT 1 immunoreaktivitesinin oldugu alanlar gostermektedi

Gebeligin  birinci  donemine ait plasenta dokularmdaki yogun KRITI
immunoreaktivitesinin anjiogenik alanlarda oldugu gozlendi Bu alanlanin  gergek
anjiogenik alanlar olup olmadi1 endotelyal hiicreler igin dzgiil bir yizey reseptorii olan
CD-31 (PECAM) ile boyanarak gosterildi (Sekil 4 20)

Ch3

S

Sekil 4.20: Olguntasmarus plasenta dokusunda anjiogen.ik alanlarm CD31 ile gosterilmesi.
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4.13 Plasental Dokularda KRIT1 ve 81 Integrin Ekspresyonunun Arastirimasi

Erken gebelik plasenta dokularinda KRIT1 ve B1 integrinin potansiyel olarak
birlikte lokalize olduklanm gdstermek igin, plasental dokular B1 integrin ve KRITI
antikorlariyla boyandt Villus igerisinde hem KRIT1 hemde P1 integrinin boyanma
modelinin benzer oldugu gorildi Her iki proteinin de endotelyal hiicreler ve villus
sitotrofoblastlarda eksprese edildigi gozlendi (Sekil 4 21) Sitotrofoblastlar hizcre-hiicre
iliskisinin olduk¢a gtighi oldugu adhesif hiicrelerdir  Sitotrofoblastlara karsiik hicre
adezyonunun  olmadifi  sinsisyotrofoblastlarda  KRIT1 — ve B1 integrin
immunoreaktivitesi gdzlenmedi

KRITI %7 Blintegrin

Sekil 4.21: Olgunlagmamis plasenta dokularmda KRIT1 ve Pl integrin ckspresyonu. Villus
icerisinde benzer anjiogenik alanlarda ve sitotrofoblastlarda KRITI ve Bl integrinin birlikic
cksprese edildigi gozlendi.

Villus igerisindeki anjiogenik alanlara ilaveten, yogun B1 integrin ve KRIT1
ekspresyonu invazif yetenegi giiglu olan ekstra-trofoblastik hiicrelerde de gozlendi
(Sekil 4 22)

KRIT1 - B1 integrin &

Sekil 4.22: Ekstra-trofoblast hiicre kolonlarmdaki distal hiicrelerde benzer KRIT1 ve Bl
integrin ekspresyom
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4.14 Olgun Damarlarda KRIT1 Ekspresyonunun Arastirdmasi

Gebeligin birinci doneminde anjiogenezis en yiiksek diizeyde oldugu ve bu
donemde KRIT1 ekspresyonunun anjiogenik alanlarda oldukga giigli oldugu
gorilmiigdii. Gebeligin ikinci ve tGglinct doénemlerinde ise damar olgunlagmasma bagh
olarak KRIT1 immunoreaktivitesinin azaldifi gozlendi (Sekil 4.21 ve 4.22) Damar
olgunlagmasina baglt olarak kapiller ve arteriollerde KRIT1 ekspresyonu devam
ederken, olgun damar endotelinde KRIT1 immunoreaktivitesinin ¢ok azaldif: hatta

kayboldugu gorildil.

Sekil 4.23: Gebeligin 2. ve 3 donemlerine ait plasenta 6rncklerinde KRIT1 ekspresyonu. A-B)
Gebeligin 3 ve C-D) 2 donemindeki vaskiiler yapilardaki KRIT1 immunoreaktivitesini

sostermektedir.
Ok KRIT1 immunoreaktivitesinin oldugu alanlan gostermektedir.

12~

40 5

W

6 T
04 - N —
L
3
i

KRIT! immunorealtivitest

0.2

0.0 T
jang

Plasental Dokular

Sekil 4.22: Farkli gebelik donemlerine ait plasental dokularda anjiogenik alanlarda KRITI
immunoreaktivitesinin HSCORE degerlendiriimesi
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4.15 KRIT1 Proteininin Fosforilasyonunun Arastiritmas:

KRIT1 proteininin fosforillenip fosforillenmedigini anlamak icin serin, treonin
ve firozin aminoasitlerine 6zgil antikorlar kullamlarak  immunopresipitasyon
gergeklestirildi Fosfo-serin ve fosfo-treoninde KRIT1 igin 6zgil bir band alinmaz iken,
fosfo-tirozinde KRIT1 igin 6zgil band gozlendi Bu da bize KRIT1’in tirozin tizerinden
fosforillenen bir protein oldugunu gostermektedir (Sekil 423) KRIT1 proteinin
yapisina bakildifinda potansiyel fosforilasyon alammin NPXY domaini oldugu tahmin
edilmektedir
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Sekil 4.23: KRIT! proteini tirozin aminoasiti iizerinden fosforillenen bir fosfoproteindir (-)
negatif kontrola ait post Ip’yi, (-) IgG Ip: negatif kontrol Ip’yi, IgG: Immunglobulin agir
zmeirini ifade etmekdedir. Negatif kontrol olarak fosforillenmeyen bir protein ile yapilan
immunopresipitasyon kullanihirken, pozitif kontrol olarak ise total protein viiklendi. Nepatif
kontrolda sadece IgG agir zinciri band verirken, total proteinde KRIT1’e spesifik band
gbzlenmektedir.

4.16 KRIT1 Proteinin Hiicresel Lokalizasyonunun Arastiriimas:

KRIT1 proteinin  yapisinda 46-51 (KKKRKK) ve 3569-572 (KKHK)
aminoasitler arasinda iki tane potansiyel nitklear lokalizasyon sinyali bulunmaktadir Bu
potansiyel sinyallerin varhifmmdan dolayt KRIT1 proteininin sitoplazmadan nilkleusa gog
ederek ntikleusda farkhi bir gorev ustlenip Ustlenmedigini arastumak igin endotelyal
hiicrelerden niiklear ve sitoplazmik 6ziitler elde ederek KRIT1 antikoru ile Western blot
gergeklestirildi Sonugda sadece sitoplazmik o6ziitlerde sinyal gozlenirken, niklear
ekstraktlarda KRIT1 igin 6zgiil bir band olmadigh gorildi (Sekil 4 24)
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SE SE NE NE TP

Sekil 4.24: KRIT1 proteininin lokalizasyonunun arastinimasi KRIT1 protein band: sitoplazmik
ckstraktlarda gézlenirken, niiklear ekstraktlarda bulunmadi

SE: Sitoplazmik ekstrakti, NE: niiklear ckstrakti, TP: pozitif kontrol olarak yilkienen total
proteini, M: protein markerini ifade etmektedir

4.17 KRIT1 Ekspresyenunun Baskilanmas:

Endotelyal hiicrelerde in vitro KRIT1 ekspresyonunun baskilanmasi i¢in ilk
olarak antisense oligoniikleotid yontemi denendi fakat oligoniikleotid kullanm ile
veterli diizeyde azalma elde edilemedigi i¢in kullanimadi Bu amagla in vitro memeli
sistemlerinde oldukca yeni fakat gok daha efektif bir yontem olan siRNA (small RNA
interference) olarak adlandirdan teknik kullamildi Ekspresyonun baskilanmasinda en
onemli basamak en ozgiil siRNA primetlerinin bulunmasidir Bu amagla KRIT1 geninin
farklt bolgelerine kargi dizayn edilen siRNA’farmn her biri kiiltiir sisteminde ayn ayr
denererek en etkili olan siRNA primer cifti kullamldi Her bir siRNA in vitro olarak
sentez edilip piirifiye edildikden sonra %12’k poliakrilamid jelde elektroforeze tabii
tutuldu Endotelyal ve HeLa hitcreleri kontrol siRNA’st ve KRIT1 siRNA'st ile
transfekte edildi  Transfeksiyonun 24, 48, ve 72 saatlerini takiben, hiicrelerden RNA
ve protein ekstraksiyonu gergeklestirildi 24, 48, ve 72 saatlerde RNA diizeyinde
azalma gozlenmesine ragmen, protein diizeyinde herhangi bir azalma goriilmedi (Sekil
4 25)

24 s 48 s 72s

M KT K T KT

KRITI ——

Aktin —»

Sekil 4.25: siRNA teknigi ile KRIT1 ckspresyonunda RNA diizeyinde azalma Transfeksiyonu
takiben 24, 48, ve 72 saatlerdeki KRIT1 ekspresyonu RI-PCR ile kontrol edildi. 24 saati
takiben azalma gozlenirken en fazla azalmanmin 48 saatte oldufu gozlendi Aktin internal
kontrol olarak kullanild:

M: Molekiiler marker.
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Protein diizeyinde azalma elde edilememesi nedeniyle hiicreler birnci
transfeksivondan 24 saat sonra yeniden ikinci defa transfekte edilerek, 3, 4, 5 ve 6
giinlerde protein diizeyine bakildiginda azalmamn en fazla 5 giinde oldugu gozlend:
(Sekil 4.26). Endotelyal hiicrelerde 5 giinde gozlenen azalmaya bagh olarak yapdan
tiim fonksiyonel ¢ahismalar (proliferasyon, adhezyon, apoptozis gibi) transfeksiyonun 5
giniinde hem endotelyal hemde HeLa hiicrelerinde gerceklestirildi. Kontrol ve KRITI
siRNA’s: transfekte edilerek aym fonksiyonel deneyler KRIT1 eksprese etmeyen Cos7
hiicrelerinde gergeklestirildi

Kontrol siRNA

Kt K2 K3 T T2 73 M

KRIT1

Sekil 4.26: siRNA teknifi ile KRIT1 ckspresyonunda protein diizeyinde azalma Tkinci
transfeksiyonu takiben 5 giinde alinan protein érneklerinde KRIT1 ekspresyonu Western blot ile
kontrol edildi. Esit miktarda protein viklenip yiiklenmedigi Ponseu S ile kontrol edildi

M: Protein marker

4.18 KRIT1 Ekspresyonunun Baskilanmasiyla Gozlenen Morfolojik Farklihk

KRIT1 siRNA’s; ile transfekte edilen ve edilmeyen kontrol hicrelerinde
gozlenen en oOnemli 6zelliklerden biri endotelyal hicrelerde gozlenen morfolojik
farklibiklards KRIT1 ile transfekte hiicreler kiiltirde ¢ok daba genis, yayilmus,
endotelyal hiicrelere ozgill olan yanyana gelmis muntazam (cobble stone} yapism
kaybetmis, hiicre-hiicre etkilesimi azalmig hucreler olarak goze carparken, kontrol
hiicrelerinde bu durum gozlenmemistir (Sekil 4 27)

Sekil 4.27: KRIT1 ekspresyonunun baskilanmast sonrast killtiirde gozlenen morfolojik
farklihklar A) Kontrol grubundaki endotelyal hiicre morfolojist B ve C) KRIT1 siRNA'st ile
transfekte edilmis hitcrelerdeki bozulmusg endotel yapist.




4.19 KRIT1 Ekspresyonunun Baskilanmasi Sonras: Hiicre Proliferasyonun
Arastirlmas:

BAE ve Hel.a hicreleri kontrol ve siRNA’si ile transfekte edildikden sonra
transfeksiyonun 5. giiniindeki hiicreler PBS ile yikandikdan hemen sonra serum ve fenol
kirtmzisi igermeyen besi ortami icerisine alinarak yaklagrk 8 saat daha kiiltiire devam
edildi Kontrol ve KRIT] transfekte hiicrelerdeki proliferasyon indeksi 490 nm dalga
boyunda okundugunda KRIT1 siRNA’st ile transfekte edilen hiicrelerde, kontrol
grubuna gore proliferasyon indeksinin BAE hiicrelerinde %5 8, Hela hiicrelerinde ise
%45 oranmnda azaldigt gozlendi (Sekil 4 28A-B). Hem endotelyal hiicrelerde hemde
Hel.a hicrelerindeki KRIT1 ekspresyonun baskidanmasina bagl olarak gozlenen
proliferasyondaki bu azalma p<0.05’e gore istatiksel olarak da anlaml bulundy
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Sekil 4.28: Endotelyal ve Hela hiicrelerinde hiicre proliferasyonu. A) BAE hiicreleri B) HeLa
hiicreleri KRIT1 siRNA’s1 ile baskilandiinda hiicre proliferasyonundaki azalma porilmektedir
Barlar her grup icin 12 farkh degerin ortalama + SEM degerlerini gostermektedir

4.20 KRIT1 Ekspresyonunun Baskilanmas: Sonrass Endotelyal Hiicrelerde
Apoptotik indeksin Arastinlmasz

KRIT1 ekspresyonun siRNA ile baskilanmasi sonucu proliferasyon indeksinde
gozlenen azalmamn apoptozisin inditklenmesi ile mi yoksa bagka mekanizmalar
aracth@iyla m1 gergeklestigini anlamak amaciyla transfeksiyonun 5 giiniindeki kontrol
ve transfekte hiicrelerde TUNEL yontemi ile apoptotik indeks belirlendi Slaytlar
floresan mikroskop altinda, apoptotik cisimcikler, niikleer parcalanma ve kromatin
yoBunlagmasi gibi apoptozun morfolojik gostergeleri dikkate alnarak degerlendirildi
(Sekil 429) Bu degerlendirmeler dogrultusunda KRIT1 siRNA’si ile transfekte
hiicrelerde apoptozisin artifn gozlendi
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Sekil 4.29: Endotelyal hilcrelerde apoptotik indeksin belirlenmesi Kontrol (A) grubuna gére
KRIT1 siRNA’st ile transfekic hiicrelerde (B) apoptotik indeksin artoms oldufu gozlend:
Kontrol ve transfekte grubda TUNEL+ hitcreler TUNEL - hiicrelere oranlandiginda KRIT1 ile
transfekte grubda TUNEL+ hiicre oranin kontrol grubuna gére daha yitksek oldugu gozlendi

Kontrol ve KRIT1 siRNA’s1 ile transfekte hiicrelerde TUNEL pozitif ve negatif
hiicreler sayilarak apoptotik indeks hesapland: (Sekil 4 30). KRIT1 ile transfekte edilen
kiltirlerde TUNEL pozitif hiicre oranin kontrol grubuna gore artmus oldugu bulundu
KRIT1 ekspresyonun baskilanmasina bagl olarak gozlenen apoptozisdeki bu artig
p<0 05’e gore istatiksel olarak da anlamli bulundu

0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 A

6.2 4

Tunel +Tunel - hilere orar

0.1 4

0.0 : B :
Kontrol siRNA

Sekil 4.30: siRNA ile transfekte hiicrelerdeki apoptotik mdeks. KRIT1 ile transfekte edilen
kiiltiirlerde TUNEL pozitif hiicre oramin kontrol grubuna gore artroig oldugu bulundu.
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4.21 Serebral Kavernoz Malformasyonlu Hastalarda Vaskiiler Yapilarda in Vivo
Apoptotik Indeksin Arastirilmasi

KRIT1 ekspresyonun siRNA ile baskilanmasi sonucu proliferasyon indeksinde
gozlenen azalmanin  apoptozisin  artmasindan kaynaklandigi in vitro olarak
gosterildikden sonra, in vivo olarak bulunan sonuclar teyid etmek amaciyla serebral
kavernoz maliformasyonlu hastalardan ahinan parafin dokularda TUNEL yontemi ile
apoptotik indeks aragtinldi Kontro! grubu olarak normal herhangi bir serebral vaskiiler
malformasyonu olmayan bireyler kullamidi (Sekil 4 31). Slaytlar 15tk mikroskobu
altmda vermis olduklan immunoreaktivite oramna gore degerlendirildi  Bu
degerlendirmeler dogrultusunda serebral kavernozlu hastalarda vaskiiler vapilarda
beklenenin aksine apoptozisin ok daha arttg gozlendi.

Sekil 4.31: Serebral vaskiller malformasyonlu hastalarda TUNEL yontemi ile apoptozisin
gosterilmesi A ve B: Serebral kavermomlu hasta bireylerine ait dokular, Lezyonlarm oldugu
alanlarda cndotelyal hiicrelerde ve lezyon cevresinde apoptozisin daha fazla arttp
gozlenmektedir C ve D: Normal bir bireye ait beyin dokusundaki apoptotik indeksin daha az
oldugu gorillmektedir

Oklar lezyon alamindaki apoptotik hiicreleri gostermektedir
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4.22 KRIT1 Ekspresyonunun Baskdanmasi Senucu Hiicre Adezyon Kapasitesinin
Arastiilmasi

Endotelyal ve HeLa hiicreleri kontrol ve siRNA ile transfekte edildikden 5 giin
sonra tripsinize edilerek aym sayidaki hiicreler fibronektin ile kaplanmus 96 gozli kit
kaplarna ekildi Hiicre adezyonu 15 ve 120 dakikalik zaman arahfinda incelendi
Adezyon siiresi tamamlandiginda kiltir kabma yapigmayan hicreler almdi PBS ile
yikand1 ve iizerine serum ve fenol kimmzisindan yoksun besi ortamu eklenerek kiltiire
devam edildi. Kiltir kaplan iizerine Commassi mavisi eklenerek kolorimetrik olarak
spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda okundu Kontrol grubuna gore KRITI
siRNA’s: ile transfekte edilen hicrelerde adezyon yeteneginin azaldi@i gozlendi (Sekil
432)

B Kontrol

{ [ KRIT1 siRNA

Adhezyon Indeksi

420 (Baki‘ka)

Sekil 4.32: Endotelyal hiicrelerde adezyon kapasitesinin arastinlmasi Endotelyal hicreler
KRIT1 siRNA’si ile transfekte edilerck KRIT1 ile baskilanan ve baskilanmayan hiicrelerdeki
adezyon kapasitesi aragtrildi 15-120 dakikahk zaman aralifmdaki tiim zamanlarda kontrol
grubuna gore belirgin bir azalma gozlendi ve bu azalma p<0.05’¢ gore anlaml: bulundu.

423 KRIT1 Ekspresyonun Baskilanmasi Sonucu Kapiller Benzeri Yapilarin
Olusumunun Arastirilmas:

Kontrol ve transfekte hicreler kollajen matriks igerisinde tiip olusumu igin
kiiltiire edildiler. Kontrol hicreleri 72 saatin sonunda kapiller yapilan olustururken,
transfekte hiicrelerde kapiller benzeri yapilarin olusmadign gozlendi (Sekil 4 33)
Kontrol hiicrelerinde anjiogenik kapasite 4 ve 5 idi. siRNA ile KRIT1 ekspresyonunun
baskilandigy transfekte hiicrelerde ise anjiogenik kapasite 2 ve 3 olarak skorland
Transfekte hiicreler kontrol hiicrelerine gore kiyaslandiginda anjiogenik kapasitedeki
azalma istatiksel olarak anlamh bulundu (Sekil 4 33)




Sekil 4.33: siRNA ile transfeksivon sonras: kapiller yapimm olusumu KRIT! siRNA’s: ile
transfekte endotelyal hicrelerde kapiller yapilarm olusmadign gozlendi A ve B: Kontrol
hiicrelerinde kapiller yapilarn tamamiyla olustugu gozlenirken, C ve D: siRNA ile transfekte
edilmis endotelyal hiicrelerin kapiller yapilar olusturamadig1 gorilldi.
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TARTISMA

Serebral Kavernoz Malformasyonlar (SKM), merkezi sinirt sistemindeki kan
damarlannin anormal gelisimi ve olusumu ile iliskils vaskiiler bir hastaliktir (4).
Serebral kavernomlarin populasyondaki goriilme sikligt oldukea diigikdir ve tim
vaskiiler malformasyonlarin %10-15"ini olusgturmaktadir SKM’ler sporadik olabildigi
gibi kalitsal olarak da ortaya ¢tkmas, Hispanik Amerikalilar gibi baz1 topluluklarda
founder efekt nedeniyle hastaligin goriilme sikhiunt daha da artmaktadir (6, 87). Genis
serilerde yapilan MR calismalaryla, kavernomlarin oldukca dinamik lezyonlar oldugu.
sporadik olgularda tek bir Jezyon gozlenmesine ragmen, kalitsal gegis gosteren
olgularda lezyon sayisimn arttige ve hemorajlarmn ailesel olgularda sporadik olgulara
gire daha yiiksek oldugu gosterilmigtir (164)

Hastaligin toplumdaki goriilme sikhiginin diigiik olmasmna ragmen, hastalik icin
uygun tedavi yonteminin olmamasi ve semptomlarin agir oldugu bireylerde yasam
kalitesinin diismesi gibi pedenlerden dolay: hastaligin olusumundan sorumlu olan
gen/genlerin arastirlmasl zorunlu olmustur. Bu amagla, serebral kavernomlu ailelerde
yapilan linkaj ¢aligmalart sonucunda, kavernomlarla iliskili otozomal dominant formda
kaliitan CCM1, CCM2 ve CCM3 olarak adlandimlan ii¢ lokus tanumlanmistir Linkaj
calismalarim takiben, 1995 yihinda tg farkli grup tarafindan farkli molekiiler teknikler
kullanilarak, serebral kavernomlarin olusumundan sorumlu ve CCM1°de lokalize olan
KRITl geni tammlanmgte (102-104) KRIT! geninin klonlanmasim takiben.
calismalar mutasyon taramasi {izerine yogunlasmis, bir ¢ok aragtirma grubu tarafindan
sporadik ve kahtsal gecis gosteren olgularda KRIT1 genindeki mutasyonlarin
kavernomlara neden oldugu gostetilmistir ( 107-115, 165, 166).

Simdiye kadar yapilan molekiiler calismalarda, KRIT1 genindeki mutasyonlarin
SKM lezvonlarna neden oldugu gosterilmesine ragmen, KRIT1 geninde meydana gelen
bu mutasyonlanin hangi molekiiler mekanizmalan  kullanarak, SKM lezyonlarini
olusturdugu konusunda kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Lezyon olugumu konusunda
iki farklh  goriis  ileri  stirlilmektedir. Bit gup arasirmaci, mutasyonlarin
haploinsufficiency sonucu olugtugunu, diger grup ise, lezyonlarn lokal yapisi ve beyin
disinda retina, deri ve vertebrada da gdzlenmesi nedeniyle heterozigosite kaybinn (loss
of heterozygosity) sonucu olustugu goxiistini desteklemektedirtler (121, 167).

KRIT1 geni islevi heniiz tam olarak bilinmeyen bir proteini kodlamaktadu ve
proteinin iglevini aniamaya yonelik  yapilan ¢ahgmalar, fezyon olusumunun
patofizyolojisinin  anlagiimasinda onemli bir asamayi olusturmaktadir  Serebral
kavernomlarin olusumuna neden olan molekiiler mekanizmalar) anlamak igin, KRIT']
proteinin hiicresel islevini arastirmak, subselliiler lokalizasyonunu  ve ekspresyon
profilini  belirlemek gerekmektedir. Bu nedenle calismamizda, serebral kavernoz
malformasyonlarin patogenezine 1sik tutmak amactyla, ilk olarak KRIT1 proteininin
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insan dokusundaki hiicresel lokalizasyonu, yetiskin ve fetal dokulardaki ekspresyon
dagihm arastinidi

KRIT1'in insan dokulatinda hiicresel diizeydeki dagilimt, ilk olarak bu
calismada immunohistokimyasal yantemler ile belirlenmistir. Arastrmada, kalp. deri,
iskelet kasi, timus, dalak, karaciger ve beyin gibi farkh insan dokulan kullanihmis ve
KRIT1 immunoreaktivitesinin hemen hemen tim organlarn kapiller ve arteriol
endotelinde meveut oldugu gosteriimistic. KRIT1’in serebral yapilardaki endotelyal
hiicrelerdeki giiclii  immunoreaktivitesine  ilaveten, beyinde astrositler, piramidal
noronlar gibi bazi hiicrelerde de eksprese edildigi gozlenmigtir. Denier ve arkadaslari
tarafindan  KRITI mRNA ekspresyonu, embriyonik ve vetiskin dénemdeki fare
dokularmda in sita hibridizasyon teknigi kullamilarak aragtinilmis ve embtiyonik
dénemde en vogun KRIT1 ekspresyonunun 7 ve 9 giinlerde néronal tiipde ve intestinal
sistemdeki epitelyal hiicrelerde oldugu, yetiskin doénemde ise yogun KRITI1 sinyalinin
akcigerde, deride, pankreasda, dalakda ve beyinde oldugu gosterilmistiv (168). Bu
calismaya ek olarak, Sawatzki-Kehter ve arkadaglars, KRITD’in islevini anlamak
amaciyla, KRIT1 ve RaplA’nin ekspresyon paternini embriyonik ve yetiskin fare
dokularinda in situ hibridizasyon ve Northern blot teknikleriyle aragtirmuslardir.
Embriyonik dénemde yogun KRIT1 ve RaplA ekspresyonunun gelismekte olan sinit
hiicrelerinde oldugu gosterilmis, fakat diger sistemlerde KRITT ve RaplA ekspresyon
diizeyleri atasinda bir iligki kurulamanustic  Yetigkin fare dokusunda ise yogun KRI11'1
ckspresyonun beyin, dalak, karaciger, testis ve kalpde oldugu gosterilmistir (169) Bu
iki calismada da fare dokulari kullaniimasina ragmen, caligmamuza benzer olarak
KRIT1°in noronal ve epitelyal sistemlerde lokalize oldugu bildirilmis, fakat iki
calismada da in situ hibridizasyon tekniginin kullaniimast nedeniyle, proteinin hiicresel
diizevde lokalizasyonu konusunda net bir bilgive ulagilamamistii. Bu nedenle
calismamiz, insanda KRIT1’in astrosit, astrositik uzantilar, piramidal ndronlar,
endotelyal ve epitelyal hiicrelerde eksprese oldugunu immunohistokimyasal teknikler
ile gosteren ilk ¢aligma olmast nedeni ile dnem] idir.

Yetiskin insan dokularinda KRITI ekspresyonu ilk olarak Eerola ve atkadaslari
tarafindan  gosterilmistic (118). Eerola ve arkadaslarmn calismasma ek olarak
calismanuzda ilk defa fetal dokularda KRIT1 ekspresyonu arastitldi. Eerola ve
arkadaslart beyin, akciger, kas, timus, dalak, bobrek, karaciger ve kalp gibi insan
dokularida KRIT1 ekspresyonunu Northern blot teknigiyle arastirnuslar ve KRIT I in
hemen hemen tim insan dokularinda fatkli diizeylerde eksprese edildidini, en yogun
KRIT1 sinyalinin ise beyin, kalp, bdbrek, pankreas ve karacigerde oldugunu
gostermislerdir  (118). Cahismamizda ise yetiskin insan dokularindaki KRIT1
ekspresyonu Western blot, fetal dokulardaki KRIT1 ekspresyonu ise RT-PCR teknidi
kullanilarak arastinlmistir,  Yetigkin insan dokular icerisinde en yiksek KRIT!
ekspresyonu dalak, pankreas ve katacigerde oozlenirken, kalp, bdbrek ve beyinde ise
KRIT1 ekspresyonunun daha az oldugu gorilmistiir. Fetal dokular icerisinde ise, en
yiilksek KRIT1 ekspresyonu Kkaracigerde gozlenirken, dalak, timus, bdbrek ve
akcigerdeki KRIT1 ekspresyon diizeylerinin benzer oranda yiiksek oldugu gozlenmistit.
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Hem bizim ¢alismamizda hemde Eerola ve arkadaslarinin ¢alismasinda pankreas ve
karacigerde KRIT1 ekspresyonunun ¢ok viiksek oldugu bulunmustur. Calismamizda
kalp. beyin ve bébrekteki KRITT ekspresyonunun daha az gozlenmesinin nedeni her iki
cahismada da farklt tekniklerin kullaniimasindan kavnaklanabilir ¢tinkit Eerola ve
arkadaslan KRIT1 ekspresyonunu mRNA diizeyinde Nothern blot teknigi ile
arastirirken, biz protein diizeyinde Western blot teknigi ile arastrdik. Her iki ¢aligmada
da, KRITI’in insanda olduk¢a genis ekspresyon modeline sahip bit protein oldugu
sadece beyin ve vaskiiler yapilar ile smuls olmadigt gosterilmistir.  KRIT1
mutasyonlanmin  beyin disinda deride, retinada, medulla spinalis ve vertebradaki
vaskiiler bozukluklarda da gozlenmesi, KRIT1’in genis ekspiesyon modeline sahip bit
protein oldugunu dogrulamaktadur (11 1,116}

Bevin disinda diger dokularda da lezyonlarn gdriilmesi, bazi paradokslarnn
dogmasina neden olmustur, ¢iinklii KRITI ckspresyon dagilimina bakildiginda herhangi
bir doku smulamasi olmamasina ragmen, lezyonlarn neden daha siklikla beyinde
gozlendigi sorusunu yanutsiz  biraknustir Eger KRIT1 biitiin dokularin vaskiiler
vapilannda eksprese ediliyorsa, merkezi sinir sisteminde endotelyal hiicreler diginda
vaskiiler defektin olusumuna katkida bulunan baska hiicre tipletinin de olmasi
gerekmektedir. Beyinde SKM lezyonlarmn olusumuna katkida bulunan hiicre tipletinin
olup olmadigimi, immunohistokimyasal yontemleri  kullanarak arasturdigimizda,
endotelyal hiicreler disinda, astrositler, piramidal noronlar ve astrosidik uzantlarda da
KRIT1’in eksprese edildigi goriildi.

Beyinde 6zgiil bir hiicre grubunda, KRIT1 immunoreaktivitesinin gdzlenmesi bu
hiicrelerin kavernom  olusumuna katki  saglayip  saglamadigy  sorusunu akla
getirmektedir  Bu soruyu yamilamak igin serebral anjiogenezin detayl incelenmesi
gerekmektedir ¢iinkii serebral anjiogenezin en erken donemlerinde bile endotelyal
hiicrelerin astrositler, perisitler gibi perivaskiiler hiicreler ile iliskiye girerek anjiogeneze
katkida bulundugu gosterilmistit (170, 171). Beyinde hiicreler arasinda gergeklesen bu
multiselliiler iliski sayesinde kan ve beyin arasinda olduk¢a selektif bir bariyer
olusturularak, beyindeki fizyolojik denge korunmug olur (31, 172). Astrositler beyin
fonksiyonlarimin yerine getirilmesinde aktif gorev alan hiicrelerdit ve bu etkiyi
salgiladiklan norotrofinler ve sitokinler ile cerceklestirirken, astiositik uzantilar ile kan
beyin batiyerinin regilasyonuna katthrlar (173) Astrositler ile endotelyal hiicreletin
birlikte kiiltire edilmesine dayali in vitro kiiltit sistemlerinde, astrositlerin endotelyal
hiicre farkhlasmasim indiikledigi gosterilmistir (174-176) Endotelyal hiicrelerin ve
astrositlerin birbirleri ile baglanti kurmasmin kapiller benzeri vaptlarin olugumu ve
organizasyonu i¢in gerekli oldugu, ayrica astrositler tarafindan salgilanan bir takim
faktdtlerin kapiller yapilarn biitiinliigiiniin korunmasina yardimer oldugu bildirilmisgtir
{(177-179). Hem Clatterbuck ve arkadaglarimn hem de Wong ve arkadaglarinin yapmis
olduklar: elektron mikroskobik caligmalarda, serebral kaveinozlu hastalarda lezyon
ceviesinde normal beyin parenkim dokusunun olmadig ve bu hastalarda astrositik
uzantilarm endotelyal hiicrelere kadar uzanamadid gosterilmigtir (97, 98) Meveut
literatiir bilgileri ile ¢alismamiz arasindaki Dbilgi baglantist kuruldugunda, ashnda
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hastaligin neden daha siklikla serebral yapilarda ortaya ¢iktigl sorusuna aciklik
getirmektedit. ¢iinkii astrositlerde ve astrositik uzanularda KRIT1 ekspresyonunun
voklugu Kkan-beyin bariyerinin 1egiilasyonunda bozulmaya yol acarak, lezyon
olusumuna katkida bulundugu disiincesindeyiz.

SKM’letin patofizyolojisinin aydinlatilmasinda av ve B8 integtin knock out
fareler model sistem oflarak dnerilmektedir, ¢iinkii bu farelerde Serebral kavernoz
malformasyonlara benzer vaskiiler bozuklukiar oldugu gdsterilmigtit  McCharty ve
arkadaslart olusturduklau ov integrin knock out farelerin serebral damartlarinda
genislemeler ve hemorajlar oldugunu ve bu farelerde hemoiajlarin olusumundan
sorumlu  hiicresel olaylara detayll bakildiginda defektin endotelyal hiicrelerde.
perisitlerde ve de endotelyal hiicreleri gevreleyen ndronal hiicreler  arasinda
olabilecegini ileri siirmiislerdir (180) Ayni caligmaya benzer g¢alismayr, Zhu ve
arkadaslars P8 integrin knock out farelerde géstermislerdit (181). Hem B8 hem de av
integrin knock out farelerin serebral hemorajdan dolayr erken embriyonik dinemde
oldigii goriilmistit, P8 ve av integrinin hemen hemen tim dokularda vaskiiler
yapilarda eksprese edilmesine ragmen, knock out farelerde gdzlenen bu agir fenotipin
merkezi sinir sistemi ile smuli kalmasi ilgingtir. B8 and av integrin—null farelerde
vapisal olarak normal endotel-perisit iligkisi ve normal endotel-endotel baglantilannin
olmasina ragmen, sercbral kavernomal lezyonlara benzer yapida geniglemis, vaskiiler
kanallarin olustugu goriilmistiie (180, 181) Integrin molekiillerindeki bozukluklarinda
kavernomal lezyonlara benzer lezyonlar olugturmasi, KRIT1 ve integrin sinyal arasinda
bir baglantiun olup olmadigi sorusunu akla getirmektedir. Serebral kavernomlarin
cogunlukla meikezi sinir sisteminde goriilmesi serebral yapida zgil integrin ve KRIT1
ckspresyonu arasindaki baglanti hipotezini giiglendirmektedir. Son ¢alismalarla direkt
yoldan olmasa bile KRIT1’in, ICAPla’ya baglanarak f1 integrin aracili sinyal yolunda
yer aldigi gosterilmigtir (135, 154). Olgunlasmamis plasenta dokusunda KRITI ve {31
integrinin benzer hiicrelerde lokalize oldugunu gostermemiz, B1 integrin aracilt sinyal
mekanizmalarinin,  serebral  kavetnoz malfoimasyonlarin - olusumuna  katkida
bulunabileceg@ini ortaya koymaktadir,

Serebral kavernoz malformasyonlarin molekiiler temeli ile ilgili bazi bilgiler
elde edildikden sonta, calismalar, hastaligin olusumundaki hiicresel mekanizmalarn
ortaya ¢ikarilmast ve bu mekanizmalart  etkileyen diger molekiiller tzerine
yogunlasmistir. Simdiye kadar, KRIT1’in hiicresel islevinin anlasilmast konusunda
temel olan iki calisma bulunmaktadi. Bu ¢ahigmalardan biri, Zawistowski ve
arkadaslfan tarafindan KRITI ile ICAPlo iligkisinin yeast two hybrid sisterni ve
immunopresipitasyon teknikleriyle gosterilmesi (136), digeri de Gunel ve arkadaslart
tarafindan KRIT’in endotelval hiicrelerde ifade edildiginin ve mikrotiibil iliskili bir
protein oldugunun immunofloresan ve immunopresipitasyon teknigiyle gosterilmesidir
(81) Zawistowski ve arkadaglarimin yapmis olduklart calismada, KRIT1 proteininin N
terminal bdlgesindeki 272 aminoasidlik bir bolge hedef olarak alinmig ve insan beyni,
HeLa ve 293T ¢DNA’lart KRITI ile iliskive giren proteinler acisindan tarandiginda,
KRITTIin ICAPla ile iliskive girdigi gdsterilmistic (136). Bu c¢alismada, KRITI1-




ICAP1 o iligkisinin ICAP1 o’mn Bt integrinle olan iliskisini baskiladifi, bu nedenle
hiicre adezyonunu ve ekstraselliiler matriks proteinleri ile olan iliskisini etkiledigi ileri
stitiilmiistic (136, 141) Hem Zawistowski ve arkadaslart hem de Ginel ve
arkadaslanimn yapnug olduklan caligmalar, KRIT!I proteini hakkinda onemili bilgiler
vermesine ragmen, KRITT'in anjiogenik rolii konusunda bilgi vermede yetersiz
kalmistir. Serebral kavernoz malformasyonlar, vaskiiler malformasyonlar igerisinde
histopatolojik olarak kolayhikla ayt edilebilen oldukea ozgiin bir fenotipe sahiptit.
Merkezi sinit sistemindeki mikrovaskiiler yaptlarda  bozukluklann olusumu ile
katakterize olan bu hastalikda, KRITI proteininin vaskiiler vapilarin - gelisiminde
ve/veya olusumunda gorev aldigi hipotezinden yola ¢ikarak, bu arastirmada in vivo ve
in vitro anjiogenik model sistemlerde normal damar gelisimi ve olgunlagmasi stiresince
KRIT1 ekspresyonu arastiridi.

Kiiltit kabini kaplayan (post-konfluent) endotelyal hiicreler belitli bt stire
sonta, besi ortaminda bulunan fakistler ve hiicrelerin birbirleriyle olan etkilesimine
bagh olarak kapillel benzeri vyapilar olusturmaya bastarlar ve bu kapillarizasyon
ilerleyen giinlere dogiu artis gosterit Bu kiltir sisteminin, ucuz, daha az zahmeth ve
immunositokimyasal veya immunofloresan tekniklerinin  kolaylikla uygulanabilit
olmasi gibi avantajlarma karsin, Kidltiir sisteminde endotelyal hiicrelerin sadece %20-
30’unun kapillarizasyona katilmasi ve uzun siiren kiiltiirasyon siiresinin endotelyal
hiicre morfolojisini etkilemesi gibi dezavantajlan bulunmaktadu (182). Kiiltiir kabim
kaplayan endotelyal hiicrelerde kapiller benzeri yapilarnn olusumu bir ¢ok ¢aligmada
gosterilmistir, Cabsmamizda da bu sistemin avantajlanni ve dezavantajlaum goz
sniinde bulundurarak, immunofloresan teknidi ile kapillarizasyona bagli olarak KRIT1
ekspresyonunun kapiller benzeri vapilarda artig gosterildi.

Endotelyal hiicte motfogenezisinin ve kapiller benzeri vapilain olusumunun
incelenmesinde, 3 boyutlu kiiltiir sistemleti en 1yi in vitro anjiogenik model sistemlerini
olusturmaktadu. Kollajen tip 1 veya fibrinden olusan matriks, endotelyal hiicre
farklilasmasy igin gerekli tdm molekiillere sahiptir (183, 184). 3-D kiltiir ststemler1 gen
ckspresyon analizinde daha ¢ok tercih edilmektedit ciinkii zengin matriks icerigi
nedeniyle, kiiltiin sistemindeki endotelyal hiicreletin biiyiik ¢ogunlugu kapillarizasyona
katilmaktadir (23, 183} Bizde calismanuzda ilk olarak, post-konfluent endotelyal
hiicrelerde immunofiotesan teknigine ilave olarak, 3 boyutlu kiiltir sistemleri
olusturdukdan sonra, RNA ve protein diizeyinde KRIT1 ekspresyonunda bir degisim
olup olmadigim RT-PCR ve Western blot teknikleri ile arastudik ve kapiller benzeri
yapilarin olugumununa bagli olarak, KRIT1 ekspresyonunun hem RNA hemde protein
diizeyinde aru@im gosterdik Bu bilgiler bize, KRIT1 proteininin anjiogenezin en erken
evrelerinden olan kapillarizasyonda gorevli bir protein oldugunu gstermistit

in vivo anjiogenezin incelenmesinde kullamlan en yaygin model sistemlerinin
basinda civeiv allontois membranlar  (CAM), hayvanlarda deri altina disk
implantasyonu, insan ve hayvan plasentast ve korpus luteumu gelmektedir (11). Bu
model sistemlerin  her biri  farkh anjiogenik  ¢alismalarda farkii anjiogenik




mekanizmalarin aydinlatilmasinda kullanilnustir. Biz de in vitto anjiogenik modellerde
elde ettigimiz verileri, in vivo modellerde de gostermek amaciyla bu model
sistemlerden olan insan plasenta dokusunu kullandik  Plasenta dokusunda, KRITI1
proteininin ekspresyon modelini belirleyerek, anjiogenezis ve damar olgunlasmasina
bagh olarak KRIT! ekspresyonundaki degisimi immunohistokimyasal yontemler
yardim ile arastirdik. Gebeligin ilk donemindeki (4-8. hafta) plasenta drneklerinde en
yogun KRITI immunoreaktivitesinin primitif anjiogenik hiicre kordlarinda, endotelyal
hiicrelerde ve anjiogenezis igin gerekli parakrin fonksiyonu saglayan Hotfbaur
hiictelerinde oldugu goriildii. Gebeligin ikinei ve iigiincii dénemindeki (17-30. hafta)
plasenta Grnekleti incelendiginde ise, damar olgunlasmasina bagh olarak, KRIT1
immunoteaktivitesinin azaldigt, immunoreaktivitenin sadece mikrovaskiiler ve arteriyal
endotelyal hiicrelerde oldugu odzlendi Bu da bize, KRIT1’in, erken anjiogenez
siiresince ekspre edilen, fakat ekspresyonu damar olgunlasmastyla kaybolan bir protein
oldugunu gostermistir.

Olgunlagmanus plasenta dokusunda, KRIT1 ve Bl integrinin ekstravillus ve
invazif sitotrofoblastlar, endotel ve Hofbaur hiicreleri gibi benzer hiicre tipinde birlikte
eksprese oldugu gorilmiigtir Villus igerisinde, sitotrofoblastlar  ve ekstravillus
koloplarin proksimal hiicreleri a6p4 integrini eksprese ederken, distal kolundaki
sitotrofoblast hiicrelerin ¢ogunlukla aSpl, alfl ve av integrinleri eksprese ettikleri
gostetilmistir (186). KRIT1 ve Pl integtinin birlikte lokalizasyonu, anjiogenezis
siitesince  KRIT1’in  integrin  sinyal yolunda yer aldigim diistindiirmektedir
Anjiogenezis siiresinee, integrinler hiicre-hiicre adezyonunda, hiicre-ekstraselliiler
matriks adezyonunda ve endotelyal hiicre migrasyonu ve invazyonunda énemli rol
oynavan hiicte yiizey reseptorleri olarak tanimlannuslardu (187-189) Ozellikle, a1f1
ve o2f1 integrin heterodimerlerinin - endotelyal hiicrelerden  salman VEGF ile
indiiklendigi ve hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu baslatarak kapiller benzeri
vapilarn olusumunu indiikledigi gosterilmistir (189, 190). Anjiogenezis siiresince 1
integrinin  dnemli hilcresel olaylarda gorev almasi ve olgunlasmamis plasenta
dokusunda KRIT1 ve Pl integrinin benzer anjiogenik hiicrelerde lokalize oldugunu
gdzlenmesi, anjiogenik mekanizmalardaki bir defekt sonucu ortaya cikan serebral
Kkavernoz malformasyonlarn olusumunda p1 integrin aracth sinyal mekanizmalarinin da
direkt olmasa bile indirekt yoldan katkida bulunabilecegi goriisimiizi desteklemektedir.

Anjiogenezis birden ¢ok hiicresel mekanizmanin gergeklestigi ok asamall bit
olaydir. Anjiogenik olaylarn indiiklenmesinde anjiogenik biiytime faktorleri ve
esktraselliiler matiiks proteinleri oldukga snemli rol oynamaktaditiar (21, 191). Simdiye
kadar calisilan ve en iyi bilinen anjiogenik faktorler arasinda VEGF ve bFGE
gelmektedit. Bu amagla her iki bitytime faktorletiyle endotelyal hiicreler zaman ve doz
bagimh olarak indiiklenmis, fakat her iki biiyime faktoriine karsin, endotelyal
hiicielerde KRIT1 ekspresyonunda herhangi bir degisim olmadig: gorilmustir, Buna
karsilik, endotelyal hiicreler kollajen tip [ veya fibronektin gibi ekstraseiliiler matrikslet
ile kaplanmugs kiiltiis kaplarna ekildiginde KRIT1] ekspresyonunda  arttg  oldugu
gozlemlenmistir, Bu bulgularimz da bize KRIT1’in biyiime faktsrleri aractlifiyla
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regiile edilmezken, ekstraselliler matriks proteinleriyle reglile edilen b protein
oldugunu géstermektedir.

Fosforilasyon ve defosforilasyon olaylain hiicresel fonksiyonlarin yerine
octitilmesinde yer alan son derece dnemli olaylardir Hiicreye gelen uyanlar hiicre
icerisinde bir takim sinyal yollarinin aktivasyonuna veya inaktivasyonuna neden olur,
Bu olaylarnin gergeklesmesi i¢in bir takim proteinlerin  fosforilasyonu veya
defosforilasyonu gerekmektedir (143, 144). Bu amagla bizde ¢alismanuzda, KRIT!
proteini ile iliskili sinyal vollarim tammlamada ilk adim olarak KRIT1 proteinin serin,
wionin veya tirozin aminoasidleri lizerinden fosforile edilip edilemedigini
immunopresipitasyon teknigi ile arastwdik. KRITI proteini serin veya trionin
aminoasidleri  Uzerinden  fosforillenmedigini,  tirozin  aminoasidi  lizerinden
fosforillendigini gosterdik. KRIT1 proteinin yapisi dikkatlice incelendiginde, tirozin
aminoasidinden oldukca zengin oldugu ve potansivel fosforilasyon alaminin ise Asn-
Pro-X-Tyr (NPXY domaini) dizileri oldugu distintlmektedir. KRIT1 proteinin [CAPla
gibi PIB domainine sahip proteinler ile iliskiye gitmesi, iliski igin KRIFI
fosforilasyonunun gerek!i oldugunu gostermektedir

Post-transkripsiyonel  diizeyde gen ekspresyonunun baskilanmasi, bugiin
molekiiler biyolojinin en yeni ve en ¢ok ¢alisilan konularinin baginda gelmektedir. Gen
ekspresyonunun baskilanmasinda antisense oligoniikleotid, antikor kullanumi ve RNA
interference (RNAi) gibi tekniklerden yararlamlmaktadir (192). siRNA  teknigi,
antisense oligoniikleotid ve antikor kullanim tekniklerine gore ¢ok daha 6zgiil ve etkili
bir teknik olarak tanimlanabilir, ¢iinkii bu teknik ile istenilen diizeyde gen
ekspresyonunda azalma gozlenmekte ve ozgiil olarak sadece ilgilenilen gen
baskilanmaktadu (193). Cift iplikli RNA’lar ile gen ekspresyonunun baskilanmast ilk
olarak Fite ve Mello tarafindan C elegansda gosterilmistir (194) Aym mekanizma maya
ve drosophilada da galigmasina ragmen, memeli sisteminde viral cevap olugturmasi
nedeniyle kullantlamamustir 2001 yilinda Elbashir ve arkadaglarinim yapmus olduklar
caligma ile 21 nikleotidlik ¢ift iplikli RNA’larin (small RNA interference, siRNA)
memeli sistemlerinde viral cevap olusturmaksizin, 6zgiil olarak gen ekspresyonunu
baskitadig1 gosterilmistir (162), Memeli sistemlerinde siRNA gibi efektif bit teknik ile
gen ekspresyonun baskilanmast, kanser gibi bir ¢ok hastalikda gen spesifik tedavilerin
gelistirilmesine imkan tammistir (195). SKM lezyonlanina model olusturmak amaciyla,
in vitto endotelyal hiicrelerde KRIT1 ekspresyonunu baskilamak i¢in memeli
sistemletinde etkili bir teknik olan siRNA teknigi kullamilmis ve KRITI
ekspresyonunda mRNA diizeyinde ikinci giinde, protein diizeyinde ise 5. giinde azalma
oldugu gdzlenmistit. RNA diizeyinde 48 saat sonra azalma gozlenitken, protein
diizeyindeki azalmanm 5 giinde gergeklesmesi KRIT1 proteininin yarlanma dmriiniin
uzun olabilecegini gdsterebilir.

KRITI, RaplA’le olan iliskisi nedeniyle bir tiimor suptesdr gen olarak
diigtinitlmiis ve bu iliskide tuberin-RaplA iliskisi model olarak alinnusti (196). Hiicre
icerisinde KRIT1 diizevindeki azalmanin, Ras ve RaplA arasindaki regiilatdt etkinin




ortadan kalkmasina ve Ras yolunun aktivasyonuna neden oldugu ve proliferasyondaki
artisa bagh olarak da kavernomlarn olustugu ileri stirilimiistir. KRIT 1-Rapl A iliskisi
gdzoniine alindiginda, kavernomlarda yapilan bir ¢ok ¢aligmada, endotelyal hiicrelerde
prolifetatif kapasitenin artigs yoniinde bilgiler bulunmaktadir (121). Sure ve arkadaglar
SKM’Iu hastalarda endotelyal hiicreletin proliferasyon kapasitesini proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) antikorunu lcullanarak immunohistokimyasal yontemler ile
belirlemisler ve c¢aligilan hasta dokularnin %85’ inde endotelyal hiicrelerde PCNA
immunoreaktivitesinin pozitif oldugunu bildirmislerdit (197). Bu galismada, PCNAnin
diger bir proliferasyon marketi olan Ki67 ye oranla protein yar1 dmriintin ¢ok daha uzun
olmast ve PCNA’mn dinlenme halindeki tam hiicrelerde bulunmasina ragmen, Ki67' nmn
GO fazindaki hiicrelerde eksptese edilmedigi bilgisi goz ardi edilmistir (144) Ayni
calisma grubu kavernomiu hasta bireylerde yapmus olduklar bir baska caligmada, 13
hastamn 117%inde endotelyal hiicrelerde PCNA immunoteaktivitesinin pozitil oldugunu,
fakat hastalatin hic birinde Ki67 antikotu (MIB-1) ile immunorcaktivite gézlenmedigini
bildirmislerdin (198). Bu bilgiler de bize, kavernomlarda proliferatif kapasitenin
distintildiigti gibi yiksek degil diisitk oldugunu gostermektedit. Bu caligmada da,
SIRNA teknigi ile KRITL protein diizeyindeki azalmanin endotelyal hiicreleide
proliferasyon indeksinde azalmaya neden oldugunu gosterdik.

siRNA teknigi ile endotelyal hiicrelerde KRIT1 ekspresyonunun baskilanmasina
bagli olarak hiicrelerde proliferasyon kapasitesinde azalma oldugu gozlendi,
Proliferasyon indeksindeki bu azalmanin endotelyal hilcrelerde, apoptotik indeksin
artmasindan . yoksa  proliferatit mekanizmalarin  baskilanmasindan 1
kaynaklandifmu  arastirmak icin, in vitro endotelyal hiicrelerde apoptozis indeksi
TUNFL yéntemiyle incelendi ve KRIT1 ekspresyonunun baskilanmasina bagh olarak
hiicrelerde apoptozisin arttigl gozlendi. In vitro endotelyal hiicrelerden elde ettigimiz bu
sonuclatl in vivo veriler ile teyid etmek amaciyla, SKM’lu hastalatn  parafin
dokularinda TUNEL yontemi kullandigimizda lezyon icerisindeki endotelyal hiicrelerin
ve lezyon geviesindeki hiicrelerin apoptozize ugradif goriildu. Elde ettigimiz in vivo ve
in vitro sonuclanmiz Takagi ve arkadaslannin bulgulannt desteklemelktedir. Takagi ve
arkadaslari, SKM’lu hastalatin parafin dokularinda apoptozisi gdstermek i¢in in situ end
labeling (ISEL). Caspase-3 antikoru ile immunohistokimya ve DNA fragmentasyonu
gibi tekniklerden yaratlanmiglar ve galigtlan tim dokularda apoptozisin bir belirteci olan
DNA fragmantasyonun oldugunu ve parafin dokularda ise ISEL-pozitif hiicreletin
endotelyum, subendotelyum ve mattiks icerisinde dagildigim gozlemlemislerdit.
Bununla bitlikte, lezyonlarda Caspase-3 immunoreaktivitesinin ISEL pozitif hiicre
dagiiimina benzer bir model gosterdigini bildirmislerdir (199) Sure ve atkadaslarimin
SKM lezyonlarinda proliferasyon indeksinin diisiik oldugunu gostermeleti (198) ve
Takagi ve arkadaglarinin da lezyonlarda endotelyal apoptozisin oldugunu gostermelert
(199), bizim hem in vivo Kavernomal lezyonlardaki endotelyal hiicreletin apoptozise
ugradigl  sonugumuzu hem de in vitto KRIT1’in baskilanmasiyla endotelyal
hiicrelerdeki artmis apoptozis bulgumuzu desteklemektedit




Hiicresel adezyon cogunlukla ekstraselliiler matriks proteinleri ve integrinler
ataciliiyla regiile edilen bir olaydn (200) SKM lezyonlarinin histopatolojisi.
geniglemis tek kathi endotelyal hiicrelerde proliferasyondan zivade endotelyal hiicre
organizasyonunda ve/veya adezyonda bir defektin oldugunu diisiindiirmektedir. Bu
amagla, KRITT ekspresyonunun siRNA  teknigiyle baskitanmasina bagli olaiak
endotelyal hiicrelerde adezyon kapasitesinde bir degisiklik olup olmadigini arastirdik ve
KRIT1 ekspresyonundaki azalmammn hiicre adezyon kapasitesinde azalmaya neden
oldugunu gézlemledik. Degani ve arkadaslan tarafindan yapilan in vito ¢alismada,
ICAPLo'nin Cde42 ve Racl ile iliskive girdigi ve ICAPla nin hiicre adezyonu
suasinda bu GTPaz’larin aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (201) Clatterbuck
ve arkadaslarimin yapmus olduklart cahsmada ise, SKM hasta dokulan elektion
mikroskobik  olarak incelendiginde, endotelyal hiicreler arasinda  hiicre-hiicre
adezyonunda gorevli siki baglantilarin olmadigs, hiicreler arasinda mikron dizeyinde
bogluklar oldugu bildirilmistir (98). Clatterbuck ve arkadaslarinin vapnuis olduklar bu
¢alismaya benzer olatak, bizde cahsmamizda KRIT1 ekspresyonu  baskilanmis
endotelyal hiicrelerin gok daha genislemis ve siki hiicresel baglantilatint kaybetmis
oldufunu bulduk. Meveut literatiir bilgileri siginda ve SKM’larmin patogenezisi
diigtintildiigiinde, KRITI mutasyonlarma bagli olarak hiicre icerisinde protein
diizeyindeki azalmanin, hiicrede daha fazla seibest ICAPla olusumuna neden oldugu
ve ICAPl a dizeyindeki bu artism ise Cde42 ve Racl aracili ger¢eklesen hiicre
adezyonunun inaktivasyonuna neden olabilecegi géritsiindeyiz.

In vitro endotelyal hiicrelerde KRIT1 ekspresyonunun baskilanmasr endotelyal
hiicrelerde kapiller benzeri yapilarin  olusumunu azalogimi  gozlemledik. KRITI
ckspresyonundaki azalma sonucu adezyon yetenegini kaybeden endotelyal hiicrelerin
birbitleriyle ve ekstraselliller matiks proteinleriyle iliskileti azalmakda, hicre-hiicre,
hiicre-matiiks arasindaki adezyonun azalmast sonucu, hiicreler hizla apoptozise
gitmekte ve in vitro kapiller benzeri yapilart olusturamamaktadir Buda bize KRIT in
baskilanmasimin ~ defektif bir anjiogenezis olusturdugunu gastermektedir  ciinkii
endotelyal hiicreler anjiogenezisin ilk basamaklarindan olan kapillarizasyondaki
problem yuziinden anjiogenezisi tamamlayamamaktadir. Calismamiz, in vitro KRITI
gen ckspresyonunun post-transkripsiyonel diizeyde baskilandigin gésteren ilk calisma
olmasi nedeniyle dnemlidir. In vitro olarak KRIT! gen ekspresyonunu baskilanmasiyla
hiicresel mekanizmalardaki degisimi gésterdikden sonraki amactmiz, in vivo siRNA
teknigiyle veya knock-out fareler olusturarak KRIT aracili sinyal vollarum tanimlamak
ve hastaligin patogenezini tamamiyla aydinlatmak, boylece hastali@gin énlenmesine
yonelik tedavi imkanlar gelistirmektir.




SONUCLAR

Bu tezde, KRIT1in hiicresel islevinin anlagtimasina yonelik elde ettigimiz sonuglar
maddeler halinde agagida drzetlenmistir

|- KRITUin hemen hemen tim fetal ve vetiskin dokularda farklt diizeylerde
cksprese edildigi ve ilk olarak bu caligmada KRIT1in kan beyin bariyerini
olusturan astrosit, astrositik uzantilar ve endotelyal hiicrelerde ekspre edildigi
gosterildi

2- Aiastumada ilk olarak, KRIT! proteininin in vitto ve in vivo anjiogenik
modellerdeki ekspresyon profili ve KRIT1’in anjiogenik biylime faktorieri ile
regiile edilmedigi, fakat endotelyal  hiicreletin ekstraselliler  matiks
proteinlerine adezyonunun KRIT1 ekspresyonunu arttirt g1 gosterildi

3- Calismamzda ik olarak KRITT ekspresyonu in vitro olarak baskilandi ve
KRIT1 ekspresyonundaki bloklanmaya bagli olarak hiicre proliferasyonu
azalitken, hiicre dliimiintin artugy gozlendi.

4. KRITI ekspresyonundaki azalmanmn  endotelyal hiictelerin  adezyon
yeteneklerini azaltigl ilk olarak gosterildi,

5- Serebral kavernomlu hastalara ait dokularda lezyon icerisinde endotelyal
hiicrelerin apoptozise gittigl gosterildi.
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NEURDSURGERY

KRIT1/CereBrAL CAVERNOUS MALFORMATION 1
PROTEIN LOCALIZES TO VASCULAR ENDOTHELIUM,
ASTROCYTES, AND PYRAMIDAL CELLS OF THE ADULT

HuUMAN CereBRAL CORTEX

OBJECTIVE: Mutations in KRIT1 cause familial cerebral cavernous malformation, an
autosomal dominant disorder affecting primarily the central nervous system vascula-
ture Although recent studies have suggested that Krev-1 interaction trapped 1 (KRITT)
is a microtubuie-associated protein that interacts with integrin cytoplasmic domain-
associated protein-1e, the function of KRITT remains elusive.

METHODS: We used Western blotting and immunohistochemistry with specific KRIT1
polyclonal antibodies to investigate KRIT1 protein expression in diverse cerebral and
extracerebral tissues

RESULTS: Immunostaining demanstrates that although KRIT1 is expressed in a broad
variety of human organs, it localizes to the vascular endothelium of each, specifically
to capillaries and arterioles KRIT1 antibody fails to stain fenestrated capillaries in the
kidney, the liver, or the red pulp of the spleen, where endothelial cells do not to adhere
to one another. in contrast, intense staining is observed in the thymus and the white
pulp of the spleen, where specialized blood-organ barriers are formed. Other cell
types, including various epithelia, cardiac myocytes, and hepatocytes, also stain with
KRIT1

CONCLUSION: Although KRIT1 expression is seen in every endothelium studied,
cerebral cavernous malformation lesions are seen almost exclusively in the central
nervous system, suggesting that additional cell type(s) contribute to the pathophysiol-
ogy of cerebral caverncus malformations Here, we demonstrate that KRITT is also
present in celis and structures |nteg:al to the (,erehral angiogenesis and furmataon of rhe
Piocd-lcun barrer pae f eonbithshn

pyramidal neurons in the cerebral cortex

arnd acie i ot pros e e el

KEY WORDS: Astrocytes, Blood-brain barrier, Cerebral cavernous malformation. Endothelium, KRIT?
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erebral cavernous malformation
(CCM) is a disease of the central ner-

barrier (BBB} in the intracerebral vasculature

vous system (CNS) vasculature caus-
ing signs and symptoms that include head-
ache, seizures, focal neurological deficits, and,
rarely, frank hemorrhage. Histopathology of
these lesions demonstrates malformed endo-
thelial cells within capillary beds that appear
as “caverns,” without intervening smooth
muscle, and lacking normal neural paren-
chyma (21). Ultrastructural analysis suggests
that the blood vessels of these lesions are de-
void of the junctions typical of the blood-brain

(6,27) Symptoms are believed to be the result
of chronic hemorrhage caused by incompetent
capillaries Lesions are typically confined to
the CNS, although in 1ate cases they have
been identified in the skin and retina {4, 5, 7}

Genetic studies of familia] CCM have re-
vealed that mutations at three different loci
(CCM1 on 7q, CCM2 on 7p. and CCM3 on 3g)
can cause CCM (8) Further studies identified
the CCMI gene on 7q21 as Krev-1 interaction
trapped 1 (KRIT1) (2,4, 7,9, 11,16, 17, 22, 24,
25, 30) As the name suggests, KRIT1 was
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- Sitially identified because of an interaction with Krev-1/
. itaplA, a 21 kDa guanosine triphosphatase with significant
visgomology to the Ras family (14, 23). Recent investigations
“symed at understanding the function of KRIT1 protein have
-+ Hemonstrated that it encodes a microtubule-associated protein
SOy that also in domain-
! hereas the interac-
S Ton w it Krev-1/RaplA nas been quesi'i(med (28)
-+ These data fail to provide a mechanism to explain CCM
Pathogenesm (18} o1 the existence of lesions predominantly
within the intracranial vasculature The specific, tissue-wide
zxpression pattern of the KRIT1 protein is unknown, leaving
pen the question of which cell type(s) contribute to the ob-
served pathology We now report the localization of KRIT1 in
~“human adult tissue; we demonstrate that KRIT1 is expressed
“Iin diverse capillary and arterial endothelial cells and lecalizes

recls with integrin ovtoplasmic
L Y

i * to structures important in cerebral angiogenesis that form the

BB
MATERIALS AND METHODS

" Tissue Collection and Preparation

Human adult tissues were obtained from the Department of

s ‘Pathology, Yale University School of Medicine (Human Inves-

" ‘tigation Committee Protocol No. 7680) Each tissue was di-
““tvided into sections for analysis by Western blotting and im-
“'munchistochemistry.  Protein extraction was performed
4 immediately after tissue collection by use of T-PER tissue
- protein extraction reagent (Pierce, Rockford, IL) supple-
“F'mented with a protease inhibitor cocktail; tissue to be used fox

‘immunohistochemical analysis was fixed overnight in 4%
i1 paraformaldehyde, embedded in paraffin, cut to a thickness of
73 5to 7 pm, and mounted on poly-1-lysine-coated slides

. Antibody Characterization

Affinity-purified antibodies specific for KRIT1 by Western
: blotting, immunohistochemistry, and immunoprecipitation

.2 were prepared and characterized as previously described (12}
Two antibedies were raised against different epitopes of the
2 KRIT1 protein Serum 1 is directed against amine acid resi-
- dues 724 to 736, which constitute the C-terminus of the protein

(GGGKLNGQLMATERNS}; serum 2 is directed against amino

7 acid residues 259 to 275 (DYSKIQIPKQEKWOQRS) The two
'+ antibodies gave indistinguishable localization of KRIT1

27 Mouse anti-human glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-

' nase (GAPDH) primary antibody was purchased from Santa
Biotechnology (Santa Cruz, CA). Horseradish
1 peroxidase-labeled goat anti-rabbit immunoglobulin G (IgG)
-4 and anti-mouse IgG were used for visualization of KRIT1 and

- GAPDH signals on Western blot (Vector Laboratories, Burlin-

. game, CA), and biotinylated goat anti-tabbit secondary anti-

i 2 body was used to visualize KRIT1 signal on immunohisto-
= themistry (Vector Laboratories)
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Western Blot Analysis

Protein concentration was determined by a detergent-
compatible protein assay (Pierce) For sodium dedecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis, 20-pg protein samples
were fractionated by electrophoresis on a 7 5% Tns HC! '1(‘TV1—
unide gel and t T 5

acre blocked in ?

sfevicd mo nbtroceilalose

nenfat dried mitk in 3‘ i fu
saline with 0 03% Tween-20, incubated with pnma;y antibody
followed by horseradish peroxidase goat anti-rabbit second-
ary antibody, and visualized by chemiluminescence (20)
Membranes were subsequently stripped and reprobed with
mouse anti-human GAPDH antibedy to confirm that equal
amounts of protein were loaded

immunohistochemistry

Tissue sections were deparaffinized and rehydrated in an
alcohol gradient before analysis by a standard streptavidin-
biotin technique Endogenous peroxidase activity was blocked
by incubation in 3% H,O,. Slides were blocked with 5% nor-
mal goat serum, incubated overnight with human polyclonal
rabbit anti-KRIT1 antibody at 4°C, and incubated for 30 min-
utes at 25°C with secondary biotinylated goat anti-rabbit 1gG
Slides were incubated with the streptavidin-peroxidase com-
plex by use of the Vectastain ABC Elite kit (Vector Laborato-
ries). Chromogenic reactions were compieted with 3-amino-9-
ethylcarbazole to yield a positive red stain or 33-
diamincbenzidine to yield a positive brown stain {(Vector
Laboratories) Slides were counterstained with hematoxylin
before mounting and visualization by light microscopy. All
immunostaining with anti-KRIT1 antibody was competed
with a twofold molar excess of the immunizing peptide Sub-
sequent incubation with secondary antibody and evaluation
as above yielded no signal

RECLHTS

KRITT Expression in Human Tissue

We investigated KRIT1 protein expression in adult human
tissues by probing a Western blot of various human protein
lysates with specific polyclonal KRIT1 antibodies (12) KRIT1
was expressed in all tissues studied, including the heart, brain,
kidney, liver, pancreas, and spieen (Fig 1)

KRIT1 Is Expressed by Endothelial Cells

We next determined the distribution of KRIT1 protein
within adult human tissue by immunohistochemical staining
of paratfin-embedded sections using a previously character-
ized specific polyclonal antibody {[12]; see Materials and
Methods) Specificity of staining was demonstrated by com-
petition with a twofold molar excess of the immunizing pep-
tide {data not shown)

KRII1 was present within the vascular structures of every
organ studied, staining the endothelial cell cytoplasm (Fig. 2)
Specifically, in each organ, KRIT1 was expressed primarily by
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" IIGURE 1. KRIT1 is expressed in diverse human tissues Expression of
SCKRITT protedin in fman tissue was cualiated by Western blot probed
Ziwith anlibodies specific for KRITT (from, Gunel M lLaurans MS, Shin D
: “Diluna ML, Voorhees |, Choate K, Nelson-Williams C, Lifton RP: KRIT1,
Sn gene mutated i cerchral cavermous  malformation, encodes
‘omicrotubnde-associabed  protein Proc Natl Acad Sei U S A
99:10677~10682, 2602 {12]). Equal amounts of protein were loaded in
'eac.’i lane, and blots were probed for KRIT1 (A), stripped. and then probed
sfor GAPDH (B} A prokein the size of KRIT1 (58 kDa) is cxpressed
“sirongly in kidney, liver, and lung; moderately in pancreas. spleen. and
i heart; and weakly in brain

Sogendothelial rells insmall e canlc including capllhrvhedq and

Lok . v :.

IR

v b anvios ERDIY A

e .:-

‘it stained the Lndothehum w1th1n organs w1th an extensive vas-

S lar supply, such as brain (Fig 2}

In the heart, intense staining for KRIT1 was cbserved in
‘arteries, whereas expression in veins was absent (Fig 2, A~D)
“In the skin, the subdermal vascular structures also stained
f_with KRIT1 antibodies (Fig 2E). The same staining pattern
"% was also seen in the thymus, where the endothelium stained
“and the muscular layer lacked expression of KRITT (Fg 2, F
‘and G) In skeletal muscle, whereas myocytes expressed
KRIT1 weakly, the microvasculature and arterioles expressed
the protein in abundance (Fig 2, H and I}

- Staining of the cerebrovasculature indicated that endothelial
“cells of capillary beds and arterioles expressed the KRIT1
. protein more intensely than their venous counterparts (Fig 2,
K and ) In microvessels and arterioles, endothelium was
stained (Fig 2, ] and L), whereas the smooth muscle cells were
_not (Fig. 2, J and I} Most interestingly, KRIT1 was expressed
213 by cellular foot processes surrounding the adventitia of brain
¢ vessels (Fig 2, Kand [, and see below)

NEUROSUREERY

Locauzation oF KRITT v Diverse Tissues

FIGURE 2 KRIT1 localizes to vascular endothefium  of ovarious
organs. Pargffin secHons of humaen tissue were stained with anti-
KRIT1 antibody (brown); scciions were countorstained slightly with
homatoxylin: A m heart aricrial endothedivon antibodics to KRITI
yicld an intense positive signal (solid arrows) wihereas e corre-
sponding vein lacks signal altogcther (open arrow) B to D higher
magnification of cardiac vasculature showing that. as is seen In A
venous structurcs do ot express KRITT in the endothelial cells
whoreas the endothelial cells of small arteries express KRITI E to ],
cndothelial cells stain for KRITT (solid arrows) in skin wesseis (E),
thymus (F and G), and skelelal muscle (H and 1) Within arterial
structures, KRITT does not stain tunica media where smooth muscle
cells ave located (G and J) K, lower magnification of a section of brain
gray natier shows sirong KRITT expression in the capillary endothe-
fium {solid arrows) along with a subset of other cells 1. KRITI
expression is also seen within the intima (solid arrow) of smail arter-
ies in the brain as well as the astrocytic foot processes (arrowheads)
in contact with these vessels Venous endethelium stains minimally
with KRIT1 (open arrow) (original magnification: A, X20; B-D,
X60; E X40: F. X80: G %60 H, X80: 1 and J. X60: K x40: L. X200
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FIGURE 3. KRIT1 localizes to vari-
s epithelin in extracerebral tssues

were stained with anfi-KRIT1 anti-
-~ ipdy (brown) A KRIT1 is present
Lnoa bile duct cvithefium farrowhead)

H

Lol i 1
Lt R TP | !

¥t airow !
e endoihclinm (open arrow) s
Yok stained. The hepatocyles also
“siowed weak staining for KRIT1. B,
¢ higher magnification of the porial
© triad showing the KRIT1 staining in
the bile duci epithelium (arrowhead)
Eond endothelial cells of the hepatic
Saniery (solid arvow) C, cndothelial
Cibeells of arterioles and  capillaries
< {solid arrows) in the subpapillary
' .:p!erus of the dermis siain positively
for KRIT1, as do hair foliicles
{arrowhead). Weak staining is also
“obscrved in the straiwm Dasale {open
arrowh. D, higher magnification of a
hair follicle showing strong staining
for KRITT in the epithelium E. car-
i diac myocytes (arrowheads) and the
arterial endothelium  {solid arrow)
stein for KRIT1 but their wewous
.5 counterparts do not (open arrow) F,
Jtthe leaky eadothelial and  podocyte
cowiprocesses in the kidney glomerulus
“fopen arrow) do nof stain for
S0 KRIT1 However, the epithelium of
o the proxinml convoluted tubwle stains
“weakly for KRITI (solid arrow) G,
“the epithelion of the cortex (arrow)
2 in the Hymus and the capillary endo-
i thetion (arrowhcads)

IR i

(XSS
vidn oof 1k
SEDsnan o scind arrow ! Ladowaf oy
Jvenows ondothelium  (open  arrow)

cexpresses KRITT (original magnifica-
fion: A, X40: B, X60; C x40; D
5 X600 B oand Fox40: G xXI10: H
VR X20)

: _ KRIT1 Staining in Extracerebral Tissues

. In addition to the staining of endothelium, we observed
KRIT1 expression in select celt types and various epithelia In
. the liver (Fig 3, A and B}, KRIT staining was absent in the
‘ portal vein but present in arteriolar branches of the hepatic
- artery that ran through the portal tract Also, the protein was
i expressed weakly by the fenestiated capillaries of hepatic
£ sinusoids within the liver parenchyma. Interestingly, KRIT1
- staining was also seen in the bile duct epithelium and weakly
¢ in hepatocytes (Fig 3B)
i In the skin, endothelial cells of arterioles and capillaties in
1 the dermis stained for KRIT1, a most striking finding among
" the smali vessels that compose the subpapillary plexus {Fig

K 946 { VOLUME 54 | NUMBER 4 | APRIL 2004

3C) Epithelial cells of sweat
glands, the ducts of these
glands, and hair follicles also
expressed KRIT1 (Fig 3D)
The epidermis, which lacks a

stmifloant sascular supeh

dhid not evpross KR, e
cepl for weak expression
within the stratum basale
This cuboidal layer of cells
lies at the junction between
the dermis and epidermis
and is joined to the basement
membrane by hemidesmo-
somes (Fig 3C) Cardiac
myocytes also weakly ex-
pressed KRIT1 (Fig 3E} In
the kidney (Fig 3F), the glo-
merular capsule did not ex-
press KRIT1 in either the en-
dothelial  ¢ells  or  the
podocyte foot processes The
epithelial cells of the proxi-
mal convoluted tubules su:-
rounding the glomerulus ex-
pressed KRITL

Blood vessels in the thy-
mus parenchyma have a
sheath of reticuloepithelial
cells external to the basal
lamina of their endothelium,
establishing  the  bleod-
thymus barriez These ves-
sels showed intense staining
for KRIT1 (Fig 3G) In the
mg was seen within the
closed circulation, in which
arterial vessels connect di-
rectly to spleen sinuscids In
contrast, in open circulation,
which is characterized by
blood vessels opening di-
rectly into the red pulp spaces, with blood flowing freely
through these spaces, no KRIT! staining was seen

KRIT1 Localizes to Astrocytic Foot Processes in
the Brain

In the brain, as noted above (Fig. 2L), cellular processes
surrounding the adventitia of brain vessels also stained for
KRIT1 These structures are the foot process of astrocytes,
important for the formation of the BBB (Figs 2L and 4) Ex-
amination of brain sections reveals that specific KRIT1 stain-
ing was confined to a subset of astrocytes that send foot
processes to microvessels (Fig 4, b and ¢)

www neurosurgery-online com




. TFIGURE 4. KRIT1 Jlocalizes o
“structures important in the forma-
liiion of the BBB. The positive
" iishining seen in Figure 21 was
i further analyzed in cercbrovascu-
- 2lar structures a, KRIT1 staining
His shrongest in endotielial cells
2 within the intima of wmicrovessels
% golid arrow) and astrocyte fool processes in contact with this vessel
"+ lopen artow) b and <, KRIT1 staining is seen in endothelial cclls lining
the cerebral microvascudature (solid arrows), perivascular astrocytes and
~astrocyic foot processes (open arrows). which form the brain-blood bar-
i rier by, blood vessel; A astrocyte: fp foot process (original magnification:
Lilac X80)

* Neuranal KRIT1 Staining

In addition to a subgroup of astrocytes, KRIT? specificaily

- stained a subset of neurcnal cells in the cerebral cortex (Fig 5,
2 A and B) KRIT1 was found in large pyramidal neurons,
;particularly those in layers 3 and 5 The pyramidal neuron is
-the principal cell type in the mammalian brain; its function is
- poorly understood, but it is thought to play an important role
+ In communicating function through long tracts (26).

DISCUSSION

Porpatots Bonbiesnon ay e gone causayy DO Gitie g
£ ;

known abeut the function of KRITT We have shown that
although KRIT1 is expressed in most human organs, this
: expression 1 not ubiquitous. Instead, KRIT1 localizes specifi-
. cally to the vascular endothelium of virtually every tissue The
¢ Pprotein is also seen in several other cell types, including var-
- ious epithelia as well as astrocytes and pyramidal celis of the
¢ cerebral cortex Although these results are consistent with
previous reports of the distribution of KRIT1 messenger ribo-
nucleic acid in embryonic and adult mouse tissues (10, 13), this
is the first report that localizes KRIT1 specifically to structures
important in the foimation of the BBB.
Despite KRIT? expression in endothelinum of many organs,
CCM lesions are obsetved primarily in the CNS. This apparent
paradox suggests that the lesions of CCM are not attributable
simply to an endothelial defect and that contributions from
additional cell types are likely A potential clue to the identity
of these cell types may be found in our results that show
KRIT1 expression specifically in astrocytes whose foot pro-
cesses invest in intracranial vessels; these foot processes are a
major compenent of the BBB

NEUROSURGERY

Locauzation of KRITT N Diverse Tissuts

FGURE 5. Immunclocalization of KRITT in the cerchral cortex Paraffin
sections of uman cerebral cortex were stained with anti-KRITT antibodics
(red) KRITT protcin fs prescat nol only in astrocytes but also in large
pyramidal neirrons (A). which arc most commonly localed in cortex lnyers
3 and 5 B. higher magnification of these neurons reveals cytoplasmic
KRIT1 staiming (original magnification: A X40: B, X100)

The mammalian BBB is a unique feature of the cerebral vas-
culature and is a complex capillary endothelial system that pro-
vides a tight diffusion barrier between the vasculature and the
brain parenchvma (26) Anatomic examination of the BBB reveals
herens junctions on the endotheinal cells iat are in dose prox-
imity to astrocytes, pericytes, and the basal lamina Although
many of the factozrs responsible for formation of the BBB remain
urnknown, it is clear that the migration of astrocytes and the
subsequent formation of astrocytic foot processes to contact en-
dothelial cells are essential for this process

In this regard, it is noteworthy that CCM lesions show an
absence of tight junctions at endothelial cell interfaces and also
lack investment with pericytes and astrocytic foot processes {6,
27) these observations suggest that reduced or absent KRIT1
expression in astrocytes may contribute to loss of the normal
BBB and results in the porous lesions seen in CCM  This
possibility could be tested directly by selective knockout of
KRIT1 in astrocytes in animal models

Owr results and observations suggest that KRII1 may play
a role in intercellular communication between endothelial
cells and brain parenchymal components such as astrocytes
Recent experiments involving the in vivo manipulation of
molecules mediating signaling between the brain microvascu-
lature and the brain parenchyma support such a modei of
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-2 (CM pathogenesis Targeted disruption of murine 88 (31) and
_gv integrins (19) results in embryonic lethality or prenatal
‘death caused by cerebral hemorrhage The severe phenotype
_seen with these knockouts 1s CNS-specific despite widespread
;e>}7resszon of these two proteins in other endothelia. More-
the vosuliing lesions show dilated and leaky vasculwr
nels that are

! similet to the abnormalities observed in
O, although these 88- and cv-null lesions display ultra-
“igtructuraily normal endothelium-pericyte associations and
" normal interendothelial cell junctions (19, 31) These observa-
& tons raise the question of whether there is a link between
# KRIT1 and integrin signaling Furthermore, the CNS specific-
-ity of these phenotypes suggests that integrin specificity may
% be responsible for the specific CNS localization of CCMs

Recent experimental data do indirectly support KRIT1 in-
* volvement in integrin signaling KRIT1 has recently been shown
-2 to bind ICAPie, a negative regﬁlator of Bl integrin-mediated
i adhesion (1). Ostensibly, ICAPle interacts with NPXY domains
“ located on B1 integrin and KRIT1 (3, 28, 29) There is evidence to
suggest that KRIT1 and 81 integrin compete for [CAPix and that
the specific ICAPLe bound state with 81 integrin might modu-
¢ late the ability of 81 integrin to signal downstream (28, 29)
¢ Although these data suggest a link between integrin and KRIT1
 signaling, specific experiments showing that KRIT1 affects inte-

Ll

o . grin signaling have not yet been performed

& Examination of CCM lesions reveals abnormal cell-cell in-
& teractions in  addition to abnormal endothelial cell-
. parenchyma interactions Although signaling through inte-

¢ grins could explain interactions between endothelial cells,

:’z: other mechanisms responsible for such interactions could be
" affected by KRIT1. One such alternative mechanism for KRIT1
function involves other cellular junctions, such as the adher-
" ensjunction It is important to note that Krev-1/rap14, a small
& puanosine tripho%p hatase that was used In a two-hybrid
o badentfy KIRETY (03,

AR A E S {” ‘(‘l{ ’L! !i\ i l‘us AR

i the adherens junction (13} 1 KRITT does indeed interact with

o Krev-1/rapiA, it is reasonable to hypothesize that KRIT1

: might also be involved in Krev-1/raplA-mediated regulation
of the adherens junction

CONCLUSIONS

Whatever the specific mechanismes, it is becoming clear that
= KRIT1 has a role in mediating celtular responses to cell adhe-
sion processes In this article, we show that KRIT1 localizes to
areas that are important for the formation of cell adhesion
complexes and that it might be important for regulating inter-
actions between brain parenchyma and endothelial cells What
is certain is that loss of KRIT1 disrupts the communication
between endothetial ceils and matrix in brain parenchyma and
cerebral endothelium, leading to defective angiogenesis These
findings position KREI1 at the nexus of CNS angiogenic sig-
naling and the formation and maintenance of the BEB
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COMMENTS

n this article, the authors desciibe the cellular distribution of
.. ®Krev-1 interaction trapped 1 (KRIT1) using immunohisto-
*chemistry Mutations affecting this gene product are associ-
‘ated with the development of cerebral cavernous malforma-
~tions (CCMs) This study shows that KRIT1 is distributed in
the endothelial cells of most human organs, with the excep-
“tions being those areas in which the endothelial cells are only
. loosely connected In the brain, there is striking localization to
- capillary and arteriolar endothelium and astrocytic foot pro-
tesses, areas associated with blood-brain barrier (BBB) struc-
¢ fure The implications of this localization as well as the other

% NEUROSURGERY

LocauzaTioN of KRITT in Diverse Tissuss

chemical associations of KRIT1 strongly suggest an important
role in intercellular communication and adherence The impli-
cations for mechanisms of development of the hemotrhages
associated with CCMs, then, are obvious Thete are clearly
other factors that allow the development of (“CM‘: and the
Bope ds ot theee dactors will be investignied

KRITT in py v.\n.mai cells 15 mtriguing and pre R
some relation to pathfinding of cell adhesion This excellent
article again demonstrates the importance of understanding
the cell biological bases for neurclogical disease

Charles J. Hodge, Jr.
Syracuse, New York

uzeloglu-Kayisli et al report the localization of KRIT1 in

human aduit tissue They demonstrate that KRIT1 is
expressed in diverse capillary and arterial endothelial cells
and localizes to structures that aze important in cerebral an-
giogenesis and form the BBB This report includes important
information about KRIT1 This report is the first in which
KRIT? has been found to localize specifically to structures
important in the formation of BBB

Yasushi Takagi
Nobuo Hashimoto
Kyoto, Japan

Guzelog]u-l(ayisli et al present their ongoing work to
elucidate the pathophysiological mechanisms by which
KRiT1 depletion is responsible for the formation of CCMs In
this article, they show, for the first time, KRIT1 ceilular local-
zation in a wide variety of human tissues Most important,
they show that in the brain, KRIT1 {ocalizes not only to endo-
thelial celis but also to astrocytic foot processes This fact has
led the authors to hypothesize that KRIT1 may be critical in
estabhshmg a competent BBB. Previous support for this con-
fonbhon i s e oot rhepr QO M D s s o s s : :
tight junctions at endotbehat ceil interfaces, that CLM--;:‘}-L'
lesions result from germline deletion of specific integrins, and
that KRIT1 may play a significant role in integrin signaling
Furthermore, KRIT1 may play an important role, through
Krev-1-rapiA interaction, in the development and/or mainte-
nance of the adherens junction, another important component
of the BBB Together, these data begin to suggest that the
absence of KRIT1 in certain families with CCM may predis-
pose them to isolated, “leaky” lesions of the BBB deveid of
intervening brain parenchyma. This lack of intervening paren-
chyma might be partially explained not only by the identifi-
cation of KRIT1 in astrocytes but also in certain large pyrami-
dal neurons, as the authors demonstriate here Much
additionai work clearly is required to complete the story, but
the effort and focus of this group inspires confidence that an
answer is forthcoming,

E. Sander Connolly, Jr
New York, New York
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Krevl Interaction Trapped-1/Cercbral Cavernous
Malformation—1 protein expression during early
angiogenesis

OzLEM GUZELOGLU-KAYISLL, MLS., Unit A. Kavisey, PHD., NDUKA M, AMANKULOR, B.A,
JENNIFER R, VOORHEES, O7ZGUN GOKCE, MIcHARL L. DILuNA, M.D,,
MaxWELL S. H. LAURANS, M.D.,, Guven LuLECL PH.D., AND MURAT GUNEL, M.D.

Yale Neurovascular Surgery Program and Department of Neurosurgery Yale University School of
Medicine New Haven Connecticur and Department of Medical Biology and Genetics and
Department of Histology and Embrvology Akdeniz Universitv School of Medicine Antalva Turkey

Obfect Molecular genetic studies of cerebial cavernous malformatien {CCM) have identified three loci CCM1-3
hat can lead 1o CCM when mutated Examination of the CCAfY Tocus established KRITT (Kiev] Interaction Trappod
gene 1) as the CCMI gene Despite the identification of KRIT/ as the gene mutated in CCMY. little has been leamed
regarding its function The authors recently demonstrated specitic KRITH expression in endothelial cells Bused on this
result and the fact that the CCM phenotype features defects in microvasculature we hypothesized that KRIT! may

take an active past in nonnal angiogenesis

angiogenesis

order of the CNS typically defined by grossly dilat-
: ed vascular channels lined by only a single layer of
_ endothelium without normal vessel wall elements such as
- smooth muscle or intervening neural parenchyma ' '#*!

Since its initial description, CCM has been recognized
* to be a heritable vascular disorder with an autosomal-
. dominant inheritance pattern.’>'** Multilocus genome
wide analysis on these CCAM families have uitimately
. identified the loci (CCMI on 7q, CCMZ on Tp. and CCM3
. on 3q) that, when mutated lead to CCM ® Subsequent
positional cloning experiments identified one of the genes

C EREBRAL cavernous malformation 1s a vascular dis-
-

Abbreviations used in this paper CCM = cerebral cavenous
malformation: CNS = central nervous system; DAPI = 4'6-
diamidino-2-phenylindole; ECM = extracellular manix: ICAP =
integrin cytoplasmic domain-associated protein: IgG = immuno-
globulin G; KRITI = Krev! Interaction Trapped i; PBS = phos-
phate-buftered saline

J Newrosurg Pediatrics / Volume 100 7 Mav 2004

KEy WORDS *  cavernous angioma

Merhods. In this study, the authors investigaied the spatial and temporal expression of KRITT during notmal vessel
development and maturation by examining KRIT protein in both in vitro and in vivo angiogenic systems with the use
of postconfluent endothelial cell cultuies along with placental tissues trom ditferent developmental stages

Canc hisions The results demonstrate that KRIT1 is expiessed duting capillary-like tube formation in the carly
stages of angiogenesis in virro Histological examination of placental tissue, a well-established in vivo medel of angio-
genesis, shows KRIT1 expression in active angiogenic and vasculogenic arcas of the immature placental villi. As the
slacenta matures, KRIT1 expression is resiricted to microvascular and small arterial endothelial cells with little or no
expression seen in the intima of large vessels It can therefore be concluded that KRITL is expressed during carly
angiogenesis by endothelial cells and may play a key 1cle in vessel formation and/ot development

cerebral cavernous malformation « KRITL -

located in the CCMT region, KR/TI, as the CCMI
gene 977823 The KRIT gene was initially identified
and cloned in a yeast two-hybrid screen by using Krevi
(Rapia) as bait ™ Recent studies aimed at understanding
the function of the KRIT1 protein have demonstrated that
it encodes a microtubule-associated protein’? and that it
also interacts with ICAP-Ta) ¥ These data place KRIT7
at the cross-roads of signaling between the cyloskeleton
and the ECM, potentially mediating the complex interac-
tion between the extracellular and intracellular milieu
Our recent immunohistochemical results demonsirate
that KRIT1 specifically tocalizes to the vascular endothe-
lium of a variety of human organs, specifically to capil-
Jaries and arterioles ¥ Fuithermore, we demonstrate that
KRIT1 is present in cells and structures integral 1o cere-
bral angiogenesis and the formation of the blood-brain
bartier, namely endothelial cells and astrocytic foot
mrocesses. These {indings suggest that KRIT1 may be
important in CNS angiogenesis and may mediate the com-
munication between cerebral microvessels and CNS
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srenchymal celis To further investigate these findings
and to understand the potential sole of KRIT1 in angio-
© genesis, we examined the expression of KRITT in well-
' established in vitro and in vivo models of angiogenesis

Provious studies have established the placenta as an idcal
i vivo model with which to study angiogenic mechanisms
Puring placental development. there wre WO Processes
© involved in blood vessel formation. The first process. vas-
- culogenesis, occurs when a primitive vascular network is
© constructed from pluripotent mesenchymal progenitors in
© yivo Angiogenesis, which follows vasculogenesis, is char-
' acterized by capiflary sprouts asising from preexisiing vas-
culogenic centers Endothelial cells play a dynamic role in
hoth angiogenesis and vasculogenesis Differentiation of
multipotential mesenchymal cells, migration and prolifera-
fon of endothelial cells, and formation of cell-cell connec-
fons are the most important steps foi successful vasculo-
genesis ' Thereafter, the vessel stiucture is transformed
o mature vasculature through angiogenic remodeling *
Placental development begins at the ume ol implantaiion
when the tophectodermal layer of the blastocyte wall pro-
fiferaes and diffcientiates hto an outdd multinucleated
Jayer tthe syncytiotrophoblast) and an underiying pop-
alation of unintcleate progenitor cytotrophoblast cells
Tongues of tophoblast penetrate the maternal endometri-
um, and acguire a mesedermal core” Hemangioblastic
cells. the endothelial progenitor cells, are Birst recognizable
within these mesodetmal cores as clusteis or cords of close-
Iy approximated cells Throughout the first wimesict. the
placentat capillary endothelial cells are of the continuous
nonfenestiated type and are joined by tight junctions. To-
ward the end of gestation, capillasies are referred to as sinu-
solds

We hypothesized that KRIT! plays a specific role in
endothelial cell-cell interactions or endothelial cell-ECM
interactions duting eatly stages of angiogenesis and takes
i active patd i normal vaseudar des slopment and forma-
tion vl vascula networks

Materials and Methods

Cell Cuilnere

Bon e aortic endoticlind ecils (3o ke W alkersville MDDy
were uitured in high glucose Dulbecco maodified Eagle medium
(Gibeo BRY Grand Xsland, NY) supplemented with 10% fetal ho-
ine scrum, 100 mM HEPES. 10 mM sodium pyruvate and 1%
antibioticsfantimycetics. and were allowed © replicate to confluence

Antibodics Reagents and Chemicals

Affinity-purified KRIT 1-specific antibodies were prepared and
characterized as previously described.* Two antibodies were raised
against two different epitopes of the KRIT1 protein. Sera 1 detects
amine acid residues 724736, which constitute the COOH terminus
of the protein (GGGKLNGQLMATERNS); sera 2 binds to amine
acid residues 259-275 (DY SKIQIPKQEKWOQRS) Ant-human
D3] (PECAM) and anti-human B integrm antibodies were
purchased from Novacastra (Newcastle, UK) and Santa Cruz
Biotechuology (Santa Cruz CAL, respectively  Other antibodies
including bieting laed hor-e anti-anouse TG nd hiotmylated goat
anti—tabbil 1gG (Vector L barmories. Ine Burhingume CM 2
conjugated affinuy-Pure donkey anti—mouse 1o0Goand Oy 3-conju-
gated affinity-Pure donkey anti—rabbit TgG (Jackson Immunore-
search Laboratories Inc. West Grove PA) were used as secondary
antibodies
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Tissue Collection

Human placenial tissues at various developmental stages (first
second, and third trimester} were collected from clinicaily and phys-
jologically heaithy pregnant women Pregnancy ages of placental
samples used in this study were cateulated [remm the Ist day of the
fast menstrual perivd Tnformed consent was received from each
patient betore placental samples were ohiained w Akdeniz Uni-
sersity School of Medicing Amtalva. Turkey. All samples wete
identiied by number and in 8o Case was the identficauon of the
patient possible. The tissucs wele Tined in Bouin lixative and eni-
bedded in parafiin for immunchistochemical analysis Embedded
lissues wese cut 5 to 7 pm thick and mounted on gelatin-coated
shides

Iminunofluorescence Sraining of Endothelial Cells

Bonine aonic endothelial cells plated on microscope shides were
crown 5 6, and 10 days past confluence At appropriale ime points,
cells were fixed with 4% pn aformaldehyde and permeabilized in
0 2% Triton X-100 in PRS The slides were blocked with 10% nor-
mal donkey serim in PBS for | hour al zoam temperture. washed.
and then incubaied with polycional rabbit anii-KRITT for 1T how it
room temperature. Following additional washing sieps. the slides
were incubated with Cy3-comjugated alfinily-pure donkey anti—rab-
bit TaG for KRITT and then Stained with DAPL For actin staining.
cells were incubated with 1 jamol Phalloidin (Sigma Chemical Co
g Louis, MOy comjugated 1o rhodaniine

Inmununohisiochemicad Analysts

Sections were depataffinized and cehydrated in an alcohol gradi-
ent For the detection of KRITT CD31 and 31 inleglin expression.
{amunohisiochemistry was perlormed using a standurdized method
hased on the streptayidin-bictin tochnigue as {ollows: scotions were
rinsed with PBS for 1) minutes. Fndogenous peroxidise actnity
was blocked by incubation i 3% H.O; for 20 minutes (ollewed
by another PBS wash To augment antigen exposure, slides were
placed in 10y mmol citiate butter in & microwave osen for 10 min-
utes  Theeafter scclions were incubated with 3% normal goat
orum and S8 notmal horse serum followed by incubation with
polyclonal rabbit anti-KRITT, monocional mouse ani-CD3L o
monoclonat mouse anti~p 1 integin antibodies overnight in ¢ cold
roam Nermal rabbit [2G and normul motse 1o isotypes were
applied as negative comrsl . noewd of prims mibedies Ler
weveral rinses in PRS bionnyhiwd goat anti- bl T md ot -
Jated horse anti-mouse 1eG (Veawr Labormiones. Inc ) were ap-
plied for 30 minutes Following several PBS rinses. stides wore
incubated with steptavidin-peioxidase comples for the appropsine
ime By using the Vectastain ABC Flite kil (Vector Laborataries
Tnc) Subsequently the chiomogenic reaction was perlormed with
J_amino 9-cthyl varbazole (Vector Luboratosies, Inc.) and the reae-
tion wis erminated by washing te slides in tap water Shdes wore
counterstained sligitly wuh Pematony Hn prior W peomaacnt -
ing and then evaluated under a hight microscope

Results

Expression of KRIT! on Capiliors-Like Tubes Forned by
Endothelial Cells inan In Virro Angiogenesis System

To investigale whether KRIT1 is involved in endothelial
cell-cell interactions leading to capillary tube formation. a
crucial siep in carly angiogenesis, KRIT! expression was
examined in postcontluent hovine aortic endothelial cell
cultutes After these cells reach confluence they start 10
form tube or channellike structures in vitro, which grossly
resemble capillaies formed by endothelial cells in vivo
These hanpels. which form as carly w5 days after plating
appear as a layer on top o the confiuent cells and inciease
in complexity over tme (Fig 1) We tound that KRIT1 13
expressed in these capillary-like tubes, suggesting that

J Neurouure Pediatrics / Vohume 100/ Muay 2004
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DayB

._ ' EKRITI function might be involved in forming and/or stabi-
1 lizing these tubes

o Expression of KRITI During Early Angiogenesis in
2 Placenta

o A well-known angiogenic tissue, placenta was used as an
.*in situ system to confirm the results obtained with the in
"2 viro angiogenests system Authors of studies have estab-
-~ lished placenta as a useful model to study angiogenesis.’

* We immunostained samples of first trimester placenta with

i .- KRIT1 antibody to determine its expression pattern during

" early placental development (Fig. 2). Within the villi, the
" most striking staining pattetn for KRIT1 was seen in areas
 of active angiogenesis, including vascular structures of dif-
- ferent villous types, Hofbauer cells, angiogenic cell cords,
% and cells presumed to be differentiating endothelial cells
. forming microtubular networks (Fig. 2) These cells were
. confirmed to be of endothelial origin with the use of
o anti-mouse CD31 antibody (data not shown); however,
multipotential mesenchymal progenitor cells showed
| weaket o1 no staining in the same villous when compared
= with these cells (Fig. 2}
The specificity of the staining was confirmed by appro-
. piiate controls including twofold peptide competition and
- secondary antibody alone, which revealed no staining (da-
_ ta not shown).

Expression of KRIT1 by the Invasive Cell Column of the
Early Placenta

We then used costaining with B1 integrin antibody to
demonstrate potential colocalization between KRIT1 and
B1 integrin, Authors of previous studies showed KRIT1
binding to ICAP-1t, a modulator of 1 integrin-medat-
ed signal transduction 77?* Serial sectioning for immuno-
histochemical analyses revealed that KRIT1 and 1 inte-
grin have a very similar staining pattern and appear to
colocalize to the same cell types. Both profeins are ex-
pressed mainly in endothelial cells and villous cytotro-
phoblasts (Fig 3), which are known to have strong
cell—cell interactions and more adhesive cells. In marked
contrast, no staining was seen within the syncytiotro-
phoblast cell layer, which has no cell adhesions.” In addi-
tion to the endothelial cells within the villi, we found
strong KRIT1 and (1 integrin coexpression by the distal
cells of the extravillous trophoblast cell column, the inva-

J Neurosurg: Pediarrics / Volume 100 / May, 2004

Day 6

Fic 1 Photomicrographs showing capillary-like tube formation by endothelial
microscope slides were grown 3, 6, and 10 days past confluence. Capillary-Tike tubes start to form at Day 5 after cells
reach confluence The branching and organization of the tubes becomes more complex with time and by Day 10 the cells
form distinet, highly intricate capillary-like tubes. Green-KRIT1 and Blue-DAPI, original magrification X 40,

_ Day 10

cells Endothelial cells cultured on

sive cell types of the placenta In contrast, the proximal
extravillous trophoblast cells have weak or no immunore-
activity for KRIT1 or B1 integrin (Fig 3)

Expression of KRIT1 by Mature Blood Vessels

To investigate the tempotal expression of KRITI
throughout the maturation of the placenta, with spectal
attention to endothelial cells, we performed immunohis-
tochemical analysis. The sttongest KRIT1 immunoreacti-
vity was in placental villi of first trimester with levels
decreasing in the second and third trimesters (Fig 4}
Even though KRIT1 is expressed by endothelial cells
through the duration of placental maturation, the highest
levels are seen in early angiogenic centers. Expression of
KRIT! decreases as placental villous tree development
and angiogenesis advance thiough pregnancy and is lost
within large blood vessels (Fig 4) Throughout matura-
tion, mictovessels, including capillaries and small arteries,
continue to express KRIT1, whereas KRIT! is only ex-
pressed by a small pumber of endothelial cells in mature
large vessels (Fig 4)

Piscussion

Cerebral cavernous malformation is a vascular disorder
associated with the defective development and formation
of CNS blood vessels Our previous results demonstiate
specific expression of KRIT1 in endothelial cells of mi-
crovessels and small arteries along with other celis impoi-
tant in the formation of cerebial vasculature, such as astro-
cytes and astrocytic foot processes ¥ These results may
explain why CCM lesions are CNS specific

In this study, we confirm our previous results showing
that KRIT1 is expressed by endothelial cells during capil-
lary-like tube formation in vitro. Furthermore, we show
that KRIT1 is expressed during early angiogenesis in vivo
and that its expression is lost as blood vessels develop dur-
ing placental maturation Examination of the flist trimester
immature placenta reveals the strongest immunoreactivity
for KRIT1 in primitive angiogenic cell cords, presumptive
endothelial cells, Hofbauer cells, and complex cells with
paracrine function required for successful angiogenesis.’
Interestingly, analysis of mature placental vessels shows
KRIT1 expression only by microvascular and small arteri-
al endothelial cells and does not reveal any expression
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FIG 2. Photomicrographs showing KRIT1 expression in immature placental tissue In first trimester chorionic villi
endothelial celis on newty forming vessels (arrons) as well as Hofbauer cells stain strongly for KRIT!. The cytotro-
phoblast cell fayer also stains for KRET and the syneytiotrophoblast laver does not CT = eytotrophoblast; En = endothe-
lial cell; HC = Hofbauer Cell; m = Mcsenchyme; ST = syncytiotrophoblast Criginal magnification X 40 (upper), X 20

(cener left}, X 60 (center right and fower)

within either the smooth-muscle cells or any other vessel
wall elements

In addition to endothelial cells, our results show that
KRITI staining is alse seen on the villous and extravillous
cytotrophoblast cells where it colocalizes with Bl inte-
grin. Overall, thyee cell types within the maturing placen-
1z, endothelial cells within the mesenchyme and lining
the intima of vessels, Hofbauer cells, and cytotrophioblast
cells, show KRIT1 and B1 integrin ¢colocalization

In anchering villi, villous cytotrophoblasts and proxi-
mal cells of the extravillous column express dominantly
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afP4 integrin On the other side. distal column cytotro-
phoblasts switch the integrin expression prominently to
o5B1, alfl, and «v subtypes. Moreover. an unusual
ECM is observed in the distal pait of the column. This part
of the colunin is rich in fibronectin and caries a charac-
teristic oncofetal glycopeptide !

Consistent with these results. we show that when early
placental slices ate immunostained. KRITT and B1 inte-
grin expression is exclustvely found in the endothelial
cells of the mesenchyme and the invasive (extravillous)
cytotrophoblast As the placenta matures throughout p1eg-
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- nancy, KRITT and Bl integiin expression is seen occa-
sionally in the endotheliaf cells lining the intima of ves-
sels, with continued weak expression by the cytoiro-
phoblast This finding that KRIT1 and Bl integiin
colocalize during placental development has important
. pathophysiological implications. Authors of recent studies
- have demonstrated that KRIT1 interacts in vitro with
ICAP-1, a modulator of the 81 integrin signaling pathway
that plays a role in responding to ECM-—ceil and cell<ell
interactions ¥

These findings may implicate involvement of KRIT{ in
integrin signaling during angiogenesis Interestingly, dur-
ing angiogenesis. integrins are expressed by endothelial

cells because they are crucial piayers in the regulation of

endothelial cell adhesion, migration, and formation of the
primitive tubes of the vascular tree.*'** Iniegrins also play
2 key role in celi—cell adnesion, cell-ECM adhesion, and

1 Neuroswig Pediatrics / Volume 100/ May 2004

ag KR coio g wiin 31 wneznm ik
hoth KRIT1 and integrin B1 immunoreactivity is observed in endothelial cells (arrows) and villous cytotrophoblasts  B:
The invasive cell column of the early placenta expresses KRIT, which colocalizes with B integrin Both molecules
show the strongest signal in the invasive cell column whereas proximal extraviilous tropheblasts show no expression for

KRITY

S AN TN

endothelial cell migration and invasion Specifically. inte-
arin heterodimers «lB1 and o231 are induced by vascu-
lar endothelial growth factor in endothelial cells and cause
the cells to migrate and form tubes ** Furthermore, ! in-
tegrin complexes ate crucial in supporting endothelial cell
proliferation for the formation of new vessels fiom vascu-
lar cores, and B integrin null cells fail to form blood ves-
sels.? These results have important implications in the
pathogenesis of CCM, suggesting that KRIT/ mutations
impair capillary formation or maintenance due to failure
of B1 integrin to respond to the appropriate ECM signals,
potentially originating from astrocyies.

Conclusions

The findings repoited here provide new insight into the
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FiG 4. Photomicrographs showing KRITT expression for second and third trimester placenta containing only mature
vessels The KRITI staining is strongest in the newly forming vasculature (see Fig 2) and is weak within mature ves-
sels In the villous stroma of the {irst wrimester samples (see Fig 23 KRITT imumunoreactivity is stronger than in that of

the second and thitd nimester samples

A-C: As vessels matore, KRITI expression becanie localized to small aterics

(A0 0N and B nud caplifaries, and no staining was obsersed on venous structures (Vein) (A and C) Original magnifi-

cation X 1G¢AY X 40{B) and X 20 (C)

temporal and spatial expression pattern of KRIY1 in in
vitto and in vivo angiogenic models Although these
results do not establish KRIT1 as necessary and/or suf-
ficient for carly angiogenesis, they represent necessay
steps in an attempt to understand the function of KRIT|
Further work should be aimed at finding other molecules
that intesact with KRIT1 to identify which signaling path-
wivn e oo ey KRITT cvppession Thase stidies
celiuiar processes invoived the patbogenesis 01 COM
Moreover, each novel component of this pathway will be
a potential target for therapeutic intervention
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_::' PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromo-
& some 10) is a tumor suppressor gene, mutated frequently in a

o variety of human tumors. PTEN regulates cell growth, apo-
- .. ptosis, and proliferation Phosphorylation in PTEN tail causes

i its inactivation and decreases its degradation. There is Little
= known about the regulation of PTEN by ovarian steroids We
i1 hypothesized that PTEN expression in human endometrinm is
= variable throughout the menstrual eycle and early pregnancy,
;. and that ovarian steroids regulate PTEN expression becausge
i PTEN is critical in many steroid-sensitive tissues such as en-
i dometrium, prostate, and breast. In the present study, we
have chserved a direct regulation of PTEN by ovariau ste-
. roids Estradiol increased PTEN phosphorylation at 5-15 min
% After 24-h treatment, progesterone induced a significant in-
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crease in PTEN protein levels, assessed by Western blot
Furthermore, we evaluated for the first time a comparison
between menstrual cycle and early pregnancy, immunohisto-
chemically Endometrial PTEN expression revealed temporal
and spatial changes throughout the menstrual cycle and dur-
ing early pregnancy. We conclude that estradicl may down-
regulate PTEN activity by increasing its phosphorylation, but
progesteroneislikely to regulate the PTEN pool by decreasing
its phosphorylation and increasing its protein level Pre-
sented data, therefore, suggest that ovarian steroids regulate
the endometrial PTEN pool. We propose that PTEN might be
one of the signaling proteins that estrogen and progesterone
are acting to affect endometrial cell proliferation andfor
apoptosis (Jf Clin Endocrinol Metab 88: 5017-5026, 2003)

: PIEN (PHOSPHATASE AND TENSIN homolog deleted
on chromosome 10} was identified as a candidate tu-
- mor suppressor gene by three independent groups in 1997
i (1-3) TPTEN is also called MMACI (mutated in multiple
. advanced cancers), and TEP1 (TGF-B-regulated and epithe-
i lial cell-enziched phasphatase) (2, 3) PTEN gene is fre-
quently mutated in many human tumor types such as en-
dometrial, prostate, glioblastoma, and breast cancers (4, 5).
Moreover, germline mutations in PTEN gene cause the au-
tosomal dominant inherited hamartoma syndrome associ-
ated with increased cancer risks such as Cowden disease and
Bannayan-Zenana syndrome (6)

PTEN gene encodes a 403-amino acid protein, which is a
member of the tyrosine phosphatase family Thereisastr ong
correlation between its phosphatase and tumaor suppressor
activity that has been demonstrated previously in many ad-
vanced cancers in vitro (7-9)

PTEN irhibits the phosphatidylinositol 3-kinase / Akt sig-
naling pathway by removing the phosphate in D3-phosphate
group of phosphoinositide-3, 4, 5-triphosphate (PIP,} De-
phosphorylation of PIP, is a critical determinant for control-
ling cell growth, proliferation, and survival Inhibition of
PIP; causes blocking of Akt signaling, which in turn, ends up

Abbreviations: GAPDH, Glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nage; HBSS, Hank's balanced salt solution; HSCORE, histologic score;
PIP; phosphoinositide-3, 4, 5-triphosphate; PTEN, phosphatase and
tensin homolog deleted on chromosome 10; TBS Itis-buffered saline;
TBS-T. TBS with Tween 20

with an increased activity on proapoptotic molecules such as
Bad and Caspase-9 (10). Therefore, PTEN plays important
toles in cell survival and apoptosis because it inhibits cell
cycle progression by down-regulating cyclin D1 and acti-
vates proapoptotic molecules through Akt-dependent and
independent pathways (11, 12).

The critical importance of PTEN during development was
recognized in mice with homozygous- and heterozygous-
targeted deletions of the PTEN gene. Whereas PTEN knock-
out mice die during early embryogenesis between d 6 5 and
95 because of abnormal patterning of ectedermal and me-
scdermal germ layers, defective placentation, and over-
growth of the cephalic and caudal regions, heterozygous
mice develop normally but exhibit an increased risk for a
wide range of tumors including endometrial cancer (13, 14)
Moreover, in human endometrial cancer, PTEN mutation
rate was reported to be approximately 50-80% (15, i6)

Endometrium is capable of blastocyst implantation, reg-
ulation of trophoblast invasion, control of infectious agents,
and efficient disposal of blood and desquamated cellular
debris with menstruation All of these endometrial events are
cartied out by mechanisms of proliferation, differentiation,
and apoptosis, which are regulated by avarian steroids.

Mutter ef al. (17) have recently reported the changes in
endometrial PTEN expression in both mRNA and protein
leve throughout the menstrual cycle, showing cyclic-related
changes In this study, we hypothesized that PTEN expres-
sion in human endometrium is variable throughout the men-
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srual cycte and during early pregnancy, and ovarian steroid
prmones (estrogen and piogestercne)} regulate PTEN ex-
“pression. In addition to expanding the previous study’s re-
“ults to early pregnancy tissues, the present study also in-
estigates PTEN levels and its phosphorylation in
dometrial cells in response to sex steroids The last 50
mino acid residue (354 -403) in C-terminal demain of PTEN
as referred as PTEN tail and is necessary to maintain sta-
lity and to determine its subcellular localization (18) Re-
ntly, Vazquez ef al {18) have shown that phosphorylation
‘of the PTEN tail inhibits PTEN activity and decreases its
egradation Therefore, we also investigated the regulation
PTEN phosphorylation by ovarian steroids in cultured
“human endormetrial cells, in vitro Regulation of PTEN ex-
pression by ovarian steroids may help to protect the balance
“between proliferative and antiproliferative actions in normal
“endometrium

: Materials and Methods
Tissue collection

. Endometrial tissue was obtained from human uteri after hysterec-
“tomy conducted for benign diseases other than endometrial disease or
¢ from endometrial biopsies (n = 22} Decidual tissues from first trimester
¢ (n = 10) were collected from clinically normal pregnancies, which were
¢ voluntarily terminated by dilation and curettage Informed consent in
¥ wiiting was obtained from each patient before surgery; consent forms
:and protocols were approved by the Human Investigation Commitiee
“of Yale University and Akdeniz University The mean age of patients
;was 41 (range 32-48) yr The day of the menstrual cycle was established
2 from the patient's menstrual history and was verified by histological
; examination of the endemetrium None of the tissues used in the study
were from women using exogenous steroids, and all were from pre-
i menopausal women. All the endometrial tissues were from women with
; regular menstrual cycles, Samples were grouped according to menstrual
; cycle phases: early proliferative (d 1-5), mid-proliferative (d 6-10), late
i proliferative (d 11-14), early secretory (d 15-18), mid-secretory (d 19—
23), and late secretory {d 24-28) Tissues were embedded in paraffin for

- immunochistochemistry. Some endometrium samples were placed in
» Hanks’ balanced salt solution (HBSS) and transported to the laboratory
: for separation and culture of endometrial stromal and glandular cells

¢ Cell lines

Ishikawa cells (a well-differentiated endomeirial adenocarcinoma cell
© line) were provided kindly to us by Dr R Hochberg (Department of
- Obstetrics and Gynecology, Yale University Scheol of Medicine) from a
¢ frozen stock Thawed cells were maintained in T75 flasks (B Bio-
. sciences, Franklin Lakes, NJ) until the passage as described previously
: (19) RL-95 cells were purchased from Ametican Type Culture Collection
: (Manassas. VA)

- Isolation and culture of human endometrial stromal and
i glandular cells

. Endometrial stromal and glandular cells were separated and main-
. tained in monalayer culture, as described previously (20). Endometrial
i Hssue was rinsed in HBSS to remove blood and debris. Briefly, endo-
- metrial Hssue was digested by incubation of tissue minces in HBSS
¢ (Sigma, St Louis, MO) that contained HEPES (25 mmol, Sigma), pen-
o icillin {200 U/ml, Sigma), streptomycin (200 mg/ml, Sigma), collagenase
{1 mg/ml, 15 U/mg, Sigma), and deoxyribonuclease (0.1 mg/mi, 1500
- U/mg, Sigma) for 30 min at 37 C with agitation. The dispersed endo-
¢ metrial cells were separated by filtration through a wire sieve (73-um
diameter pore, Sigma) The endometrial glands (largely undispersed
: pieces} were retained by the sieve whereas the dispersed stromal cells
passed through the sieve into the filtrate.

Stromal cells were plated in Ham's F12/DMEM (1:1 vol/vol; Sigma}
containing fetal bovine serum (10% wvol/vel, Life Technologies, Inc

Guzeloglu-Kayisli et al ¢ Regulation of PTEN by Ovarian Hormones

Rockville, MD) and antibiotics-antimycotics (1% vol/voi, Life Technol-
ogies, Inc ) in T-75 plastic flasks (Falcon, Bedford, MA). Cells were plated
in plastic flasks (75 cm?, Falcon), maintained at 37 C in a humidified
atmosphere (5% CO, in air), and allowed to replicate to confluence.
Thereafter, the stromal cells were passed by standard methods of
trypsinization and plated in culture dishes (100-mm diameter} and were
allowed to replicate to confluence, which takes approximately 7-10 d
Endometrial stromal cells after first passage were characterized previ-
ously (20), and were found to contain 0-7% epithelial cells, no endo-
thelial cells, and 0 2% macrophages In present experiments, cultures
were confirmed to have similar purity Experiments were commenced
1-3 d after confluence was attained. The confluent cells were treated with
serum-free. phenol red-free media (Sigma) for 24 h before treatment with
steroids.

Endometrial glandular cells (fargely intact glands and sheets of sur-
face epithelium) were collected by back washing the sieve and plated in
six-well plates, previously coated with growth factor-reduced matrigel
{Collaborative Research, Boston, MA)Y Cells were maintained in DMEM
containing 10% fetal bovine serum, 1% antibiotics-antimycotics and
D-valine (substituted for 1-valine to inhibit stromal cell growth, Life
Technologies, Inc.} (21). Glandular cells reach confluence in 5-7 d En-
dometrial glandular cells in culture were characterized using cytoker-
atin-7 antibody and were found to contain 0.1-2% leukocytes, 1-4%
stromal cells, and no endoethelial cells If cultures were contaminated
with more than 10% other cells than glandular cells, these cuitures were
excluded from the study Experiments with glandular cells were con-
ducted 1-3 d after confluence was attained Only pure glandular cells
were freated with sex steroids Cells were treated with serum-free,
phenol red-free media for 24 h before treatment with steroids Stromal
and glandular cells were treated with 173-estradiol (1 X 107" M) and
progesterone (1 X 107® w1} for various times for Western blot analysis
and immunocytochemistry staining

Immunchistochemistry and immunocytochemistry

Paraffin-embedded tissue samples were cut and mounted on Super-
Frost Plus slides (Erie Seientific Co , Portsmouth, NH) Following depar-
affinization, slides were rinsed with PBS for 10 min Endogenous per-
oxidase activity was quenched by incubation in 3% H,O, for 20 min and
followed by a rinse in PBS. For antigen retrieval, slides were placed in
10 mm of citrate buffer, microwaved twice for 5 min, and rinsed in PBS
Sections wete incubated with 5% normal serum to block nenspecific
staining for 30 min at room temperature Thereafter sections were
incubated overnight at 4 C with mouse monoclonal antihuman PTEN
antibodies [1/100, Cell Signaling (Beverly MA) and Santa Cruz Bio-
technology. Inc (Santa Cruz, CA)] Antibodies’ specificity were tested
in PTEN-mutant Ishikawa and RL-95 cells. For negative control slides,
normal mouse IgG isotype (Vector Laboratories, Burlingame, CA) was
used instead of primary antibodies for PTEN. The sections were washed
in Tris-buffezed saline (TBS), incubated with biotinylated horse anti-
mouse 1gG (Vector Laboratories), and then incubated with streptavidin-
peroxidase complex using the Vectastain ABC Elite kit (Vector Labo-
ratories} Subsequently, the chromogenic reaction was carried out with
3-amino 9-ethyl carbazole (Vector Laboratories) and the reaction was
terminated with tap water Slides were counterstained with hematoxylin
before permanent mounting and then evaluated under a light
microscope.

To investigate whether intracellular localization of PTEN and phos-
pho-PTEN is different, we performed immunofluorescence staining in
endometrial stromal cells plated on chamber slides (Falcon) Cells were
treated with estradiol (1 % 107® M) for 5 and 15 min, and slides were then
fixed in 4% paraformaldehyde at 4 C for 20 min and washed three times
with TBS for 5 min at room temperature After blocking step. chamber
slides were incubated overnight at 4 C with mouse monoclonal anti-
human PTEN (1/100) and rabbit polyclonal antihuman phospho-PTEN
(1/100) antibodies (Cell Signaling) Moeuse antihuman PTEN antibody
detects the total level of endogenous PTEN protein in cells Specificity
of this antibody was tested by Birle et 4l (22) and has been shown that
it detects endogencus levels of PTEN when only phosphorylated at
Ser380 residue. For negative control slides, normal mouse IgG isotype
and normali rabbit IgG (Vector Laboratories) were used instead of pri-
mary antibodies for PTEN and phospho-PTEN, respectively. Following
the overnight incubation of primary antibody. chamber slides were
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cubated with Cy-3 conjugated antimouse IgG and Cy-2 conjugated
firabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc, West
ove, PA), counterstained with 4',6-diamidino-2-phenylindole and
punted with fluorescence specific media (Vecter Laboratories) For
ch experiment, all slides were stained in a single batch and were
sposed to identical staining
i The intensity for PTEN immunoreactivity in endometrial tissues was
pmiquantitatively evaluated as positively stained cells according to the
lowing categories: — no staining; 1+, weak but detectable; 2+, mod-
jate ot distinct; 3+, intense For each tissue, at histologic score
f'i[}-[SCORE) value was derived by summing the percentages of cells that

[ “ained at each intensity category and multiplying that by the weightad

iptensity of the staining, using the formula {HSCORE= P, (i + 1)], where
“jrepresents the intensity scores and P; is the corresponding percentage
4 the cells. In each slide, five different areas were evaluated under a

7 picroscope with x40 original magnification, the percentage of the cells
* pr each intensity within these areas was determined at different Hmes

'fi-by two investigators who were blinded to treatments, and the average
“core was used

'.Prepamtion of nuclear extracts

¢ Nuclear extracts from endometria} stromal cells grown to confluence
“n 60-mm plates were performed using a nuclear extraction kit (Aktiv
‘Motif, Carlsbad, CA) Briefly, cells were washed with ice-cold PBS and
phosphatase inhibitors, removed from the dish by scraping with a cell
[lifter, and transferred to prechilled tubes. Cell suspensions were cen-
hifuged at 4 C for 5 min at 500 rpm Pellets were resuspended in
shypotonic buffer and incubated for 15 min on ice, after adding a de-
“lergent centrifuged again at 4 C for 30 sec at 14,000 X g The peliet was
iresuspended in a lysis buffer and incubated for 30 min on ice on a
iocking platforme. The suspension was centrifuged at 4 C for 10 min at
214000 X g, and the supernatant {nuclear fraction) was aliquoted and
ifrozen at —80 C An aliquot of each sample was used to quantify the
inuclear protein amount via Coomassie protein assay (Pierce, Rockford,
#IL). Five micrograms of nuclear extract sample were loaded into each
iwell and assayed according to manufacturer’s directions (Aktiv Motif)
iusing a microplate reader.

- Western bloi analysis

. Total protein from the celis was extracted using I-PER tissue protein
; extraction reagent (Pierce}, supplemented with protease inhibitor cock-
“tail (1 mym NayVO,, 10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml apretinin, and 1 mm
- phenylmethylsulfonylfluoride; Calbiochem, San Diego, CA) The pro-
i tein concentration was determined by Bradford assay (Pierce). Twenty
: micrograms of protein were loaded into each lane, separated electro-
: phoreticaily by SDS-PAGE using 10% Tris-HCl Ready Gels (Bio-Rad
: Laboratories, Hercules, CA), and electroblotted onto nitrocellulose
membrane (Bio-Rad) The membzane was blocked with 5% nonfat dry
milk in TBS-T buffer (005% Tween-20 in TBS) for 1 h to reduce the
nonspecific binding Then the membrane was incubated with mouse
- menoclonal antihwman PTEN antibody (Cell Signaling) overnight at ¢
C. then washed three times with TBS-T for 20 min The membrane was
* incubated for 1 h with peroxidase-labeled antimouse IgG (Vector Lab-
; oratories) and subsequently washed with TBS-T three times for 20 min
- Immunodetection was developed with chemiluminescent detecting 1e-
- agents (NEN Life Science Products, Boston, MA), and subsequently the
| membrane was exposed to BioMax flm (Kodak, Rochester, NY)
; After the membrane was stripped /stripping solution (Pierce), the
: same membrane was reprobed with rabbit polyclonal antihuman phos-
. pho-PTEN antibody {Cell Signaling), followed by the other steps as
described above Equal loading of proteins in each lane was confirmed
* by probing the membrane with mouse monoclonal anthuman glycer-
- aldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (Santa Cruz Biotech-
" nology, Inc) Immunoblot bands for PTEN, phosphoPTEN, and
GAPDH were quantified using a laser densitometer Each PTEN and
phospho-PTEN band was normalized to the value obtained from the
- same lane blotting GAFDH

Statistical analysis

Levels of Western blot densitometries and HSCORE of immunohis-
tochemistry were normally distributed as tested by Kolmogorov-Smir-
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nov test and were analyzed by ANOVA and post hor Tukey test for pair
wise comparisons. Statistical significance was defined as P < 0 05. Sta-
tistical calculations were performed using Sigmastat for Windows, ver-
sion 20 (Jandei Scientific Corp,, San Rafael, CA) Each experiment was
repeated at least three times using cells prepared from three different
endometrial tissues

Results

Expression of PTEN in human endometrium end decidua
throughout the menstrual cyele and during early pregnancy

We first tested the specificity of the antibodies Jotal pro-
tein from PTEN-mutant Ishikawa and RE-95 cells was ex-
tracted and assessed by Western blot analysis No specific
PTEN band was detected in either Ishikawa or RL-95 cells
(Fig. 1)

Endometrial tissues (early proliferative, n = 5; mid-
proliferative, n = 4; late proliferative, n = 3; early secretory,
n = 3; mid-secretory, n = 4; late secretory, n = 3) and
decidual tissues (n = 10) were evaluated by immunohisto-
chemistry for PTEN staining

Immunchistochemistry revealed stronger PTEN staining
in stromal cells than glandular cells throughout the men-
strual cycle (Fig 2, A and B, and Fig 3) During the prolif-
erative phase, PTEN immunoreactivity in stromal cells was
mainly in the cell nucleus and less in the cytoplasm (Fig 2A)
Compared with proliferative phase, during secretory phase
and early pregnancy this immunoreactivity was mainly in
the cytoplasm (Fig. 2, A-C) In general, during the prolifer-
ative phase PTEN expression was either weak or not detect-
able in the glandular epithelium, except for a strong immu-
noreactivity in eatly proiiferative phase samples. On the
other hand, during the secretory phase PTEN immunoreac-
tivity was increased in the glandular epithelium (Fig. 2, A
and B, and Fig. 3) The staining in glandular cells was het-
erogenous. Specifically, some glandular segments remained
either negative or weakly positive for PTEN expression,
whereas other segments were more positive (Fig 2B)

During early pregnancy, the immunoreactivity for PTEN
was stronger in both stromal and glandular cells compared

hi RL-95

PTEN

GAPDH

Fig 1. Western blot analysis of PTEN in Ishikawa (Ishi) and RL-95
cells. Total protein was extracted, and 20-ug protein from each cell
line was loaded. No bands were detected for PTEN in these cells M,
Molecular weight marker’
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PP 2 A-D, Immunelocalization of PTEN in human endemetrium and decidua PTEN expression in mid-proliferative phase {A) and late
* secretory phase (B) endometrium Mainly nuclear staining is seen in stromal cells in proliferative phase (A} Increased cytoplasmic express)on
¢ of PTEN in stromal and glandular cells is observed in secretory phase {(B). The strongest immunoreactivity for PTEN is chserved in decidual
© cells compared with proliferative and secretory phase endometrial epithelial and stromal cells (C) Negative centrol where nermal mouse 1gG
¢ isotype was used instead of primary antibody (D)

R Stromal cells #
300 Y Glandutar celis

T

. Fig 3 PTEN immunostaining intensity and distribution in
! endometrial stromal and glandular cells according to men-
. strual cycle phases and early pregnancy. PTEN HSCORE for
* stroma) cells was higher compared with glandular cells in all
: samples Stronger immunoreactivity for PTEN during early
. pregnancy is observed compared with menstrual cycle
: phases *, P < 0.05 between early proliferative phase vs mid-
¢ and late-proliferative phases; #, P < 0 05 between early preg-
¢ naney vs. early and mid-secretory phases

PTEN (HSCORE)
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Early Mid Late Eary Mid Late Early
Proliferative Secretory Pregnancy

with nonpregnant endometrium, and the staining was Regulution of PTEN and its phosphorylation in endomety ial
mostly cytoplasmic (Fig. 2, A-C, and Fig 3). Among all stromal and glandular cells

groups, the strongest immunoreactivity was observed in

glandular and decidual cells of early pregnancy with a grad- It endometrial PTEN expression shows the cyclic mannet
ual increase as pregnancy advanced (Fig 2C) changes throughout menstrual cycles and early pregnancy,
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: Fio 4. A-C, Western blot analyses of PTEN and phaspho-PTEN in cultured human endometrial stromal cells €, Control; E, estradiol, A,
i Short-term treatment of celis with estradiol resulted in 28% and 30% increase in the PTEN levels at 5 and 15 min, respectively, compared with
. control Estradiol treatment resuited in 29% and 46% increase in the phospho-PTEN levels at 5 and 15 min, respectively, compared with control

Graphs represent mean = SEM; *, P < 0 05 control vs. B, C, Long-term treatment 3-24 h with estradiol did not affect phospho-PTEN levels,
. whereas the PTEN level showed statistically insignificant decrease at only 24 h in endometrial stromal cells compared with untreated cells
. PTEN and phespho-PTEN levels were normalized to GAPDH protein level
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its expression and /ot its phosphorylation may be regulated

by ovarjan steroids in a short-term and/or long-term man-

ner. To investigate this hypothesis, endomettial stromal and
- glandular cells were treated with estzadiol (1 X 107° M) and
- progesterone (1 X 1078 m) for short (5-90 min) and long (3-24

h) time courses PTEN and phospho-PTEN piotein ievels
" were assessed by Western blot analysis. In endometrial stro-
_mal cells treated with estradiol, PTEN levels were 28% and
- 30% higher at 5 and 15 min, respectively, compared with
“control cells (P < 0 05) {Fig. 44) Phospho-PTEN levels
. reached a peak following 15 min of treatment with estr adiol
' Increased PTEN levels in estradiol-treated cells were asso-
' ciated with elevated levels of PTEN phosphorylation PTEN
phosphorylation in estradiol-treated cells was 29% and 46%
. higher at 5 and 15 min, respectively, than that observed in

A 3 min 30 min
P (MDY P (M)
c wPiw® c w0t w?

PTEN
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» GAPDH
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control cells (P < 0 05) (Fig. 4B). Long-term estradiol treat-
ment {3-24 h) did not affect phospho-PTEN level, but a
nonsignificant decrease was observed in the PTEN protein
level after 24 h {Fig 4C). Short-term treatment {5-30 min) of
endometrial stromal celis with progesterone (107° M) de-
creased both PTEN and phospho-PTEN levels when com-
pared with control, which was not statistically significant.
PTEN level was 11-26% and phospho-PTEN level was
9-15% lower in cells treated with progesterone compared
with control cells at 5 and 30 min, respectively (Fig 5A). On
the other hand, long-term progesterone treatment (10 & )
induced a 23-76% increase in PTEN level and a 50-37%
increase in phospho-PTEN levels at 624 h, respectively (P <
(05) (Fig 5B)

Fndometrial glandular cells treated with estradiol alone

s PTEN
{— Phospho-PTEN

potiy POCT M
4 min

PO PODtM
30 min

¢ c

s PTEN
= Phospho-FTEN

20 4

06 A
044

G2+
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pg®M) PO M

24h

PO M POTT
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Fic 5. Aand B, Immunoblot analyses of PTEN and phospho-PTEN in cultured human endometrial stromal cells C, Control; P, pregesterone,

m, molecular weight marker.
in the PTEN and phospho-PTEN jevels in § and 30

A, Short-term treatment of cells with progesterone results in
min when compared with vehicle (control}

a decrease, which was not statistically significant
PTEN and phospho-PTEN levels were normalized

to GAPDH protein level. B, Long-term treatment of cells with progesterone results in a significant increase in PTEN and phospho-PTEN levels
inBand 24h * P <005 when compared with control
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and progesterone alone for 15 min showed results similar to
those observed in stromal cells (Fig 6). Estradiol treatment
induced a matked increase in both PTEN and phospho-
PTEN levels, whereas progesterone induced a not significant
decrease in PTEN and phospho-PTEN levels

In vitro localization of PTEN and phospho-PTEN in
endometrial stromal cells

To investigate the specific localization of phosphorylated
and normal forms of PIEN in the cell, we petformed im-
munofluorescence staining using mouse antihuman-PTEN
and rabbit antihuman-phospho-PTEN antibodies in endo-
metrial stromal cells cultured in chamber slides Immuno-
fluorescence analysis revealed that phospho-PTEN is mostly
localized in the nucleus, whereas normal PTEN is mainly in
the cytoplasm (Fig 7, A-C} Endometrial styomal cells plated
onto eight-weli chamber slides were incubated with estradiol
{1 x 10°% M) for 5-15 min, and cells were analyzed by im-
munoflucrescence staining Following 15-min  estradiol
treatment compared with control, there was an increase in
nuclear PIEN immunoreactivity and a decrease in cytosolic
PTEN immunoteactivity. Double immunofluorescence anal-
ysis revealed that nuclear staining is related to phospho-
P1EN (Fig 7, D-F)

We further analyzed phospho-PTEN levels using endo-
metrial stromal cell nuclear extracts treated 5 and 15> min with
estradiol (107% m) or vehicle Following protein guantifica-
tion, 5 pg nuclear extracts were analyzed by Western blot.
Similat to immunofluorescence findings, nuclear PTEN level
in estradiol-treated cells was significantly higher than those
in vehicle-treated cells in 5 and 15 min (P < 005) (Fig 8)

15 min

[T———————

m. C E P

~-—PTEN

% =s— Phospho-PTEN
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Discussion

PTEN, a novel tumor suppressor gene encoding a protein
tyrosine phosphatase, has been studied because of being
frequently deleted or mutated in a variety of cancers (23). In
endometrial cancer, particular}y, PTEN mutations appear at
a higher frequency than oiher cancers (15) Sinceits discovery
in 1997, many studies have been performed on its biological
and biochemical roles. The main function of PTEN is to
negatively 1egulate Akt activation by preventing its phos-
phorylation Thus, PIEN takes patt in controlling the cellular
processes including apoptosis, cell cycle, cell spreading, and
migration (24). Although many studies have demonstrated
critical roles of PTEN in cell survival, growth, and cell cycle,
its transcriptional and translational regulation mechanisms
are still unclear. Understanding the mechanisms of PTEN
regulation may be a very important insight for treatment of
PTEN-mutated cancess, and it may provide a novel thera-
peutic approach for many hormone-dependent diseases

Normal endometrium is hormonaily regulated in a cyclic
manner and undergoes highly dynamic changes throughout
the menstrual cycle and during eaily pregnancy. Estrogen
and progesterone play important roles in the regulation of
these changes (23) Mutter ef al. {17) have recently reported
the changes in endometrial PTEN expression throughout the
menstrual cycle Consistent with the data of that study, our
smmunohistochemical results revealed that PTEN expres-
sion in normal and decidualized endometrial tissues is under
the cyclic influence of estrogen and progesterone and has a
complex and cell-specific distribution and subcellular local-
ization Stronger PTEN immunoreactivity chserved in en-
dometrial stromal celi nuclei compared with its cytosol dur-
ing the proliferative phase may be retated to its increased
phosphorylation because our immunoflucrescence staining

1
1 PTEN
7 Phoespho-PTEN

144

121

08

04

Arbitrary densitometric unit

02 A

00+

c E
15 min

Fie. 6 Western blot analysis of PTEN and phospho-PTEN expressior: in cultured human endometrial glandular cells C, Control; E, estr adiol

(108 M); P, progesterone {10~% M); m, molecular weight marker Fifteen minutes of progesterone treatment of cells results in an insi

gnificant

decrease in PTEN and phospho-PTEN levels, whereas treatment with estradiol resuits in significant increase in PTEN and phospho-PTEN
levels PTEN and phospho-PTEN levels were normalized to GAPDH protein level *, P < 005 Ey us eontro! and P
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Fic 7 A-I, In vitro immunclocalization of PTEN in endometrial stromal cells Immuncfluorescence of endometrial stromal cells cultured in

chamber slides for PTEN (A and D), and phospho-PTEN (B and E} In the composite image (C and F), PTEN staining is green and phospho-PTEN
staining is red; yellow indicates colocalization PTEN staining reveals a cytoplasmic pattern, whereas phospho-PTEN reveals mostly nuciear
Jocalization Fifteen minutes of estradiol-treatment (D-F) increases nuclear immunoreactivity compared with control (A-C) Negative controls
where normal mouse IgGisotype (G) and normal rabbit IgG (H) were used instead of primary antibodies 4’ ,6-Diamidino-2-phenylindole staining

was used as nuclear dye (I)

for phospho-PTEN showed a nuclear pattern. The finding
that there are no significant changes in PTEN immunocreac-
tivity during mid- and late-proliferative phases suggests that
estrogen may not have a stimulatory effect on PTEN expres-
sion in vive in a long-term manner On the other hand, nu-
clear localization of PTEN is poorly understood, and may be
related to another yet unknown function besides its known
cytoplasmic roles It is well known that the proiiferative
phase of human endometrium is characterized by a low
number of apoptotic cells, and endometrium stromal cells are
less sensitive to apoptotic stimuli compared with epithelial

cells (26) One of the mechanisms under the less sensitivity
against apoptotic stimuli in stromal cells is likely tobe related
to the regulation of PTEN activity by estrogen

Higher PTEN immunoreactivity in endometrial stromal
and glandular cells during late secretory and early prolifer-
ative phases could be related to decreased cell proliferation
and increased apoptosis of these cells. Moreover, further
increase in PTEN expression in decidual and glanduiar cells
during early pregnancy supports this hypothesis because
during the process of implantation and early pregnancy nu-
merous cells undergo apoptosis Endometrial cell apoptosis
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F1G. 8 Western blot analysis of phospho-PTEN in endometrial stro-
mal cells. Nuclear proteins were extracted from endometrial stromal
cells incubated with estradiol (1 X 1078 m) or vehicle (control) for 5
and 15 min Higher phospho-PTEN level is seen in estradiol-treated
cells C, Control; E; estradiol; M, molecular weight marker

seems to play an important role in the regulation of endo-
metrial decidualization and trophoblast invasion (27)

Interestingly, PTEN expression is not homogenous in
glandular cells Specifically, in the same section, some glands
are either negative or weakly positive, whereas others aie
strongly positive for PIEN immunoreactivity. Recently, sim-
ilar staining pattern for Fas and proliferating cell nuclear
antigen expression in glandular cells were reported by Demir
et al. (28) One possibility is that immunohistochemically
PTEN-negative glands may have somatic PTEN mutations
because endometrium is one of the highest tissues of ratio of
somatic PTEN mutations. This may be important for early
stage detection of endometrial cancer A relationship be-
tween PIEN-nuli glands and the incidence of endometrial
cancer was recently reported by Mutter ot al (29} Loss of
PTEN occurs in approximately 50% of all endometrial car-
cinomas, increasing to 83% for tumors with adjacent prema-
lignant lesions (29) Inthe present study, we are reporting for
the first time the expression of PTEN during eatly pregnancy
and comparing its expression thzoughout menstrual cycle. In
terms of our in vivo findings, it seems that PTEN expression
may be 1egulated by ovarian steroids throughout the men-
strual cycle and early pregnancy, and our in vitro results
support this hypothesis Moreovet, increased PTEN expres-
sion in secretory phase of endometrium is likely to be reg-
ulated by progesterone because in vitro progesterone treat-
ment stimulates PTEN in endometrial stromal cells Our in
vitro results suggest that in endometzial celis progesterone
but not estrogen regulates PTEN expression in a long-term
mannet.

PTEN is comprised of an N-terminal domain known as
phosphatase domain, a C-terminal domain that contains the
lipid-binding C2 domain, PEST (proline, glutamic acid,
serine} domains that regulate protein stability, and the TDZ
{pSD-95/Dlg and ZO1) domain, which is important in pre-
tein-protein interactions (30) Vazquez ef al. {31) have sug-
gested that PTEN is phosphorylated in a specific C-terminal
region, referred as PTEN tail, which is rich in serine and
threcnine residues PTEN tail is impottant for PTEN phos-
phatase activity and is also necessary for maintaining PTEN
stability Two different groups have recently shown that
phospharylated PTEN is less active but more stable, whereas
dephosphorylation of PTEN increases its activity and its
interaction with PDZ domain-containing binding partners,
thus its degradation (22, 31)

Our results demonstrate that, although estrogen does not
affect PTEN expression by a long-term manner, it regulates

J Clin Endocrinol Metab October 2003, 88(10):5017-5026 5025

PIEN leve! by affecting its phosphorylation in a short-term
manner Increased phosphorylation of PTEN tail in the pres-
ence of estrogen may regulate both its stability and activity,
and may affect its nuclear localization, confirming our in vivo
findings Nuclear PTEN jocalization has been shawn by nu-
metous other studies (32-34) A balance between PTEN
phosphorylation and dephosphorylation regulates its activ-
ity Unfortunately, there are no studies describing a role for
phospho-PTEN in the nucleus. Dephosphorylation of PTEN
tail would result in an increase in PTEN activity but also in
its rapid degradation by Proteosoma. As pointed out above,
PTEN phosphorylation affects both its stability and cellular
localization of PTEN and/or its ability interacting with other
intercellular proteins One hypothesis is that estrogen may
activate a kinase related to the phosphorylation of PTEN
Miller et al (35) have shown that PTEN is phosphorylated by
protein kinase casein kinase I, which also phosphorylates
estrogen receptor « (36) Thus, estrogen-activating casein
kinase II may cause a decrease of PTEN activity, but an
increase of estiogen receptor « activity. Estrogen may lead to
a decreased cytoplasmic activity of PTEN by increasing the
PTEN phosphorylation, which in turn would cause increased
Akt phosphotylation by phesphatidylinositol 3-kinase (37).
Therefore, we propose that PTEN is one of the pathways by
which estrogen may be acting te affect endometrial stromal
cell proliferation and/or apoptosis

In conclusion, endometrial PTEN expression has temporal
and spatial changes throughout the menstrual cycle and dur-
ing early pregnancy Changes in the endometrial PTEN pool
are likely to be reguiated by estrogen and progesterone in
both long-term and short-term manner Estrogen may down-
regulate PTEN activity by increasing its phospharylation,
which requires further studies to prove This in turn may
result in increased PIP,, which initiates activation of second
messengers involved in cell proliferation and survival. On
the other hand, progesterone is likely to regulate the PTEN
pool by decreasing its phosphorylation and increasing its
protein level in short-term and long-term manners, respec-
tively We propose that PTEN might be one of the signaling
proteins that estrogen and pregesterone are acting to affect
endometrial cell proliferation and/or apoptosis It should be
interesting to further investigate the molecular mechanisms
of PTEN phosphorylation after estrogen treatment in the
future therapy for estrogen-dependent diseases such as
endometriosis
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